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1. Introducere

Sistemele vii, asa cum le definim din punct de vedere biochimic (entitati cu grad Tnalt de
organizare, in care fiecare parte are o functie, In care exista o relatie directd intre functie si
structurd, care sunt capabile sd extragd energie din mediu, care se pot replica si care sunt
capabile de adaptare la mediu), au o compozitie chimica variabild inclusiv in functie de specie
sau chiar de individ si respectiv de conditiile 1n care acesta se dezvolta. Acele sisteme vii care
ne sunt cunoscute pand astazi tind nsa sa aiba elemente structurale comune, dupa cum se
ilustreaza n Figura 1-1. Astfel, chiar si cele mai simple sisteme sunt organizate in celule delimitate
de o membrand formata prin asocierea necovalenta a unor lipide. Amestecul chimic delimitat
de aceastd membrana este denumit generic citosol; el include de obicei majoritatea moleculelor
necesare supravietuirii, dezvoltarii si reproducerii celulei. Aceste molecule tind sa se constituie
in cateva clase de compusi comuni tuturor organismelor vii cunoscute. In general cea mai
abundentd molecula dintr-o celuld este apa. Rolul ei este esential in organismele vii atat ca solvent
si agent de stabilizare a structurii restului ,,biomoleculelor”, cat si ca participant direct in
reactii esentiale pentru functionarea celulei.!

Figura 1-1. Reprezentiri schematice ale unor celule vii. Stinga: celuli de tip procariot.
Dreapta: celula organizata superior (eucariot), cu (1) nucleol (2) nucleu (3) ribozomi (4) vezicule,
(5) reticul endoplasmatic rugos, (6) aparatul Golgi, (7) citoschelet, (8) reticul endoplasmatic neted,
(9) mitocondrie, (10) vacuole, (11) citoplasmi, (12) lizozom, (13) centriol.>?

Intr-o celula tipicd, a doua clasd ca abundenti o constituie proteinele (de reguld cel putin cateva
mii de proteine diferite din punct de vedere al compozitiei chimice si al concentratiei sunt
prezente intr-o celuld), urmate de acizii nucleici (ADN si ARN, acesta din urma fiind prezent
sub forma catorva mii de molecule diferite intre ele) si apoi de lipide. De asemenea, in celuld
sunt prezente alte cateva sute de molecule mici, a cdror utilitate este de produsi intermediari
de reactie (exemplu, adenozin-trifosfatul, ATP, sintetizat pentru a depozita intr-o forma usor
accesibila energia chimica eliberata din diverse reactii chimice, sau amidonul sintetizat ca forma
de depozitare a glucozei), sau sursa de energie (exemplu, glucoza), sau sursd de atomi necesari
construirii/bunei functiondri a celulei (exemplu, dioxidul de carbon in frunzele plantelor), sau
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rol structural (exemplu, trehaloza, o glucida folosita pentru reglarea presiunii osmotice in
unele organisme). Cu exceptia notabild a apei, toate moleculele de mai sus din punct de vedere
chimic, sunt compusi organici (construite asadar pe schelete de atomi de carbon si folosind ca
accesorii alte nemetale). Trebuie Tnsd sd mentionam ca multe dintre ele nu si-ar putea mentine
structura sau executa functia in vivo fard asistenta/prezenta unor ioni metalici. Astfel, dupa
stiinta noastra, nu exista azi vreun sistem viu capabil sa functioneze in absenta tuturor metalelor.!

Lucrarea de fati, ca revizuire a Editiei I,* isi propune sa prezinte cititorilor o vedere de
ansamblu, nicidecum exhaustiva, a tipurilor de procese in care sunt implicate metalele in
sistemele vii. Acest domeniu de interes, aflat la intersectia dintre biochimie si chimia anorganica,
este definit de specialisti drept chimie bioanorganicd (scris si bio-anorganicd), sau chimie
anorganica biologica, sau biochimie anorganica (fiecare dintre aceste variante de terminologie
plasand mai mult sau mai putin accent catre una dintre disciplinele fundamentale de la care
derivd — fie biologia, fie chimia, fie biologia moleculara, fie chimie coordinativa etc.). Pe
parcursul lucrdrii se va presupune ca cititorul are cunostinte de baza de chimie si biologie in
masura in care acestea se predau la nivel preuniversitar in Romania. Pentru parcurgerea in
detaliu a anumitor pasaje se recomanda si cunostinte sumare de biochimie, asa cum sunt ele
prezentate in numeroasele texte introductive de biochimie accesibile in prezent (dintre care
recomandam cititorului referinta 1 din lista de bibliografie prezenta la finalul acestei lucrari).
In primele capitole vom recapitula cateva notiuni de baza de metodologie (spectroscopie,
chimie teoreticd) utile in primul rand studentilor care doresc sa dedice timp lucrului In domeniul
chimiei bioanorganice. Restul capitolelor prezinta diversele clase de procese din sistemele vii
in care metalele joaca un rol important.



2. Elemente metodologice
de baza in chimia bioanorganica

In majoritatea cazurilor, metalocomplecsii cu relevanti biologica (fie ei metaloproteine,
sau compusi de sinteza, sau de altd naturd) sunt disponibili in laboratorul de cercetare in cantitati
limitate, de obicei sub forma unor solutii relativ diluate (concentratii in domeniul pM-mM).
Metodele de purificare a acestora sunt similare celor aplicate majoritatii biomoleculelor si sunt
discutate ca atare in detaliu in referinta 1. In cele ce urmeaza se discuta citeva principii si metode
experimentale de baza aplicabile metaloproteinelor si complecsilor inruditi.

2.1. Considerente asupra proprietatilor chimice
ale metalelor importante in organismele vii

2.1.1. Liganzi, duritate, stari de spin

Diversele molecule sau ionii coordinati la metale sunt denumiti generic liganzi — cu
observatia ca In biochimie termenul de ligand este folosit si cu alt sens — acela de moleculd/ion
legat la 0 molecula mai mare (in special la proteine).

Conceptul HSAB (Hard Soft Acid Base — teoria acizilor/bazelor moi/dure) este util in
intelegerea rolului biologic al metalelor. Principiul HSAB prezice ce liganzi sunt preferati de
un ion metalic. Centrii duri (,,hard”) sunt definiti ca aceia al cdror nor electronic nu este
deformabil sub influenta partenerilor de legatura. Centrii moi (,,s0ft”) sunt aceia al caror nor
electronic este relativ deformabil. Metalele dure preferd liganzi duri (iar legaturile metal-
ligand aferente au caracter predominant ionic, in care norii electronici ai celor doi ioni raman
neafectati de catre prezenta partenerului de legiturd), iar cele moi prefera liganzi moi (iar aici
natura legaturii capata un semnificativ caracter covalent, norii electronici ai celor doi parteneri
deformandu-se astfel Incit sa pund In comun electroni in spatiul dintre cei doi parteneri de
legaturd). Duritatea unui centru metalic se coreleaza direct cu sarcina electrica si invers cu
raza/volumul: cu cét sarcina pozitiva a metalului este mai mare, respectiv cu cat sarcina este
concentratd intr-un volum mai mic, cu atat norul electronic va fi legat mai strans in jurul
nucleului, deci va fi mai greu de deformat. Metalele alcaline si alcalino-pimantoase (ex., Na',
K, Mg*", Ca®") sunt centri duri. Dintre liganzi, cei pe bazi de oxigen sau azot (in special neutri)
sunt de asemenea centri duri. La metalele tranzitionale active redox duritatea depinde de
starea de oxidare (ex., Fe(IIl) este mai dur decat Fe(II).

In majoritatea sistemelor chimice electronii sunt asezati imperecheati cate doi in orbitali
atomici sau moleculari (fie ei de legdtura, de antilegatura, sau de nelegaturd). Electronul are
un moment magnetic propriu; n aceste perechi de electroni din orbitali, momentele magnetice
ale celor doi electroni se anuleaza reciproc, astfel incat din afara orbitalului proprietatile
magnetice ale celor doi electroni nu sunt observabile. In cazuri rare insa, un sistem chimic
poate contine orbitali incomplet ocupati (adici avand un singur electron in loc de doi). In aceste
cazuri, sistemul respectiv dobandeste proprietdti magnetice masurabile. Spunem atunci despre
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acesta ca este paramagnetic, in timp ce sistemele fard electroni neimperecheati sunt denumite
diamagnetice. Pentru sistemele paramagnetice organice, folosim termenul de radical liber.
Sisteme cu electroni neimperecheati se intalnesc insa adesea si la centrii metalici, de exemplu
cand ei au stratul d incomplet ocupat. Pentru a indica numarul de electroni neimperecheati, se
foloseste adesea notatia S=n/2, unde n=numadrul de electroni nelmperecheati (si se simplifica
in cazul valorilor pare; asadar, S poate fi 0, 1/2, 1, 3/2, 2 etc.).

Spre deosebire de elementele din blocul p (carbonul in special), metalele tranzitionale
formeaza legéturi predominant ionice (si nu covalente prin punerea in comun de electron
neimperecheat cu electronul neimperecheat al ligandului), ceea ce Inseamna ca in general
electronii neimperecheati ai metalelor tind sa raimana neimperecheati inclusiv dupa coordinarea
la liganzi. Se foloseste terminologia d", unde n reprezintd numérul de electroni din stratul d
respectiv (si similar vor aparea electroni neimperecheati la elementele mai grele, care folosesc
stratul f — lantanide, actinide). Acolo unde n este impar, in mod evident ionul/elementul va
avea cel putin un electron neimperecheat. Mai mult, datorita regulii lui Hund, intr-un ion
metalic izolat numarul de electroni neimperecheati din orbitalii d va fi egal cu n pentru n=1-5,
respectiv cu n-5 pentru n=6-9 — de vreme ce orbitalii d sunt 5 la numar si Intr-un ion izolat
energiile lor sunt egale intre ele. Totusi, In compusii coordinativi liganzii din jurul metalului
afecteaza in general energiile orbitalilor d ai metalului in masura diferita in functie de axele pe
care se afla fiecare orbital, conform Teoriei Campului Cristalin. In aceastd teorie, sarcina
electrica negativa a ligandului (considerat punctiform pentru simplitate), manifestd repulsie
electrostatica fatd de electronii d ai metalului — o repulsie cu atdt mai mare cu cat electronii
sunt orientati pe directii/axe mai apropiate de cele pe care se afla ligandul. Aceasta ,,afectare”
se traduce 1n faptul ca un electron al metalului va prefera sa se aseze in orbitali cat mai departati
de ligand — sau, cu alte cuvinte, va plati un cost energetic cu atat mai mare cu cat orbitalul este
mai afectat de catre ligand. Reformulat, aceasta inseamna ca energiile orbitalilor d sunt in
general mai mari in complecsi decat in ionul liber — dar si ca, mai important, energia fiecarui
orbital d poate fi afectatd in mod diferit de ligand. Prin urmare, cei cinci orbitali d nu mai sunt
degenerati energetic (adica, nu mai au toti aceeasi energie). Exemple tipice de situatii se
ilustreaza in Tabelul 2-1. Astfel, intr-un sistem octaedric orbitalii dx.y» s1 d,» sunt mai afectati
deoarece lobii lor sunt plasati direct pe axele x, y si z — adicd aceleasi axe pe care se afld si
liganzii. O situatie similara se intalneste in geometria plan-patrata, doar cd acum orbitalul d,,
nu mai este afectat deoarece pe axa verticala (z) nu mai avem ligand. Prin contrast, in geometria
tetraedricd liganzii sunt asezati intre axele x/y/z si nu pe ele — astfel incat acum dys.y> $1 dp
sunt orbitalii favorizati energetic in comparatie cu ceilalti 3 (dyy, dxs, dy,).

In conditii precum cele din Tabelul 2-1, regula lui Hund rimane aplicabila, dar acum
diferenta de energie dintre seturile de orbitali face sd putem aseza electronii in mai multe feluri,
in functie de geometria de coordinare si de cat de puternic a fost efectul campului de liganzi.
Diferenta de energie dintre cele doud (sau, dupa caz, mai multe) seturi de orbitali d intr-un
anume sistem de coordinare (diferentd etichetatd/reflectata in diversi parametri numerici,
dintre care vom folosi LFSE — ligand field stabilization energy) depinde de doi factori:
natura metalului (de ex., metalele 4d si 5d prezinta diferente mai mari decat cele 3d) si natura
ligandului. Pentru acesta din urma, sunt spre exemplu importante sarcina negativa si concentrarea
ei pe axa de coordinare, dar si distanta la care se afla ligandul de metal. Liganzii anionici vor
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avea efecte mai puternice decat cei neutri, iar liganzii care se apropie mai mult de metal (de
exemplu, cianura) vor avea efecte mai puternice decat cei care stau la distanta mai mare.

Tabelul 2-1. Rearanjarea energetica a orbitalilor d
sub influenta liganzilor, potrivit teoriei cAmpului cristalin.’
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La ocuparea orbitalilor d cu mai mult de un electron vom asista atunci la o competitie intre
costul energetic implicat de incalcarea legii lui Hund si costul energetic implicat de trecerea la
un orbital d de energie mai mare. Acolo unde LFSE are valori mici, sistemul se va comporta
ca si cand LFSE nici n-ar exista. La valori mai mari ale LFSE, sub-seturile de orbitali d (ex.,
trg VS. €,) se vor comporta ca seturi independente unul de celalalt astfel incat regula lui Hund
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2. Elemente metodologice de baza in chimia bioanorganica

se va aplica numai in interiorul sub-setului. Spre ilustrare, Figura 2-1 prezinta modurile posibile
de aranjare a electronilor pentru centrii d'-d"° in sistem de coordinare octaedric. Pentru centrii
d'- d3 si d8 d10 numarul de electrom ne1mperecheat1 este ace1a51 ca pentru ionul liber. Pentru

1iexgr.

(randul de JOS). In versiunea a doua, o parte dintre electroni sunt obligati sa se 1mperecheze,
costul energetic al accesdrii orbitalilor e, fiind prea mare. Numim starile de pe randul de jos,
care au un numar mai mic de electroni neimperecheati, ,,stari de spin jos”, iar pe celelalte ,,de
spin inalt”. Terminologia e valabild pentru orice stare de coordinare, nu doar cea octaedrica.

d d 5
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Figura 2-1. Variantele de ocupare a orbitalilor d in sistem de coordinare octaedric.®

Q:q

>

Tabelul 2-2 ilustreaza pentru cateva cazuri reprezentative masura in care preferinta pentru
spin inalt sau spin jos depinde de natura ligandului, de starea de oxidare a acestuia (vezi in special
cazul Co), respectiv de metal.

In principiu, unele sisteme chimice mai complexe pot contine electroni neimperecheati
in mai mult decét o locatie. Spre exemplu, o moleculd organica poate contine doua unitati
radicalice — si se va numi ,,biradical”. Mai de interes pentru subiectul acestui text, intdlnim
centri di- sau multi-metalici, unde fiecare metal poate avea propriii electroni neimperecheati.
Daca doi (sau mai multi) centri paramagnetici dintr-o molecula sunt relativ departe unul de
celalalt, proprietatile lor magnetice nu se influenteaza reciproc (e ca si cand ar fi in molecule
diferite). Insa daci acestia sunt apropiati, atunci se vor comporta ca un tot unitar; numim aceasti
situatie ,,cuplaj magnetic”. Avem doua variante de astfel de cuplaj: (1) feromagnetic (cand cei
doi centru paramagnetici isi aliniaza campurile paralel unul cu celdlalt, ceea ce inseamna ca
sistemul se comporta ca un tot unitar al carui numar de electroni neimperecheati e egal cu
suma electronilor neimperecheati adusi de fiecare dintre cei doi centri), sau antiferomagnetic
(cand cei doi centri paramagnetici 1si aliniazd caAmpurile antiparalel unul cu celalalt, ceea ce
inseamnd ca sistemul se comportd ca un tot unitar al carui numar de electroni neimperecheati
e egal cu diferenta dintre numarul electronilor neimperecheati adusi de un centru si cei adusi
de celalalt centru). Luand cazul biradicalului definit mai sus, acesta se poate comporta in cele
3 scenarii fie ca (1) un amestec de doi radicali liberi (S=1/2, la distanta suficient de mare unul
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de celalalt incat sd nu se cupleze feromagnetic sau antiferomagnetic), (2) un sistem cu doi
electroni neimperecheati (S=1, cuplaj feromagnetic), sau (3) un sistem diamagnetic, cu un
total de zero electroni neimperecheati (S=0, cuplaj antiferomagnetic).

Tabelul 2-2. Preferinte de spin in complecsi anorganici comuni.®

Cation d Liganzi care favorizeaza spin inalt | Liganzi care favorizeaza spin jos
Cr(I1T) 3 toti niciunul

Mn(II) 5 marea majoritate CN
Mn(I1I) 4 marea majoritate fenantrolina, CN°

Fe(Il) 6 NH;, H,O, CI' fenantrolina, porfirine, CN’, NO,
Fe(III) 5 H,O, F, CI porfirine, CN”

Co(II) 7 marea majoritate corina (in vitamina By;), CN
Co(1II) 6 F toti ceilalti

Ni(II) 8 marea majoritate corfina (in coenzima F3), CN
Ni(III) 7 donori de O CN

Notiunile legate de magnetism discutate mai sus au fost prezentate din punct de vedere
molecular, la nivel micro. Pentru stiinta materialelor, sau in general la nivel macro, se poate
nota ca si materialele diamagnetice au un grad de interactiune (fie el foarte slab) cu campul
magnetic, din cauza efectelor induse de campul magnetic asupra sarcinilor in miscare ale
electronilor — fie ei si nelmperecheati. Multe dintre materialele comun cunoscute/discutate cu
proprietdti magnetice (ex., fierul metalic) isi datoreaza acele proprietati electronilor de banda
din structura metalica mai degraba decat unor electroni localizati Intr-un anume orbital pe un
anume atom. In materiale la scald macro se defineste suplimentar si ferimagnetismul — ca acea
situatie unde atomii/moleculele 1n stare solidd/cristalind sunt orientati antiferomagnetic intre
ei, dar structura cristalina obliga una dintre orientari sa fie dominanta.

2.1.2. Abundenta naturala si in organismele vii

]

Abundenta relativa a elementelor chimice din scoarta terestra decide in mare masura ce
elemente sunt disponibile pentru organismele vii. Tabelul 2-3 arata ca printre cele mai abundente
elemente se numara O, Si, Al, Fe, Ca, Na, K, Mg.

Tabelul 2-3. Cele mai abundente elemente chimice in scoarta terestri, cf. CRC Handbook.’

# V4 Simbol/nume Fractie (kg/kg) # V4 Simbol/nume Fractie (kg/kg)
1 08 O oxigen 4.61x107" 9 22 Ti titan 5.65x107°
2 14 Si siliciu 2.82x10" 10 01 H hidrogen 1.40x10°*
3 13 Al aluminiu 8.23x1072 11 15 P fosfor 1.05%107°
4 26 Fe fier 5.63x1072 12 | 25 Mn mangan 9.50x10™*
5 20 Ca calciu 4.15%x10°° 13 09 F fluor 5.85x107*
6 11 Na sodiu 2.36x107° 14 56 Ba bariu 4.25%x107*
7 12 | Mg magneziu 2.33x107? 15 | 38 Sr strontiu 3.70x10°*
8 19 K potasiu 2.09x10°* 16 16 S sulf 3.50x107*
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2. Elemente metodologice de baza in chimia bioanorganica

# V4 Simbol/nume Fractie (kg/kg) # V4 Simbol/nume Fractie (kg/kg)
17 | 06 C carbon 2.00x107* 47 72 Hf hafniu 3.0x10°°
18 40 Zr zirconiu 1.65x107* 48 04 Be beriliu 2.8x10°°
19 17 Cl clor 1.45%x10°* 49 92 U uraniu 2.7x10°°
20 23 V vanadiu 1.20x10°* 50 35 Br brom 2.4x10°
21 24 Cr crom 1.02x107* 51 50 Sn staniu 2.3x10°°
22 37 Rb rubidiu 9.0x107 52 63 Eu europiu 2.0x10°°
23 28 Ni nichel 8.4x107° 53 73 Ta tantal 2.0x10°°
24 | 30 Zn zinc 7.0x107° 54 33 As arsen 1.8x10°°
25 58 Ce ceriu 6.65x107 55 32 | Ge germanium 1.5x10°¢
26 29 Cu cupru 6.0x107° 56 67 Ho holmiu 1.3x10°°
27 | 60 Nd neodim 4.15x107 57 74 W wolfram 1.25%x10°
28 57 La lantan 3.9x107° 58 42 | Mo molibden 1.2x10°°
29 | 39 Y ytriu 3.3x107° 59 | 65 Tb terbiu 1.2x10°°
30 | 27 Co cobalt 2.5x107 60 81 Tl taliu 8.5x107’
31 21 Sc scandiu 2.2x107 61 71 Lu lutetiu 8x107’
32 03 Li litiu 2.0x107 62 69 Tm tuliu 5.2x1077
33 41 Nb niobiu 2.0x107 63 53 Iiod 4.5x107
34 | 07 N azot 1.9x107° 64 | 49 In indiu 2.5%1077
35 31 Ga galiu 1.9x107 65 51 Sb stibiu 2x1077
36 | 82 Pb plumb 1.4x107° 66 | 48 Cd cadmiu 1.5x107
37 05 B bor 1.0x107 67 80 Hg mercur 8.5x10°®
38 | 90 Th toriu 9.6x10°° 68 | 47 Ag argint 7.5%x10°*
39 59 Pr praseodim 9.2x10°° 69 34 Se seleniu 5%x10°"
40 62 Sm samariu 7.05%10°° 70 46 Pd paladiu 1.5x10°*
41 64 | Gd gadoliniu 6.2x10°° 71 83 Bi bismut 8.5x107°
42 | 66 | Dy disprosiu 5.2x10°° 72 | 02 He heliu 8x1077
43 18 Ar argon 3.5%x10°° 73 10 Ne neon 5%x107°
44 | 68 Er erbiu 3.5x10°° 74 | 78 Pt platina 5x107°
45 70 Yb yterbiu 3.2x107° 75 79 Au aur 4x107
46 55 Cs cesiu 3x10°°

in combinatii chimice. Pentru a fi accesibile organismelor vii, elementele chimice trebuie sa
fie dispuse sa 1si schimbe liganzii — in special sd accepte apa ca ligand, astfel incét sa poata

Elementele metalice, la fel ca majoritatea celorlalte, se gasesc in scoarta sub forma ionica,

ajunge in apele de suprafata si de acolo 1n celulele vii. Se folosesc termenii de ,,labil cinetic”,
respectiv ,inert cinetic” pentru a descrie disponibilitatea metalelor de a-si inlocui liganzii.
Labilitatea cinetica a metalelor depinde:

(1) invers proportional de sarcina electrica (valoarea totala, dar si raportul sarcina/raza;

astfel, metalele din blocul s, cu sarcina +1 sau +2, sunt labile cinetic — dar Mg este ceva
mai inert din cauza volumului mai mic la aceeasi sarcina pozitiva; Fe(Ill) este mai labil

cinetic decat Fe(II))
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(2) direct proportional de numarul de electroni neimperecheati (spre exemplu Fe(Il) de spin
inalt, care are 4 electroni neimperecheati, este mai labil cinetic decat Fe(Il) de spin jos,
care are zero electroni neimperecheati; dar de asemenea in general elementele cu strat
complet — precum d'°, spre exemplu zincul, sau cele d* sau d° de spin jos precum Cr(III),
Co(III), Fe(II)). Avand in vedere considerentele de mai sus, putem examina abundenta
relativa a elementelor chimice in apa de ocean — cea in care este general acceptat ca s-au
dezvoltat multa vreme primele forme de viatd de pe planeta noastrd — prezentatd in
Tabelul 2-4.

Tabelul 2-4. Cele mai abundente elemente chimice in apa de ocean, cf. CRC Handbook.’

# V4 Simbol/nume kg/L # V4 Simbol/nume kg/L

1 | 08 O oxigen 8.57x107" 23 | 42 Mo molibden 1x10°
2 | ol H hidrogen 1.08x107" 24 | 30 Zn zinc 4.9x10°°
3|17 Cl clor 1.94x107* 25 | 33 As arsen 3.7x107°
4 | 11 Na sodiu 1.08x107* 26 | 92 U uraniu 3.2x107°
5 | 12 Mg magneziu 1.29x107° 27 | 23 V vanadiu 2.5x107°
6 | 16 S sulf 9.05x107* 28 | 13 Al aluminiu 2x107°
7 | 20 Ca calciu 4.12x107* 29 | 26 Fe fier 2x107°
8 | 19 K potasiu 3.99x107* 30 | 22 Ti titan 1x107°
9 | 35 Br brom 6.73x107 31 | 28 Ni nichel 5.6x107"°
10 | 06 C carbon 2.8x107° 32 | 24 Cr crom 3x1071°
11 | 38 Sr strontiu 7.9x10°¢ 33 | 55 Cs cesiu 3x1071°
12 | 05 B bor 4.44x10°° 34 | 29 Cu cupru 2.5%x107"
13 | 14 Si siliciu 2.2x10°° 35 | 51 Sb stibiu 2.4x107"°
14 | 09 F fluor 1.3x10°° 36 | 36 Kr kripton 2.1x107"
15 | 07 N azot 5%x1077 37 | 25 Mn mangan 2x107"°
16 18 Ar argon 4.5x107 38 | 34 Se seleniu 2x107"°
17 | 03 Li litiu 1.8x107 39 | 10 Ne neon 1.2x107"°
18 | 37 Rb rubidiu 1.2x107 40 | 48 Cd cadmiu 1.1x107"°
19 | 15 P fosfor 6x10° 41 | 74 W tungsten 1x107"°
20 | 53 Iiod 6x10° 42 | 32 Ge germaniu 5x107"
21 | 49 In indiu 2x10° 43 | 54 Xe xenon 5%x107"
22 | 56 Ba bariu 1.3x10°® 44 | 47 Ag argint 4x107"

Metale mai grele (precum plumbul, mercurul) sunt in general moi in sens HSAB. In
parte de aceea, ele tind sd fie mai putin prezente in apele de suprafatd (apa fiind un ligand
nepotrivit pentru centrii moi), ceea ce face ca mai departe ele sa nu fi fost general recrutate de
organismele vii pentru functii fiziologice. Complementar sau consecutiv acestei alegeri,
atunci cand astfel de centri moi ajung in organismele vii, ei tind sa interfereze cu functionarea
biomoleculelor (si astfel sa fie toxici) — in special la nivelul biomoleculelor care contin liganzi
moi, in primul rand cei cu sulf. Din contra, metalele mai dure (si in special sodiul, potasiul
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sau calciul) vor fi dizolvate mai usor 1n apa si de aceea vor fi mai disponibile organismelor
vii. In fapt, mai multi centri duri sunt esentiali vietii (Na", K*, Ca™).

Elementele necesare organismelor vii se clasificd in cele specifice chimiei organice (H,
C, N si O), alaturi de care gasim si macro-mineralele esentiale (Na, K, Mg, Ca, CL, P si S;
“macro-mineral” inseamna ca este esential 1n cantitdti relativ mari organismului), iar pe urma
oligomineralele: Mn, Fe, Cu, Zn, Se, Co, Mo (,,oligomineral” se referd la faptul ca este
esential in cantitdti foarte mici organismului). Tabelul 2-5 prezintd sintetic elementele cu
functii demonstrate sau presupuse 1n diversele organisme vii.

Tabelul 2-5. Elemente nutritionale in tabelul periodic.®
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Legenda:

. Cele patru elemente organice de baza — macroelemente, esentiale tuturor organismelor

. Macroelemente, esentiale tuturor organismelor

|:| Oligoelemente esentiale

I:' Considerat oligoelement esential de catre autoritatile SUA, dar nu si de catre Uniunea Europeana

- Functie sugerata de efectele privarii sau manipularea metabolica, dar inca nedovedita clar la om

. Dovezi circumstantiale limitate pentru beneficiile urmelor sau actiunea biologica la mamifere

[ ] Nu existd dovezi pentru actiunea biologica la mamifere, dar esentiala in unele organisme inferioare. (In cazul
lantanului, definitia unui nutrient esential ca fiind indispensabil si de neinlocuit nu este complet aplicabild din
cauza asemanarii extreme a lantanidelor. Lantanidele timpurii stabile pana la Sm sunt cunoscute a stimula
cresterea diferitelor organisme care utilizeaza lantanide.)

2.2. Purificarea si analiza compusilor metalici din organismele vii

Partea centrala a chimiei bioanorganice se refera la metalocomplecsii din organismele
vii — adica in general complecsii cu biomolecule cheie (proteine, acizi nucleici, glucide, lipide,
vitamine, metaboliti si alte molecule mici). Izolarea unor astfel de complecsi se face dupa
aceleasi reguli ca in restul chimiei organice sau biochimiei, cu unele masuri mai speciale pentru
conservarea si/sau detectarea centrului metalic. Diferentele cele mai notabile fata de procedurile
standard biochimice/organice, dar si cazurile cele mai dese de studii de metalocomplecsi
biologici, se refera la metaloproteine si metalopeptide — motiv pentru care in cele ce urmeaza
ne vom concentra in special pe aceste clase.

15



Radu Silaghi-Dumitrescu, Daniela Cioloboc, Mariann Arkosi si Nicoleta Tomoioagd ® METALELE TN SISTEMELE VII

2.2.1. Din sursa originala

Cea mai relevanta forma a unei metaloproteine este cea extrasa direct din sursa/organismul
in care acea metaloproteind functioneazd in mod normal. Se foloseste pentru aceastd versiune
de proteind termenul ,,nativa”. Totusi, aceasta variantd este In general incomoda, intrucét in
celulele vii fiecare proteind se afla In concentratii extrem de mici, ceea ce Inseamna ca
procedura de purificare va necesita cantitati relativ mari de materie primd si metode foarte
sensibile de detectare a proteinei de interes dintre toate celelalte.” Exceptii sunt unele probe
care pot intr-adevar sa abunde intr-o singurd proteind; cea mai notabild este sangele — unde
40% din volum e constituit de celule rosii, iar 30% din continutul acestora este reprezentat de
hemoglobind. Din doar citiva mL de sdnge se poate obtine suficienta hemoglobind pentru o
gamd largd de experimente.'® In schimb, pentru izolarea unei proteine oarecare bacteriene in
cantitate suficientd pentru experimente la scald de laborator, se recurge la fermentatii in
bioreactoare de capacitate mare (pana la 100 de litri de culturd/sarjd).""

2.2.2. Prin metode recombinate

Atunci cand se cunoaste secventa de ADN care codifica proteina de interes, este azi o
procedura de rutina ca acea gena sa fie clonatd/copiatd si inseratd intr-un organism gazda usor
de cultivat in laborator — un organism care astfel devine modificat genetic, sau transgenic.
Proteina astfel obtinuta se numeste ,,recombinata” (sau recombinantd). Procedura este oportuna
din doua puncte de vedere:

(1) odata cu gena de interes nou introdusa se adaugé insereaza si gene care confera rezistenta
la antibiotice a celulelor gazda modificate genetic, asigurand cultivarea selectiva a lor,
impiedicand contaminarea culturilor celulare cu alte microorganisme, dar si gene care
determind organismul sa produca proteina de interes in cantitate foarte mare in raport cu
proteinele proprii (procedeul se numeste supraexprimarea proteinei de interes);

(2) se pot astfel cultiva proteine care altfel (in forma nativa) ar proveni din organisme greu
de manipulat/folosit direct — spre exemplu proteine umane, sau proteine care provin din
microorganisme periculoase/patogene, sau din organisme care necesita conditii prea dificile

11-17
de lucru.

Toate clasele de organisme pot fi adaptate pentru a servi la supraexprimarea unei proteine
prin metode recombinate: bacterii, fungi (inclusiv drojdii), plante, insecte, animale. Procedura
standard este de a folosi bacterii, pentru ca rata lor de multiplicare (diviziunea celulard) este
foarte mare in comparatie cu celelalte tipuri de celule si pot fi cultivate In orice volum in
functie de necesitati. Dintre bacterii, Escherichia coli (E. coli) este optiunea standard; se folosesc
in general linii celulare standard, disponibile comercial, care sunt modificate/selectate genetic
astfel incat sa (1) nu fie patogene si (2) sd accepte usor materialul genetic recombinant introdus
artificial.

Totusi, unele proteine provenite din organisme superioare (eucariote) nu pot fi exprimate
in bacterii (procariote) — cel putin nu intr-o forma identicd cu cea nativa. Spre exemplu,
proteinele eucariote pot include la suprafatda unitdti glucidice, pe care procariotele nu le pot
produce. De asemenea, unele proteine eucariote contin situsuri active speciale, pe care bacteriile
nu le pot produce sau le produc cu randament prea mic. In astfel de cazuri se recurge de obicei
la culturi de fungi sau de plante — Insa acestea sunt mai pretentioase la conditiile/procedurile
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de cultivare si sunt mai lente in crestere; nu in ultimul rand, randamentele pentru proteina

. . . A .. 18,19
recombinata tind sa fie mai mici decat in bacterii.

2.2.3. Cultivarea

Conditiile speciale si specifice cultivarii organismelor (recombinate sau native) sunt
esentiale in vederea obtinerea metaloproteinelor in forma activa (nealterate) cu includerea
corespunzatoare a situsului metalic in proteina.

Un astfel de parametru este temperatura. Desi cultivarea optima a celuleor E. coli decurge
la 37°C, atunci cand sunt folosite pentru exprimarea metaloproteinelor cu situsuri metalice mai
complicate (precum hemul din hemoglobind) se impune reducerea temperaturii de fermentatie
sub 30°C in vederea armonizarii vitezelor de formare a componentei proteice cu cea a biosintezei
situsului metalic.*

Un alt parametru important este compozitia mediul de culturd. Pentru proceduri standard
se folosesc asa-numitele medii complete — care contin toti nutrientii necesari cresterii rapide a
organismului cultivat. In cazuri speciale se recurge la folosirea mediilor de cultura limitative,
care contin doar componentele strict necesare fermentatiei. De exemplu, un mediu limitativ
care contine strict doar cativa ioni esentiali precum Na', K, Ca2+, Mg2+, CI, fosfat, alaturi de o
sursa simpld de carbon precum glucoza va fi utilizat atunci cand se fermenteaza o metaloproteina
la al cdrui situs activ se doreste insertia un anumit metal in locul celui natural. In astfel de
conditii constranse celula va fi determinatd sa producd de exemplu o varianta de metaloenzima
cu zinc desi varianta naturald a proteinei poseda un situs activ cu fier, sau viceversa. Controlul
compozitiei in metale a mediului de culturd este cu atdt mai important cu cat unele proteine
prezintd o oarecare promiscuitate in legarea metalului, in special daca nu sunt produse in
organismul nativ. Astfel, o proteina care in organismul nativ contine Mn la situsul activ ar putea
ca in forma recombinata din E. coli sa prezinte diverse forme — unele cu mangan, altele cu alte
metale similare ca volum dar mai abundente in mediul de cultura (ex. fier, zinc). Mai mult,
dacd mediul de culturd este prea bogat in oligominerale, unele dintre acestea, pe langa ionul
din situsul metalic, se pot atasa aleatoriu si nespecific la proteina, ''>!*!15:21-22

Mai rar, alti factori cum ar fi cel fotochimic (alterarea culturi expuse la lumind sau din
contrd, necesitatea expunerii la lumind — precum cele de plante) sau cel atmosferic (fie
excluderea unui component — cum ar fi oxigenului in cazul fermentatiilor anaerobe — fie
imbogatirea atmosferei cu un component, de exemplu cu monoxid de carbon pentru exprimarea
corespunzatoare, mai apoi stabilizarea prin inhibarea degradarii unor metaloproteine sensibile
structural).

2.2.4. Izolarea proteinei de interes

In majoritatea cazurilor, proteina de interes se acumuleazi intracelular, mai rar proteina
produsi in celula se externalizeazi si se acumuleazi in spatiul extracelular. in ambele cazuri
procedura de izolare si purificare a proteinelor va incepe prin separarea (de obicei prin
centrifugare) a celulelor de supernatant / din mediul de culturd. Datorita diversitatii proteice
scazute dar si a continutului redus in alte macromolecule a mediului extracelular, izolarea si
apoi purificarea proteinele extracelulare decurge relativ usor, cum ar fi in cazul proteinelor
din serul sanguin, precum ceruloplasmina sau albumina.”***
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Pentru separarea proteinelor intracelulare, se impune spargerea membranei celulare (si a
peretelui celular, daca existd), procedeu numit si ,,lizd celulara”. Rar, 1n cazul celulelor foarte
fragile precum eritrocitele din sange, ruperea membranelor se poate realiza si osmotic prin
simpla suspendare a acestora in apa distilatd. Datorita diferentei de concentratie de saruri a
mediului intra- si extracelular se genereaza o presiune osmotica ce va facilita transportul de
apa nspre interiorul celulelor, provocand marirea volumului acestora pana la dezintegrarea
structurala a membranei. '¢ O altd modalitate pentru liza celulara poate fi folosirea de agenti
chimici: spre exemplu, detergenti, sau utilizarea enzimelor specializate pentru degradarea
peretelui celular. In laborator cel mai des utilizate sunt metodele fizice care provoaci cresterea
sau pulsatia de volum a celulelor, facilitind dezintegrarea acestora. Sunt de mentionat metoda
inghetarii repetitive (inghet-dezghet), fie cea a depresurizarii rapide a celulelor presurizate in
prealabil (presa francezd). Astfel suspensia celulara din cilindru este presurizata treptat
actionand asupra pistonului, urmata de o perioada de repaus, in vederea acomodarii celulelor
la mediul de presiune inalta si in final suspensia presurizatd este evacuata prin ejector intr-un
vas colector. Trecerea rapida a celulelor din mediul presurizat in cel de presiune atmosferica
va conduce la dezintegrare membranei (peretelui) celular prin explozie. Cel mai frecvent se
utilizeaza tratamentul cu ultrasunete (ultrasonare, sau sonicare) care provoaca liza celulara
prin cavitatie.

In vederea eficientizirii procesului de izolare se pot folosi ocazional si adjuvanti. Spre
exemplu, inhibitorii proteazelor limiteaza gradul de hidroliza a proteinelor. De asemenea, se pot
utiliza ADNaze — enzime care fragmenteazd materialul genetic al celulelor, astfel evitandu-se
interferenta ADN-ului cu proteinele in cursul procesului de purificare.

Dupa distrugerea membranelor/peretilor, se recurge de obicei la o etapa de centrifugare,
pentru separarea supernatantului (fractiei solubile) de resturile insolubile. De reguld proteina
de interes este localizatd in fractia lichida. Existd insd si doud situatii in care proteina se afla
intr-o matrice insolubild. Astfel, proteinele membranare vor fi solubilizate ulterior fractionarii
prin adaugare de detergent. Apoi, existd situatii, de reguld Intlnite in cazul unor proteine
recombinate, cand celula gazdd nu poseda echipamentul necesar plierii (foldarii) corespunzatoare
a lantului proteic proaspat biosintetizat (in vederea adoptarii structurii secundare/tertiare/cuaternare
potrivite). In astfel de cazuri se poate produce agregarea proteici ce va conduce la precipitarea
lor sub forma unor asa numite corpuri de incluziune. Resolubilizarea proteinelor se poate efectua
cu ajutorul agentilor chaotropici, precum guanidina 1n concentratie mare, care resolubilizeaza
proteinele agregate, privandu-le de adoptarea formelor de foldare specifice structurilor secundare/
tertiare/cuaternare. Apoi, prin reducerea treptata si lenta a concentratiei de guanidina (diluare,
dializa, filtrare) proteina s-ar putea Tmpacheta si adopta o forma cat mai apropiatd de cea nativa,
evitandu-se precipitarea acesteia.

2.2.5. Metode de purificare

Proteinele din supernatant pot fi supuse unor proceduri de precipitare cu agenti precum
solventii organici sau, cel mai des, cu sdruri ultra-concentrate (dintre care pe departe cea mai
comun folositd este sulfatul de amoniu). In principiu procedura se poate realiza in trepte prin
cresterea graduald a concentratiei agentului de precipitare (,,fractionare”). astfel incét la o prima
etapd, cu o concentratie mai mica de agent de precipitare, In functie de solubilitatea componentelor
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proteice a solutiei se va produce o precipitare fractionata a acestora In determinatd de concentratia
agentului de precipitare. In timp ce componentele cele mai putin solubile vor precipita deja la
concentratii reduse de sulfat de amoniu, proteinele cele mai solubile vor precipita numai in solutii
de saruri saturate. Fractia de precipitat care contine proteina de interes, se resolubilizeaza si la
final, agentul de precipitare este indepartat prin diluare/dizolvare in solutie tampon urmata de
filtrare sau dializad. Metodele acestea sunt denumite generic ,,grosiere” si raman optionale. Ele
produc foarte rar proteina suficient de pura pentru studii biochimice detaliate. De aceea sunt
urmate de obicei de metode cromatografice de separare (numite generic si ,,metode fine de
separare a proteinelor”).

Metodele cromatografice sunt prefatate si urmate de obicei de etape de eliminare a com-
ponentilor de masd moleculara mica si de modificare a solutiei tampon astfel incat sa fie
compatibild cu tipul de coloana folosita. Spre exemplu, pentru cromatografia de schimb ionic
solutia tampon trebuie s fie cat mai sdracd in saruri anorganice, pentru ca ele sa nu interfereze
cu legarea proteinei la faza stationara a coloanei. Din contra, la cromatografia de excluziune
sterica (gelfiltrare) solutia tampon trebuie sa fie bogata in ioni anorganici, pentru ca principiul
de separare impune ca proteina sa nu adere deloc la coloand. Aceste modificari ale solutiei
tampon se fac prin diludri si reconcentrari repetate sau prin dializa, folosind membrane cu pori
relativ mari care sd permita migrarea componentelor de masd moleculara mica.

Metodele cromatografice folosite pentru separarea proteinelor functioneaza dupa principii
similare cu cele dezvoltate pentru separarea moleculelor mici. Cu toate acestea in cazuri rare,
se pot folosi aceleasi proceduri pentru separarea ambele clase de compusi (proteine / moleculele
organice mici) Cu alte cuvinte, un HPLC cu coloane aferente functioneaza in conditii prea
dure, iar fazele mobile uzuale sunt denaturante pentru proteine. Mentinerea proteinei in forma
nativa/solubild, a impus dezvoltarea cromatografiei specifica separatologiei proteice in conditii
blande. Corpul coloanelor e confectionat din material nemetalic, fazele stationare din coloane
sunt fabricate din materiale biocompatibile iar eluentii sunt solutii tampon si nu pot contine
componente cu caracter denaturant (solventi organici, etc.). Cromatograful abreviat FPLC (fast
protein liquid chromatograph) este asemanator HPLC-ului, iar detectorul UV-vis folosit in
general este setat la detectarea absorbantei in ultraviolet la 280 nm, specifica proteinelor. Unele
metaloproteine sunt colorate, ceea ce permite detectarea lor selectiva in domeniul vizibil.

In succesiunea metodelor FPLC folositd pentru purificarea avansati a proteinei tinta
dintr-un lizatul celular brut cu vascozitate redusa sau medie de obicei prima este cromatografia
de schimb ionic. In cazul solutiilor cu viscozitate ridicatd, pentru evitarea presurizirii excesive a
fazei stationare se renuntd la folosirea aparatului FPLC si se opteaza pentru cromatografia
gravitationala. Sunt disponibile comercial o gama larga de coloane de schimbatori de anioni
sau de cationi de diverse tarii. Un avantaj al acestei cromatografii (si un motiv pentru care ea
este prima folosita la prelucrarea lizatului brut) este ca volumul probei este irelevant atata
vreme cat coloana nu este saturata cu proteine; astfel, nu este neaparat necesar ca proba (lizatul
brut) sa fie in prealabil concentratd/prelucrata.

Pentru separarea amestecurilor proteice cu continut relativ ridicat in proteina tinta se
foloseste cromatografia de exclusiune sterica (gel-filtrarea), care separa componentele exclusiv
in functie de volumul / masa moleculard a acestora. De aceea este esential ca proba sa aiba
volum mic (implicit, sa fie cat mai concentratd), iar viteza de migrare a speciilor pe coloana
este proportionald cu volumele moleculare ale proteinelor.
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In cazuri speciale, se recurge si la cromatografia de afinitate. Exista doua clase de cromato-
grafie de afinitate. Prima clasd se bazeaza pe recunoasterea anticorp-antigen, faza stationara a
coloanei fiind derivatizatd cu anticorpul proteinei tintd. Astfel faza stationara va mari timpul
de retentie pe coloana doar proteinei de interes, celelalte eludndu-se nerestrictionat. A doua
clasa este aplicabila proteinelor recombinate —si constd in addugarea la gena proteinei a unui
rest de ADN ce codifica o secventa speciald de aminoacizi. Aceasta secventa este aleasa astfel
incat sa prezinte afinitate remarcabild fatd de un motiv molecular atasat de faza stationard a
coloanei cromatografice. Spre exemplu, proteinei i se poate adduga o secventa de 6-9 histidine
(in general la capatul N-terminal al proteinei). Aceastd eticheta histidinica (,,His-tag”)— prin
atomii sai de azot va lega selectiv proteina de faza stationare decoratd cu ioni metalici (cobalt
sau nichel). O altd optiune este adaugarea unui intreg domeniu suplimentar la gena proteinei
de interes — un domeniu care sa permita legarea de coloana de cromatografie; un exemplu ar fi
folosirea genei/domeniului pentru proteina de legare a maltozei (maltose-binding protein),
cuplata cu o coloana de afinitate pe care se afld fixata maltoza. Dupa purificare etichetele mai
sus mentionate pot fi eliminate sub actiunea unor proteaze.

Electroforeza in diverse variante este indispensabild pentru analizarea (si, dacd sunt
urmirite cantititi foarte mici, purificarea) proteinelor. In aceste metode proteinele migreaza
printr-un strat planar sau o minicoloana de gel, sub influenta unui camp electric — daca aminoacizii
de la suprafata lor le asigurd o sarcind totald electrica diferitda de zero. Optiunea cea mai
folosita este SDS-PAGE (electroforeza in gel de poliacrilamida folosind un agent denaturant,
detergentul lauril sulfat de sodiu = dodecil sulfat de sodiu, SDS). In aceasti metoda detergentul
nu doar cd denatureaza proteina ci se si atagseaza prin partea sa hidrofoba de aminoacizii proteinei,
expunand catre exterior gruparea sulfat si dand astfel ansamblului o sarcind electricd direct
proportionald cu numarul de aminoacizi, deci cu masa proteinei. Prin urmare, SDS-PAGE
separd proteina in functie de masa moleculara. O alta optiune este electroforeza PAGE nativa
(in absenta detergentului), unde proteina ramane ne-denaturatd iar separarea se face in functie
de abilitatea proteinei de migra prin gel (controlatd de masa moleculard) si de sarcina totala
electrica a proteinei (dependentd de natura aminoacizilor aflati la suprafata ei).

Toate metodele descrise mai sus pot fi folosite atat in scop de separare, cat si in scop
analitic — de determinare a masei moleculare, punctului izoelectric sau a altor caracteristici.

2.2.6. Analiza elementala

Pentru metaloproteine, in special in etapa initiald de caracterizare, analiza elementala este
esentiald. Analiza se face dupa principii si cu aparate similare cu cele folosite Tn restul chimiei —
dar in acest caz tinta nu este atat continutul de elemente tipice partii organice (carbon, oxigen,
azot, sulf) cat continutul de elemente mai rare — si in special metalele. Raportandu-ne la masa
moleculara (care a fost evaluata prin metode precum cele descrise in sectiunea anterioard),
vom putea vedea ce metal(e) se afld in proteina. Intr-o ipotezad optimisti, in care purificarea a
fost facuta foarte bine si situsul metalic este robust, analiza elementala ne va spune ce metal(e)
foloseste proteina la centrul ei activ. Adesea insa situsurile active pot fi instabile sau promiscue,
astfel Incat in proteina purificata ele pot sa fie doar partial ocupate cu metalul care s-ar gasi
acolo in proteina intactd In organismul originar, sau, si mai rau, sa contina (si) alte metale
decat cel original. De asemenea, o proteind incomplet purificatd poate purta la suprafata si ioni

20



2. Elemente metodologice de baza in chimia bioanorganica

metalici legati nespecific. Toate aceste scenarii trebuie luate in considerare si verificate Thainte
ca metaloproteina sa fie supusa la masuratori complexe de reactivitate si spectroscopice, care
altfel ar fi afectate in moduri greu de anticipat/interpretat.

2.2.7. Crearea de metaloproteine artificiale

Odata cu dezvoltarea tehnicilor de inginerie genetica si de sintezd chimica selectiva, a
devenit posibil sa credm si metaloproteine artificiale — incepand cu simple modificari punctuale
de aminoacizi prin modificarea genei (mutageneza directionatd la sit, dar si mutageneza
aleatoare) sau prin modificare chimica selectiva, dar continudnd mai recent cu generarea de
proteine complet artificiale, cu secvente decise de la zero de catre cercetatori. Astfel de proceduri
pot ajuta la intelegerea modului de functionare a unei metaloproteine, la modificarea proprie-
tatilor ei chimice sau de stabilitate, ori in general a principiilor care le guverneaza structura si
functia, dar si la crearea de proteine cu continut si/sau cu functii complet fara precedent in
lumea biologica.

2.3. Compusi sintetici, compusi model

Chimia clasica anorganica / coordinativa / organometalica sinteticd poate contribui la
domeniul bioanorganic in principal pe doua cii. In prima varianti, o gami larga de compusi
sintetici poate fi explorata din punct de vedere al afectului asupra organismelor vii — fie pentru
a intelege elemente de toxicitate, fie pentru a dezvolta agenti cu uz de terapie sau diagnostic.
In a doua variantd, sintezistii pot dezvolta molecule care seaméni cu situsurile metalice biologice,
pentru a ajuta la intelegerea modului in care acele situsuri functioneaza. In aceasti din urma
situatie, compusii astfel sintetizati se numesc ,,compusi model”, pentru ca ei alcituiesc modele
mai simple de studiat/purificat/analizat decat situsul metalic propriu-zis. Pe langa utilitatea de
a intelege astfel mai bine centrii biologici propriu-zisi, compusii model pot oferi si oportunitatea
generarii de sisteme cu aplicatii practice mai eficiente, mai robuste sau mai productive economic
decat cele chimice clasice sau decat cele biologice. Desi nu va fi acoperita decat in trecere in
textul de fata, chimia sinteticd cu relevanta bioanorganicd este un domeniu extrem de activ
si de larg. In fapt, compusul de sintezi cisplatina, discutat in Capitolul 15, este cel mai folosit
medicament anticancer din lume — iar intelegerea beneficiilor sale (si ale derivatilor metalici
similari) a contribuit semnificativ la acceptarea si dezvoltarea chimiei bioanorganice ca
disciplind stiintifica.

2.4. Spectroscopia de absorbtie electronica moleculara si metodele
inrudite (UV-vis, CD, MCD, VI/VH-MCD, fluorescenta)

Principiul de functionare al acestei clase de metode este probabil deja cunoscut celor
care au urmat o specializare in domeniile chimie, fizicii sau biologiei. il reludm aici pe scurt:
este vorba de a trimite un fascicul de luminad din domeniul UV-vis-NIR (ultraviolet — vizibil
infrarosu apropiat, ~200 nm — 1500 nm) prin proba de interes, masurand in ce masurd proba
absoarbe/modifica aceastd lumind. Responsabili de aceasta absorbtie sunt electronii din straturile
de valenta ale moleculelor din proba, care, absorbind lumina, sunt promovati pe orbitali de
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energie superioara, anterior liberi. In cazul aparte al fluorescentei, ceea ce se masoara nu este
direct fasciculul trecut prin proba, ci, la un unghi de 90° cu acesta, lumina emisa de proba ca
urmare a interactiunii cu fasciculul incident. Figura 2-2 ilustreaza schematic principiul de
functionare descris mai sus. Dupd cum se discuta in detaliu in altd parte, masura in care proba
absoarbe lumina este cuantificabila in diverse moduri, dintre care absorbanta (descriind procentul
de lumina absorbit de proba) este cel mai des utilizatd, in timp ce transmitanta (descriind procentul
de lumina care nu este absorbitd de proba, principial invers proportionald cu absorbanta) este
folosita relativ rar in experimentele curente din laboratorul bioanorganic.
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Figura 2-2. .Schema de functionare al spectroscopiilor de absorbant: electronica UV-vis; in cazul
spectroscopiei de fluorescent detectorul se afli la un unghi de 90° fata de raza incidenta (linia punctata).

2.4.1. Spectroscopia UV-vis

Rezultatele unei masurdtori tipice de spectroscopie de absorbtie electronica folosind
lumina din domeniul de energie 200 nm-800 nm (domeniul ultraviolet si vizibil, ceea ce face
ca experimentul sd fie denotat de obicei cu termenul de ,,spectru UV-vis”) sunt de obicei
prezentate sub forma unui grafic absorbantd = functie de energie, unde energia este exprimata
in nanometri. Absorbanta la o lungime de unda datd se supune legii Lambert-Beer: A=¢*b*c,
unde b este lungimea drumului strabatut de lumina prin proba (de obicei 1 cm, masuratoarea
efectuandu-se pe o proba lichida in cuve de sticla, cuart sau plastic transparent cu lungimea
interioard de 1 cm), c este concentratia molara a probei iar € este coeficientul de extinctie
sau absorbtivitatea molari si se exprima in M'cm™ (astfel incat absorbanta este o mérime
adimensionald). Coeficientul € este o proprietate unica a substantei date pentru o anumita
lungime de unda, iar valoarea sa reflectd, in mod predictibil, elemente de structura electronica
ale respectivei substante. Dupa cum am mentionat mai sus, fotonul incident are posibilitatea
de a fi absorbit de unul din electronii din stratul de valenta al unei substante din probd; pentru
ca acest fenomen de absorbtie sa aiba loc, este necesar ca energia fotonului sd fie egald cu
diferenta de energie dintre orbitalul in care se afld deja electronul si orbitalul unde acest electron
va urca in urma absorbirii fotonului. Prin urmare, pozitia si numarul benzilor (maximelor de
absorbtie) observabile in spectrul unui compus reflectd energiile relative ale orbitalilor de
frontiera ai acelui compus. Pe de alta parte, eficienta cu care un compus absoarbe lumina de o
anumita energie este controlata, independent de energiile orbitalilor, de natura acestora. Aceasta
eficientd este cea descrisa empiric de coeficientul de extinctie &, si este determinatad de structurile
orbitalilor implicati 1n saltul electronic (tip de simetrie, grad de ocupare, grad de similaritate).
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Astfel , printre cele mai slabe benzi ca intensitate (ordin de marime al € de maximum cateva
sute) observabile In chimia bioanorganica sunt cele caracteristice ionilor metalelor tranzitionale,
unde electronul suferd o tranzitie de pe un orbital d pe alt orbital d. Pe de alta parte, atunci
cand electronul migreaza de pe un orbital molecular localizat predominant pe un ligand catre
un orbital localizat predominant pe metal, saltul electronic reprezinta, formal, un fenomen de
migrare de sarcina (transfer de sarcina de la ligand la metal, cu acronimul LMCT, de la ,,ligand
to metal charge transfer” folosit in mod curent in lucrarile de specialitate); in astfel de situatii
coeficientii de extinctie ating de obicei valori de citeva mii. In acelasi domeniu tind sa se
incadreze si coeficientii de extinctie ai unor cofactori comuni, ca NAD(P) (nicotinamid adenin
dinucleotida) sau FMN/FAD (flavin adenin mono/di- nucleotida), ceea ce face ca pentru multi
centri metalici urmadrirea centrilor metalici cu ajutorul spectroscopiei UV-vis sa fie problematica
atunci cand in amestecul de reactie mai sunt prezenti si alti cofactori. Nu de aceeasi problema
suferd centrii metalici din clasa celor intalniti in hemoglobina: aici, un sistem conjugat extins
(porfirina, care coordineaza central fierul, formand o asa-numita structura de tip heminic) are
la dispozitie un numar mare de orbitali 7 si 7*, de simetrii compatibile, ceea ce da nastere la
benzi mergand in intensitate pand la 200 000 M' cm™ — care sunt cele mai intense posibile
intr-un metalocomplex de relevanta biologicd. Figura 2-3 ilustreazd spectrele a trei clase de
metalocomplecsi, ilustrand diferentele de coeficient de extinctie provocate de natura diferitd a
liganzilor prezenti la metal.
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Figura 2-3. Spectrele UV-vis ale unei grupari heminice, al unei proteine cu fier si sulf,
si al clorurii de Fe(IIl), ilustrand (in aceasti ordine) tranzitii 7->n* (cca 400 nm in spectrul hemoglobinei),
LMCT (350-600 nm in spectrul rubredoxinei) si respectiv d->d (clorura ferica).

Aparatele UV-vis sunt printre cele mai comune instrumente in chimia bioanorganica,
necesitand cantitati relativ mici de proba si avand costuri mult mai mici decat ale celorlalte
instrumente discutate Tn continuarea acestui capitol; mai mult, operarea lor este foarte simpla
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si prin urmare nu necesita prezenta permanenta a unui operator (sau operatori) specializat in
aceasta operatie.

2.4.2. Spectroscopia de dicroism circular (CD)

Daca proba are proprietati chirale (ceea ce este cazul oricarei proteine chiar si in absenta
unui centru metalic), in cazul in care fasciculul incident este polarizat (unda luminoasa oscileaza
intr-un plan bine definit, spre deosebire de lumina normala, in care fotonii dintr-un fascicul
oscileaza in planuri aflate la o infinitate de unghiuri diferite unul fata de celalalt), proba chirala
va roti planul luminii polarizate. Spectrele CD profita de aceasta proprietate; ele sunt folosite
relativ rar in domeniul metaloproteinelor, de obicei ca o unealta de investigare a partii proteice
(de exemplu, continutul relativ de structuri de tip o sau B, sau gradul de denaturare); o
ilustrare este data in Figura 2-4.
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Figura 2-4. Exemple de spectre CD, ilustrind maniera in care acestea
pot fi folosite pentru determinarea tipului de structuri secundari a unei proteine.”

2.4.3. Dicroismul magnetic circular (MCD, VI/VH-MCD)

Daca spectroscopia CD se efectueaza plasand proba intr-un caAmp magnetic, atunci pot fi
urmarite selectiv semnalele centrilor paramagnetici — prin urmare si cele ale metalelor tran-
zitionale aflate 1n stdri de oxidare corespunzatoare (ex., Figura 2-5). Mai mult, comportamentul
diferit in functie de temperatura (masurandu-se In domeniul ~4-300 K) al paramagnetilor de
naturd organica si respectiv a metalelor tranzitionale permite discernerea celor doua clase de centri,
iar masurarea spectrelor la temperaturi si campuri magnetice diferite (variable temperature,
variable field, VI/VH) permite, dupa aplicarea unor algoritmi standard, stabilirea numarului
de electroni neimperecheati ai probei si aflarea de informatii despre natura liganzilor prezenti
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in jurul metalului. Solomon si colaboratorii au fost printre cei care au demonstrat cum, avand

la dispozitie o baza de date de spectre de referinta, un spectru MCD poate indica starea de oxidare,

gradul de nuclearitate si numirul de coordinare al unui centru metalic necunoscut.”*?’
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Figura 2-5. Ilustrare a comparatiei dintre un spectru UV-vis si unul MCD.?

2.4.4. Fluorescenta

Cand experimentul UV-vis se modifica astfel incat detectorul sa fie plasat la un unghi
de 90° fatd de fasciculul incident, se poate estima masura in care electronul excitat luminos
poate sa revina pe nivelul de energie fundamental prin emisie de lumina, in locul emisiei de
caldura obisnuite. Acest fenomen de fluorescentd este propriu partii organice a metaloproteinelor
(aminoacizi aromatici ca triptofanul, cofactori aromatici ca FMN) — si este prin urmare un
instrument indirect de urmarire a unui centru metalic. Metoda poate fi adaptatd pentru masuratori
cantitative.”
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2.5. Spectroscopia vibrationala (IR, rezonanta Raman)

Spectroscopia vibrationala in infrarosu (IR) foloseste lumina In domeniul infrarosu
(~100-4000 cm™), fotonii absorbiti provocand de data aceasta nu saltul unui electron, ci intrarea
unei legaturi (sau grupuri de legaturi) chimice in rezonanta de vibratie. Prin urmare, pozitia
unei benzi in spectrul IR ofera informatii directe asupra tariei legaturii implicate 1n vibratia
respectiva sau a gradului/tipului de simetrie de la un centru (in functie de numarul de atomi
implicati in vibratia respectiva). Pe de altd parte, legi de tipul Lambert-Beer pot fi aplicate in mai
mica masura aici, din motive de ordin tehnic care privesc modul de preparare a probei; daca la
spectroscopia UV-vis proba lichida (de obicei o solutie diluatd, intr-un solvent standard — de
preferinta apa, pentru proteine) se aseza de obicei intr-o cuva de dimensiuni standard transparenta
la lumina UV-vis incidentd, existd mult mai putine materiale transparente la lumina IR;
majoritatea instrumentelor IR folosesc fie pastile de bromura de potasiu in care proba solida a
fost dispersata prin mojarare, fie suspensii ale substantei respective in ulei de nuiol (hidrofob)
plasate sub forma unui film intre ferestre de bromura de potasiu slefuite — ceea ce Tnseamna ca
fie drumul optic, fie concentratia, sunt greu de controlat cu precizie si relativ greu reproductibile.
Procedurile descrise mai sus nu sunt aplicabile proteinelor, ele necesitaind un mediu apos
incompatibil cu mentinerea bromurii de potasiu in starea cristalind/solidd necesara masuratorii.
Acolo unde se poate masura totusi un spectru (prin folosirea unor cuve speciale, sau prin depozitarea
probei pe o suprafatd si masurarea prin reflexie, cu asa-numitele dispozitive ATR), spectrele
vor fi extrem de complicate datoritd suprapunerii vibratiilor miilor de atomi prezenti alaturi de
a doua stari diferite ale proteinei, care difera doar la nivelul centrului metalic; intr-un astfel de
spectru-diferentd, benzile datorate doar partii proteice se anuleaza reciproc — iesind in evidenta
numai benzile ale cdror pozitii sau existentd au fost afectate in urma reactiei. O varianta atractiva
pentru centrii metalici, in masura in care ei prezinta un spectru UV-vis masurabil, este spectroscopia
de rezonantia Raman. In cadrul acestui experiment se masoara un spectru Raman (conceptual,
oferind aceleasi informatii ca cel vibrational clasic, cu unele diferente in ce priveste masura in
care o banda este vizibild — diferente care tin de elementele de simetrie), dar cu observatia ca
proba este excitatd cu un fascicul laser de lungime de unda similard benzilor de absorbtie din
spectrul UV-vis al aceleiasi probe. In masura in care banda UV-vis respectiva implica orbitali
localizati la metal, laserul potrivit la aceastd lungime de unda va provoca excitarea selectiva a
centrului metalic si a celorlalti atomi implicati in tranzitia UV-vis; aceastd excitare selectiva
se va traduce intr-o crestere semnificativa a intensitatii relative a benzilor din spectrul vibrational
asociate cu acesti atomi, comparativ cu toate celelalte, permitand astfel observarea selectiva a
vibratiilor asociate metalului chiar in molecule de sute de mii de atomi, in care spectroscopia
IR clasica este putin fezabild. Pe de alta parte laserul folosit poate induce fotoreactii nedorite
in probd, fapt pentru care majoritatea aparatelor de rezonantd Raman opereazd pe probe
inghetate.

Figura 2-6 prezintd un spectru de rezonantd Raman tipic.
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Figura 2-6. Spectre de rezonanta Raman ale hemoglobinei in doua stiri de oxidare
diferite (oxi Fe(Il), respectiv met Fe(III), respectiv intr-un amestec (poliHb).

2.6. Spectroscopia Mossbauer

Acest tip de spectroscopie se aplica aproape exclusiv fierului, Intrucat necesita izotopi
speciali, dintre care se intdmpla ca °'Fe si fie cel mai accesibil; mult mai rare sunt exemplele
de aplicare a spectroscopiei Mdssbauer pentru alte elemente, ca de exemplu staniul. Limitarea
aceasta, dincolo de dezavantajul evident, are avantajul unei selectivitati unice intre metodele
discutate 1n acest capitol. Semnalele obtinute, mai ales daca sunt masurate pand la temperaturi
de 4 K, permit identificarea starilor de oxidare, de spin, si a nuclearitatii centrilor metalici
(inclusiv, pentru centrii bi- sau multinucleari, a constantelor de cuplaj si implicit a naturii
liganzilor in punte intre cei doi liganzi); de asemenea, prin comparare cu spectre deja masurate,
se pot trage concluzii despre natura liganzilor existenti la fier. Metoda este foarte costisitoare,
atat prin prisma instrumentului propriu-zis, cat si pentru ca acesta detecteaza doar izotopul 57
al fierului. Deoarece acest izotop este prezent in concentratie foarte micad in naturd; acolo
unde este posibil, probele sunt prin urmare adesea preparate pornind de la fier imbogatit in
izotopul 57.

Un spectru Mossbauer tipic este prezentat in Figura 2-7. Notdm ca un semnal Mossbauer
este descris de catre parametrii 6 si AEq (isomer shift — deplasare de izomer si quadrupole
splitting — despicare de cuadrupol) in ce priveste pozitia si gradul de despicare relativ la stan-
dardul de fier metalic, in timp ce intensitatea semnalului este proportionala cu concentratia in
proba.
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Figura 2-7. Un spectru Mdssbauer reprezentativ.
Linia punctata reprezinta datele experimentale, in timp ce cele continue reprezinti simulari,
si respectiv o sumi ponderati a acestora, pentru tipurile de centri de fier indicati in Figuri.”

2.7. Spectroscopia de rezonanta electronica paramagnetica (REP, RES)

Spectroscopia de rezonanta electronica paramagnetica (REP), numita si de rezonanta
electronica de spin (RES) permite investigarea selectivd a centrilor paramagnetici — si, cu
precadere, a celor care au un numar impar de electroni neimperecheati. Interactiunea dintre
campul magnetic si electron are in acest caz la baza proprietatea electronului de a se invarti in
jurul propriei axe, ceea ce in conditiile n care acesta poartd si o sarcind electrica (negativa)
transforma electronul intr-un magnet. In conditii normale, orientarea relativa a acestui magnet
in spatiu nu este supusa vreunei constrangeri a priori intr-o moleculd; pe de alta parte, daca
molecula este plasata intr-un cAmp magnetic exterior, se definesc doud orientari posibile ale
electronului: avand campul magnetic propriu fie aliniat paralel, fie aliniat antiparalel cu orientarea
campului magnetic aplicat din exterior. Diferenta de energie dintre cele doua stari este, desigur,
proportionald cu intensitatea cAmpului magnetic. Prin analogie cu alte tipuri de spectroscopie,
un salt de la starea energetica favorabila la cea mai putin favorabila ilustrate in Figura 2-8
poate avea loc atunci cand moleculei i se furnizeaza din exterior energie electromagnetica sub
forma unei cuante a carei energie este egala cu diferenta de energie dintre cele doua nivele
ilustrate in Figura. In cazul spectroscopiei RES, domeniul de radiatie necesara saltului intre cele
doua stari energetice este cel al microundelor; astfel, ideea experimentului ar fi sa se plaseze
proba intr-un cadmp magnetic de magnitudine fixa si sa se supuna apoi unui fascicol de microunde
cu lungime de unda variabild, urmarind-se la ce lungimi de unda absoarbe proba. Din motive
practice, se preferd varierea intensitatii cAmpului magnetic cu mentinerea la valoare constanta
a lungimii de unda a radiatiei de microunde.

Figura 2-9 ilustreazd un spectru RES tipic, ce prezinta semnale pentru centri metalici si
respectiv pentru un radical liber non-metalic.

28



2. Elemente metodologice de baza in chimia bioanorganica

1ET'IEI’QIEI

han

radiatie microunde

tranzitie

' electronica indusa
i de radiatia aplicata
LN camp magnetic

camp magnetic extern
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Figura 2-9. Spectrul RES al unui amestec de reactie care contine
centri metalici de spin inalt (S=5/2, 500-1400 G) si respectiv jos (S=1/2, 2000-3500 G).

2.8. Spectroscopia de rezonanta magnetica nucleara (RMN)

RMN functioneazd dupa un principiu similar RES. Daca la RES cheia experimentului era
proprietatea magnetica a electronului, la RMN este vorba de proprietatea magnetica a nucleului.
Ca si in cazul electronului, nucleul da nastere unui camp magnetic. La fel ca in cazul RES,
orientarea acestui cdmp magnetic al nucleului relativ la restul moleculei nu este supusa vreunei
limitari 1n conditii normale, insa este limitata la doua pozitii fezabile din punct de vedere cuantic
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atunci cand molecula este plasata Intr-un cAmp magnetic: anume, dipolul magnetic nuclear se va
orienta fie paralel fie antiparalel campului magnetic aplicat din exterior. Ca si in cazul RES,
se va supune proba unei radiatii electromagnetice din domeniul microundelor, radiatie ce va fi
absorbitd de proba numai in conditiile in care energia cuantelor intrate in proba este egala cu
diferenta dintre energiile celor doua stari accesibile nucleului, asa cum se ardta si in Figura 2-8
pentru RES.

Experimentul RMN poate fi aplicat unui numar mare de nuclee, dintre care cele mai folosite
sunt de departe 'H s B, Conditia principald este ca nucleul respectiv sa aibd un spin nuclear
diferit de zero. Energia de rezonanta, necesard tranzitiei nucleare, va fi, pentru un anume tip
de nucleu, influentata de densitatea electronica din jurul sau si prin urmare va informa asupra
structurii locale a moleculei in jurul nucleului respectiv. Specifice chimiei bioanorganice ar fi
aplicatiile, mult mai rare, in care se detecteaza nuclee metalice (Zn, Co), sau in care se urmareste
influenta prezentei metalului asupra semnalelor RMN ale altor nuclee — in primul rand hidrogen
sau carbon. Aceasta influentd este controlatd in mare masura de distanta dintre nuclee, intrucat
intre ele exista si posibilitatea unei interactiuni magnetice directe, ca si a uneia electronice sau
electrostatice. Pe de alta parte o utilitate indirectd pentru intelegerea centrilor metalici din
proteine sau acizi nucleici vine si din aceea ca metodele RMN moderne permit, prin analiza
nucleelor de carbon, azot si hidrogen si a distantelor intre acestea, determinarea structurilor
tridimensionale a biopolimerilor. Figura 2-10 arata un spectru RMN tipic al unei metaloproteine,
in care se urmaresc nuclee 'H.
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Figura 2-10. Spectrul RMN de protoni al hemoglobinei, ilustriand protoni organici
dar puternic dezecranati din cauza centrului metalic (reamintim ca domeniul tipic
in care apar semnalele protonilor in compusii organici este 0-10 ppm.>-'
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Prin cuplarea tehnicilor RMN si RES se pot proba in mai mare detaliu sisteme care
indeplinesc criteriile necesare ambelor metode; metoda este cunoscuta sub acronimul de
ENDOR (electron-nuclear double resonance).

2.9. Spectroscopia de absorbtie de raze X (XAS, EXAFS)

Spectroscopia de absorbtie de raze X (XAS) implica interactiunea acestei radiatii cu
electronii apropiati de nucleu, si nu de cei din straturile exterioare care erau implicati in
experimentele UV-vis. Mai mult, spre deosebire de UV-vis, unde absorbtia energiei rezulta in
promovarea unui electron pe un nivel energetic superior retindndu-l astfel in moleculd, la
XAS electronul este in cele din urma expulzat definitiv din invelisul electronic al atomului
respectiv. Energia necesara acestui fenomen de ionizare va fi influentatd, in masurad detectabila,
nu numai de identitatea elementului ci si de starea sa de oxidare; de asemenea, elemente de
simetrie din jurul atomului respectiv pot dicta forma detaliatd a spectrului, furnizand astfel si
informatii asupra tipului de geometrie de coordinare.
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Figura 2-11. Spectru XAS tipic.*>*

Odata expulzat din atom asa cum s-a descris mai sus, electronul suferd un fenomen
separat de cele intamplate pand acum: el caldtoreste pana la nucleele vecine, de care este respins.
Sistemul de detectie va percepe nu doar fenomenul initial, de ionizare, ci si fenomenul de
rezonantd in care electronul calatoreste intre nucleul de langa care a fost expulzat si nucleul
invecinat. Asa cum se ilustreaza in Figura 2-11, cele doua parti ale spectrului XAS — cea de
absorbtie propriu-zisa si cea de reflectare a electronului intre nuclee, nu numai cd sunt bine
delimitate ca domeniu de energie, dar sunt si interpretabile separat intrucat ofera informatii in
mare masura disjuncte: zona de absorbtie (,,edge” in limba englezd) descrie starea de oxidare
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si simetria, pe cand zona de reflectare oferd, asa cum este de asteptat din faptul ca electronul
este reflectat de atomii din jur, informatii asupra tipurilor de atomi din jurul nucleului examinat
si asupra distantei fatd de acesti atomi. Pe scurt, putem afla, in principiu cu o precizie de 0.01-
0.02 A, de departe cea mai mare intre metodele structurale disponibile in biologie, cti liganzi
se afld 1n jurul atomului central (de obicei metalic), la ce distante, si de ce tip. O limitare a
metodei este ca nu poate distinge Intre nuclee similare; astfel, nuclee ca oxigenul si azotul se
comporta similar si nu se poate distinge Intre ele, asa cum nici intre sulf si clor nu se poate
face o diferenta.

Din punct de vedere practic, tehnicile experimentale sunt dezvoltate la acest moment
pentru XAS in special a nucleelor mai mari (metale tranzitionale, sau sulf); experimentul este
fezabil insa si pe nuclee mai mici.

2.10. Difractia de raze x pe monocristal si alte metode structurale

Difractia de raze x pe monocristal (traditional numita simplu difractie de raze x) este de
departe cea mai pretentioasa dintre metodele discutate pana acum, din punct de vedere al
cerintelor pe care trebuie sa le Indeplineasca proba: aceasta trebuie sa se prezinte sub forma de
cristal de inaltd puritate, ceea ce pentru multe biomolecule este extrem de dificil de realizat.
Structura regulata a moleculelor in interiorul cristalului permite, atunci cand proba este plasata
intr-un fascicul de raze x, difractarea acestui fascicul de catre electronii din jurul atomilor
prezenti in cristal. Rotindu-se cristalul si inregistrandu-se modelele de difractie pentru o gama
larga de unghiuri sub care este acesta lovit de fascicul, se poate determina, prin transformari
matematice, structura tridimensionald a densitatii de electroni din interiorul unei celule elemen-
tare a cristalului. Se construiesc apoi modele atomice care sd se potriveasca optim in interiorul
acestei densitdti electronice; modelul care se potriveste cel mai bine este prezentat de obicei sub
termenul de ,,structura de raze x a moleculei”. Alaturi de RMN, difractia de raze x este probabil
cea mai spectaculoasa metoda de analiza, prin aceea ca ofera posibilitatea determinarii exacte
a structurii tridimensionale a unei molecule; este important insa de notat ca ea ne ofera direct
doar harta densitatii de electroni; identitatea si pozitiile atomilor in interiorul acestei densitati
raman 1ncd rodul unui model propus de cercetétor si pot fi supuse din acest punct de vedere
erorii.

In competitie cu difractia de raze x sunt trei metode mai rar folosite deocamdati, dar cu
perspective de dezvoltare notabile. Prima ar fi difractia de raze x pe pulberi. Aceasta poate fi
privita ca o variatiune a metodei pe monocristal, doar cd acum proba se prezintd ca o multi-
tudine de microcristale (pulbere). Metoda este de multa vreme folosita in stiinta materialelor,
dar recent a inceput sa dea rezultate, fie si de precizie mai mica decat variante pe monocristal,
pentru structuri de biomolecule/proteine.***> O a doua metoda structurald mai putin folosita
este difractia de neutroni; ea functioneaza ca principiu similar cu cea de raze x si are avantajul
de permite mai usor observarea protonilor. O a treia metoda, incd in plind dezvoltare, este
microscopia electronica.’®” Rezolutia ei este mult mai slaba decat a metodelor de difractie,
dar permite in schimb analiza ansamblurilor foarte mari de proteine, altfel greu accesibile
pentru metodele bazate pe monocristal.
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2.11. Metode speciale pentru analiza speciilor instabile ale metalelor
2.11.1. Lucrul la temperaturi joase

Pentru detectarea/analiza speciilor care la temperatura camerei ar fi instabile, coborarea
temperaturii mult sub 0°C este o optiune evidenta. Cum la astfel de temperaturi solutiile apoase
de metaloproteine ar ingheta, se apeleaza la trei tipuri de abordare:

(1) Se ingheata o forma stabila a metaloproteinei, iar apoi se declanseaza o reactie chimica
in forma inghetatd, prin iradiere. Iradierea poate avea loc direct in timpul unei masuratori
spectroscopice, sau se poate face separat stocand apoi proba in azot lichid pana la masurare.
Exemple mai des raportate de astfel de abordari implica folosirea radiatiei din domeniul
UV-vis pentru a genera/analiza stari electronice excitate meta-stabile, sau folosirea
radiatiilor de mare energie y sau X, care elibereaza electroni in matricea inghetata si prin
urmare pot initia reactii redox.**’

(2) Se ingheata la temperatura azotului lichid un amestec de reactie imediat dupa amestecarea
reactantilor, iar apoi proba se stocheaza pentru analiza ulterioara. Dispozitivele care permit
amestecarea si Inghetarea la timpi foarte scurti si controlati sunt denumite freeze-quench
(stingere prin inghetare), iar spectroscopiile care se preteazd cel mai des la astfel de
experimente sunt RES si Mossbauer. Cel mai timpuriu moment in timp dupd amestecarea
reactantilor la care se poate Ingheta proba intr-un dispozitiv freeze-quench este de 20-30
milisecunde; in unele dispozitive experimentale se poate cobori pand in domeniul micro-
secundelor.®

(3) Se realizeaza reactia de interes intr-un amestec de solutie tampon si co-solvent organic,
care se poate raci atunci si mult sub 0°C. Optiunea aceasta nu se preteaza pentru orice
proteind/reactie, pentru cd poate necesita proportii mari de co-solvent (etilenglicol, glicerol,
etanol, metanol, DMF, DMSO sunt optiuni folosite), de pana 50% — 1n timp ce unele
proteine pot fi denaturate chiar si de catre cateva procente de co-solvent. Temperaturi de
-20 —-40°C pot fi usor atinse cu oricare dintre acesti co-solventi; limita ar fi spre -80°C,
daci se foloseste metanol.>

2.11.2. Tehnici ultrarapide — stopped-flow, flow, jump, flash

Acolo unde se urmaresc specii cu durata de viata foarte scurta, o optiune poate fi si sa se
foloseascd metode spectroscopice cu timp de raspuns foarte scurt (foarte rapide). Una dintre
acestea este tehnica stopped-flow, unde (cf. Figura 2-12) spectrul este masurat incepand cu
momentul de imediat dupa amestecarea reactantilor (cca 1-2 milisecunde sunt posibile pe
instrumentele comerciale disponibile in prezent). Numele tehnicii vine de la faptul ca, pentru
a evita interferentele din cauza turbulentelor provocate de solutia in miscare, masuratoarea
spectroscopica este declansatd dupa ce (1) reactantii au fost amestecati si (2) curgerea
amestecului proaspat preparat prin cuva de observare a fost opritd. Tehnica stopped-flow este
folosita aproape universal in combinatie cu spectroscopia UV-vis, insd adaptari pentru alte
spectroscopii (CD, IR) sunt de asemenea disponibile. Mai recent, dezvoltarea tehnicilor de
fluidica si spectroscopie a permis si dezvoltarea de metode similare cu stopped-flow, dar unde
stoparea curgerii nu mai este necesara (asadar, metode ,,flow”). Cele mai clare adaptari flow
au fost descrise pentru spectroscopia vibrationald, insa exemple din zona RES sau UV-vis
exista de asemenea.
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Figura 2-12. Schema de principiu a unui aparat stopped-flow.

In cazurile speciale discutate si in sectiunea anterioara, situsul metalic poate fi sensibil
la radiatia din domeniul UV-vis (livrata, desigur, sub formd de fascicul intens, laser) in asa
masurd incat sa aiba loc o reactie chimicad detectabild spectroscopic (de exemplu, disocierea
unui ligand) — de obicei prin UV-vis, fluorescentd sau IR. Un avantaj al acestor tehnici (numite
dupa caz flash, sau jump) este timpul de raspuns foarte rapid (care poate cobori, in functie si
de performantele laserului, pana la nivel de femtosecunde sau si mai jos), intrucat nu mai trebuie
sd asteptam dupa amestecarea reactantilor.

2.12. Liganzi sonda

O tehnica tipic folositd pentru investigarea reactivitatii si structurii centrilor bioanorganici
este adaugarea unui ligand exogen care serveste drept sonda de explorare. Astfel de liganzi pot
oferi informatii despre masura in care situsul este accesibil pentru liganzi, despre mediul din
jurul situsului activ, despre intermediari de reactie. In unele cazuri ligandul-sonda activeaza
metalul pentru o masuratoare spectroscopica ce altfel ar fi fost imposibila (sau, la nevoie, viceversa).
Spre exemplu, monoxidul de azot NO adauga un electron neimperecheat sistemului, ceea ce
poate face trecerea de la o stare diamagnetica la una paramagnetica, permitand aplicarea de
tehnici spectroscopice suplimentare (in primul rand RES). Liganzii NO, N3', CN" si CO pot de
asemenea sa schimbe starea de spin a centrului metalic (coborand-o in general, ceea ce poate
de asemenea deschide calea cétre investigatii spectroscopice altfel imposibile pentru centrul
respectiv. Acesti 4 liganzi, prin natura legaturilor lor multiple interne (ex., tripla carbon-oxigen),
ofera de asemenea posibilitatea detectdrii de semnale in regiuni mai accesibile/libere ale
spectrului vibrational, unde biomoleculele nu oferd asa de multe interferente. De asemenea,
multi liganzi-sonda activeaza sau cel putin modificd benzi in spectrele UV-vis.
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Liganzii sonda cei mai tipic folositi sunt cei foarte mici, de genul celor discutati in
paragraful anterior. Pe de alta parte, cand se are in vedere explorarea dimensiunilor/limitarilor
sterice ale situsului din jurul metalului, se poate recurge si la liganzi-sonda mai mari, precum
imidazolul sau fenolul si derivatii acestora.

2.13. Chimia computationala

Metodele care folosesc calculatorul pentru a simula moleculele si proprietétile acestora
sunt definite ca ,,chimie computationald”. Cum chimia computationala opereaza doar pe calculator,
fara experimente in laborator, i se asimileazd adesea titlul de ,,chimie teoretica”. Trebuie
subliniat insa ca termenul de chimie teoretica descrie n general multe alte aspecte ale chimiei —
si ca o buna parte a teoreticienilor chimiei nu folosesc si nu au folosit calculatorul pentru a
rezolva problemele de cercetare stiintifici pe care si le-au propus. In acelasi timp, chimia
computationala este azi atit de accesibild incat o folosesc multi specialisti in chimie experimentala,
fara a se autointitula ,.,teoreticieni” gi fard a fi experti in chimie cuanticd sau chimie fizica.

Pentru a pune lucrurile in context, vom sublinia cd in general definim ,,teoria” ca fiind un
set de reguli postulate/propuse/presupuse a guverna un sistem. Teoriile au in general expresii
cantitative (ex., E=mc?, or F=kqiqu/t*), ceea ce permite testarea experimentald/empirica a
domeniului de conditii in care teoria este valabild/aplicabild. Acest aspect cantitativ este esential,
intrucat o teorie care nu poate fi supusa unor astfel de teste este in mare masura inutila. Unele
teorii primesc titlul onorific de ,,legi” — ex., ,,legea lui Coulomb, descrisa de ecuatia F=kqqo/".
Este important sa notam diferenta dintre astfel de legi si cele din domeniul juridic: daca legile
juridice sunt decise de oameni/societate ca o forma de alegere constienta a directiei in care ar
trebui sa se indrepte lumea/societatea umana, ,,legile” stiintifice sunt simple constatari des-
criptive sau interpretari ale modului in care functioneaza lumea. Legile care decid viteza maxima
a masinilor pe autostradd pot fi modificate printr-un vot al Parlamentului, dar Legea lui
Coulomb nu.

Teoriile tind sa aiba ca obiectiv o aplicabilitate cat mai generala/larga. Uneori insa acest
fapt le face prea vagi si prea putin aplicabile la situatii concrete din viata de zi cu zi. In acest
context definim ,,modelele” — ca incercdri de particularizare si simplificare a unei teorii cu
scopul de a o face mai usor de aplicat in probleme concrete. Adesea, simplificarea adusa prin
modele implicd si introducerea de constante deduse pe cale empirica. In astfel de situatii e
esential sa fim constienti de sursa acelor constante empirice, pentru a intelege mai bine domeniul
pe care acel model este aplicabil. Spre exemplu, un program de calculator antrenat sa descrie
doar molecule cu legaturi carbon-carbon si carbon-hidrogen nu va fi util pentru a descrie o
molecula cu legaturi carbon-carbon duble sau aromatice precum benzenul.

Chimia computationald apeleaza la modele pe calculator ale moleculelor (sau partilor
acestora, inclusiv ioni, atomi etc) si/sau ansamblurilor de molecule. In acest sens, se foloseste
adesea si termenul de ,,modelare moleculara” pentru a descrie aceste eforturi. Vom nota insa
ca modelarea moleculelor nu e nevoie sd apeleze la calculator; pentru probleme simple (si
acest lucru s-a Intdmplat 1n special in zorii chimiei teoretice si pana spre finalul secolului XX)
problemele de modelare moleculara se pot rezolva cu creionul, hartia si eventual un set de piese
de plastic/lemn de tip lego. In acest context, pentru o parte a specialistilor termenul de modelare
moleculara tinde sa fie preferat pentru a descrie astfel de cazuri in care accentul este pe utilizarea
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de ,,modele”, adica de simplificari cat mai simple — ca de exemplu mecanica molecular, in care
atomii sunt aproximati ca sfere rigide iar legéturile chimice ca resorturi elastice, ignorandu-se
existenta electronilor, nucleelor, orbitalilor etc.

Vom intalni asadar in chimia computationald grupuri diverse de cercetatori, de la utili-
zatorii ocazionali care au cu totul altd specialitate si folosesc elemente de baza ale chimiei
computationale ca o unealtd de rutind asemeni spectroscopiei IR sau RMN, la utilizatori
specializati care pot rezolva probleme mai neobisnuite cu ajutorul chimie computationale (si
pentru aceasta au cunostinte mai avansate de chimie teoretica si de informaticd), la cei
specializati in crearea sau modificarea de metode — si care vor avea ca principald specializare
fie chimia teoretica fie informatica fie ambele.

Am folosit mai sus expresia ,,unealtd de rutind asemeni spectroscopiei IR sau RMN”;
prin aceasta, subliniem ca azi chimia computationald nu mai este o simpla ,,teorie” care poate
cel mult s ,,confirme experimentul”, ci este o unealtd standard de laborator/cercetare care,
atunci cand este aplicata corect, poate fi privita cu acelasi statut ca unele dintre metodele
experimentale clasice. Desigur, la fel ca oricare dintre celelalte metode, precum IR sau RMN,
chimia computationala poate fi folosita si gresit sau superficial sau ineficient — iar acest lucru
in cazul ei se va vedea mult mai des sau mai usor decat in cazul metodelor experimentale
propriu-zise. Astfel, un aparat RMN costd azi sute de mii de euro iar operarea lui este de
asemenea extrem de scumpa, ceea ce face ca utilizatorii lui sa fie foarte atent selectati si instruiti
si prin urmare calitatea si sensul rezultatelor sunt atent gandite si verificate; in schimb, pentru
a face calcule simple pe modele de molecule azi nu doar ca sunt suficiente programe gratuite
care ruleaza pe calculatoare standard, ci, mai mult, se pot efectua calculele online fara a mai
avea la indemani nici micar propriul calculator. In acest fel, chimia computational este intr-
un sens excesiv de accesibild si mult mai usor de abuzat, comparativ cu metodele de analiza
traditionale. Totusi, atunci cind este corect facuta (si subliniem acest lucru pentru cd din pacate
el nu este azi norma), autorii acestui text prefera sa descrie chimia computationald ca o metoda
ce poate fi privitd pe picior de egalitate cu alte metode de analizd (precum spectroscopia IR
sau cea RMN) — si ca se poate inclusiv folosi termenul de ,,experiment computational”.

Prin folosirea computerelor tot mai performante dotate cu programe din ce in ce mai
sofisticate este posibil studiul moleculelor, al intermediarilor reactivi si al starilor de tranzitie,
neizolabile din punct de vedere experimental. Experienta a demonstrat ca rezultatele obtinute
prin calcule adecvate sunt de incredere chiar si in absenta unei verificari experimentale. Se pot
prezice, cu diverse grade de incredere, orice proprietati ale unei molecule sau ale unor ansambluri
de molecule: structura la nivel atomic, reactivitatea/stabilitatea, culoarea, starea de agregare,
proprietdtile spectroscopice de orice tip (ex., UV-vis, IR, RMN), conductivitatea electrica,
rezistenta mecanicd etc. Pentru studiul computational chimistii au la dispozitie cinci mari clase
de metode teoretice.

Mecanica moleculara (MM) se bazeaza pe modelul ,,ball-and-stick” ce priveste molecula
ca o colectie de atomi priviti ca sfere rigide si uniti prin resorturi elastice, sistemul fiind supus
legilor mecanicii clasice. Dacd se cunosc lungimile legéturilor si ale unghiurilor dintre ele,
precum si energia necesara alungirii si comprimarii legaturilor, se poate calcula energia acestui
ansamblu; schimband geometria pana la gasirea celei mai scazute energii ceea ce ne permite
sa facem o optimizare a geometriei adicd sd calculdm geometria moleculei. Mecanica moleculara
se bazeaza pe parametri empirici (denumiti generic ,,campuri de forte”’; mecanica moleculara
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este in general privita atunci ca o metoda de tip empiric), derivati din observatii experimentale
sau din calcule teoretice mai avansate, despre taria legaturilor chimice (elasticitatea resorturilor
care aproximeaza legaturile chimice), razele sferelor rigide care aproximeaza fiecare atom,
unghiurile de legatura preferate de catre fiecare atom etc. Rezultatele pot fi precise pentru
sistemele cu structuri apropiate de cele folosite la parametrizare, dar in alte situatii erorile
pot fi mari. Avantajul metodei este efortul computational scazut, permitand astfel studiul unor
molecule mari (mii de atomi — deci proteine Intregi spre exemplu sau, pe supercomputere foarte
performante, ansambluri de molecule care redau realist compartimente intregi ale unei celule).

Metodele de granulare grosiera (coarse grain) preiau stafeta de la mecanica moleculara
si aproximeaza sistemele moleculare Inca si mai grosier: daca in mecanica moleculard aproximam
atomii ca sfere rigide ignorand detaliile structurale din interiorul atomului (electronii, nucleul,
interactiunea dintre ei), In metodele de granulare grosierd se aproximeaza ca o singura particula
ansambluri multiatomice. Spre exemplu, intr-o proteind formata din zeci sau sute de aminoacizi,
fiecare dintre acestia poate fi aproximat ca o singura particula. Principiul poate fi extins pentru a
defini marimea ,,granulei” la latitudinea utilizatorului si in functie de marimea sistemului care
trebuie studiat — astfel incat limitele de marime ale sistemelor analizate pot fi impinse foarte
departe.

Metodele chemometrice, bioinformatice si de inteligenta artificiala renunta de asemenea
la a descrie in detaliu fiecare element si detaliu structural al unei molecule pana la nivel sub-
atomic si fac in schimb apel la coreldri statistice Intre proprietati ale moleculelor pentru a le
prezice anumite caracteristici structurale sau proprietati. [lustrative aici sunt metodele QSPR
(quantitative structure property realationships), QSAR (quantitative structure-activity relationships),
aliniamentele de secvente pentru structurile primare ale proteinelor sau ale acizilor nucleici
(ADN 1in special), sau predictiile de structura tridimensionala ale proteinelor prin omologie cu
structuri deja cunoscute (homology modeling). In unele cazuri, astfel de metode sunt folosite
in combinatie/sinergie cu cele din celelalte categorii — ca de exemplu in cazul metodelor de
andocare (docking) care prezic modul de legare al unui ligand la o biomolecula (in special la
proteine).

Metodele ab initio (ab initio = de la primele principii) se bazeaza in general pe legile
mecanicii cuantice (quantum mechanics, QM) si nu implicd nici un fel de date experimentale, ci
tintesc 1n general rezolvarea ecuatiei Iui Schrodinger pentru o molecula. Ecuatia lui Schrodinger
nu se poate insd rezolva exact pentru sisteme multielectronice. Prin urmare se folosesc o serie
de aproximatii. Metodele ab initio implica in primd instantd aproximatia Hartree-Fock (si se
foloseste atunci expresia ,,metoda Hartree-Fock (HF)”), ce neglijeaza energia de corelare, dar si
o serie de metode post-HF ce incearca sa recuperez din erorile aduse de aproximatiile initiale
ale HF. Exemple sunt interactiunea configurationald (CI) si variantele ei multireferntiale (MRCI),
teoria perturbatiunile Meller-Plesset, (MP), sau teoria Coupled-Clusters (CC). Calculele ab
initio sunt relativ lente chiar si pentru sisteme electronice mici, dar ele reprezintd cele mai
precise metode disponibile.

Metodele semiempirice se bazeaza si ele pe ecuatia lui Schrodinger (deci pot fi privite
ca metode QM, la fel ca si cele ab initio), Insa aceasta este parametrizatd cu valori experimentale/
empirice, astfel incat integralele complicate ce trebuie calculate prin metode ab initio sunt
inlocuite cu anumite valori stocate intr-o baza de date. Calculele semiempirice dau rezultate
bune pentru structurile de echilibru, iar timpul de calcul este de pana la 1000 de ori mai scurt
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decat in cazul celor la nivel ab initio. Ca si metodele de mecanicd moleculara, performanta si
domeniul de aplicabilitate ale metodelor semiempirice sunt limitate de calitatea si varietatea
parametrilor empirici folositi la parametrizare.

Teoria functionalelor de densitate (DFT), ca si metodele ab initio si semiempirice, se
bazeaza pe ecuatia lui Schrodinger (deci sunt de asemenea metode QM), insd nu se calculeaza
functia de unda ci o functie a densitatii electronice. Deoarece nu se cunoaste dependenta energiei
de corelare si de schimb de densitatea electronica se folosesc functii cu caracter partial empiric.
Calculele sunt mai usor de realizat decat cele ab initio, metoda fiind potrivitd pentru sisteme
mai mari.

Metode hibride QM/MM combina calculele de mecanica cuantica de inalt nivel, aplicate
unui strat al unui sistem cu o metoda mai simpla, aplicatd intregului sistem. Pot fi realizate
astfel calcule precise pe sisteme mari (clusteri sau macromolecule) ludnd in considerare doar
zona de interes fard a ignora restul sistemului.

Metodele dinamice tintesc sa descrie evolutia in timp a unui sistem. Dinamica moleculara
aplicd moleculelor legile clasice ale miscarii. In fapt, in general toate metodele descrise mai
sus tintesc predictii statice, pe structura de echilibru a unui sistem. Simularea evolutiei in timp
a sistemului necesitd calcularea unei serii foarte mari/extinse de stari ale sale, ceea ce implica
un efort computational aditional semnificativ. Din aceastd cauza, traditional dinamica a fost
aplicatd cu metode de tip MM. Mai recent, dinamica ab initio (cu metode QM) a devenit insa
de asemenea fezabila. Metode dinamice care urmaresc nu neapdrat evolutia in timp a pozitiei
nucleelor cat mai ales evolutia in timp a starilor electronice sunt de asemenea azi bine incetatenite.
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in legarea si transportul oxigenului

Molecula de oxigen (O3) este esentiald pentru functionarea organismului uman si a
majoritatii celorlalte tipuri de organisme cunoscute noud din viata de zi cu zi. Prin urmare,
aceste organisme au dezvoltat proteine specializate in stocarea oxigenului molecular si in
transportul acestuia prin organism. Din punct de vedere structural, se disting trei clase de astfel
de proteine: globinele (ca de exemplu hemoglobina, avind ca centru activ un ion de fier),
hemeritrinele (cu un centru activ format din doi ioni de fier) si hemocianinele (centru activ
format din doi ioni de cupru).

3.1. Globine

De departe cea mai cunoscuta metaloproteina, hemoglobina se gaseste in sange, localizata
in interiorul unor celule specializate exact in transportul si intretinerea ei: celulele rosii, cunoscute
si sub numele de hematii sau eritrocite. Rolul hemoglobinei este de a transporta oxigenul de la
plamani citre restul organismului. Inrudita structural cu hemoglobina, mioglobina este localizati
in celulele musculare si are ca functie preluarea oxigenului din sange si stocarea acestuia pana
la momentul la care este consumat in aceste celule in vederea producerii de energie.

Partea responsabild de legarea oxigenului in globine este un centru de fier coordinat de
porfirind; acest complex, ilustrat in Figura 3-1, este denumit hem.

Coo CoO

Figura 3-1. Hemul — un complex al fierului cu porfirina,
si modul in care acesta este inglobat in structura mioglobinei.

In mioglobina, hemul este inconjurat de un lant polipeptidic, care se impacheteaz in spatiu
pentru inchide in interiorul sdu fierul, limitdnd accesul potentialilor liganzi dinspre exterior.
Mai mult, sistemul imidazolic apartindnd catenei laterale a uneia dintre histidinele din lantul
polipeptidic se coordineaza la fier, care ajunge astfel sa fie pentacoordinat, cu o singura pozitie
de coordinare libera; aceastd pozitie liberd este mentinuta special pentru legarea oxigenului
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molecular. Histidina coordinatd la fier este denumitd, din pricina apropierii sale de metal,
,histidina proximala”. In pozitie trans fata de histidina proximala, proteina defineste o cavitate
de dimensiuni limitate deasupra fierului, suficient de mare pentru a permite legarea oxigenului
molecular dar prea mica pentru a permite accesul facil al unor molecule mai mari decat O,.
Esentiald n definirea acestei cavitati (denumita, prin contrast cu histidina proximala, partea
,»distald”) este din nou catena laterald a uneia dintre histidinele lantului polipeptidic. Aceasta a
doua histidina este denumita ,,histidina distala”. Rolul sau este propus a fi nu doar unul steric,
de limitare a volumului cavitdtii, ci si de a forma o legatura de hidrogen cu oxigenul molecular
dupd ce acesta se leagd la fier ( a se vedea si Figura 3-3). Vom nota in acest moment ca
centrul activ, asa cum a fost descris aici pentru mioglobind, se regdseste n aceeasi forma si in
hemoglobina umana. Mai mult, lantul polipeptidic din hemoglobina este foarte similar cu cel
al mioglobinei atat la nivel primar (al aminoacizilor componenti) cat si la nivel secundar si
tertiar (al organizdrii spatiale). Principala diferenta structurala intre hemoglobina si mioglobina
umane este faptul ca in hemoglobind se regasesc patru astfel de lanturi polipeptidice, fiecare
purtand propriul hem, astfel incat putem descrie aceasta proteina ca un tetramer ale carui patru
subunititi sunt fiecare asemanitoare mioglobinei. In majoritatea organismelor cunoscute,
hemoglobina este, asemeni celei umane, tetramerica; existd insa si exceptii — organisme in care
intdlnim hemoglobine dimerice ori contindnd mai mult de patru monomeri (24, de exemplu).
In hemoglobinele tetramerice cele patru lanturi sunt de obicei usor diferite intre ele. Astfel,
cele patru lanturi din hemoglobina umana sunt de doua feluri: doua lanturi denumite o si doud
denumite B; diferentele dintre a si f sunt minore, la nivelul structurii primare, si duc la diferente
minore, uneori chiar non-detectabile, de reactivitate Intre centrii de fier adapostiti de cele doua
tipuri de lanturi.

Motivul pentru care hemoglobina adopta o structurd mai complicata decat mioglobina
(tetramer, comparativ cu monomer) poate fi inteles daca urmarim in Figura 3-2 profilul afinitatii
fata de oxigen a celor doud globine. Se observa ca in cazul hemoglobinei este nevoie de o
concentratie mai mare de oxigen 1n solutie decat in cazul mioglobinei pentru a ajunge la un
grad dat de ocupare a centrilor de fier cu liganzi O,. In particular, in cazul proteinelor care
leagd oxigenul molecular, concentratia de oxigen, exprimatd in termeni de presiune partiala,
necesara pentru ocuparea a 50% din centrii de legare (fier, in acest caz) din solutie, este
definita ca ,,p50”. Astfel, p50-ul hemoglobinei este mai mare decat al mioglobinei, ceea ce se
traduce prin faptul ca hemoglobina are o afinitate mai mica decat mioglobina pentru oxigenul
molecular. Motivul pentru care mioglobina ar trebui sa aiba o afinitate mai mare fata de oxigen
decat hemoglobina este simplu: ea trebuie sa fie capabila sa atraga in celula musculara molecula
de oxigen care circuld prin sange deja legata la hemoglobina. O diferenta suplimentara dintre
cele doud globine se remarca in forma celor doua curbe din Figura 3-2: daca in cazul mioglobinei
forma este cea tipicd a unei curbe de legare a unui ligand oarecare la o proteind, descriptibild
de o ecuatie exponentiala, in cazul hemoglobinei curba adopta o forma sigmoidala. Aspectul
sigmoidal este responsabil in mare parte de faptul ca la nivelul celulelor din corp unde este
nevoie de oxigen, deci concentratia acestuia 1n solutie este scazutd, afinitatea hemoglobinei fata
de acesta este mai mica decat a mioglobinei, ceea ce permite eliberarea lui de pe hemoglobina
si transferul lui catre mioglobina. Pe de alta parte, la plamani, unde concentratia de oxigen
este mult mai mare, afinitatea hemoglobinei este mult mai buna si ea isi poate incarca toate
situsurile cu oxigen, pentru a le transporta ulterior cétre restul organismului. Atat diferenta de

40



3. Proteine specializate in legarea si transportul oxigenului

forma cat si cea de afinitate (de fapt conectate matematic intre ele) dintre curbele celor doua
globine sunt urmari doar ale structurii tetramerice a hemoglobinei, intrucét, dupa cum s-a aratat
mai anterior, diferente clare la nivelul centrului activ de fier nu exista intre cele doud globine.
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Figura 3-2. Profilul afinitatii fata de oxigen al hemoglobinei
si mioglobinei, cu o ilustrare a echilibrului chimic implicat (deoxi — oxi).

Pentru a intelege mecanismul prin care structura tetramerica poate afecta afinitatea fata
de oxigen a hemoglobinei, ne vom intoarce la centrul activ, urmarind efectele legarii oxigenului
molecular. In proportie de peste 90%, fierul globinelor se giseste in vivo in doua forme,
ambele in starea de oxidare formala Fe’": pentacoordinati, asa cum a fost descrisi mai sus
(numita traditional ,,deoxi”) si respectiv hexacoordinatad purtand ca al saselea ligand o molecula
de oxigen (forma traditional numita ,,0xi”). In forma deoxi sistemul de liganzi din jurul fierului
este asimetric: fierul plasat n centrul porfirinei are ca ligand axial doar histidina proximala, in
timp ce in pozitie trans fatd de aceasta nu existd vreun ligand. Aceasta asimetrie face ca fierul,
in loc sa fie plasat exact in planul definit de porfirind, sd coboare in afara acestui plan Inspre
histidina proximala, cu care este angajat in legatura chimicd. Un argument in plus pentru ca
fierul sa paraseasca planul porfirinei este si faptul ca el are o configuratie electronica de spin
inalt, ceea ce Tnseamna cd cei 6 electroni d ai sdi sunt astfel aranjati incat 4 dintre ei rdman
neimperecheati. Sistemele de spin inalt au prin definitie un volum al norului electronic mai
mare decat al celor de spin jos, si prin urmare si acesta este un motiv pentru care fierul sa se
afle in afara planului porfirinei in forma deoxi, evitand astfel constrangerile sterice din centrul
sistemului porfirinic. La aparitia moleculei de oxigen ca al saselea ligand, se stabileste o simetrie
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intre cele doua fete ale hemului: de ambele parti se gaseste cate un ligand al fierului. In plus,
acest al saselea ligand, care formeaza o legaturd puternica la fier, duce la trecerea metalului la
starea de spin jos (0 electroni neimperecheati), care are un volum al norului electronic mai mic
decat cea de spin inalt al formei deoxi. Aceste doua elemente (volumul norului electronic si
aparitia unui ligand suplimentar trans fata de histidind) anuleaza motivele pentru care fierul era
plasat in afara planului porfirinei in forma deoxi, si provoaca prin urmare deplasarea fierului
dinspre histidina proximala Tnapoi catre planul porfirinei, in care metalul va ramane atata vreme
cat oxigenul rdmane legat la el. Aceasta deplasare a fierului nu are o importantd deosebita in
cazul mioglobinei; insa este la originea aspectului sigmoidal al curbei de legare a oxigenului
la hemoglobind. Astfel, miscarea fierului inspre planul porfirinei antreneaza si o miscare a
catenei laterale a histidinei proximale, care urmeaza fierul fiind angrenata in legatura coordinativa
cu acesta. La randul ei, catena laterala a histidinei proximale nu se poate deplasa decat odata
cu intregul fragment de helix o de care ea este atasatd, ceea ce in continuare antreneaza modificari
subtile ale structurii restului lantului polipeptidic. Mai mult, aceste modificari sunt resimtite in
lanturile polipeptidice vecine din cadrul tetramerului de hemoglobina. Se pune intrebarea cum
este posibil ca simpla legare a unei molecule mici ca O, sa duca la modificarea, fie ea si subtila,
a structurii intregului lant polipeptidic si chiar a celor invecinate. In fapt, aceastd deplasare era
pregatitd din vreme de proteina, care este astfel construitd incat sa poata adopta doua conformatii
majore: una in care histidina proximala este plasatd mai departe, si una in care ea este plasata
mai aproape de hem, corespunzand structurilor deoxi si respectiv oxi. Diferenta de energie dintre
cele doua conformatii ale proteinei este foarte mica, astfel incat intr-adevar simpla legare a
moleculei de oxigen la fier poate intr-adevar provoca trecerea de la o conformatie la alta.
Semnificatia existentei celor doud conformatii este inteleasa daca ne reamintim pozitia fierului
in fiecare dintre cele doud conformatii: intr-una dintre conformatii el este plasat mai aproape
de pozitia in care va fi legat oxigenul decat in cealalta conformatie; acest fapt face ca legarea
oxigenului sa fie mai facild intr-o conformatie decat in cealaltd, sau, cu alte cuvinte, cele doua
conformatii au afinitati diferite fata de oxigen. Aceste doua conformatii sunt denumite in mod
traditional T si respectiv R (Tensionata si respectiv Relaxata).

Natura legaturii chimice dintre fierul globinelor si oxigenul molecular a suscitat multa
vreme dezbateri. Unul dintre cele mai puternice argumente luate in considerare a fost spectrul
vibrational (de rezonantd Raman) al oxi-hemoglobinei; in acesta, frecventa de vibratie a legaturii
oxigen-oxigen din ligandul O, coordinat la fier se remarca printr-o valoare mult mai mica decat
cea din oxigenul molecular si foarte similard cu cea din compusi bine caracterizati ca avand
un ligand superoxo (O,") coordinat la un metal. In concordanta cu aceasta situatie, spectrul
Mossbauer al oxi-hemoglobinei prezinta trasaturi clar caracteristice Fe(IIl) si nu Fe(I). Astfel,
se accepta azi In general cd la legarea O, de Fe(Il) din hemoglobind are loc un transfer cel
putin partial de sarcina de la fier la oxigen, astfel Incat complexul este descris ca avand un caracter
puternic de Fe(Ill)-superoxo. Fenomenul acesta, prin care o moleculd adoptd doua sau mai multe
structuri electronice care diferd prin pozitia unuia sau mai multor electroni, este denumit
electromerie (sau izomerie redox), prin analogie cu mai cunoscutul fenomen de tautomerie din
chimia organica. In cazul de fata, forma oxi a hemoglobinei poate accesa doi electromeri: unul
descriptibil ca Fe(II) coordinat cu oxigen molecular, si unul descriptibil ca Fe(IIl) coordinat
cu superoxid. Structura reald a sistemului este acceptata ca fiind intermediard intre acesti doi
electromeri, dar cu o contributie mai importanta din partea celui Fe(IlI)-superoxo. Este nsa
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important de subliniat cd la eliberarea oxigenului de pe fier, cei doi parteneri de legaturd chimica
isi refac structurile initiale — si anume Fe(II) si respectiv oxigen molecular.

Pe langd oxigenul molecular, hemoglobina interactioneaza in vivo si cu multe alte molecule
mici sau ioni. Una dintre cele mai cunoscute astfel de molecule este monoxidul de carbon, prezent
ca agent de poluare In atmosferd Indeosebi ca rezultat al unor arderi incomplete; monoxidul
de carbon este produs, in concentratii foarte mici si prin urmare non-toxice, chiar in interiorul
organismului nostru, in prima etapa a ciclului catalitic al hem-oxigenazei (enzima care distruge
hemul), si rezultate experimentale mai recente atesta posibile aplicatii terapeutice ale compusilor
care elibereazd CO 1n concentratii non-toxice in organism. Toxicitatea CO se explicd prin
faptul ca acesta prezinta o afinitate remarcabila pentru Fe(II) in principiu si pentru cel heminic
in particular; aceasta afinitate este mult mai mare decat cea pentru oxigen , ceea ce face ca CO
sa fie preferat de hemoglobina in detrimentul oxigenului molecular, si legat puternic, chiar si
atunci cand este prezent In concentratii mult mai mici decat oxigenul molecular. Stabilitatea
aductilor Fe(II)-CO ai globinelor este in fapt atat de mare, incat o data legat CO acesta nu mai
este eliberat de pe hemoglobind, impiedicand-o astfel sa isi exercite functia fiziologica de
transport a oxigenului molecular. Globinele limiteaza acest efect toxic al monoxidului de
carbon prin doua mecanisme, ambele implicdnd histidina distala. Asa cum se arata in Figura
3-3, aductii Fe-C=0 prefera o geometrie liniard, ceea ce aduce monoxidul de carbon in usor
conflict steric cu histidina distala, spre deosebire de molecula de oxigen, al carui aduct Fe-
0O=0 adoptd o geometrie non-liniara, cu cel de-al treilea atom asezat mai departe de histidina
distald si astfel evitdnd conflictul steric. Pe de alta parte, asa cum s-a ardtat mai sus, in aductul
oxi ligandul O, poartd un puternic caracter de superoxid, cu un exces de sarcind electrica
negativa pe ambii atomi de oxigen. Aceasta sarcind negativa permite ligandului superoxo sa
stabileasca o legatura de hidrogen cu histidina distala; pe de alta parte, monoxidul de carbon,
incapabil de electromerie, nu poartd o sarcind electrica netd si prin urmare este mult mai putin
capabil sa formeze o legaturd de hidrogen puternica impreuna cu histidina distala. Astfel, factorul
steric si cel implicand legatura de hidrogen contribuie la o destabilizare partiala a aductului
Fe(I1)-CO in comparatie cu cel oxi.

histidina distala

[
N o N
= histidina ~
I-g‘l //proximala\H(NJ
Fe(l)-CO Fe(l)-CO oxi
hem liber mioglobina mioglobina

Figura 3-3. Structurile aductilor hemului feros cu monoxidul de carbon
si respectiv oxigenul, ilustriand tendinta de conflict steric adusi de histidina distala (His E7)
din globine. Este important insa de subliniat ca in realitate chiar si in globine aductul Fe(II)-CO
ramane liniar — figura ilustrand doar tendinta histidinei distale de a impune o altfel de geometrie.
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O a doua molecula importantd cu care hemoglobina interactioneazd in vivo este CO,.
Spre deosebire de O, si CO, dioxidul de carbon se leaga la hemoglobina nu la fier ci la atomul
de azot al unui aminoacid — si anume gruparea amino N-terminald (primul aminoacid din
secventd); reactia este ilustrata in Figura 3-4. Acest fenomen are importanta intrucat permite
transportul CO, catre plamani de la tesuturile in care acesta apare ca produs al arderilor celulare.

R—NH, + CO,=<——= R—NH—CH,00" + H*

Figura 3-4. Reactia de legare a CO, la hemoglobina

Este important de notat ca legarea dioxidului de carbon are ca efect o modificare locala a
structurii proteinei, ce duce la o usoara scadere a afinitatii fatd de oxigen. Efectul este ca in zona
tesuturilor bogate in CO», si care asadar sunt foarte active metabolic, deci necesitd cantitati
sporite de O,, hemoglobina, ca urmare a legarii CO,, elibereaza mai mult O, asa cum de fapt si
necesitd tesutul respectiv. O modalitate indirecta prin care CO, interactioneaza cu hemoglobina
deriva din bine-cunoscuta reactie de hidratare in care dioxidul de carbon este implicat in apa,
al carei produs este acidul carbonic. Astfel, in vecindtatea tesuturilor bogate in CO, pH-ul
sangelui va scadea usor, ca efect al producerii de acid carbonic; afinitatea fatd de oxigen a
hemoglobinei este insd dependenta de pH, scdzand la pH acid ca urmare a modificarilor subtile
de structurd Tn urma protondrii catorva aminoacizi (acest fenomen este cunoscut sub numele
de ,,efect Bohr”). Astfel, atat legarea directd a CO, la hemoglobina cat si schimbarea de pH
generatd de CO,, ambele efecte ale unui necesar sporit de oxigen molecular, duc, prin diminuarea
locald a afinitatii fatd de oxigen a hemoglobinei, la livrarea de cantitati sporite de O, tesutului
respectiv.

Dioxidul de carbon si protonii au proprietatea de a afecta legarea oxigenului molecular la
fier, desi nu interactioneaza direct cu fierul sau cu liganzii acestuia. Genul acesta de interactiune,
prin care o molecula A se leagd la o proteina la un anumita locatie (,,situs”) si afecteaza in
acest mod legarea unei alte molecule B la un alt situs al aceleiasi proteine, este denumit generic
»alosterie”. Molecula A din definitia de mai sus este denumita in acest context ,,efector alosteric™.
Astfel dioxidul de carbon si protonii sunt efectori alosterici pentru legarea oxigenului mole-
cular la fier. Exista si alti efectori alosterici cu efecte similare, care au ca trasaturd comuna
caracterul anionic. Toti acestia (2,3-bis-fosfo-gliceratul 2,3-BPG, inozitol fosfatii, clorura) au
un situs de legare bine definit la jonctiunea dintre cele patru subunitati ale hemoglobinei, in
centrul tetramerului (asa cum se ilustreaza in Figura 3-5). Hemoglobine din diverse organisme
au afinitati diferite fata de acesti efectori alosterici. Astfel, hemoglobina umana utilizeaza 2,3-
BPG ca efector alosteric si prin urmare celula rosie adaposteste, pe langa hemoglobina, si cantitati
importante de 2,3-BPG; pe de alta parte hemoglobina bovina nu este sensibila la 2,3-BPG si
foloseste in schimb doar ionul clorurd. Mai mult, la om, hemoglobina produsa in adult difera
usor, la nivelul structurii primare, de cea produsd in fat in interiorul uterului mamei; aceasta
diferenta in structura primard duce la o usoara diferenta in afinitatea fata de 2,3-BPG —suficient
pentru ca hemoglobina fetald (HbF) sa manifeste o afinitate mai mare fata de oxigen decat
hemoglobina adultd, ceea ce permite transferul eficient de oxigen din sangele mamei catre
sangele fatului.
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2 3-BPG HZC—OPog- inozitol hexafosfat(IHP) inozitol pentafosfat(IPP)

Figura 3-5. Structurile unor efectori alosterici
cu caracter anionic ai hemoglobinei si situsul lor de legare.

O reactie importanti a globinelor este cea de autooxidare. In principiu, aductul oxi al
unui hem, fie el inglobat intr-o proteind sau liber in solutie, are la dispozitie doud cai de
descompunere: una, care predomind in globine, implica eliberarea de oxigen molecular de pe
Fe(IT). Cea de-a doua cale de reactie, denumitd autooxidare, implica eliberarea de superoxid,
O, lasand in urma Fe(III). Hemul liber, in special cand este dizolvat in solventi polari, are o
preferinta puternicd pentru reactia de autooxidare. Dimpotriva, mediul puternic hidrofob creat
de globina in jurul hemului sau defavorizeaza puternic separarea de sarcina electrica implicata
de reactia de autooxidare si, dimpotriva, favorizeaza eliberarea ligandului neutru din punct de
vedere electric, O,. Cu toate acestea, reactia de autooxidare nu este evitatd complet nici in
globine. Intrucat forma Fe(IIl) a globinelor (traditional numita ,,met”) nu este capabila sa lege
molecula de oxigen, ea este inutild organismului (dupd cum se va vedea mai jos, ea este, din
alte motive, chiar profund toxicd) si prin urmare este necesara transformarea ei inapoi la Fe(II),
printr-o reactie chimica de reducere. In celula rosie existd o enzima dedicata acestui proces de
reducere a met-hemoglobinei la deoxi-hemoglobina (Fe(IIl) la Fe(Il)), enzima denumita
methemoglobin reductazd; datoritd actiunii acestei enzime, nivelul de Fe(III)-hemoglobina
este mentinut intr-un individ sanatos la maximum 0.1% din totalul de hemoglobina. Deficiente
genetice la nivelul methemoglobin reductazei pot duce la un exces de methemoglobind in
sange, ceea ce va rezulta Intr-un aspect albastrui al sangelui, observabil in cazuri mai extreme
inclusiv la nivelul pielii. Aceasta situatie a constituit un moment important in medicina, fiind
primul caz 1n care o conditie medicala (culoarea nefiresc de albastra a pielii unor pacienti) a
fost explicata printr-o mutatie genetica bine definita, la nivelul unei singure enzime. Agenti
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chimici, ca de exemplu nitritii prezenti ca poluanti in apa de baut, pot avea de asemenea un
efect de inducere temporara a autooxidarii, ducand spre exemplu la ,,sindromul copiilor albastri”
(observat la nou-nascuti a cdror alimentatie a fost afectata de ape bogate in nitriti).

O alta clasa de molecule cu care globinele interactioneaza in vivo sunt peroxizii. Acestia
sunt prezenti in sange si au proprietatea de a reactiona cu Fe(Ill), inclusiv cel din met-hemoglobina,
intr-o reactie ce produce radicali liberi si duce la degradarea ireversibila a globinei. Produsii de
degradare a hemoglobinei sunt detectabili in sdngele unui individ sandtos si apar in concentratii
crescute in conditii de efort fizic sau in anumite stari de boala.

Monoxidul de azot, NO, este un gaz extrem de toxic si instabil, datoritd in mare parte
caracterului sau de radical liber. Multe organisme si-au construit seturi de enzime specializate
in lupta Impotriva NO. A fost prin urmare o surpriza atunci cand s-a descoperit ca NO este
generat In peretii vaselor de sange, la concentratii foarte mici, ca mesager ce controleaza
contractia muschilor netezi din jurul vasului de sange si prin urmare controleazd presiunea
sangelui. Oxi-hemoglobina reactioneaza extrem de rapid cu NO, fapt explicabil prin caracterul
Fe(I1I)-superoxo al oxi-Hb; superoxidul, ca si NO, are un caracter de radical liber, ceea ce
duce la o reactie foarte facila in care electronii neimperecheati ai NO si O, formeaza o legatura
chimica, rezultand un aduct Fe(III)-O-O-NO- (peroxinitrito) care se izomerizeaza foarte rapid
la Fe(Ill)-azotat. Daca 1n sangele uman aceasta reactie este evitatd in conditii normale prin
faptul ca NO se gdseste doar in concentratii foarte mici si doar in apropierea peretelui vasului
de sange In timp ce hemoglobina este protejatd in interiorul celulei rosii, exista organisme in
care rolul hemoglobinei este tocmai de a reactiona cu NO in maniera descrisd mai sus. Astfel,
organismul unicelular Escherichia coli contine o hemoglobind a carei functie pare a fi distrugerea
monoxidului de azot prin reactie cu forma oxi, cu scopul de a proteja celula in conditiile in
care ea ar fi expusd unui exces de NO; intrucat la finalul reactiei cu NO fierul globinei se
regdseste ca Fe(Ill), este necesara regenerarea sa la Fe(II) pentru ca ciclul catalitic sa se poata
relua. Din aceastd cauza in imediata vecindtate a hemului hemoglobinei din E. coli proteina
contine si o flavind, cu rol de a canaliza electroni cétre fier si a favoriza re-reducerea lui la
finalul ciclului catalitic; proteina aceasta este de altfel denumita chiar ,,flavohemoglobina”. In
alte organisme bacteriene se regdsesc enzime similare ca structura si functie flavohemoglobinei,
dar in care partea flavinicd si cea globinica au evoluat ca proteine separate; in acest caz se
vorbeste despre hemoglobine truncate (tHb).

In stransa conexiune cu monoxidul de azot, hemoglobina este capabila si interactioneze
si cu azotitul. Deoxi Hb reduce azotitul la NO, in timp ce oxi-Hb sufera o reactie de autooxidare
in prezenta azotitului. Capacitatea azotitului de a genera NO 1n sange prin reactie cu hemoglobina
a fost propusa 1n anii din urma ca justificare pentru folosirea in scop terapeutic, pentru sistemul
cardiovascular, a azotitului.

Dupa cum s-a ilustrat mai sus cu flavohemoglobina si hemoglobinele truncate, familia
globinelor se extinde mult dincolo de hemoglobini si mioglobina.*' Astfel, toate celulele umane
contin, in cantitati foarte mici, o globina numita citoglobina, al carei rol este inca necunoscut.
De asemenea, celulele nervoase contin neuroglobina — o alta proteina cu rol neclar — dar cel
mai probabil legat de stresul oxidativ (excesul de agenti oxidanti si radicali liberi). Plantele
contin o globina numitd leghemoglobind (particula ,,leg” provenind de la ,,leguminos”), al
carei cel mai probabil rol este unul similar cu cel al mioglobinei — de stocare a oxigenului in
interiorul celulei. De asemenea, nu numar de alte globine se gadsesc in plante (se foloseste
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generic si termenul de fitoglobine) — nu toate cu rol clar identificat inca.*” in conditiile in care
rudele hemoglobinei din organismele inferioare nu servesc drept transportori de oxigen molecular
ci drept enzime redox, este foarte probabil ca hemoglobina si mioglobina din animale au evoluat
pornind de la sisteme enzimatice care aveau cu totul alte roluri si existau inca dinainte de
evolutia atmosferei de la stadiul predominant anaerob la cel bogat in oxigen in care au evoluat
animalele.

3.2. Hemeritrine

Hemeritrinele servesc drept transportori de oxigen intr-o gama restransd de organisme
inferioare — ca de exemplu viermi marini. Centrul lor activ, unde are loc legarea oxigenului
molecular, contine doi ioni de fier, dupa cum se ilustreaza in Figura 362149

)
TN,
(HIS)N H (Hls)N / |
0,
(His)N~Fe \ - \ _N(His) 92 (His)N<f \ - \ N(His)
‘—

e O~/ e\o o Fe\
~N— / . / ~N— / .
(His)N \O Asp O N(His) (His)N tAsp O N(His)
Glu deoxi Glu oxi
Fe(ll), Fe(ll) Fe(lll), Fe(lll)-hidroperoxo

Figura 3-6. Structura centrului activ al hemeritrinelor
si reactia de legare a oxigenului la aceasta.

Prin analogie cu hemoglobina, se definesc si aici trei stéri posibile ale centrului activ: deoxi
(di-feros), oxi (format prin legarea oxigenului molecular la forma deoxi) si met (di-feric). In
plus, datorita caracterului bimetalic al centrului activ al hemeritrinei, aici se mai defineste si o
asa-zisd forma semi-met (sau, ,,de valentd mixta”), in care unul dintre metale este Fe(II) iar
celalalt Fe(IIT). Ca si in cazul hemoglobinei, masuratorile Mdssbauer au demonstrat ca oxi-
hemeritrina contine Fe(Ill). De data aceasta, fiind vorba de doi ioni Fe(Ill), rezultd ca la
legarea moleculei de oxigen de centrul di-feros al hemeritrinei are loc un transfer de doi electroni
citre ligand, care devine astfel peroxid, O,>. Mai mult, asa cum se vede in Figura 3-6, centrul
activ furnizeaza un proton care stabilizeazd aceastd forma redusa chimic a ligandului. Masuratorile
vibrationale (spectrul de rezonantd Raman) confirma existenta unei legaturi mult slabite intre
cei doi atomi din ligandul di-oxigenic, in concordanta cu legatura simpla existenta Intr-un ligand
peroxo. Ca si hemoglobina, forma oxi a hemeritrinei este rosie. Natura acestei culori este insa
complet diferitd: daca in hemoglobina culoarea este extrem de intensd si datoratd exclusiv
tranzitiilor electronice de tip m-n* din interiorul porfirinei coordinate la fier, cu coeficienti de
extinctie de 100000200000, coloarea formei oxi a hemeritrinei se datoreaza tranzitiilor electronice
de tip LMCT (transfer de sarcind de la ligand la metal), care au coeficienti de extinctie de cca
10 ori mai mici decat cele ale porfirinei. Aceastd diferenta explica si de ce forma deoxi a
hemoglobinei este si ea coloratd intens, In timp ce forma deoxi a hemeritrinei, in care metalul
este redus, Fe(I), si prin urmare mult mai putin dispus sa se angajeze in tranzitii LMCT, este
incolora.
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Hemeritrinele difera de hemoglobine si prin structura matricii proteice, desi in ambele
predomind structura de tip helix a iar masele moleculare ale monomerilor sunt apropiate.
Daca hemoglobina se prezinta sub forma de monomer, dimer, tetramer sau oligomer cu pana
la 180 de subunitati, hemeritrina se prezinta organizatd sub formd de monomer sau oligomer
cu 2,3,4 sau 8 subunitati.

3.3. Hemocianine

Hemocianinele servesc drept transportori de oxigen in anumite tipuri de crustacee, si
diferd de hemeritrine si globine din doud puncte de vedere: centrul activ contine aici cupru in
loc de fier, iar in matricea proteicd domina acum foile pliate §; de asemenea, masa moleculara
este de cca 4 ori mai mare decat la globine.

Reactia de legare a oxigenului molecular la centrul activ din hemocianine este ilustrata
in Figura 3-7. Centrul activ este binuclear ca in cazul hemeritrinei, cu forma deoxi continand
Cu(]) si cea oxi contindnd Cu(Il); la fel ca in cazul hemeritrinei, aceasta implica transformarea
reversibild a moleculei de oxigen in peroxid la legarea de centrul metalic; de data aceasta insa,
peroxidul este legat in punte bidentatd, asa cum se vede in Figura 3-7. Acest mod de legare, in
care ambii atomi de oxigen interactioneaza concomitent cu doud metale, duce la o slabire
semnificativa a legdturii oxigen-oxigen, fapt confirmat de spectrul vibrational al oxi-hemocianinei,
care arata o frecventd de vibratie mai mica (si prin urmare o legaturd oxigen-oxigen mai slaba)
decét in majoritatea complecsilor metal-peroxo.

(His)N N(His) 0 (His)N N(His)
(His)N~¢ Cu—N(His) =_2~ (His)N\é;u/ / ci{—N(His)
e N TN
(His)N N(His) (His)N N(His)
deoxi oXi
Cu(l), Cu(l) Cu(ll), Cu(ll)-0,%

Figura 3-7. Structura centrului activ al hemocianinelor
si reactia de legare a oxigenului la aceasta.

3.4. Proteine-senzor pentru O, si molecule inrudite

Dupd cum s-a vazut mai sus, legarea O, la hemoglobina declanseaza schimbari structurale
ce se propaga la distante mari in componenta polipeptidica a acestei metaloproteine. De astfel
de schimbari profitd hemoproteine care au ca rol detectarea moleculei de oxigen: schimbarile
structurale din interiorul unor astfel de proteine vor fi transmise unor alte componente celulare,
semnaland prezenta O, In mediu. Astfel, proteina FixL este produsa in bacterii fixatoare de
azot, cu rolul de a regla nivelul de producere tocmai al genelor implicate in transformarea N,
in NHj; (aceste proteine fiind foarte sensibile la oxigen). In alte bacterii se intdlneste hemoproteina
HemAT, care are un domeniu inrudit structural cu globinele, si care are rolul de a detecta
oxigenul molecular ca parte a unui mecanism chemotactic (prin care bacteria alege s se
deplaseze in mediu de-a lungul unui gradient de concentratie de O;).
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Guanilat ciclaza solubild (sGC) are si ea un domeniu hemoproteic cu rol de senzor pentru
un gaz diatomic — monoxidul de azot. NO insusi este o moleculd-mesager, iar legarea sa la
sGC declanseaza modificari structurale care, intr-un alt domeniu al sGC, duc la sinteza unei
alte molecule-mesager, cGMP (guanozin monofosfat ciclic), cu roluri in relaxarea muschilor
netezi sau In transmiterea impulsurilor nervoase. Capacitatea NO de a declansa dilatarea
vasului sanguin si prin urmare un aflux local marit de sange a fost exploatatd de unele insecte
care se hrdnesc cu singele animalelor prin muscdtura. Aceste insecte elibereaza in timpul
muscaturii o hemoproteina care transportd NO legat la Fe, si care elibereaza acest gaz in sangele
victimei, permitand hranirea mai eficienta a insectei.

Coo0A este 0 hemoproteina Intalnita in bacterii capabile de a folosi monoxidul de carbon
ca sursd de energie (spre deosebire, de exemplu, de oameni, care folosesc pentru acest scop
mult mai complexele clase de molecule — lipise, glucide, proteine). Aceastd proteind serveste
ca senzor pentru CO.

DcrH este singurul senzor pentru gaze de naturd non-heminica ce a fost descoperit pana
in prezent. Functia sa este similard cu cea a HemAT, cu deosebirea, la nivel structural, ca DcrH
leaga molecula de oxigen intr-un domeniu inrudit cu hemeritrina atat din punct de vedere al
matricii proteice cat si al centrului activ di-feros.*®
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Reactia dintre oxigenul molecular si o substanta organica este in general puternic exoterma.
Totusi, aproape toate moleculele organice sunt stabile in prezenta O,. Oxigenul molecular
prezinta doi electroni neimperecheati, in timp ce substantele organice sunt in general diamagnetice
iar produsii lor de ,,ardere” (CO; si apa, in ultima instantd) sunt de asemenea diamagnetici.
Aceasta implicd o reactie, intre O, si compusul organic, in care numdrul total de electroni
neimperecheati se schimba de la 2 la 0; o astfel de schimbare este puternic defavorizata de
regulile mecanicii cuantice si aduce o importantd bariera cinetica in calea reactiei. Pe de alta
parte, sistemele vii au nevoie, din diverse motive, sa utilizeze oxigenul molecular pentru a oxida
selectiv anumite componente celulare. Pentru acest scop sunt adesea folosite metaloenzime,
care, dupa cum s-a vazut in Capitolul 3, pot folosi metalul pentru a schimba profund structura
electronica a ligandului O, (transformandu-1 spre exemplu in superoxid sau peroxid) si a evita
astfel problema barierei cinetice din reactia cu substanta organica.

In acest capitol se vor discuta reactiile in care metaloproteinele atrag oxigenul molecular
si congenerii acestuia — superoxidul si peroxidul. O vedere de ansamblu a acestor procese este
prezentata in Figura 4-1.

Superoxid dismutaza: 20, — H,0, + O,
Superoxid reductaza: 20, +e — H,0,

Catalaza: 2H202 — Hzo + 02

Peroxidaza: H,O, + substrat - H,0 + substrat oxidat
Peroxigenaza: H,O, + substrat —» H,O + substrat(O)
Oxidaza: O, + substrat — 2H,0 + substrat oxidat
Monooxigenaza: O, + substrat — H,O + substrat(O)
Dioxigenaza: O, + substrat — substrat(O,0)

Figura 4-1. Definitiile catorva tipuri de reactivitate implicind
metaloproteine si oxigenul molecular ori forme partial reduse ale acestuia.

4.1. Superoxid dismutaze

Asa cum se arata in Figura 4-1, superoxid dismutazele (SOD) catalizeaza disproportionarea
superoxidului, Oy, la peroxid si oxigen molecular. Rolul lor este unul protectiv, superoxidul
fiind un radical liber si prin urmare capabil de a modifica extrem de rapid si Tn mod nedorit
structurile multor compusi din interiorul unui organism viu. Aldturi de superoxid, alti agenti
deosebit de periculosi sunt congenerii acestuia, apa oxigenatd, peroxizii organici, sau oxigenul
singlet (starea excitatd a O,, In care nu mai existd electroni neimperecheati. Alaturi de radicalii
liberi, aceastd serie de substante sunt responsabile pentru ceea ce se numeste generic stres
oxidativ. O serie dintre enzimele discutate in acest capitol (SOD, dar, dupa cum se va vedea,
si altele) au ca functie in vivo tocmai combaterea stresului oxidativ.
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Toate SOD folosesc un metal activ redox la situsul catalitic; schema generald a mecanismului
oricareia dintre SOD este prezentatd in Figura 4-2. Punctul de plecare este forma redusa a
centrului metalic, M™" (in functie de metal, acesta poate fi Ni(II), Fe(IT), Mn(II) sau Cu(T)).
Metalul reactioneaza cu o primd moleculd de superoxid, printr-un mecanism incd incomplet
elucidat; astfel, este posibild in principiu fie oxidarea directi a metalului la M™" (Ni(III),
Fe(III), Mn(III), Cu(Il)) fara a se forma o legaturd coordinativa intre superoxid si metal —
superoxidul fiind astfel redus la peroxid, fie formarea unui complex superoxid-metal, M""-O5,
care va prezenta un fenomen de electromerie foarte similar celui intdlnit la legarea oxigenului
de fierul din globine, astfel, complecsii Ni(Il)-superoxo, Fe(Il)-superoxo, Mn(II)-superoxo
sau Cu(II)-superoxo ar putea fi descrisi si ca aducti ai peroxidului cu Ni(III), Fe(IIT), Mn(III)
sau Cu(II). Prin protonarea unor astfel de complecsi se produce H,O,. Indiferent de mecanism,
la finalul acestei prime etape a ciclului catalitic centrul metalic se regaseste in forma oxidata,
M"™"!. Aceasta formi reactioneazi cu o a doua moleculd de superoxid, din nou fiind posibile
doud mecanisme: unul de transfer electronic pur, fara formare de legatura metal-superoxid, si
unul care implicd formarea unui aduct M""'-0,", capabil de asemenea de electromerie: spre
exemplu, Ni(IIT)-superoxo devine astfel Ni(Il) coordinat cu oxigen molecular; descompunerea
acestuia din urma readuce metalul la starea initiala, redusa, eliberand o moleculd de oxigen si
incheind astfel ciclul catalitic.

(0]
"o
+Mn)
-0 +0,
+ 05, +2H*
m
mn NiSOD m(+1)
w ’
R
2 -0: HO
+H*
M+ > M)

Figura 4-2. Mecanisme propuse pentru superoxid dismutaze.

Figura 4-3 ilustreaza structurile situsurilor active ale principalelor trei tipuri de superoxid
dismutaze. Ni-SOD prezinta un mod neobisnuit de coordinare, in care unul dintre liganzi este
o grupare amido (—CO-NH-) deprotonata la azot; in general sunt extrem de rare cazurile din
biochimie in care o legatura peptidicd se deprotoneaza in conditii fiziologice. Superoxid
dismutazele cu Fe si cele cu Mn au situsuri catalitice esentialmente identice, diferind doar
metalul; liganzii sunt cei asteptati pentru astfel de metale — histidina, glutamat sau aspartat.
Superoxid dismutazele cu cupru prezinta si ele o caracteristica structurala deosebita: desi cuprul
este coordinat in mod asteptat, cu trei histidine (liganzi pe baza de azot), sistemul imidazolic
al uneia dintre aceste histidine serveste drept ligand pentru un al doilea metal, si anume un ion
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de Zn(II) — astfel Incat enzima este denumita Tn mod curent Cu,Zn-SOD (superoxid dismutaza
cu cupru si zinc). O astfel de legare a histidinei in punte intre doua metale este unica in aceste
enzime si se considerd a avea un rol structural — superoxidul interactionand exclusiv cu cuprul.
O trasatura notabild a tuturor celor trei clase structurale ilustrate in Figura 4-3 este faptul ca
metalul nu este saturat coordinativ de cétre proteind, ramanand pozitii libere care fie vor fi
pastrate ca atare (ca in cazul Ni-SOD), fie vor fi ocupate de molecule de apa (ca in cazul
Cu,Zn-SOD, Fe-SOD sau Mn-SOD). Aceasta caracteristica lasa deschisa posibilitatea legarii
superoxidului la metal in decursul ciclului catalitic, apa fiind un ligand usor de inlocuit.*’

i (His .
(His). His)
(Cys) N=7 (Asp) N \ (His)
S e HN= o
NI (His) K\yN—/Fe—OHx o'//z“\ . A\
oy Bt oo VA S
i 7 is
e (His) " (Asp) (His) L}
Cu, Zn-SOD H, ..
Fe/Mn-SOD (His)

Figura 4-3. Situsurile active ale celor trei tipuri de superoxid dismutaze discutate in text.

4.2. Superoxid reductaze

Ca si SOD, si superoxid reductazele (SOR) au un rol protectiv. De data aceasta Insa
procesul este pur reductiv, singurul produs fiind peroxidul — spre deosebire de SOD unde se
producea atat peroxid cat si oxigen molecular. Aceastd diferentd se coreleaza cu faptul ca
SOR se gasesc exclusiv In organisme anaerobe, in care producerea de O, (asa cum fac SOD)
ar fi contraproductiva. Ciclul catalitic propus pentru SOR este ilustrat in Figura 4-4. Electronii
necesari completdrii ciclului catalitic sunt furnizati de celuld prin intermediul unor proteine

specializate (rubredoxine, a se vedea Capitolul 5).**'
0
—|+ o,0 1
: ~NH - HN- NH
M, DR r0r MG TN
AN O A ~“N’ &
HNCN™ | NONH HN.) é NONH
/ /
stare stabila Fe(ll) feric-peroxo
+H*
+e
+
—l +
% ch.- OH I
ek HN~ @ ~NH
HNy § (TNH -HOO" SNEgoNZ
\\'N'Fe{" e S HN/:N' |\N¢\NH
AN = = \=/
HNCN | NINH s
/S g
stare stabila Fe(lll) feric-hidroperoxo

Figura 4-4. Mecanismul de actiune propus pentru superoxid reductaze.
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4.3. Peroxidaze

Se cunosc patru tipuri de peroxidaze, in functie de tipul de centru activ: heminice, cu
fier non-heminic, cu vanadiu, si non-metalice (cu seleniu sau sulf). Figura 4-5 prezinta ciclul
catalitic al peroxidazelor heminice. Se remarca formele denumite Compusul I si Compusul II,
produse 1n urma legarii peroxidului la fier, si in care fierul are starea de oxidare formala
Fe(IV); Compusul I prezinta in plus un cation radical localizat la nivelul porfirinei, astfel incat
formal el detine cu doi electroni mai putin decat forma stabild ferici. Compusul I este
rezultatul clivarii heterolitice a legaturii oxigen-oxigen dintr-un aduct al hemului feric cu apa
oxigenata, cu eliberarea unei molecule de apa; aceastd reactie implica reorganizarea unor
protoni, §i prin urmare nu este surprinzator ca aminoacizii din vecinatatea celei de-a sasea pozitii
de coordinare de la fier, acolo unde se leaga apa oxigenata, tind sa fie polari sau chiar incarcati
electric — capabili deci de cataliza acido-bazica (histidina, arginind, triptofan, glutamat).’****%

5 "Compusul I" "Compusul II"
Fe(lll)-O,H formal Fe(V) formal Fe(IV)
"feric-hidroperoxo" ‘
4 ‘
+HO, |
[
X
Fe(Ill) Fe(lll)-OH

Figura 4-5. Mecanismul de actiune al peroxidazelor heminice. ,,X” este de obicei histidina.”

Compusii I si II sunt, asa cum este de asteptat, oxidanti foarte puternici. Functiile
peroxidazelor heminice in fapt implica tocmai oxidarea unor compusi organici sau anorganici
de catre Compusul I si/sau Compusul II, fie cu scop sintetic fie, asa cum e cazul ascorbat
peroxidazei, pentru a proteja organismul prin descompunerea apei oxigenate. In unele cazuri
Compusul II nu este parte distinctd a ciclului catalitic: astfel, Compusul I al mieloperoxidazelor
si cloroperoxidazelor oxideaza clorura intr-o reactie ce necesitd un transfer simultan de doi
electroni, fie pentru a genera HOCI cu rol in mecanismul de aparare al organismului (cazul
mieloperoxidazei si enzimelor inrudite) fie pentru a genera compusi organohalogenati (cazul
cloroperoxidazei). Structural, situsurile active ale peroxidazelor sunt similare celui din globine:
prezintd fierul pentacoordinat, cu o pozitie liberd pentru legarea apei oxigenate si cu un
aminoacid al proteinei coordinat trans fatd de pozitia de legare a apei oxigenate — histidina in
majoritatea cazurilor, exceptia cea mai importantd constituind-o cloroperoxidaza, care are ca
ligand axial cisteinatul.>®
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Peroxidazele cu vanadiu au o functie de haloperoxidaze (asemeni cloroperoxidazei);
structura situsului activ este ilustratd in Figura 4-6, iar mecanismul este foarte diferit de cel al

peroxidazelor heminice: cel mai probabil el implicd reactia halogenurii direct cu un aduct

peroxo al vanadiului — metalul fiind Inca de la inceput in starea de oxidare maxim accesibila.

Figura 4-6. Situsul activ al peroxidazelor cu vanadiu.

Gluo7? B _
A Glug7
o0 H,0 A [diferos-H,0, |
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Figura 4-7. Mecanismul de actiune al peroxidazelor non-heminice."

Peroxidazele cu fier non-heminic (rubreritrine si rudele acestora, ca nigeritrina) au un rol
protector, fiind adesea intdlnite in tandem cu SOR 1in aceleasi tipuri de organisme anaerobe.
Centrul activ este asemanator celui din hemeritrine, cu deosebirea ca ponderea liganzilor pe
baza de azot este aici mai mica decat in hemeritrind. Mecanismul, ilustrat in Figura 4-7, este
drastic diferit de cel al peroxidazelor heminice: se porneste de la Fe(Il), ceea ce in contextul in
care sunt prezenti doi ioni metalici Tnseamna ca legarea peroxidului, care la peroxidazele hemo-
proteice ducea de la Fe(IIl) la (formal) Fe(V) (Compusul I), duce 1n rubreritrine de la di-Fe(II)
la di-Fe(III). Acest mecanism evitd formarea de oxidanti puternici de genul Compusului I sau
al Compusului II, ceea ce pentru o enzima cu rol antioxidant, protectiv, constituie un avantaj.
Structural, rubreritrinele prezinta o trasdturd remarcabild, prin aceea ca unul dintre cei doi ioni
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de fier isi schimba pozitia in spatiu de douad ori pe parcursul fiecdrui ciclu catalitic, calatorind
cate ~3 A de fiecare dati; principala diferentd dintre cele doui pozitii ale sale in spatiu consti
in inlocuirea unuia dintre liganzii metalului: o histidina (ligand mai moale), preferatd in forma
feroasd, este pierduta ca ligand 1n forma ferica, aparand in schimb un glutamat (ligand mai
dur, asa cum si Fe(III) este mai dur decat Fe(II)).

Peroxidazele non-metalice prezinta centri activi pe baza de seleniu sau sulf, care cicleaza
intre formele —S-S- (oxidata) si —SH HS- (redusa cu doi electroni). Rolul lor este protectiv, de
distrugere a peroxidului, electronii fiind furnizati de compusi tiolici de masa moleculara mica,
de tipul cisteinei sau al peptidei pe baza de cisteina, glutationul.

4.4. Catalaze

Cele mai multe catalaze functioneaza dupd un principiu si folosind un situs activ foarte
similar peroxidazelor, asa cum se ilustreaza 1n Figura 4-8. Astfel, la un hem feric, coordinat
axial de un tirozinat (in locul cisteinatului sau histidinei din peroxidaze) are loc legarea apei
oxigenate, care duce la formarea unui Compus 1. In pasul urmitor din ciclul catalitic o a doua
moleculd de apa oxigenata este oxidatd de Compusul I la O, fierul revenind la Fe(Ill). Functia
unei astfel de enzime este de protectie Impotriva apei oxigenate. O clasd mai recent descoperita
de catalaze prezinta un centru activ binuclear de mangan, a carui forma Mn(IV)-Mn(IV) este
probabil responsabild de oxidarea celei de-a doua molecule de apa oxigenata.

"Compound I"
Fe(lll)-O,H~ formal Fe(V)

"feric-hydrqperoxo"
+H20
+H02- '02, 'Hzo

\
X

Fe(lll)

Figura 4-8. Mecanismul de actiune al catalazelor.

4.5. Oxigenaze

4.5.1. Monooxigenaze heminice — citocromii P450

Citocromii P450 catalizeaza inserarea unui atom de oxigen din molecula O, in diversi
compusi organici. Rolurile lor variaza, de la unul sintetic, in care se cautd producerea unui
compus util, la unul de detoxificare, in care substantele straine organismului (,,xenobiotice”)
sunt modificate chimic pentru a le facilita eliminarea din organism sau a le limita toxicitatea.
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Situsul activ este similar celui din cloroperoxidazele discutate mai sus — un hem coordinat axial
de cisteinat; in pozitie trans fata de cisteinat se gaseste In forma stabila, ferica, o moleculd de
apa. O diferenta importantd este ca in P450 hemul se situeaza intr-un mediu mult mai hidrofob
decat in cloroperoxidaze. Ciclul catalitic (Figura 4-9) este initiat de legarea unei molecule de
substrat 1n vecinatatea apei coordinate la fier. Acest pas duce, prin impedimentele sterice aduse
si prin modificarea polaritdtii locale a mediului in cavitatea de deasupra hemului, la expulzarea
moleculei de apa coordinate la fier, lasand metalul pentacoordinat. Ca urmare a slabirii campului
de liganzi prin plecarea apei, se modifica starea de spin a fierului, de la S=1/2 (dublet) la S=5/2
(sextet). Aceste schimbari aduc si modificarea potentialului redox al metalului, care devine
mai usor de redus, acceptand un electron adus de o proteina specializata (citocrom P450 reductaza).
Forma Fe(Il) produsd in acest fel va lega imediat oxigenul molecular, asemeni globinelor,
rezultdnd un aduct descriptibil ca Fe(Il)-oxi sau Fe(Ill)-superoxo. Spre deosebire de globine,
forma oxi a citocromilor P450 suferd imediat o reactie de reducere mono-electronica, produsul
fiind descriptibil ca Fe(Il)-peroxo sau Fe(Ill)-peroxo. Specia peroxo este extrem de bazica,
protonandu-se foarte eficient (in unele cazuri fenomenul nu poate fi oprit nici la 4 K), rezultatul
fiind cel mai probabil un Compus I (inca nedetectat nsd), care apoi isi insereaza atomul de
oxigen in substratul organic fie prin transfer direct, fie prin extragerea unui atom de hidrogen
din substrat, urmata de atasarea atomului de oxigen 1n locul din care a fost extras hidrogenul,
asa cum se ilustreaza in Figura 4-9. Este important de notat ca toti pasii din aval de pasul reductiv
de la Fe(III) la Fe(II) sunt foarte rapizi si favorabili termodinamic; dar cd ei nu pot avea loc in
absenta substratului, care este cel responsabil pentru eliminarea moleculei de apa initial legate
la Fe(IIl); in acest fel se garanteaza ca nu se va putea produce Compusul I decat in conditiile in
care tinta sa (molecula de substrat) este deja prezentd; in absenta unui astfel mecanism de siguranta,
ar exista riscul de producere a Compusului I 1n mod necontrolat, cu efecte destructive nedorite.

"Compusul I"
Fe(ll)-O, <—> Fe(lll)-0,~ "Fe(ll)-05~ <> Fe(lll)-05~" Fe(lll)-O,H~ formal Fe(V)
"feric-peroxo" "feric-hidroperoxo”
+0, ~"RO" |+H,0
R

R
‘ -
|
X

Fe(ll) Fe(lll)
AN
{ oo
O\ o)
/ / donor
Sequential
O,
Ndonor Wﬁ”ed ¢
AN X
Compusul | produs hidroxilat+Fe(lll)
donor Fe(IV)+cation radical porfirinic

Figura 4-9. Ciclul catalitic al citocromilor P450; ,,R” este un substrat organic oarecare.
Partea de jos a figurii ilustreaza detalii mecanistice ale producerii speciei ,,RO” pentru cazurile in care R
reactioneaza la nivelul unei legituri duble carbon-carbon sau la nivelul unei legiaturi oxigen-oxigen.
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4.5.2. Oxigenaze cu fier non-heminic

Oxigenazele cu fier non-heminic prezintd o problema interesantd, in masura in care ele
urmeaza cicluri catalitice similare celor cu fier heminic de tip P450: in absenta porfirinei coordinate
la fier, echivalentul Compusului I ar trebui sa contind Fe(V) fara a mai putea delocaliza una
dintre sarcinile pozitive 1n exces catre liganzi.

Dioxigenaze de tip Rieske

Dioxigenazele din aceastd clasd sunt caracterizate de prezenta in apropierea centrului
activ a unui al doilea centru metalic, specializat in transfer electronic, denumit Rieske (a se
vedea Capitolul 5 pentru detalii asupra acestei denumiri). Substraturile lor tind sa fie compusi
aromatici, oxidati Tn general la dioli (o exceptie in privinta naturii produsului este benzen
dioxigenaza, care suferd o reactie de mono-oxigenare in prima instantd). Ciclul catalitic propus
pentru aceste enzime este prezentat in Figura 4-10. Este inca neclar care este specia responsabild
de reactia directd cu substratul — principalii candidati fiind Fe(V) sau Fe(III)-hidroperoxo.
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Figura 4-10. Ciclul catalitic propus pentru dioxigenazele de tip Rieske.
Speciile prezentate in gri nu au fost inca detectate direct in experimente;
liniile punctate arata posibile cii citre produsul final al reactiei,
folosind diversii agenti oxidanti care pot fi generati in acest situs activ.*

Diol dioxigenaze

Diol dioxigenazele, clasificate, asa cum se arata in Figura 4-11 1n extradiol si respectiv
intradiol dioxigenaze, folosesc un centru de fier non-heminic pentru a insera o molecula de oxigen
in substratul organic, fara insd a implica forme de fier de valenta inalta. Ciclurile catalitice, ilustrate
in Figura 4-11, implica legarea oxigenului in punte intre fier si un atom de carbon din substrat;
in acest intermediar de reactie legatura oxigen-oxigen este extrem de slabita si se rupe; prin
comparatie, in oxigenazele discutate pand acum clivarea legaturii oxigen-oxigen era rezultatul
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catalizei acido-bazice finalizate cu eliminarea unuia dintre cei doi atomi de oxigen sub forma
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Figura 4-11. Reactiile catalizate de diol dioxigenaze, si mecanismele acestora.

Oxigenaze dependente de compusi organici

Urmand modelul diol dioxigenazelor, unde clivarea legaturii oxigen-oxigen era facilitata
nu de protoni ci de un atom de carbon, exista o serie de oxigenaze care folosesc o molecula
organica accesorie pentru a slabi legatura oxigen-oxigen din ligandul O,.

Una dintre clasele din aceasta categorie este cea a oxigenazelor pterin-dependente. Asa
cum se aratd in Figura 4-12, ele folosesc o pterind, regenerata la finalul ciclului catalitic, pentru
a cliva legatura oxigen-oxigen homolitic, generand un centru Fe(IV) care apoi oxideaza substratul
enzimei.

O alta clasa de enzime ce folosesc aceasta filozofie sunt cele dependente de a-cetoglutarat
(0KG). In acest caz insd, asa cum se vede si in Figura 4-13, aKG nu se poate regenera la
finalul ciclului catalitic, constituindu-se astfel intr-o molecula de sacrificiu. Alaturi de oKG,
este necesar si un agent reducator accesoriu, pentru a aduce enzima la punctul de plecare,
Fe(II). In cazul unora dintre enzimele implicate in sinteza tesutului conjunctiv si dependente
de oKG, acest agent reducator accesoriu este vitamina C, iar absenta ei din organism afecteaza
de aceea sever tesutul conjunctiv in boala numita scorbut, careia i-au cazut victime nu numai
numerosi exploratori ai marilor ci si armate intregi iIn Evul Mediu — toate datorita nerecunoasterii
importantei legumelor si fructelor proaspete in alimentatie.
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Figura 4-12. Ciclul catalitic al oxigenazelor pterin-dependente.
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Figura 4-13. Ciclul catalitic al oxigenazelor dependente de a-cetoglutarat (a-KG).
»SH” reprezinta in mod generic substratul organic.

Metan monooxigenaza cu fier

Oxidarea selectiva a metanului la metanol este dificil de realizat, CH4 prezentand una
dintre cele mai putin reactive legaturi carbon-hidrogen dintre compusii organici. Enzima
capabilad de aceasta reactie, metan monooxigenaza, prezintd un situs catalitic similar celui din
hemeritrine sau rubreritrine, Insd mult mai bogat 1n liganzi pe baza de oxigen (glutamat/aspartat).
Structura $i mecanismele propuse pentru acest centru activ sunt prezentate in Figura 4-14.
Datorita prezentei a doi ioni de fier, starea maxima de oxidare la care se poate ajunge in acest
situs 1n urma reactiei cu oxigenul molecular si congenerii acestuia este Fe(IV), si nu Fe(V) asa
cum s-a vazut la dioxigenazele Rieske.
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Figura 4-14. Structura si mecanismele propuse pentru metan monooxigenaza cu fier.
In ce priveste structura, notam ci in functie de temperatura si de starea de oxidare liganzii pe baza
de oxigen sufera rearanjamente (se pierd molecule de apa, carboxilatii isi pot schimba hapticitatea).

Ribonucleotid reductaza

Ribonucleotid reductazele au ca functie transformarea unitatii glucidice dintr-o nucleotida

intr-o deoxiglucida. Situsul activ pentru aceasta reactie contine un radical tirozil; acest radical
este generat prin reactia, la mare distanta in cadrul aceleiasi proteine, dintre oxigenul molecular
si un situs di-feros similar celui din metan monooxigenaza; mecanismul propus pentru ribonucleotid

reductaza este prezentat in Figura 4-15.

o

OH

"o

"o

OH 0-

Fe(ll) Fe(II)+Oi(; Fe(IV) Fe(lll)—m= Fe(ll) Fe(ll)
compusul X

Figura 4-15. Mecanismul de reactie la situsul metalic din ribonucleotid reductaze.

4.5.3. Oxigenaze cu cupru

Marea majoritate a tipurilor de reactii discutate pand aici In acest capitol pot fi catalizate
si de enzime pe baza de cupru. Figura 4-16 ilustreaza cateva exemple 1n acest sens, iar Figura
4-17 ilustreaza tipuri de situsuri active pe baza de cupru implicate in reactiile din Figura 4-16.
Pana la un punct, oxigenazele cu fier si cele cu cupru functioneaza dupa aceleasi principii:

metalul in starea redusa — Cu(I) de aceasta data —
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4. Proteine care activeaza oxigenul molecular

Cu(I)-O; care prezinta electromerul Cu(II)-superoxo, si care poate fi redus la Cu(Il)-peroxo si
protonat la Cu(Il)-hidroperoxo pentru a facilita ruperea legaturii oxigen-oxigen. Diferenta
majora este cd, spre deosebire de fier, in centrii pe bazad de cupru regula generala este de a nu
forma in continuare stari de valenta inalta (Cu(IIl)), ci de a folosi direct peroxidul coordinat la

metal pentru a realiza reactia de oxidare.®

2Cu?

CH4 + O, —>» CH30H metan monooxigenaza

Cu,Fe//3C
02 U_e> ! Hzo

Cu,Zn

0, — 3 0,+0,” superoxid dismutaza

Cu, co-substrat
RCHyNH, + Oy —= RCHO + Hy05 + NH4

Cu, co-substrat

amin-oxidaza, lizil oxidaza

citocrom oxidaza//ascorbat oxidaza, laccaza, ceruloplasmina

J

RCH,OH+ 0O, —»  RCHO + H,0, galactoz-oxidaza
c OH
HO — Y » HO dopamin-B-hidroxilaza
HG HO
HO@% i» HO % tirozinaza
HO
2Cu 0 %
HO % tirozinaza/catehol oxidaza
HO 0
Figura 4-16. Procese catalizate de metaloproteine pe baza de cupru
si implicand oxigenul molecular ori congenerii acestuia.®®
(His)N N(His) (His)N
N N(Hi (His)N— S—
(H'S)N\/Cu Cu~ (His) u Tyr Cys
(His)N N(His) (His)N
hemocianina citocrom oxidaza O/
, ¢
s N HZO ' ) _ U\
Met\s/ (HisN— &g N(HiS) (HISIN' \qHis)
\ galactoz-oxidaza
. /Cu\ (His)N N(His)
(His)N N(His) Cu c/ -
(His)N— , U-N(His
monoxigenaza de ; ;
hidroxilare N(His) - (His)N
| peptidilglicinei | \ ascorbat oxidaza

Figura 4-17. Situsuri active reprezentative pe bazi de cupru.
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4.5.4. Oxigenaze cu mangan sau nichel

Astfel de oxigenaze sunt mult mai putin comune; ele functioneaza se pare dupa principii
foarte apropiate de cele dupa care functioneaza oxigenazele cu fier non-heminic — sistemul de
liganzi fiind similar si el intre cele doui clase de enzime.””’

4.5.5. Oxigenaze non-metalice

Exista si enzime, care nu formeaza tema de studiu pentru prezenta lucrare, in care
oxigenul molecular este activat de centri pur organici; un exemplu de astfel de centru sunt
flavinele — compusi aromatici activi redox, cu trei stari de oxidare accesibile (redusa, oxidata,
st de radical liber).
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S. Proteine transportoare
de electroni si enzime inrudite cu acestea

O gama largd de procese metabolice, dintre care unele au fost mentionate in capitolele
anterioare, necesita aportul sau eliminare de electroni catre/dinspre situsul activ. Organismele
vii au dezvoltat prin urmare proteine specializate in transportul electronilor. Se vor discuta aici
patru clase principale de astfel de proteine, dintre care trei contine metale. Notam ca situsurile
descrise aici pot sa apara in proteine separate, dedicate exclusiv transportului de electroni, dar
ele pot sa apard si ca parte a unor angrenaje mai complexe in, spre exemplu, enzime — unde
centrul de transfer de electroni serveste la livrarea de electroni inspre sau dinspre situsul catalitic,
iar uneori are si rol de modulare structurald a reactivitatii acestuia.

5.1. Proteine cu fier si sulf

Centrii activi din proteinele cu fier si sulf contin predominant aceste doud elemente.
Exemple sunt ilustrate in Figura 5-1. In cel mai simplu reprezentant, rubredoxina, contine
fierul coordinat tetraedric de patru liganzi cisteinat. Ferredoxinele contin variante dimerice ale
situsului din rubredoxine, in care se regdsesc 1n afara cisteinelor si doud punti sulfido intre
cele doua metale. Centrii de tip Rieske sunt Tnruditi cu cei din ferredoxine, continand doua
histidine 1n locul a doua cisteine 1n sistemul de liganzi ai unuia dintre cei doi ioni de fier. Se pot
construi apoi structuri mult mai complexe, dupd modelul ferredoxinei (liganzi cisteinat si punti
sulfido), asa cum se vede in Figura 5-1. Este de notat faptul ca desi multe din aceste structuri au
accesibile in teorie multe stari de oxidare (exemplu, ferredoxina, ca centru binuclear — Fe(II)-Fe(II),
Fe(Il)-Fe(I1I), Fe(IlI)-Fe(Ill)), doar o parte restransa dintre aceste stari sunt accesibile si utilizate
in vivo.*®

Structurile de tipul celor din Figura 5-1 sunt general descrise in chimia anorganica drept
clusteri — un domeniu foarte vast in sine.”” In general fierul din structurile este de spin inalt,
iar cu exceptia evidenta a rubredoxinei el este cuplat (predominant) antiferomagnetic cu restul
ionilor de fier din cluster — astfel incat in clusteri de doi, patru sau chiar mai multi ioni de fier,
unde fiecare Fe are 4 sau 5 electroni neimperecheati (in functie de starea de oxidare), numarul
total aparent de electroni este zero sau 1 (in functie de starea de oxidare netd), sau eventual, in
cazuri mai rare, cu clusteri mai distorsionati, pana la 3 sau 5.

Desi marea majoritate a centrilor cu fier si sulf au doar rol de transport de electroni,
exista si exceptii. Dintre ele, cea mai notabila este aconitaza, a cérei structura este ilustrata pe
al doilea rand din Figura 5-1 si care catalizeazd izomerizarea citrat-izocitrat folosind ca
intermediar aconitatul, in cadrul ciclului acizilor tricarboxilici (a se vedea si Capitolul 6 pentru
importanta acestuia din urma).
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Figura 5-1. Centri cu fier si sulf din proteine.”

5.2. Citocromi

Denumirea de ,,citocrom” denota in general hemoproteinele in biologie. Hemoproteinele
cu rol de transport de electroni tind sa fie hexacoordinate (cf. Figura 5-2), si sunt denumite
dupa tipul de hem (a, b, c, etc, cf. Figura 5-3) si uneori si dupa anumite lungimi de unda la
care se observa absorbanta caracteristica in spectrul UV-vis (exemplu — citocromul c¢ssy).

/\//\\/\/ \/

Q' o
2 L©

Fe Fe Fe

(Q (Q (Q

Figura 5-2. Moduri de coordinare ale hemului in hemoproteine.
Proteinele transportoare de electroni urmeazia modurile de coordinare din rindul de jos,
in timp ce structurile din randul de sus sunt specifice enzimelor.”
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5. Proteine transportoare de electroni si enzime inrudite cu acestea

Unii transportori de electroni, in virtutea implicarii lor in cai metabolice esentiale, sunt
tinte pentru mecanisme de reglare importante. Spre exemplu, citocromul ¢ este implicat ca
mesager in procesul de apoptoza — moartea programata a celulei.

hem a hem b hem ¢
citocrom ¢ oxidaza catalaza, citocromii b, globinele, citocromii ¢,
guanilat ciclaza, citocromii P50, hidroxilamin oxidoreductaza

nitroforina, peroxidaza

hem d hem d; hem o

hem P460 sirohem
hidroxilamin oxidoreductaza sulfit reductaza

Figura 5-3. Tipuri de hem, si exemple de proteine in care acestea se gisesc.”

65



Radu Silaghi-Dumitrescu, Daniela Cioloboc, Mariann Arkosi si Nicoleta Tomoioagd ® METALELE TN SISTEMELE VII

5.3. Proteine albastre cu cupru

Transportorii de electroni pe bazd de cupru au un centru mononuclear, cu liganzii
ilustrati in Figura 5-4. Prezenta cisteinatului face posibil un transfer de sarcina de la ligand la
metal (LMCT) in spectrul UV-vis al formei Cu(II).”"”* Iintdmplarea face ca lungimea de unda
a benzii LMCT sa coincida cu cea a tranzitiilor d->d ale ionului de cupru(Il), astfel incat culoarea
unui ion Cu(Il) este albastra fie ca se afla liber in apa sau coordinat de proteina de transport de
electroni. Diferenta majora este ca tranzitiile LMCT ale cupru-proteinei au coeficient de extinctie
mult mai mare decat cele d->d ale cuprului liber, astfel incat culoarea proteinelor ,,albastre”
cu cupru in forma oxidata este mult mai intensa decat a Cu(Il) izolat. In concordanti cu aceasti
culoare relativ intensa, proteinele din aceasta clasa contin particula ,,cianind” in numele lor — ca
de exemplu plastocianina, stelacianina sau amicianina.

R

\
/Cy\N (His)
N(His)
Figura 5-4. Centrul activ din proteinele de transport de electroni pe baza de cupru;

»R” poate fi metionina (exemple — in azurini, plastocianina sau lacaza),
glutamat (in fitocianini) sau apa (in ceruloplasmini).

(Cys)S

5.4. Transportori de electroni non-metalici

Transportul electronilor poate fi realizat si de unitati pur organice. Dintre acestea cele
mai comune sunt flavinele (inglobate in proteine sub forma de FMN sau FAD) sau NAD(P)H
ori chinonele (ca de exemplu ubichinona).
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6. Respiratia

Principalul rol al oxigenului molecular in majoritatea organismelor cunoscute este de a
contribui la asa-numitele ,,arderi celulare”, prin care nutrientii din alimentatie (proteine, lipide,
glucide) sunt transformati in CO; si H,O, energia degajata fiind Inmagazinata in celuld sub
forma de ATP (adenozin-trifosfat, molecula ,,moneda universald de energie” din organismele
vii). Figura 6-1 prezintd o vedere de ansamblu a cdilor de reactie care conduc de la nutrienti
(glucide, lipide, proteine) la CO; si apa, ,,coloana vertebrald” a acestora fiind glicoliza si mai ales
ciclul acizilor tricarboxilici (TCA). O observatie remarcabild este cd aceste cai din Figura 6-1
nu necesitd oxigen molecular, atomii de oxigen din CO, provenind din molecule de apa si nu
din O,. Acest proces de ,,ardere” consta astfel in oxidarea din punct de vedere redox a atomilor
de carbon din glucide/proteine/lipide, electronii extrasi fiind preluati pe transportorii specializati —
NADH, FADH,. Cativa din pasii din acest lant de reactii au si privilegiul de a produce direct
energie sub forma de nucleozid-trifosfati (ATP, GTP). Totusi, majoritatea energiei aduse de
nutrienti este, la finalul TCA, stocata sub forma electronilor plasati pe NADH si FADH,. Rolul
(esential de altfel) al oxigenului molecular va fi de a facilita transformarea acestei energii intr-una
stocata sub forma de ATP.

biomolecule de

masa moleculara proteine poliglucide lipide
mare/polimeri ﬂ ﬁ ﬂ
monomeri/unitati aminoacizi glucoza acizi grasi, glicerol
constitutive . ﬂ -
glicoliza

I

"> Acid pirwvic =~ <—

I

produs comun de — > acetil - coenzima A <——
degradare ﬂ

—— > Ciclul acizilor tricarboxilici

I

fosforilare oxidativa

produsi finali de NH, H,O Cco,
degradare, simpli

Figura 6-1. Cai metabolice.

TCA, in decursul caruia electronii sunt extrasi din nutrienti, se desfasoara in organita
celulard numitd mitocondrie (cf. Figura 6-2). Aceasta prezintd doud membrane (internd si
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respectiv externd), ele delimitand la interior ,,matrixul mitocondrial” iar intre cele doud membrane
»spatiul intermembranar”.

IMembrana interna; nonpermeabila pentru maleculefioni mici, inclusiv H*
Contine: lantul transportor de electroni {inclusiv citocrom 0><|daza  ATP sintetaza

Membrana externa: usor

permeabila pentru

moleculedoni mici
Matrix mitocondrial

Contine enzimele care catalizeaza ciclul acizilor tricarboxilici, oxidarea aminoacizilor, p-cxidarea acizilor grasi

Figura 6-2. Mitocondria.

TCA se desfasoara in matrixul mitocondrial, electronii produsi fiind transferati apoi catre un lant
de proteine transportoare de electroni din membrana internd, numit, datoritd importantei sale,
chiar ,,Jantul transportor de electroni”. Asa cum se aratd in Figura 6-3, acest lant este format
din patru complexe proteice — Complexul I, Complexul II, Complexul III si Complexul IV. in
functie de sursa exactd a electronilor din TCA, acestia sunt preluati fie de Complexul I fie de
Complexul I, de unde sunt transferati catre Complexul I1I si apoi, prin intermediul citocromului
¢, catre Complexul IV, numit si citocrom ¢ oxidaza. Acest intreg traseu al electronilor prin
membrana interna implica transferul lor In pasi mici intre diversi centri activi redox din categoriile
celor discutati in Capitolul 5: centri cu fier si sulf, citocromi, centri cu cupru, chinone, flavine.
Fiecare astfel de pas duce la disiparea unei parti din energia electronului, care este insa folosita
de proteina, in mod intentionat, pentru deplasarea unor protoni din matrixul mitocondrial in
spatiul intermembranar. Rezultatul net, la finalul traseului electronului prin Complecsii 1, 11,
III si IV, este o acumulare de protoni in spatiul intermembranar, pe seama energiei aduse de
electronii extrasi din nutrienti. Electronii Tnsisi, odata ajunsi la finalul traseului din Complexul
IV, au deja o reactivitate mult redusa dupa ce energia lor a fost cheltuitd pentru acumularea de
protoni in spatiul intermembranar. Se pune prin urmare problema eliminarii lor din sistem
prin plasarea pe o moleculd ,,cos de gunoi”. Aceasta moleculd trebuie sa indeplineasca doua
conditii: sd poata accepta electroni fara a genera produsi toxici, si sd se gaseasca in abundenta.
In cazul organismelor aerobe, inclusiv a oamenilor, aceasta molecula este oxigenul molecular,
produsul sau de reducere fiind apa. Exista insa si organisme (in special bacterii) care folosesc
alte molecule in locul oxigenului — ca de exemplu azotat, sulfat, sau chiar saruri anorganice
insolubile (,,piatra”). Seria de procese descrise aici este denumita generic ,respiratie”; oxigenul
molecular (sau celelalte molecule care i iau locul in organismele non-aerobe) este denumit
»acceptor final” de electroni, iar enzima in care are loc aceastd ultima reactie redox este denumita
generic ,,0xidaza terminala”. Daca in oameni oxidaza terminald este citocrom ¢ oxidaza, exista
in alte organisme si proteine inrudite, care folosesc alte tipuri de hem si un alt donor de electroni
(chinone in locul citocromului ¢)."!

Pe de alta parte, energia stocatd acum sub forma de gradient de protoni (exces in spatiul
intermembranar in comparatie cu matrixul mitocondrial) este apoi folositd de o ultima enzima
din acest traseu, localizata tot In membrana internd, si care, pe seama acestei energii, sintetizeaza
ATP pe masura ce permite reintoarcerea protonilor in matrix (functionand in acest fel dupa
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6. Respiratia

principiul hidrocentralei). In acest punct, energia extrasa din nutrienti a fost complet transformata
intr-o forma accesibila oricarui alt compartiment al organismului.

spatiu intermembranar

+ H +
/}{ A\ citocromul ¢ /}{
2 d )\

L1 complexul IV

complexul III (citocrom ¢ oxidaza)

(y —fcomplexul I i ‘Somp lexul 11

C C 02 — HZO
matrix

Figura 6-3. Lantul transportor de electroni din membrana interna a mitocondriei.
Partea de jos a figurii ilustreaza tipurile de centri redox din Complecsii I, II, ITI si IV,
si raporturile in care se gisesc potentialele redox ale acestora.

Mecanismul de actiune al citocrom oxidazelor este relativ complicat: ele trebuie sa
injecteze 4 electroni In molecula de oxigen aproape simultan. O reducere partiald a O, cu doar
unul, doi sau trei electroni ar insemna generarea de specii extrem de toxice: 1n aceeasi ordine,
07, 022', sau OH-. Prin urmare nu este surprinzdtor ca citocrom c oxidaza contine nu mai
putin de patru centri metalici: unul binuclear de cupru (denumit Cua), un hem de tip a, si un
hem te tip a3 plasat in imediata vecindtate a unui centru de cupru (Cug) — asa cum se aratd in
Figura 6-4. Cu roluri structurale se mai gasesc in aceasta proteina si zinc $i magneziu.

o
(de la citocromul C)/\Y

CCUA

Y AN

Ho 9

spatiu intermembranar

matrix

Figura 6-4. Centrii metalici din citocrom c oxidaza.

Astfel, existd posibilitatea de a stoca toti electronii necesari reducerii O, la apa, inca
inainte ca O, sa fie legat de proteina, astfel incat sa se poata realiza reducerea eficienta direct
la apd, evitand produsii toxici de reducere partiala mentionati mai sus. Un mecanism propus
in acest sens este ilustrat in Figura 6-5, cu observatia ca acesta nu este inca elucidat in
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intregime — in primul rand din cauza vitezei extrem de mari a proceselor (unele operand pe

scala micro si nano-secundelor).

r N\
CUAI \
1 I}
4 J
o
s N\
CUAI \
Fe' Fel Cul
o “Us
\\
4 o J
i +H* +4e]
s N\
CUAI \ /
1 I\
Fe Feso /CuBHH
\ o
§ J
¢+2H+
s N\
CUAH
_OH,
Felll Felll
/CuBH
\ HoO
§ J

Figura 6-5. Mecanism propus pentru citocrom c oxidaza.
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7. Wolframul, molibdenul: oxigenare fara O,

In marea majoritate a cazurilor, molibdenul se gaseste in componenta proteinelor coordinat
de unitatea ditiolenica a unei pterine, formand asa-numita molibdopterind, asa cum se arata in
Figura 7-1. Restul sferei de coordinare este completat de liganzi oxo, hidroxo, sulfido, cisteinat,
selenocisteinat sau chiar de o a doua unitate pterinica. Metalul oscileaza in principal intre
doua stari de oxidare — Mo(IV) si respectiv Mo(VI). Reactiile catalizate sunt de naturd redox
st implicd de obicei transferul unui atom de oxigen de la sau catre substrat — in principiu, unul
dintre liganzii oxo/hidroxo ai molibdenului, care, important de subliniat, desi sunt implicati in
reactii de oxigenare, nu provin din oxigenul molecular (ca la oxigenazele din Capitolul 4) ci
provin din apa. In aceasta categorie de enzime intrd nitrat reductaza, sulfit oxidaza sau arsenit
reductaza. Chiar dacd molibdoenzime ca xantin oxidaza, sau diverse aldehid oxidoreductaze
(Figura 7-1), necesita si oxigen molecular pentru a functiona, atomul de oxigen pe care acestea
il insereaz in substrat provine tot dintr-o molecula de apd, si nu din O,.”

s
\/

X 1 o

. . e}
Molibdoenzime |

() (')

e N //C—)OH
TN Sulfit oxidaze: SO,* -> SO,
/&( Nitrat reductaze: NO, -> NO.
HoH HOH
\ // \ //
Xantin oxidaze, dehidrogenaze; aldehid oxidoreductaze
’[\/ K/ RCHO + H,0 + O, —» RCOOH + H,0,

CO dehidrogenaze,

DMSO reductaze, nitrat reductaze,

format dehidrogenaze, arsenit oxidaze
—Cys X\ Se—Cys O O—Ser

/g/" ‘\2\ /§/’ ‘\2\ /g/’ ‘Q\
Figura 7-1. Moduri de coordinare a molibdenului in proteine.”

Wolframul se géseste in medii de coordinare foarte similare molibdenului. In fapt, cele
doud metale se pot inlocui unul pe altul in majoritatea proteinelor in care sunt prezente, fara a
se pierde complet activitatea enzimatica respectiva. Totusi existd enzime care acceptd exclusiv
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wolframul in situsul activ. Acestea au doua principale caracteristici. In primul rand, sunt
coordinate de doud unitati pterinice. In al doilea rand, ele tind sa fie prezente in organisme
strict anaerobe, o parte din ele fiind si extremofile. Vom defini cu aceastd ocazie in Tabelul 1
cateva clase de extremofile — organisme care cresc optim in conditii care din punct de vedere
al fiintei umane sunt definite ca extreme.

Tabelul 7-1. Organisme extremofile.

Denumire generica

Mediu preferat

Exemplu

acidofile Acid (pH 2 sau mai mic) Acetobacter aceti, Acidianus infernus
alcalofile Bazic (pH 9-11) Geoalkalibacter ferrihydriticus
halofile Concentratii mari de saruri (peste 0,2 M) Halobacterium,
Chromohalobacter beijerinckii
hipertermofile 80-122°C Pyrococcus furiosus,
Geothermobacterium ferrireducens
metalotolerante Concentratii mari de metale grele Ferroplasma, Cupriavidus metallidurans
osmofile Concentratii mari de glucide Saccharomyces cerevisiae
piezofile/barofile 300-1000 atm Halomonas salaria
Criofile/psihrofile | Sub 15°C Anumiti membri ai familiilor Halomonas,
Pseudomonas
radiorezistente radioactivitate Deinococcus radiodurans
termofile 45-80°C (notam ca organismele care cresc | Thermus aquaticus
optim sub aceste temperaturi poartd numele
generic de mezofile)
xerofile Mediu foarte uscat Trichosporonoides nigrescens
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8. Sodiul, potasiul, calciul, magneziul
si elementele inrudite: echilibre osmotice,
semnalizare, cataliza

Discutia de pand acum asupra sistemelor bioanorganice s-a centrat pe elemente prezente
in urme in celulele vii. In cantititi mult mai mari, din cauza solubilititii lor marite (respectiv a
usurintei cu care isi schimba liganzii) sunt metalele alcaline si alcalino-pamantoase. Aceasta
proprietate a lor nu le recomandad 1n general drept componente importante ale situsurilor
catalitice din enzime. Totusi, ele au alte roluri esentiale, ca asigurarea echilibrului de sarcina,
transmiterea semnalelor, sau asigurarea presiunii osmotice. Astfel, multe biomolecule purtand
sarcini electrice negative (acizii nucleici fiind cele mai comune exemple, datoritd gruparilor
fosfat din compozitia lor), au nevoie de contraioni pentru a compensa aceste sarcini; sodiul si
potasiul sunt candidati excelenti n acest sens. Mai mult, concentratiile sodiului, potasiului,
calciului si ale altor 1oni anorganici sunt mentinute la nivele constante, presiunea osmotica in
general fiind mentinuta constantd in interiorul unei celule.

Mecanismele prin care concentratiile ionilor anorganici i presiunea osmoticd sunt
mentinute constante implicd transportul, de multe ori impotriva gradientului (deci cu consum
de energie sub formd de ATP) acestor ioni prin membrana celulei, cu ajutorul unor proteine

membranare specializate (denumite, de la caz la caz, canale, pompe, sau transportori). Figura
8-1 ilustreaza cateva tipuri de astfel de proteine. Un caz aparte este cel al pompei de sodiu si
potasiu din Figura 8-1: aceasta asigura o asimetrie intre cele doua fete ale membranei celulare
in ce priveste sarcina electrica.

m}m

symport antiport

Figura 8-1. Moduri de pompare/transport a ionilor prin membrane.
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Figura 8-2 ilustreaza modalitatea prin care sodiul, potasiul si calciul sunt implicate in
transmiterea impulsurilor nervoase. Semnalul se manifesta la unul dintre capetele axonului
din Figura (partea superioara a Figurii) prin deschiderea temporara a unei proteine-canal care
permite intrarea in celuld a ionilor de sodiu. Afluxul local de sodiu la interiorul membranei este
detectat de proteina canal din imediata vecinatate in aval pe axon, care ca raspuns se deschide
si ea pentru scurt timp. In acest fel semnalul se propaga pani la capitul opus al axonului,
citre jonctiunea cu axonul urmitor (sinapsa). In apropierea sinapsei se deschid in plus si
proteine-canal pentru calciu, care in continuare declanseaza eliberarea unor vezicule continand
acetilcolind in spatiul dintre cele noud celule nervoase. Acetilcolina ajunge la celula vecina,
unde initiaza transmiterea impulsului nervos prin aceasta, legandu-se la o proteina-canal pentru
sodiu, pe care o deschide; in continuare, in acest al doilea axon semnalul se propaga dupa
modelul descris mai sus pentru primul axon.

+|- Loaonul
+| - .
Directia de +l- neurqnulu!
propagare a +1- pre-sinaptic
potentialului MNat ——== P
"informatiel”
( ) MNate= Kre—
MNat—== i —
Catte— K =
@ Vezicula
secretoare cu
@ % acetilcolina
Fanta b ~
sinaptica @ o~
L )
Caz+Na+ .
[
\aréeionice
controlate de
MNat ——— acetilcoling
Na+ = K ——
Na+ — K ——
Nat == Kr—==
AP
Directia de
propagare a Axonul _
potentialului M neuronuli
{"informatiel”) - post-
+ - sinaptic

Figura 8-2. Modul de transmitere a semnalelor prin celulele nervoase.

Pe langa celulele nervoase, calciul joaca roluri de semnalizare in multe alte locuri. Adesea,
receptorul care detecteazd prezenta calciului prezintd un motiv structural prezentat in Figura 8-2
pentru proteina numitd calmodulina, si anume ,,mana EF” — un situs de legare a calciului la
jonctiunea dintre doud portiuni de helix a care in calmodulind se intdmpla sd fie denumite
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8. Sodiul, potasiul, calciul, magneziul si elementele inrudite: echilibre osmotice, semnalizare, cataliza

helixurile E si F si care, asa cum se ilustreazad in Figura 8-3, ar prezenta o oarecare asemanare
cu 0 mand.

Figura 8-3. ,Ména EF”,
un model structural de legare
a calciului in proteine.

Desi, dupa cum s-a aratat mai sus, metalele alcaline si alcalino-pamantoase tind sa nu
fie implicate 1n situsurile catalitice, existd si exceptii notabile. Una dintre ele este enzima Rubisco
(ribulozo 1,5-bisfosfat carboxilaza/oxigenaza), care are la situsul activ un ion de magneziu.
Aceasta enzima se gaseste 1n plante si este singura responsabila pentru transformarea carbonului
anorganic, CO,, In materie organicd, dupd mecanismul ilustrat in Figura 8-4. Rolul metalului
este doar de a fixa glucida de care se va atasa dioxidul de carbon. Particula ,,oxigenaza” din
numele enzimei face referire la faptul ca ocazional enzima accepta O, in loc de CO; ca
substrat, catalizand o reactie de oxigenare 1n locul celei de carboxilare dorite. Alte exemple de
situsuri catalitice atipice sunt cel pe baza de calciu din unele lipaze, sau cel pe baza de potasiu
din unele fosfataze.

O alta situatie notabild unde metalele alcaline si alcalino-pamantoase sunt implicate in
cataliza este cea 1n care ele servesc drept contraioni sau eventual chiar fixeaza activ un reactant.
Exemple includ legarea la nucleotide (complexul Mg-ATP spre exemplu) si acizi nucleici (orice
enzima sau ribozima care le editeazad va avea nevoie de contraioni la situsul catalitic pentru
grupdrile fosfat).

Proprietatile acido-bazice si caracteristicile de coordinare ale calciului in enzime pot fi
mimate si de elemente inrudite. Un caz aparte este cel al unor lantanide (vezi si Tabelul 2-5),
care nu doar ca pot inlocui calciul in unele enzime din organisme bacteriene, ci par sa aiba
chiar mecanisme proprii de recrutare/traficare (spre exemplu un analog al calmodulinei, numit
lanmodulind) si cateva enzime care folosesc anume lantanide la situsul catalitic; in aceste din
urma cazuri, cataliza este efectuatd de catre un cofactor organic. Proprietatile chimice foarte
similare intre ele ale acestor lantanide fac sd nu fie clar daca exista vreun mecanism sau proteina
care preferd clar unul singur dintre acestea — desi argumente au fost prezentate spre exemplu

n .. .. . 74.75
in privinta americiului.”*’
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; 204

{

Lys201h "

Thr ?‘Aapzo3
£

)

Glucida fsubstrat)

N 4

H,C——O0PO0O;* H,C——O0PO;%* H,C——OPQ;*
c=—o0 C—OH HO——C——COy’
HC—OH > Cc—0 —> Hc—oO ----> glucide
HC——OH HC|:—OH HC—OH
H,C——O0PO3* H,C——OPOz% H,C——OPOz*
ribulozo-1,5-bisfosfat enolat B-cetoacid

Figura 8-4. Situsul activ si reactia catalizata de Rubisco.
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9. Proteine implicate
in ciclul azotului; alte cicluri similare

Figura 9-1 prezinta ciclul azotului in naturd; mare parte din aceste procese sunt caracteristice
bacteriilor. Toate enzimele ce catalizeaza aceste reactii sunt metaloproteine. Scopurile pentru
care sunt efectuate aceste reactii sunt diverse. Spre exemplu, unele organisme produc amoniac
cu scopul de a-1 folosi in compusi organici; altele folosesc oxianionii azotului pentru respiratie;
pentru altele, oxizii si oxianionii azotului (in special NO si azotitul, dar si specii ca NO', NO,
N,O3, derivate prin reactii secundare din speciile prezentate in Figura 9-1) constituie o forma
de stres (denumit, prin analogie cu stresul oxidativ, ,,stres nitrozativ”).

MO, (+3)
l Initriﬂcaiiun
/ NOy (+3)
denitrification
MO (+2)
| assimilation nitrification
denitrification diszimilation
l detowification
N,O (+1) NH,OH (-1)
|
denitrification
1 /ANAMOH nitrification
no| T ‘\ /
fixation — N
4

l(?

organic nitrogen

Figura 9-1. Ciclul azotului in organismele vii.
in paranteze sunt date stirile formale de oxidare ale azotului in fiecare dintre compusi.*

Nitrat reductazele sunt enzime pe baza de molibden, prezente in plante si bacterii, si au
fost discutate in Capitolul 7; produsul lor de reactie este azotitul. Acesta din urma este redus
mai departe de catre nitrit reductaze.

Nitrit reductazele se impart in doua clase dupd produsul de reactie — amoniac sau
monoxid de azot. Unele reduc azotitul cu scop metabolic, altele cu scop protectiv.
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Nitrit reductazele pe baza de cupru opereaza dupa mecanismul ilustrat in Figura 9-2,
producand monoxid de azot. Acelasi produs este furnizat si de citocrom cd; nitrit reductaze,
care au la situsul activ un hem de tip d; si opereazd dupd mecanismul ilustrat in Figura 9-3. Pe
de alta parte, citocrom c nitrit reductaza desi cu un centru catalitic foarte similar citocrom cd,
nitrit reductazei, are ca produs amoniacul.

(\)Hz (00
+ (H)NO
chqy THNOg
e CU(11
/ ~ / ~
+ OH3 l + e-
-NO
N= o/N S0
+H* \
\\\\““'\CUé) - OH2 e CU{
/> /

Figura 9-2. Ciclul catalitic al nitrit reductazelor pe baza de cupru.
Metalul este coordinat de ciitre proteini prin intermediul a trei histidine.”®

o > = Coop H’
) o

(NO)*

OH
™

Figura 9-3. Ciclul catalitic al citocrom cd; nitrit reductazei.
Hemul este reprezentat simbolic sub forma unui oval.”’

NO reductazele reduc monoxidul de azot la N,O. Situsurile lor catalitice se clasifica n
doua categorii principale. Citocrom P450 NO-reductaza (P450NOR, Figura 9-4) are un situs
catalitic similar citocromilor P450 — un hem feric coordinat axial de cisteinat. Spre deosebire
insa de monooxigenazele de tip P450, in P450NOR situsul activ este foarte accesibil din
exterior, astfel incat dupa legarea NO la Fe(III) are loc legarea unei molecule de NAD(P)H,
care transferd un ion hidrurd catre monoxidul de azot coordinat la fier, rezultand un aduct
Fe-N(H)-O. Acesta din urma reactioneaza cu o a doua moleculd de NO, rezultand probabil ca
intermediar acidul hiponitros, HO-N-N-OH, care este extrem de instabil si se descompune la
N>O si H,0."
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9. Proteine implicate n ciclul azotului; alte cicluri similare

| *NO__ | [FeNOJ®
!
H,C™
ferric, resting enzyme

+ H" (NADH)
+H*

-N,O, -H,0

Y

Fe-N(H)(OH)-NO <*NO_ [Fe-N(H)OH]®

Figura 9-4. Ciclul catalitic al P4A50NOR. Speciile incadrate in chenare sunt stabile,
<78
a

iar restul — intermediari de reactie cu viata foarte scurta.

O a doua clasd de NO-reductaze contin un situs activ binuclear, format din fier heminic

si non-heminic. Mecanismul propus de actiune pentru aceste enzime este ilustrat in Figura 9-5.

Ceva mai recent descoperitd este o clasd de enzime care functioneaza atat ca NO reductaze

cat si ca oxidaze (reducand oxigenul molecular la apd), si al caror situs activ contine un
centrul bimetalic de fier non-heminic asemanator celui din metan monooxigenaze.

2, & 2,
Fe—? “Fe—2
7 o /\ '
ON ON NO
\_/
O

i |
His His

Figura 9-5. Situsul catalitic al NO-reductazelor cu situs binuclear mixt,
heminic + non-heminic, ilustrand si posibili intermediari de reactie din ciclul catalitic.

N>O este o moleculd foarte inerta chimic, care nu functioneaza de obicei la ligand la
metale. De aceea nu este surprinzdtor cd N,O reductaza, care reduce acest gaz la N, prezinta
un situs activ aparte, multinuclear de cupru, denumit Cuz in Figura 4-17.

Enzima care reduce N, la amoniac, nitrogenaza, este una dintre cele mai cunoscute
metaloproteine, atat datoritd reactiei remarcabile pe care o catalizeaza, cat si datoritd importantei
sale in ecosisteme, ea fixand azotul anorganic din aer si permitand transformarea lui in materie
organica. Situsul activ al acestei enzime este pe masura reactiei, extrem de complex in comparatie
cu toate celelalte metaloenzime, dupd cum se ilustreaza in Figura 9-6. Mecanismul de actiune
e nu este inca clar.

Enzima care actioneazd asupra hidroxilaminei (hidroxilamin oxidoreductaza) este o
hemoproteind, asemeni unora dintre nitrit reductaze.
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His442

3-hydroxy-3-ca

Figura 9-6. Situsul activ al nitrogenazelor cu molibden.
Este important de notat ca exista si variante de nitrogenaze
care folosesc vanadiu sau fier in loc de molibden.

Cicluri similare cu ale azotului se pot defini si pentru alte oligoelemente — dintre care
sulful este cel mai amplu studiat’ ™ — insa se pot mentiona si altele, precum arsenul.*®
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10. Hidrogenaze, metanogeneza

Hidrogenazele catalizeaza reducerea reversibild a protonilor la hidrogen molecular. Ele
contin trei tipuri de centri activi, dintre care doua tipuri sunt ilustrate in Figura 10-1: cu Fe si Ni,
si respectiv doar cu Fe. Structura situsului activ a celei de-a treia clase este inca ne-elucidata.
Comune celor doua clase de hidrogenaze ale caror structuri sunt cunoscute sunt prezenta
liganzilor pe baza de sulf, si mai ales a unor liganzi complet atipici, de tip CO sau CN™ (dupa
cum ilustreaza Figura 10-1). Aceste trasaturi structurale au In comun proprietatea de a imbogati
in electroni cei doi ioni metalici, in contextul in care acestia trebuie sa fie capabili de a coordina
liganzi extrem de atipici: H™ H,. Mecanismele acceptate pentru aceste enzime in fapt implici
stari de valenta neobisnuite pentru aceste metale — Ni(I), Fe(I).

Cys—S\
Fe\—S
,S—Cys
Cys Cys | S Fe
| l \ \ S—Cys
O SH (Se) O SH
s & ~ ¢ Ns §7 N
N Sy /S ve \ S /S
S 3 .,
Y=clnFo* \Niw Y=climuFo \Fe‘C Y
e & N\ s—on RARVARA
Cys—S N vZ | vZ | §Y
\o Cys Cys
[Fe] hydrogenase [FeNi] hydrogenase [FeFe] hydrogenase

Figura 10-1. Situsuri active ale hidrogenazelor.
Y poate fi azot, oxigen sau sulf; X este cel mai probabil sulf.

Din punct de vedere al locatiei celulare, hidrogenazele se pot gasi in citoplasma sau atasate
de membrana. Acestea din urma au capacitatea de a se implica in generarea de gradienti de
protoni, cu rol asadar In transformarea energiei (similar fenomenelor discutate in Capitolul 6.

Unele organisme au capacitatea de a produce metan (metanogene). Ultima etapa din
lantul de reactii care duce la metan pune o problema interesantd de chimie bioanorganica. Este
implicat aici un centru metalic denumit coenzima Fy30, cu structura ilustrata in Figura 10-2.
in cadrul mecanismului, la ionul de nichel al Fa39 este adusa o grupare metil, de catre un
transportor specializat — coenzima M. Doud mecanisme de reactie sunt propuse in continuare,
ambele implicand forma Ni(I) a metalului. Unul se bazeaza pe formarea unei legaturi Ni-C
intre gruparea metil si F430, urmatd de ruperea legaturii sulf-metil si protonarea ulterioara a
grupdrii metil; celalalt mecanism propune formarea unei legaturi Ni-S Intre Fs30 si metil-
coenzima M, ceea ce ar duce la slabirea legaturii sulf-metil si facilitarea transferului unui proton
citre gruparea metil. In ambele mecanisme, un rol important il joaci si coenzima B (Figura
10-2), care furnizeaza protonul necesar grupdrii metil pentru a se transforma in metan, si in
acelasi timp preia coenzima M, formand o legdtura -S-S- cu aceasta dupa (sau concomitent
cu) eliberarea metanului.
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COOR
F430: R=H
F430M: R=Me
0  CO2 OPOY O3
/\/\/\/“\ /E \\\\ H \S/\/
HS l’\l CH3 CH;_S-CoM
H
HS-CoB SO,
s >
HS-CoM
Cc\aB
SH

»T:/\/sog-

L () e N | e

Figura 10-2. Coenzima F4;, coenzimele accesorii, si cei doi posibili intermediari de reactie
pentru reactia in care aceasta catalizeaza ultimul pas din sinteza bacteriana a metanului.
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11. Molecule-traficant, molecule-depozit

Majoritatea metalelor devin, la anumite concentratii, toxice pentru organismele vii, desi
foarte multe dintre ele sunt utile sau chiar esentiale la concentratii mai mici. In acest context,
existd proteine si peptide dezvoltate special pentru a controla traficul cu metale. Astfel, sideroforii
(o structura reprezentativa fiind ilustrata in Figura 11-1) sunt peptide secretate de unele bacterii
in afara celulei cu scopul de a recruta molecule de fier; odata legat fierul, sideroforul este receptat
de proteine membranare care recunosc selectiv forma coordinatd cu metal si o transportd in

interiorul celulei.

exteriorul celulei

interiorul celulei

A%

proteina-receptor specializata

seceess

ATP

Figura 11-1. Structura unui exemplu de siderofor,
si principiul de functionare al acestora.
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Transportul si stocarea metalelor nu sunt insa apanajul peptidelor de masa moleculard mica: in
marea majoritatea a cazurilor aceste functii sunt indeplinite de proteine. Probabil cea mai
cunoscuta in acest sens este feritina, care are rolul de a depozita fierul. Dupd cum pot ilustra
capitolele anterioare, fierul prezintd reactivitate foarte variata si potential periculoasa, astfel
incat nu i se poate permite circularea in forma liberd in celuld. Feritina este o proteina
multimerica, formata din 24 de monomeri ce au structura tertiara si cea primara foarte similare
cu ale hemeritrinei (a se vedea Capitolul 3.2). Dupa cum se aratd in Figura 1-1, aceste 24 de
unitdti proteice formeaza o structurd sfericd; in cavitatea din centrul acestei sfere se depoziteaza
fierul sub forma de mineral — oxid de fier. Fierul este adus la feritina sub forma de Fe(IT) — forma
mai solubila decat Fe(Ill) — si oxidat de catre feritina cu ajutorul unui situs catalitic di-feros
similar celui din hemeritrine. Agentul oxidant este oxigenul molecular; o proteina inrudita,
miniferitina, foloseste ca oxidant apa oxigenata.

Figura 11-2. Structura feritinei."’

Situsul din feritina care se aseamdna cu cel de legare a centrului binuclear din hemeritrina este
diferit in asa masurd incat feritina nu formeaza aducti stabili cu fierul la acest situs; fierul,
trecand intr-adevar prin situsul de legare din miezul proteinei, este imediat oxidat la Fe(III) de
catre oxigenul molecular, dupa care migreaza catre cavitatea din centrul sferei delimitate de
cei 24 de monomeri, unde se asociazd sub forma de oxid si carbonat de fier, intr-o structura
similara ruginii. De aici, el poate fi eliberat la nevoie in urma unui proces reductiv. O proteina
inruditd cu feritina, mini-feritina, are o0 masa moleculard mai mica decat feritina si foloseste
drept oxidant pentru Fe(Il) nu O», ci H,0,. Organismele noastre mai contin si transferina, o
proteind monomera capabila sa transporte cate doi ioni de fier.

Si alte metale folosesc proteine transportoare sau de stocare. Astfel, metalotioneina, bogata
in cisteind, este specializatd in legarea metalelor cu caracter moale (mercur, cupru). Exista de
asemenea proteine specializate 1n inserarea metalului in proteine nou-sintetizate; structura
unei astfel de proteine ,,dadaca” este ilustratd in Figura 11-3.
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11. Molecule-traficant, molecule-depozit

Figura 11-3. O proteina care serveste la inserarea metalului
in situsul activ céreia i este destinat (proteina ,,diadaca”).

Se remarca, drept trasiatura caracteristica, faptul ca sfera de coordinare
a metalului nu este complet saturati de proteina, astfel incat in prezenta
proteinei-tinta acesta sa poata fi transferat, prin mecanisme care de obicei
implica legarea la cupru a proteinei-tinta concomitent cu proteina donoare.
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12. Hidrolaze, hidrataze

Atunci cand folosesc metale, reactiile de hidratare sau hidroliza, nefiind redox, tind sa
necesite la situsul activ al enzimei metale care nu sunt active redox. Dupa cum se va vedea,
zincul este candidatul ideal pentru aceasta functie, desi, in functie de sistemul de liganzi, chiar
si metale altfel active redox pot fi utilizate in reactii non-redox ca hidroliza sau hidratarea.

12.1. Enzime/proteine cu zinc

Figura 12-1 prezinta cele mai importante tipuri de situsuri active pe baza de zinc cunoscute
pana acum, mentionand numele enzimelor reprezentative.

His His, His,
; His Hi
His A —OH, B~ Zzn—o0H, S Zn—OH,
His Glu Cys
anhidraza carbonica termolizina lizozim
His\ Cys\ Cys
Cys
Cysmd, o, Yo 7—OH, YA —Cys
Cys Cys Cys
alcool dehidrogenaza aminolevulinat dehidrataza proteina de reparare a ADN,
Ada
Asp S S S
Y s s
n ~ —
X S/ \S s / %n \ s
O (0] N v
Z \ 7 | | Zn S Zn\
\ n/ Zn/ s— " A ~s s~ \s/zln\s/ °
7
xd So T NNx T/ ST N |
Y H2 Y S
nucleaza P1, fosfolipaza C metalotioneina
Glu
Asp )\
His H2 X ] /O 82\0 A
O] o bys (J O\ s
X Zn Zn n n
0" g Shis LS \
Glu_ |/ \ _His /| / THis Asp Asp
~ N n/ His His Asp o
AN
His/\ Glu X=His,Cys
az metalo-B-lactamaza o) Asp
aminopeptidaza din A. proteolytica leucin-

aminopeptidaza

Figura 12-1. Situsuri de legare a zincului in proteine.
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12. Hidrolaze, hidrataze

Asa cum se aratd in Figura 12-2, exista trei principale strategii care pot fi adoptate de o
enzima hidrolitica: simpla legare a apei pentru a o activa astfel incat aceasta sa devin un nucleofil
mai bun, legarea si (cu ajutorul matricii proteice) deprotonarea apei pentru a-i exacerba caracterul
nucleofil transformand-o in hidroxid, sau, dimpotriva, legarea la metal a substratului, astfel
incét acesta sd poatd fi atacat mai eficient de cétre apa. Figura 12-3, Figura 12-4 si Figura 12-5
ilustreaza modurile de actiune a catorva enzime ce folosesc aceste strategii.

OH
__~Zn deprotonare
/ OH, substrat
| substitutie
X, __~2Zn > _Zn
B:---H- -0 / ™~ / ~~
Z|n P
// \baza

Figura 12-2. Strategii care pot fi adoptate de o enzima hidrolitica pe baza de zinc.
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Figura 12-4. Mecanismul termolizinei.
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Figura 12-5. Mecanismul de actiune al unei fosfataze cu zinc.

Desi non-hidrolitic In natura sa, principiul folosit in Figura 12-6 este intrucatva similar
celor folosite in reactiile hidrolitice si prin urmare este discutat aici: sulful coordinat la zinc
este activat pentru o reactie electrofild, functionadnd prin urmare ca transportor de grupari
metil — fie In proteina Ada de reparare a ADN, fie In metionin sintetaza.
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55 ADN f metionin
ADN Hy-folat etionina

Figura 12-6. Mecanismul proteinei de reparare a ADN, Ada,
si reactia catalizata dupa un principiu similar de metionin sintetaza.

12.2. Hidrolaze sau hidrataze cu alte metale decat zincul

Figura 12-7 ilustreaza situsul activ al nitril hidratazei cu cobalt; desi cobaltul este in
principiu un metal activ redox, sistemul de liganzi din jurul sdu, purtand toti sarcini negative,
mutd potentialul redox al metalului in afara zonei accesibile celulei, pastrand enzima in forma
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12. Hidrolaze, hidrataze

Co(1II), practic inactiv redox. Se remarca, In acest sens, prezenta a doi liganzi amido provenind
din legaturi peptidice -CO-NH- deprotonate la azot — o trasatura structurald unicd acestei clase
de enzime; tot unic este si modul de coordinare a doua dintre cisteine, care se prezinta sub forma
de acid sulfenic si respectiv sulfinic, asa cum se vede in Figura 12-7. Un situs practic identic (cu
exceptia metalului) au nitril hidratazele cu fier, cu observatia cd aici enzima este produsa de
celule intr-o forma nereactiva, cu fierul blocat sub forma unui aduct Fe(III)-NO, care este
activat prin eliberare de NO la lumind. Figura 12-7 prezintd si mecanismele propuse pentru
nitril hidrataze.*
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Figura 12-7. Structura situsului activ si mecanismele propuse pentru nitril hidrataza cu cobalt.

Un alt exemplu de hidrolaza pe baza de cobalt este aminopeptidaza, cf, Figura 12-8.

Una dintre metaloproteinele cele mai cunoscute este ureaza. Aceasta catalizeaza hidroliza
ureei la amoniac si CO», si se gdseste In organisme precum bacteria Helicobacter pylori, care
colonizeazd mediul extrem de acid din stomac si este un factor cauzator de boald. Rolul
ureazei este de a genera amoniac, marind local pH-ul si permitand bacteriei sa supravietuiasca
mai eficient. Situsul activ al ureazei contine un centru binuclear de nichel, cf. Figura 12-8.
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Figura 12-8. Situsurile active ale aminopeptidazei cu cobalt si ureazei.

Nu in ultimul rand, pe aceleasi principii dupd care functioneaza hidrolazele cu zinc se
intalnesc si hidrolaze ce folosesc metale alcaline si alcalino-pamantoase — inclusiv ribozimele
(structuri catalitice folosite la prelucrarea ARN si alcatuite din ARN, facand apel la potasiu la
situsul activ). Pe langd acestea, exista si o gama foarte larga de hidrolaze care nu folosesc deloc
metale.'
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13. Elemente de chimie
bio-organometalica. Vitamina B,

Vitamina B, sau cobalamina (Figura 13-1) este singura vitamina care contine un metal.
Proprietatea ei unica este de a accesa o stare formala de oxidare foarte joasa la metal, Co(I), in
care este capabild de a forma legaturi cobalt-carbon. Legaturile metal-carbon sunt in principiu
apanajul asa-numitei chimii organometalice, si sunt de obicei distruse de apd si oxigen;

cobalamina este o exceptie notabild in acest sens, si a stat la baza definitiei unui nou domeniu
. e . < 89
al chimiei — chimia bio-organometalica.

CONH,

R=
OH OH
H/  \,H
X N
1 H </ | ﬁ
N~ >~ zN
2 -CH3
3. -OHy(-OH) NH,

HQ N
HO  CHs Chs
o
o™ o ‘\\o
OH

Figura 13-1. Structura cobalaminei.
Dintre liganzii posibili (,,R”), cianura nu are relevanta biologica,
aparand doar la purificare ca impuritate rezultata din carbunele activ.
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Reactiile catalizate de vitamina B, graviteaza in jurul celor doua tipuri de reactii in care
se poate angaja prin (clivarea legaturii cobalt-carbon: heteroliza (reactii de transfer de grupari
metil) sau homoliza (reactii de izomerizare). Cele doud mecanisme de reactie sunt ilustrate n
Figura 13-2 si Figura 13-3.

Desi chimia ,,bioorganometalica” este in mare masura restransa la cobalamina, exista si
alte tipuri de compusi metal-carbon. Figura 13-4 ilustreaza un exemplu in acest sens — un aduct
cu Fe-fenil al unui citocrom P450.”
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N NHR repartatorie Zn o}
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CH, _l
I o
N /5
H | NH,
Hyfolat N \
4lola NH (/ J/ homocisteina
HN

CH;-Co(III)

Figura 13-2. Mecanismul metionin-sintetazei, un exemplu de enzima B,,-
dependenta implicind heteroliza legaturii carbon-cobalt. Acesta implicd doar formele Co(I) si Co(III);
forma Co(II) poate apérea accidental, si Figura ilustreaza faptul ca existd mecanisme enzimatice
de a reintoarce metalul intr-o stare de oxidare din cadrul ciclului catalitic.
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Figura 13-3. Mecanismul metilmalonil coenzim A mutazei,
un exemplu unde este esentiala clivarea heterolitica a unei legiaturi carbon-cobalt.

Figura 13-4. Un aduct bioorganometalic
ce nu implica vitamina B,: citocromul P450 complexat cu fenil.
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Figura 13-5 face un rezumat al celor mai cunoscute cazuri de legaturi metal-carbon la

situsurile bioanorganice.
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Figura 13-5. Situri reprezentative ale metaloenzimelor implicate in legaturi metal-carbon.
in timp ce corina poate fi vizuti intr-o oarecare misuri ca o versiune redusi/hidrogenata (si mai scurta
cu un carbon) a unei porfirine, cu doar 6 legituri duble rimase in comparatie cu un numér dublu in porfirina,
corfina este si mai redusi, cu doar 5 legituri duble ramase. Coenzima F 3, contine un centru NiZt complexat
de o corfina si se stie ci este implicat in etapa finali a reactiilor de generare a metanului in bacterii.
Mecanismul acestei etape finale implici o stare de oxidare a metalului neobisnuit de scizuti (Ni")
si, eventual, o interactiune Ni-metil intr-un efort de a transforma o grupare metil activata de tiol
in metan. Legaturi Ni-carbon sunt, de asemenea, observate in situsurile active acetil CoA sintaza
si CO dehidrogenazi.”' Complecsii fier-porfirini (hemurile) sunt cunoscuti a se angaja in formarea
legaturii metal-carbon, cu o0 gama larga de complexe hemoproteice fier-aril si fier-alk(en)il
caracterizate experimental (inclusiv cel putin o structura cristalina proteica). Se crede ca

receptorul plantei ETR1 prezinti un complex tranzitoriu de Cu-etileni.”**
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14. Proteine implicate in fotosinteza

Fotosinteza are ca scop sinteza de materie organica folosind CO, ca materie prima;
procesul fiind endergonic, se foloseste energia luminoasad pentru a-l sustine. Dupa cum se
ilustreaza in Figura 14-1, seria de reactii din cadrul fotosintezei se Imparte in doua segmente
separate in spatiu si timp. In prima parte are loc receptarea energiei luminoase si transformarea
el Intr-o forma accesibila celorlalte compartimente ale celulei — NADPH, ATP. Acestea sunt
reactiile care necesita direct lumina. A doua serie de procese se poate desfasura si la Intuneric,
si implicd reactia CO; cu o glucida, transformandu-1 astfel in materie organica.

*

reactii la lumina

NADP* NADPH

ADP+Pi ATP

[reactii de asimilare}

a carbonului

7N

glucide CO,

Figura 14-1. Seria de procese implicate in fotosinteza.

Captarea energiei luminoase are loc in cloroplasta, o organita celulara similara mitocondriei
prin prezenta a doud membrane (externd si internd) si prin prezenta a numeroase proteine
membranare (a se vedea Capitolul 6 pentru o discutie a importantei acestui tip de structurd). In
fapt, proteinele responsabile pentru captarea fotonilor sunt si ele membranare. Ele contin grupari
non proteice capabile de a absorbi fotoni (a se vedea Figura 14-2), caracterizate prin prezenta de
legaturi duble conjugate care fac ca orbitalul LUMO (lowest unoccupied molecular orbital —
orbitalul molecular de energie minima dintre cei care nu sunt inca ocupati de electroni) sa aiba
energie mai joasa si prin urmare sa fie nevoie de fotoni de energie cat mai joasa pentru a promova
un electron dintr-un orbital ocupat in LUMO. Datorita legaturilor duble conjugate toate sistemele
din Figura 14-2 sunt colorate; cele mai celebre dintre ele sunt fara indoiala clorofilele, care dau
culoarea verde a majoritatii frunzelor de planta — insd vom remarca faptul ca moleculele ,,antend”
din Figura 14-2 au evoluat pentru a acoperi intregul spectru al luminii vizibile (~400-800 nm,
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asa cum se arata in Tabelul 14-1), permitand astfel, prin folosirea combinata a mai multor astfel
de pigmenti, utilizarea fotonilor de orice energie din acest domeniu.
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I CHO in clorofila b

CHs { CH,
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Figura 14-2. Molecule specializate in receptarea luminii in cloroplaste,
si o ilustrare schematica a traseului urmat de foton si apoi de exciton prin centrul de reactie.
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14. Proteine implicate in fotosinteza

Tabelul 14-1. Regiuni cu maxime de absorbtie pentru diversi pigmenti utilizati in fotosinteza.

Compusul Domeniu optim de absorbtie (nm)
clorofila a 400-450, 650-700
clorofila b 430-500, 630-680

luteina 400-500
ficocianina 500-700
ficoeritrina 450-600
B-carotenul 400-500

In cele ce urmeaza, se va urmari traseul energiei, de la stadiul de foton la cel de ATP.
Fotonul va fi absorbit de una din moleculele-antend din complexul proteic membranar denumit
sugestiv ,,centru de reactie”. Acest fenomen va duce la promovarea unui electron 1n interiorul
pigmentului, dintr-un orbital ocupat intr-unul neocupat, creand astfel o stare excitata din punct de
vedere al structurii electronice. Aceasta stare se va Intoarce rapid la starea initiala (fundamentald),
eliberand energie; aceasta energie va fi preluatd de un pigment similar primului si din imediata
sa vecinitate, care va suferi acelasi fenomen de trecere intr-o stare excitati. In continuare, acest
al doilea pigment va reveni la starea fundamentala, transmitdnd mai departe energia unui al
treilea pigment, lantul continudnd in aceeasi modalitate. Fenomenul este descris ca ,.transfer
de exciton” — pentru cd, in mod aparent, ceea ce calatoreste de la un pigment la altul este starea
excitatd. Excitonul este transmis pe traseul astfel discutat si ilustrat si in Figura 14-2 cu o serie
de sageti rosii, pand cand ajunge la o asa-numita ,,pereche speciala” — un situs ce contine doua
clorofile aflate foarte aproape una de cealalta. Starea excitatd a acestei perechi speciale are
proprietate deosebita de a avea un potential redox mult mai negativ decat starea fundamentala,
astfel incat ea cedeaza foarte usor un electron unui partener redox din afara proteinei. Pasii care
urmeaza pot fi intrezdriti prin comparatie cu fenomenele descrise in Capitolul 6 (Respiratia):
urmeaza ca energia electronului sa fie convertita intr-o forma utilizabila in alte parti ale celulei —
preferabil ATP. Figura 14-3 prezinta partenerii implicati In procesele fotosintetice din doud
tipuri de bacterii. Intr-unul din tipurile de bacterii (stinga in Figura 14-3), electronul este transmis
printr-un lant de proteine si transportori (similar ca si concept lantului transportor de electroni
din mitocondrii), care, In mod important, contine o proteina de tip citocrom capabila sd genereze
un gradient de protoni pe seama energiei electronului (transferdnd asadar, asa cum faceau
Complecsii I, III si IV, protoni dintr-o parte in alta a membranei interne). Excesul de protoni
astfel generat este apoi folosit de o ATP-sintetaza aflatd in aceeasi membrana. Electronul provenit
din ,,perechea speciald”, odatad folosit pentru producerea de gradient de protoni, este returnat
la punctul de plecare, ceea ce permite reluarea ciclului de reactie cu un nou foton. Pe de alta
parte alte tipuri de bacterii folosesc un al doilea tip de strategie, dupa cum se ilustreaza in
partea dreapta a Figura 14-3. Aici electronul poate fi extras ireversibil din centrul de reactie,
fiind depozitat pe molecula transportor, NADH. In compensatie, centrul de reactie este obligat
sd gaseascd o sursd comoda si eficienta de electroni pentru a regenera centrul de reactie; nu
existd 1n principiu alte restrictii asupra naturii donorului de electroni la acest punct; bacteriile
din Figura 14-3 folosesc astfel H,S, dar alte organisme pot folosi si alte surse, ca de exemplu
arsenitul.
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Figura 14-4. Sistemul fotosintetic din plante.

Plantele folosesc ambele strategii ilustrate pentru organismele bacteriene de mai sus, asa
cum se aratd in Figura 14-4. Se gésesc astfel aici doud fotosisteme, care permit atat generarea
de gradient de protoni si prin urmare de ATP, cat si generarea de NADPH. Electronul necesar
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14. Proteine implicate in fotosinteza

pentru a regenera centrul de reactie este in acest caz furnizat de molecula de apd, care in decursul
acestui proces este oxidatd la oxigen molecular. Proteina responsabild pentru acest proces
foloseste un cluster de mangan si calciu, a carui structurd, ilustratd in Figura 14-5, contine un
cub incomplet 1n ale carui colturi sunt asezati alternative atomi de mangan si oxigen, cu un atom
de calciu asezat usor in afara unuia dintre colturi in locul unui atom de mangan; un al patrulea
atom de magna este asezat in afara cubului; manganul si cobaltul sunt conectate de matricea
proteicd prin aminoacizi bogati In oxigen (aspartat, etc.). Reactia in sine (oxidarea apei cu
producere de oxigen), la fel ca cea din citocrom ¢ oxidaza (vezi Capitolul 6), este complicat de
realizat, existand riscul eliberarii de intermediari de reactie extrem de toxici — radical hidroxil,
superoxid, ori apd oxigenata.

Figura 14-5. Centrul de reactie unde are loc oxidarea apei la oxigen molecular
in cadrul fotosintezei. Reprezentate in model ,,stick” sunt numeroasele grupari prostetice active redox,
altele decat clusterul Mn-Ca — clorofile, hem, etc — prezente in aceeasi proteina.

Reactiile din partea a doua a fotosintezei (cele desfasurate ,,la Intuneric’’) necesitd o singura
metaloenzima importanta, care a fost discutata deja in Capitolul 73 — Rubisco. Figura 14-6
prezintd lantul de reactii care duce la incorporarea CO, in metabolismul glucidic, si care formeaza
subiectul textelor de biochimie clasica.

sucroza amidoq
{transport) {depozitare)

celuloza (perete celular
hexozo-fosfati=—— (P )

l \ pentozo-fosfati I:f} Acizi nucleici, proteine, lipide

Triozo-fosfati

fotosinteza
CO,, H,O, lumina

Figura 14-6. Lantul de reactii de asimilare a carbonului din CO, in plante,
folosind energia extrasi din cea luminoasa in etapele anterior discutate in capitolul de fata.
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15. Metalele in medicamente
si in agenti de diagnostic medical

Utilizarile metalelor in medicind si aspectele legate de toxicitate sunt foarte diverse; se
vor discuta aici cateva dintre cele mai cunoscute.

Printre cele mai vechi metale cunoscute ca avand utilizari medicale se numard aurul si
argintul, folosite de citeva mii de ani, probabil la inceput In combinatie cu utilizdri magice/
mistice. Coincidenta face ca ceva mai tarziu, acum cca 200 de ani, primul medicament pe baza
de metal cu o structurd chimica determinata si cunoscuta sa fie un complex de aur — K[Au(CN);]
cu proprietati antibacteriene. In zilele noastre, complecsi de aur sunt folositi de exemplu pentru
artrita reumatoida (ca de exemplu cei din Figura 15-1).

S0,%
S—Au—S 3Na*
20,87
3 .
Sanochrysin ACOHLC
2
_ - o
COO'Na* AC(,)A 0] S
a c
\Au
A H OAc \
uSCH, auranofin PEt;

i COONa* | |

Myocrisin

Figura 15-1. Medicamente pe baza de aur. Sunt listate denumirile comerciale in engleza.
Dupi cum se vede, in unele cazuri compozitia chimica nu este cunoscuti in toate detaliile.

Un alt metal cu o istorie indelungata in medicina este fierul; necesitatea folosirii de exces
de fier n alimentatie pentru a combate anemia era recunoscutad incd de acum ~1200 de ani. Pe
de alta parte, boli cauzate de excesul de metale (fier sau altele, precum cupru ori mercur) sunt
azi bine cunoscute, si existd compusi disponibili comercial care sunt utilizati in tratamentul
medical al acestor boli (Figura 15-2). Un alt agent chelatant al fierului (dar care functioneaza
in mod similar si cu cuprul) este peptida numitd bleomicina: aceasta, are proprietatea de a se
lega necovalent de ADN, aducand astfel si metalul in vecinatatea acidului nucleic; ceea ce
urmeaza este o dezlantuire a activitatii oxidative a acestor metale, in moduri similare cu cele
expuse 1n Capitolul 4; in cazul in care ingredientele sunt Fe(Il), o sursa de electroni (ca de
exemplu acidul ascorbic) si oxigenul molecular (toate trei universal prezente intr-o celuld vie),
sistemul chimic rezultat de numeste ,,reactie Fenton”, si implica, dupd modelele din Capitolul 4,
generarea de radicali liberi si stari de valenta inalta la fier, toate cu potential destructiv ridicat
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15. Metalele in medicamente si in agenti de diagnostic medical

si prin urmare eficiente in a degrada biomolecule precum ADN-ul. Bleomicina este folosita,
din acest motiv, ca medicament anti-cancer.
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N H3C/
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Figura 15-2. Agenti de chelatare cu utilizare medicala
impotriva excesului de fier (desferioxamina) sau cupru (penicilamina).

Incadrat in general ca metaloid (element care prezinti o parte dintre proprietitile metalelor,
fara a fi in sine metal), arsenul formeaza compusi anorganici extrem de toxici (ca de exemplu
trioxidul de arsen). Folosirea lor ca otrdvuri de-a lungul istoriei este cunoscutd si a fost
popularizata probabil in cea mai mare masurad de familia italiana Borgia, in Evul Mediu. Tinta
primard a arsenului sunt grupdrile tiolice, fata de care are o afinitate deosebitd. Independent de
acest fapt, organismele au dezvoltat mecanisme de detoxifiere a arsenului, ilustrate in Figura
15-3. Existd pe de alta parte si utilizdri medicale ale arsenului; salvarsanul, descoperit de
Ehrlich acum cca 100 de ani ca medicament impotriva sifilisului (Figura 15-4), a intrat n istorie
ca primul medicament generat in urma unui studiu sistematic ce corela structura chimica si
activitatea biologica (domeniu azi separat al biochimiei — SAR, Structure-Activity Relationships).
Trioxidul de arsen, in cantitdti controlate, are potential terapeutic impotriva unor forme de
cancer.
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Figura 15-3. Mecanisme enzimatice de reducere a toxicitatii arsenului.
GSH=forma redusa a glutationului (o peptida pe baza de cisteina,
actionind ca agent reducitor prin intermediul grupéarilor SH);
SAM = S-adenozil metionina.
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NH,
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Figura 15-4. Structura propusa initial pentru arsfenamina,
un medicament pe bazi de arsen dovedit a functiona impotriva sifilisului.

Un alt element cu importantd istoricd este bismutul; folosit si azi pentru a tratata probleme
digestive, un astfel de preparat pe baza de bismut a fost cel folosit in primul studiu clinic desfasurat
de doctori pentru a testa un medicament, acum cca 300 de ani.

Mercurul este unul dintre elementele cele mai cunoscute a avea efecte toxice, pe care si
le manifestd in special in forma de combinatii organometalice. Una dintre sursele cele mai
periculoase de mercur din alimentatie este pestele oceanic, intrucat mercurul se acumuleaza in
carnea acestui animal. In conditii normale aceastd acumulare ar fi neglijabil, insa ea poate deveni
extrem de periculoasd atunci cand este vorba de peste venit in contact cu ape poluate industrial.
Dezastrul de la Minamata, din Japonia, a rdmas prin numarul mare al victimelor umane un
moment de referintd in ce priveste acest mod de poluare. Pe de alta parte, alti compusi pe baza
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de mercur au toxicitate mult mai redusa. Pana nu de mult, timerosalul (Figura 15-5) era folosit,
incd din anii 1920-1930, ca agent de conservare in vaccinuri; dupa anul 2000, aceasta substanta
a stat la baza unor controverse legate de posibila ei implicare in cresterea riscului de autism.
Ca si arsenul, mercurul are ca principala tinta gruparile tiolice (ambii parteneri fiind centri moi).
Pe acelasi principiu, un alt element care devine toxic in exces, seleniul, are si el afinitate mare
pentru arsen sau mercur — atat de mare incat, legandu-se de acestia, se blocheaza reciproc si 1si
diminueaza astfel reciproc toxicitatea.

COONa

SHgCH,CH,

Figura 15-5. Timerosalul, un derivat de mercur cu utilizare in medicina.

O

—-C

NHs_ /CI NH; /o ~

Pt Pt
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cisplatina
P O
carboplatina

Figura 15-6. Structura cisplatinei si a unui derivat inrudit,
carboplatina — si efectul pe care legarea acestora il are asupra structurii ADN.

Unul dintre cele mai cunoscute metale cu aplicatii in medicind este platina. Cisplatina
(Figura 15-6) s-a dovedit a avea un potential semnificativ de medicament anti-cancer (potential
descoperit intamplitor, la zeci de ani de la data descoperirii propriu-zise a cisplatinei). Impreuna
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cu alti derivati similari, cisplatina a redus rata mortalititii pentru unele forme de cancer de la
95% la doar 5%. Mecanismele de actiune ale acestei clase de medicamente sunt, se pare,
numeroase, insd probabil cel mai important este cel prin care platina pierde cei doi ioni de clorura,
pe care 1i Inlocuieste cu atomi de azot din bazele azotate ale ADN; acest fenomen de legare
induce o schimbare a structurii tertiare locale a ADN (Figura 15-6), astfel incat informatia din
acesta nu mai poate fi cititd cu precizie de catre enzimele specializate, ceea ce afecteaza nu numai
capacitatea de functionare a celulei, ci si cea de reproducere.

Unul din dezavantajele cisplatinei este lipsa ei de specificitate, care duce la afectarea
intregului organism, nu doar a celulelor tumorale. Prin urmare, una din directiile actuale de
cercetare se axeaza pe incercarea de a directiona selectiv medicamentul catre anume tesuturi sau
organe. Un exemplu in acest sens este derivatul din Figura 85, care, datoritd naturii ligandului,
ajunge cu precddere la oase.

Un rol aparte il joaca elementele radioactive. Unele dintre ele sunt folosite cu scop
terapeutic (ca de exemplu cel ilustrat in Figura 15-7), profitindu-se in fapt de toxicitatea lor,
in masura in care aceasta poate fi controlata. Altele pot fi folosite in scopuri diagnostice, cum
este derivatul din Figura 15-8. Existd desigur si metale non-radioactive cu utilitate diagnostica.
Bariul (sub forma de sulfat) este bine-cunoscut pentru utilitatea sa in endoscopie, datorita
capacitdtii de a absorbi razele X. Gadoliniul sau europiul sunt folosite ca agenti de vizualizare in
examinarea cu RMN, caracterul lor puternic paramagnetic permitdnd vizualizarea mai eficienta
a zonelor din organism bogate 1n apa (ca de exemplu sistemul cardiovascular).

H203P jN / \ NﬁPOst
H,O;P - ¥PO3H2

EDTMP

Figura 15-7. EDTMP, un ligand folosit pentru **Sm
pentru un medicament radioactiv cu specificitate pentru oase.
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N | N \S
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Figura 15-8. Un derivat de '""In, al ciirui grupare peptidici
il directioneazi selectiv citre tesuturile tumorale, pe care le marcheaza
in acest fel radioactiv pentru a putea fi detectate mai usor.

Compusul de vanadiu din Figura 15-9 are proprietatea de a functiona in vivo ca analog
al insulinei, cu avantajul de a permite administrarea orald; motivele pentru care el este eficient
sunt inca necunoscute, structura fiind complet diferitd de cea pur organica, polipeptidica, a
insulinei.
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Figura 15-9. Un analog functional al insulinei.

Litiul este folosit de multa vreme in tratamente psihiatrice, fara a se fi inteles multa vreme
modurile de actiune. Date recente confirma ipoteza ca ele au la baza similitudinea dintre litiu
si cele doud elemente alcaline, sodiul si potasiul, care au un rol central in transmiterea
impulsurilor nervoase in creier si In neuroni in general dupa modelul descris in Capitolul 8 —
dar si efecte ale litiului direct asupra unor enzime din metabolism mai degraba decat asupra
canalelor de sodiu sau potasiu.”> > Diverse alte metale au potentiale aplicatii in medicina si
pot fi intdlnite in suplimente alimentare disponibile comercial, desi este important de subliniat
ca Incd nu exista o baza stiintifica ferma pentru utilizarea lor in aceasta forma. Exemple ar fi
aluminiul, cromul sau siliciul. Capitolele 0 si 18 trateaza si alte aspecte relevante medical ale
metalelor.
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16. Biosinteza centrilor metalici in proteine

Inserarea metalelor in metaloproteine se face prin 7 tipuri de mecanisme:”®

(1) Simpla atasare prin echilibru chimic. Aceasta este valabila de obicei pentru centrii foarte
simpli (in special la metalele relativ abundente in celuld), care nu includ liganzi speciali.

(2) Livrarea metalului (sau cofactorului care contine metalul) la situs de cétre o proteind
dadaca specializata (chaperon). Astfel de mecanisme sunt cunoscute/studiate foarte bine
in special pentru proteine pe baza de cupru. Este de retinut ca in interiorul celulelor
nivelul metalelor tranzitionale in forma este controlat foarte strict, din cauza reactivitatii
foarte versatile a acestor metale, care altfel ar duce la reactii secundare necontrolabile.
Spre exemplu, concentratia ionului liber de cupru (dar si a altora similari) in celule
poate fi la nivelul de 1 atom per celuld sau mai putin.

(3) Modificarea post-translationald a aminoacizilor de la situsul activ, pentru a permite
legarea metalului. Exemple de proteine unde se intdmpla astfel de modificari sunt factorii
de coagulare (unde prin reactii de carboxilare a glutamatului cu ajutorul vitaminei K se
transforma resturile de glutamat in y-carboxiglutamat pentru a facilita legarea mai eficienta
a calciului, un element esential in cascada de coagulare a sdngelui), rubisco si ureaza (unde
prin atasarea unei molecule de CO2 la un rest amino se creeaza un nou ligand pentru Mg
respectiv Ni — o lizind carabmoilatd), nitril hidrataza (unde doua cisteine ce vor coordina
la Co/Fe sunt oxigenate la sulf generand acid sulfenic si respectiv sulfinic), citocrom ¢
oxidaza (unde o histidina legat la cuprul din situsul activ este conectata la inelul fenolic
al unei tirozine), fosvitina (foarte bogata in serine, care sunt apoi fosforilate) si altele.

(4) Legarea concomitenta / in sinergie a metalului impreuna cu un cofactor. Exemple includ
legarea fierului impreuna cu un anion carbonat la transferina, sau legarea magneziului
impreund cu ATP la enzime precum kinazele sau fosorilazele.

(5) Inserarea unui cofactor metalic pre-sintetizat. Exemple includ hemurile, clorofilele,
cobalamina — care sunt sintetizate separat pornind de la aminoacizi simpli, cu metalul
inserat abia la finalul sintezei, dupa care cofactorul matur este atasat la proteina.

(6) Inserare cuplati cu reactie redox a metalului. in general fierul si cuprul sunt livrate citre
situsul activ In forma redusa (mai labila cinetic, deci mai usor de transferat catre proteina
tintd), care este apoi oxidata adesea imediat dupa inserare in situsul activ, pentru a asigura
fixarea mai eficientd a metalului acolo. Fixarea fierului in feritina (descrisa in Capitolul
11) este un exemplu tipic in acest sens.

(7) Fixarea metalului cu ajutorul unor proteine chaperon pentru asamblarea apoproteinei, nu
doar a situsului metalic. Spre exemplu asamblarea ureazei necesita 7 proteine diferite,
notate cu UreA, UreB... UreG, dintre care 3 constituie heterotrimerul propriu-zis din care
este formata ureaza (UreABC), 3 faciliteaza asamblarea acestui trimer (UreDFQG) si a
saptea livreaza nichelul (UreE).
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17. Biominerale

Se foloseste termenul de biomineral pentru complecsii complet anorganici (minerale)
sintetizati de catre organisme vii — de obicei pentru a profita de proprietatile mineralului respectiv.
Exemple de motive pentru folosirea de biominerale sunt rezistenta mecanica (schelete interne
sau externe, componente de aparare), senzori magnetici (pe baza de fier), senzori de gravitatie,
detoxificare, sau altele.

Carbonatul de calciu in diverse forme este folosit in exoschelete (corali), coji de oua,
carapace de scoici, senzori de gravitatie. Fosfatul de calciu (in special sub forma de hidroxiapatitd)
este folosit in oase si dinti. Oxalatul de calciu este folosit ca rezerva de calciu In plante, sau in
mecanisme de apdrare ale acestora. Sulfatii de calciu, bariu sau strontiu sunt folositi in exoschelete
si in senzori de gravitatie. Silicatii amorfi sunt folositi in valvele microorganismelor din clasa
diatomeelor si Tn mecanisme de aparare ale plantelor. Oxizii de fier sunt folositi 1n feritine
pentru depozitarea fierului in celuld, dar si, mai exotic, in dintii unor moluste sau in senzori de
camp magnetic.

Unele organisme fie au fie pot dezvolta capacitatea de a biomineraliza ioni metalici pentru
a se apdra de toxicitatea acestora — iar cercetdtorii au dezvoltat metode pentru a profita de acest
lucru pentru a transforma organismele respective in agenti de detoxifiere (se vorbeste atunci de
,bioremediere” a mediului) sau, mai spectaculos financiar, in instrumente utile pentru minerit.
Elemente precum cuprul, aurul, vanadiul sau uraniul se incadreaza in aceasta situatie.
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18. Dezechilibre ale nivelului
metalelor in organism: implicatii medicale

O mica perturbare a concentratiei metalelor din organism determind patologii mai mult
sau mai putin grave. Mijlocul cel mai utilizat de medici in diagnosticarea si tratarea diverselor
afectiuni este reprezentat de analizele de laborator. Capitolul de fata ofera o scurtd prezentare
cu scopul evidentierii importantei metalelor si cunostintelor actuale despre diagnosticarea si
tratarea corectd a afectiunilor provocate de pierderea homeostaziei lor. Un tratament mai detaliat
(pe baza ciruia este alcatuit materialul de aici) este oferit in referinta °”.

Corpul omenesc necesitd in jur de 20 de elemente esentiale pentru a functiona, iar dintre
acestea, 10 sunt metale. Un numar de alte metale sunt importante medical din cauza toxicitatii
lor.

18.1. Dezechilibre ale fierului

In corpul uman, fierul se giseste incorporat in proteine fiind regasit in hem, in clusteri cu
sulf sau in alte grupari functionale. Acolo, fierul are rol in functii biologice precum transportul
oxigenului (hemoglobina), metabolismul oxigenului (catalaze, peroxidaze), respiratie celulara
si transportul de electroni (citocrom). Cand nu este legat la proteine, Fe poate fi daunator,
catalizand generarea radicalilor liberi (in special prin asa-numita reactie Fenton, unde cliveaza
legatura oxigen-oxigen din oxigenul molecular sau din apa oxigenatd), radicali care degradeaza
membranele celulare, proteinele si ADN-ul. De aceea doar o mica cantitate de fier se afld libera
in organism, iar n rest el circula prin plasma legat de transferina si este depozitat in celule sub
forma de feritind si forma ei partial degradata, hemosiderina. Acestea se gasesc preponderent
in celulele ficatului, splinei si maduvei osoase.

Tabelul 18-1. Repartizare fierului in barbati si femei.

Cantitate fier Barbati (mg) Femei (mg) Procentual
Total 3000—4000 2000-3000 100
Hemoglobina 2400 1700 65
Stocare intracelulara
(feritina si hemosiderind) 1000 500 30
Mioglobina 150 120 3.5
Fier legat de transferina 4 3 0.1

Cand concentratia fierului este prea mare, pacientul suferd de hemocromatoza, iar cand
concentratia este insuficientd se poate vorbi de anemie. Metodele analitice de masurare a
fierului includ mésurarea concentratiei fierului din ser (sideremia), capacitatea totala de legare
a fierului, coeficientul de saturare al transferinei si concentratia feritinei din ser.’
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18.1.1. Excesul de fier

Hemocromatoza ereditard este cea mai comuna patologie datd de excesul de fier. Este
caracterizata de absorbtia excesiva a fierului datorita deficitului de hepcidina, hormonul secretat
de ficat care inhiba absorbtia fierului din mucoasa celulelor intestinale. Fierul este depozitat in
functie de absorbtia intestinald, neexistand in organism mecanisme fiziologice pentru excretia
fierului in exces. Hemocromatoza ereditard se datoreaza unei mutatii la nivelul genei HFE unde
se substituie cisteina cu un rest de tirozind in pozitia 282. Excesul de fier, daca nu este diagnosticat
la timp (a se vedea si Figura 18-1), cauzeaza hepatomegalie, ciroza, diabet, cardiomiopatie, hipo-
gonadism si pigmentarea pielii.

Analiza cea mai utilizata in scop diagnostic este cea a feritinei din ser. La valori peste
300 ng/mL se suspecteaza un exces de fier, dar nivelul poate fi influentat si de citokine, hormoni
sau de stresul oxidativ. Coeficientul de saturatie al transferinei se calculeazd impartind valoarea
sideremiei la capacitatea totald de legare a fierului. El sugereaza un exces de fier daca este
mai mare de 50%. Pentru diagnoza se mai poate folosi RMN-ul sau biopsia ficatului. Analiza
concentratiei hepcidinei din ser este folositoare, dar sunt putine institutiile care o oferd. Un test
genetic este, de asemenea, necesar in diagnosticul hemocromatozei ereditare, dar implica timp
s este costisitor.

Coeficient de saturatie al transferinei =50% Nu Stop
- W Nu o
Repetare coeficient, feritina serica =normal — 5 Reluare analize dupa 12 luni
Da i
Da
Exces de fier » Iratament

Repetare analize
Nu l

Test genetic gena HFE, C282Y homozigot?

Da |

1. AST normal Nu
2. Feritina <1000 pg/L
3. Nu prezinta hepatomegalie

Da / o Nu

Flebotomie Biopsie ficat - histologie, cuantificare fier hepatic

Figura 18-1. Etapele diagnosticarii hemocromatozei.

Tratamentul standard este flebotomia. Pe sesiune se recolteazd o cantitate de 7 mL/kg corp
(maximum 400-500 mL de sidnge). Sesiunile au loc sdptdmanal sau de doua ori pe sdptamana,
iar inaintea fiecarei sesiuni se monitorizeaza nivelul de hemoglobina pentru a evita anemia.
Se estimeaza o recoltare de 0,5 mg fier/mL sange ceea ce inseamna o scadere a feritinei de 30
ng/L/sesiune. O metoda mai rapida de scaderea fierului este afereza, adica recoltarea automata
de eritrocite, unicul dezavantaj fiind pretul mai ridicat. Se poate utiliza si tratamentul farmacologic
care utilizeaza chelatori de fier precum desferioxamina, deferiprona si deferasiroxul. Acestea
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sunt molecule mari care formeaza complecsi cu fierul. Din cauza efectelor adverse, in prezent
se exploreaza 1n continuare si alte variante de compusi cu efect chelator.

18.1.2. Deficitul de fier

Simptomele anemiei sunt vagi si pot fi cauzate de diverse patologii. Ea prezinta diverse
etape: prima este o scadere a nivelului fierului manifestata prin scaderea feritinei serice, urmatoarea
etapa este deficitul de fier caracterizat si de nivelul de fier seric, iar in final se instaleazd anemia,
are loc o scadere a concentratiei hemoglobinei, hematocritului, volumului eritrocitar mediu,
feritinei serice, sideremiei si al coeficientului de saturatie al transferinei.

Testele de laborator necesare pentru efectuarea diagnosticului sunt urméatoarele: sideremia,
adica fierul legat de transferind, capacitatea totala de legare a fierului, o méasuratoare a nivelului
transferinei din circulatie si concentratia feritinei din ser. Cand valoarea sideremiei este mai
micd de 50 pg/dL, se suspecteaza anemia. Sideremia si capacitatea totald de legare a fierului
sunt folosite pentru a calcula procentual coeficientul de saturatie al transferinei. Valoarea sub
18% sugereaza o lipsd de fier necesar in sinteza hemoglobinei, sub 15% este caracteristica
anemiei, dar de una singura nu reprezinta un diagnostic. Apoferitina are un nivel instabil care
creste n inflamatii si leziuni ale hepatocitelor; de aceea, interpretarea acestei analize este
problematica, dar daca are o valoare scazuta, sub 13 ng/mL si valoarea transferinei este mai
mica de 200 mg/dL, atunci se confirmd diagnosticul de anemie. O analiza de laborator
utilizata rar, dar care poate diferentia anemia de o boald inflamatorie este receptorul solubil
de transferina.

Dupa confirmarea diagnosticului, existd mai multe optiuni pentru tratamentul anemiei.
Cea mai accesibila si ieftind este terapia orald cu suplimente de fier. Dezavantajul acestui
tratament este absorbtia scdzuta de fier care poate fi redusad si mai mult de alte medicamente,
ducand la un tratament pe perioada lunga. Cand suplimentarea orala cu fier nu poate avea loc,
de exemplu in cazul unei inflamatii sau in cazul unei nevoi urgente de fier, se utilizeaza
administrarea intravenoasa. Cu toate cd este mult mai eficienta, nu este utilizatd pe deplin
datorita temerilor legate de efectele adverse grave printre care socul anafilactic, infectii sau
exces de fier. O tehnica mai noua este fierul dializat.

18.2. Dezechilibre ale cuprului

Cuprul este un oligoelement implicat intr-o serie de procese fiziologice si biochimice, fiind
un cofactor a numeroase metaloenzime care catalizeaza procese enzimatice precum respiratia
celulara, biosinteza neurotransmitatorilor si hormonilor peptidici, protectia impotriva radicalilor
liberi. Cuprul are un rol esential si in homeostazia fierului, indirect afectand hematopoieza si
coagularea sangelui.

In Figura 18-2 se observa ca absorbtia cuprului are loc la nivel intestinal, 75% ajunge la
ficat, iar restul merge in sistemul circulator legat de albumind. Din ficat 20% din cupru este
excretat in tractul gastrointestinal si 80% este trimis la ceruloplasmind. S-a demonstrat o
corelare intre cantitatea excretatd de Cu prin materiile fecale si cea ingeratd prin dietd, deci se
poate preciza ca majoritatea cuprului de origine endogena secretat in lumenul gastrointestinal
este reabsorbit, astfel incat acest lumen are un rol major in homeostazia cuprului.
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Figura 18-2. Fluxul cuprului in corpul uman.

18.2.1. Excesul de cupru

Boala Wilson este o boald genetica manifestatd prin stocarea excesiva a cuprului. Gena
care o cauzeazd este ATP7B care codificd o ATP-aza transportatoare de cupru. Aceastd boala
se manifesta 1n special la copii si adulti, la copii primele semne sunt afectiunile hepatice, iar la
adulti se manifesta prin tulburari neurologice precum distonia, ataxia si parkinsonismul.

Ceruloplasmina serica, Cu urinar 24 ore, test oftalmologic

Inele KF prezente Inele KF prezente Inele KF absente Inele KF absente
Ceruloplasmina <20 mg/dL Ceruloplasmina >20mg/dL: | Cernloplasmina <20 mg/dL: | Ceruloplasmina <20 mg/dL
Cu 24 h urinar =40 pg/dL Cu 24 h urinar >40 pg/dL Cu 24 h urinar <40 pg/dL Cu 24 h urinar =40 pg/dL

Biopsie ficat (histologie si cuantificare)
Biopsie ficat (histologie) Biopsie ficat
— (cuantificare)
<50 pmol'g tesut

uscat

=250 pmol/g tesut uscat

=150 pmolg tesut

50-250 pmol'z
tesut uscat

>250 pmol/g tesut uscat

Diagnostic
diferit

Testare genetici

Diagnostic Boala
Wilson

k.

Figura 18-3. Etapele diagnosticarii bolii Wilson.
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In vederea diagnosticirii acestei boli (a se vedea si Error! Reference source not
found.), analizele de baza sunt concentratia de cupru din plasma, concentratia ceruloplasminei
si concentratia cuprului n urind. Semnele bolii Wilson sunt date de valori mici ale primelor
doua si o concentratie ridicatd de cupru in urind. Uneori aceste valori pot fi interpretate fals,
nivelul de ceruloplasmina fiind influentat si de estrogen, inflamatii, infectii. Nivelul crescut de
cupru 1n urind se mai Intdlneste si in alte boli ale ficatului precum hepatita autoimuna, hepatita
activa cronica sau insuficienta hepaticd. Fiecare moleculd de ceruloplasmind contine sase
atomi de cupru, aceasta proteina fiind cel mai important transportator de cupru din organism.
Un semn tipic bolii Wilson este un nivelul acesteia sub 200 mg/L asociata cu inelele Kayser-
Fleischer (inele de culoare galbuie-maronie care inconjoard irisul). Dacd analizele nu sunt
concludente, se poate recurge la biopsia ficatului.

Tratamentul medical consta In administrarea medicamentelor chelatoare de cupru si a celor
care impiedica absorbtia cuprului la nivel gastrointestinal. Medicamentele chelatoare disponibile
in prezent sunt dimercaptrol, penicilamina, acidul dimercapropropansulfonic si trietilentetraamina.
Zincul administrat sub forma de saruri scade absorbtia de cupru intestinald. Aceste tratamente
prezintd efecte adverse la unii pacienti, in special inrdutatirea problemelor neurologice. Pentru a
evita aceste efecte se monitorizeaza in permanenta pacientii in vederea stabilirii tratamentului
adecvat.

18.2.2. Deficitul de cupru

Principala cauza a deficitului de cupru la bebelusi este depozitarea insuficienta a cuprului.
La adulti, este alimentatia deficitara in cupru, absorbtia problematica si boli genetice, dar lipsa
de cupru este intalnita rar. Deficitul de cupru afecteaza activitatea enzimelor dependente de cupru;
un exemplu este tirozinaza, enzima implicata Tn productia de melanina. Hipopigmentarea este
prezentd la copiii cu sindromul Menkes, o boald genetica care afecteaza transportul cuprului
prin membranele celulare. Prin scaderea activitdtii feroxidazelor dependente de cupru, deficitul
determina si anemie. O altd manifestare este ataxia. Pe langd afectele asupra enzimelor, deficitul
de cupru prezintd efecte si asupra proteinelor transportatoare de cupru, cu rol important in
homeostazie. Aceste complicatii apar in special drept complicatii dupa o operatie de bypass;
de aceea, monitorizarea nivelului de cupru prin analize dupa astfel de operatii este importanta.

Cea mai utilizata analizd pentru a determina deficitul de cupru este concentratia cuprului
din plasma, dar concentratia este foarte scazuta doar in cazurile severe de anemie. O analiza
utild in acest scop este cea a ceruloplasminei, insa nivelul ei este afectat in plus si de bolile
inflamatorii. Testele care confirma sunt analiza cuprului din urina in ultimele 24 de ore, care
trebuie sa aiba o valoare mai mica de 10 pg/zi, respectiv analiza concentratiei superoxid
dismutazei — care insa prezintad valori scazute doar dupa cateva sdptamani. Markerii biologici
specifici sindromului Menkes sunt cuprul seric cu valori mai mici de 11 pmol/L, ceruloplasmina
serica cu valori mai mici de 200 mg/L si examinarea microscopicad a firelor de par.”?

Tratamentul utilizat poate fi oral sau parenteral, in functie de severitatea deficitului.
Cuprul se administreaza sub forma de cu gluconat, sulfat sau clorura de cupru, forma organica
fiind mai solubila decat sarurile anorganice. in cazurile severe se administreaza intravenos timp
de 6 zile urmat de tratamentul oral pand la normalizarea nivelului. Efectele adverse sunt date
in special de administrarea intravenoasa si includ toxicitate a ficatului, hemoliza si necroza
hepatica care poate fi fatala.
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18.3. Dezechilibre ale calciului

Calciul este printre cele mai raspandite elemente din organism. El reprezintd aproximativ
2% din greutatea corporald. Peste 99% din calciu este localizat in schelet, sub forma de hidroxi-
apatitd. Pe langa rolul in mineralizarea oaselor si dintilor, mai are rol in reglarea functiilor
celulare. Oasele sunt formate dintr-o matrice proteica care se mineralizeaza cu ajutorul calciului,
magneziului, fosforului si vitaminei D. Calciul sub forma de ion liber in solutie (nu fixat in
proteine sau oase), numit impropriu si ,,ionic” (denumire improprie deoarece in sistemele vii
Ca nu apare decat ca ion, nu ca element neutru metalic) este esential in realizarea functiilor
tuturor celulelor. Calciul ionic poate avea rol structural, mentinand structurile celulare, dar si
rol regulator, deoarece nivelul calciului plasmatic regleaza activitatea enzimatica si nivelul
intracelular de calciu care controleaza functii celulare precum diviziune, secretie, metabolism
celular. Calciul are rol si In contractia musculard; cand concentratia de calciu creste, muschiul
se contracta, iar cand scade acesta se relaxeazd. Acest mecanism are loc prin atasarea calciului
la troponind — o proteina inrudita cu calmodulina.

18.3.1. Excesul de calciu

Hipercalcemia poate fi mediatd de hormonul paratiroidian, atunci cand vorbim de hiper-
paratiroidism. Hormonul tiroidian este principalul reglator al homeostaziei calciului; atunci
cand el este secretat in exces, afecteaza concentratia calciului seric si unele organe precum
oase, rinichi si intestin. O forma genetica este hipercalcemia hipocalciuricd, unde calciul, in
concentratie mare, este reabsorbit continuu la nivelul rinichilor si are drept consecinta hipo-
calciuria. Atunci cand cauza hipercalcemiei este producerea de calcitriol sau citokine, este vorba
despre hipercalcemie nemediatd de hormonul paratiroidian. Aceasta are loc in cazul unei
tumori sau al efectului diuretic al tiazidelor care cresc reabsorbtia renald a calciului.

Diagnosticul de hipercalcemie (a se vedea si Figura 18-4) are loc dupa analizarea con-
centratiei calciului seric. Simptomele includ durere musculara, stare depresiva, colici renale si
abdominale. Calciul seric este legat de proteine; de aceea, se utilizeazd urmatoarea formula
pentru a ajusta concentratia lui la cea a albuminei.
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Figura 18-4. Schema diagnosticului patologiilor hipercalcemiei.
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Pentru a distinge intre paratiroidism si hipercalcemia hipocalciurica se fac analize de
biochimie urinard cu scopul determinarii raportului calciu/creatinind. Acesta se calculeaza
dupa analiza simultand a concentratiei calciului din urind si plasma si concentratia creatininei.
Pentru a exclude o toxicitate a vitaminei D sau un deficit, care pot influenta concentratia de
calciu, se face testul de laborator care masoara 25-OH-vitamina D.

Tratamentul hipercalcemiei se alege in functie de severitate. Pacientii cu concentratia
calciului seric mai mare de 12,5 mg/dL pot fi asimptomatici, dar au un risc marit pentru complicatii
precum calcifierea tesutului osos. Cand concentratia depdseste 14 mg/dL, pot avea loc leziuni
renale acute, hipotensiune, somnolentd, anomalii electrocardiografice si stop cardiac. Prima
faza a tratamentului consta in administrarea intravenoasa de solutii saline izotonice; in cazul
in care pacientul urma un tratament cu diuretice tiazide, calcitriol, litiu, sau vitamina D, acestea
se vor Intrerupe. Un tratament cu putine efecte adverse (greatd, voma) este calcitonina sintetica
de somon care este utilizata pentru a controla rapid hipercalcemia. Tratamentul cu bifosfonati,
agenti antiresorbtivi, analogi sintetici de pirofosfat, cu rol inhibitor asupra activitatii osteoclas-
telor. Glucocorticoizii sunt folositi pentru scdderea nivelului calciului prin scaderea absorbtiei
intestinale datorate sintezei scazute de 1,25-dihidroxi-vitamina D si cresterea excretiei urinare
a calciului. Alte terapii includ calcimimetice (activeaza receptorii de calciu), denosumab (anticorp
monoclonal care previne dezvoltarea osteoclastelor), sau hemodializa, 0 masura temporara, care
scade, dar nu trateaza hipercalcemia.

18.3.2. Deficitul de calciu

Simptomele hipocalcemiei sunt tulburari neuromusculare, amorteala, furnicaturi in maini
si picioare, spasme musculare, iar mai severe sunt spasmele laringiene si convulsii. Deficitul
de calciu este asociat hipoparatiroidismului care poate sa apard imediat dupa operatia la tiroida
sau paratiroidd sau poate fi cauza unui sindrom autoimun sau cauza genetica. Hipocalcemia
are loc si In cazul unei deficiente de vitamina D, cu rol n absorbtia intestinald de calciu.
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Figura 18-5. Schema diagnosticarii pacientilor cu hipocalcemie.
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Utila 1n diagnoza (a se vedea si Figura 18-5) este concentratia calciului seric care trebuie
interpretata in relatie cu albumina serica fiindca doar calciul ionic este important din punct de
vedere biologic. Analiza concentratiei serice a hormonul paratiroidian este utila in cazul in care
nu este cunoscutd cauza hipocalcemiei, urmata de analiza concentratiei serice a magneziului,
ureei, creatininei si 25-OH-vitamina D.

In cazul in care hipocalcemia este asociati cu hipomagneziemia, se administreazi magneziu
oral sau parental; hipocalcemia asociata cu deficit de vitamina D se trateaza cu suplimente de
vitamina D si calciu. In cazul hipocalcemiei acute se administreaza calciu intravenos sub forma
de gluconat sau clorura de calciu. In timpul tratamentului pacientilor trebuie monitorizata periodic
concentratia de calciu pentru a evita hipercalcemia. Pacientilor care urmeaza sa fie supusi unei
operatii chirurgicale la nivelul tiroidei, li se administreaza suplimente de calciu si vitamina D
pentru a diminua riscul de hipocalcemie. Tratamentele pe termen lung sunt reprezentate de
comprimate orale de citrat sau carbonat de calciu si sunt destinate pacientilor cu hipotiroidism
cronic. Pe langa acestea se mai pot adauga tratamentului tiazidele diuretice si colecalciferolul.

18.4. Dezechilibre ale magneziului

Magneziul este unul dintre cei mai abundenti cationi atat in procariote, cat si in eucariote.
In corpul uman, cea mai mare parte se afli in schelet si intracelular; doar o mica parte se afla
in sange (a se vedea si Figura 18-6). Importanta magneziului este data de participarea acestuia
in calitate de cofactor in peste 300 de reactii enzimatice, regland astfel multe procese celulare,
in special in metabolismul carbohidratilor si a lipidelor. Magneziul are si rol stabilizator pentru
proteine, acizi nucleici, membrane biologice; el regleaza canalele ionice si transportul celular
si are rol in functionarea oaselor regland absorbtia de calciu.
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Figura 18-6. Homeostazia magneziului.

18.4.1. Excesul de magneziu

Excesul de magneziu este un dezechilibru electrolitic intalnit rar. Au fost reportate cazuri
de hipermagnezemie in pacienti cu functii renale foarte scazute si cdrora li s-au administrat
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doze mari de antiacid si laxative cu continut de magneziu. Excesul de magneziu apare si dupa
administrarea parenterald de magneziu In doza prea mare si are ca simptome stare de greata,
dureri de cap si inrosirea fetei. In cazurile grave simptomele sunt in special neurologice: confuzie,
absenta reflexelor tendoanelor, perturbarea mersului, alte simptome precum voma sau starea
de greatd sunt de asemenea prezente. Exista o controversa care sustine cd excesul moderat de
magneziu per ansamblu nu este daunator. Aceste speculatii se bazeaza pe proprietatile anti-
inflamatorii, antioxidante si antiapoptotice, care scad secretia de hormon paratiroidian. Magneziul
actioneaza prin inhibarea formarii de hidroxiapatitd, Impotriva calcifierii vasculare; de asemenea,
se leaga de fosfati si imbunatateste functia endoteliala. Cu toate acestea, inca nu existd un studiu
care sa evidentieze beneficiul hipermegnezemiei asupra intregii populatii.

Pacientii cu functie renald normala si o hipermagnezemie moderatd, asimptomatica, nu
necesita tratament, cu exceptia elimindrii surselor exogene de magneziu. In cazurile severe este
nevoie de un tratament imediat sub supravegherea atentd a electrocardiogramei, a presiunii
sangvine si a functiei neuromusculare. Tratamentul consta in gluconat de calciu sau clorura de
calciu, administrate intravenos urmat de solutii saline intravenoase. Cazurile critice necesita
hemodializa, cand functia rinichilor este afectata, insd este posibild eliminarea excesiva a calciului
provocand hipocalcemie. Utilizarea diureticelor asociata cu solutii saline este necesara pentru
a evita alte dezechilibre electrolitice.

18.4.2. Deficitul de magneziu

Cauzele deficitului de magneziu sunt datorate unei alimentatii sarace In magneziu. Din
totalitatea magneziului care se gaseste in corp, doar 0,3% este in sange; de aceea, analiza
magneziului seric este un indicator slab in ceea ce priveste continutul de magneziu intracelular.
Un indicator mai eficient si mai sensibil decat doar concentratia magneziului este coeficientul
magneziu/calciu. In deficitul de magneziu cronic, nivelul magneziului din sange este normal,
cu toate cd nivelul este foarte scazut in tesuturi si oase. O analizd mai utild decat magneziul
seric este magneziul eritrocitar, deoarece in conditiile in care magneziul seric este scazut, el va
fi preluat din eritrocite. Diagnosticul este dificil de pus deoarece simptomele sunt nespecifice
si sunt asemandtoare cu simptomele specifice unei diete scdzute in alti nutrienti.

Datorita cantitatii mari de magneziu filtrat si gradului variat de secretie, testele magneziului
din urind nu sunt concludente. O metodd mai complicatd se bazeaza pe concentratia intravenoasa
de magneziu urmata de un test de urind a 24 de ore, pentru a pune in evidenta procentajul de
magneziu care este retinut de corp. Prin analiza spectroscopica de raze X cu dispersie de energie
asupra celulelor sublinguale se poate realiza o corelatie intre magneziul intracelular din celulele
sublinguale si respectiv a celor atriale preluate in timpul operatiilor pe cord deschis, dar aceasta
nu este 0 metoda validata pentru a putea fi aplicata la nivel de intreg organism.

Tratamentul cel mai des intilnit (a se vedea si Figura 18-7) este administrarea intravenoasa
a perfuziilor cu solutii de magneziu, sau orala pentru pacientii care necesitd suplimente pe
termen lung. Sulfatul de magneziu sub forma de aerosol a fost folosit pe pacientii cu astm
acut. Magneziul sub formele sale chelatoare de citrat sau lactat este mai bine tolerat, in timp
ce formele precum sulfatul, clorura sau oxidul de magneziu prezinta ca efect advers diareea,
care scade absorbtia de magneziu. Calciul si magneziu se afla in competitia pentru absorbtie,
astfel Incat dieta bogata in calciu poate Impiedica absorbtia magneziului.
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Figura 18-7. Schema de tratament a deficitului de magneziu.

18.5. Dezechilibre ale sodiului

Sodiul este cationul cel mai abundent din mediul extracelular. EI mentine o distributie
normald de apa in organism si are rol important Tnh mentinerea presiunii osmotice. Potasiul este
cel mai abundent cation din mediul intracelular. Concentratia mare intracelulara este mentinuta
de pompa de sodiu potasiu adenozintrifosfataza care transporta ionul de potasiu in celula
impotriva gradientului de concentratie. Ambii cationi sunt filtrati si reabsorbiti in mare parte,
la nivelul rinichilor.’

18.5.1. Excesul de sodiu

Hipernatremia, mai putin comund decat hiponatremia, este definitd ca o crestere a con-
centratiei plasmatica a sodiului peste valoarea de 145 mM. Celulele isi maresc volumul atunci
cand se afla in solutii hipotonice si se contractd atunci cand se afld in solutii hipertonice,
datorita miscarii apei induntru si inafara celulei. In mediul extracelular, tonicitatea celulelor
este influentatd de sodiu si glucoza, iar in mediul intracelular de potasiu. Hipernatremia este
rezultatul combinat al unui deficit electrolitic si apos, cu cresterea concentratiei de sodiu. Ea
poate fi datoratd unor pierderi ale apei la nivelul rinichilor in boli precum diabetul insipid
central si diabetul nefrogen insipid, sau atunci cand pierderea apei nu este la nivelul rinichilor
vorbim de adipsie: indivizii afectati nu prezinta sete, cu toate cd se afla in hipertonicitate.
Testele de laborator sunt necesare in vederea stabilirii factorilor cauzatori. Osmolaritatea urinara
este un test efectuat pentru a vedea daca functia renald de concentrare este intacta.
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Investigatiile de laborator cuprind sodiul plasmatic, sodiul urinar, osmolaritatea plasmatica
si osmolaritatea urinard. Hipernatremia, in functie de volumul spatiului extracelular, este
hipovolemica atunci cand procentul de apd din organism este scazut iar sodiul urinar si
osmolaritatea urinard au valori crescute, izovolemica cand procentul de apa din organism este
scazut iar osmolaritatea urinara are valori scazute, respectiv hipervolemica cand procentul de din
organism este variabil iar sodiul urinar si osmolaritatea urinara cuprind valori crescute. Primul
pas in alegerea tratamentului potrivit consta in determinarea deficitului de apa din organism prin
urmatoarea formula: Deficit apa = Apa totala din organism * [(sodiul seric/140) — 1]. Aceasta
ecuatie estimeaza cantitatea necesara de apa pentru a reduce concentratia serica la valoarea de
140 mM. Rata scaderii concentratiei trebuie sa tind cont de severitatea simptomelor neurologice
si de gradul de hipertonicitate (acuti sau cronici). In majoritatea cazurilor este recomandati o
scadere a concentratiei sodiului seric de 8-10 mM/zi deoarece o scddere mai rapida poate cauza
edem cerebral. Pacientii cu hipernatremie acuta, in schimb, necesita o scadere de 1 mEq/L/h
pentru primele 6-8 ore de tratament pentru a preveni deshidratarea celulara care duce la hemoragie
intracerebrala si subarahnoida. In hipernatremia hipovolemica se administreaza solutii saline
normale urmate de solutii saline hipotonice sau solutii de glucoza. In hipernatremia izovolemica
se administreaza oral apa sau solutii de glucoza intravenos, iar in cazul hipernatremiei hiper-
volemicd se administreaza solutii de glucozd intravenoase si furosemidd, un medicament
diuretic. In timpul tratamentului este importantd monitorizarea nivelelor serice de sodiu, uree,
creatinind si concentratiile urinare ale sodiului si potasiului.

18.5.2. Deficitul de sodiu

Hiponatremia (a se vedea si Figura 18-8) este un dezechilibru des intalnit; ea nu este o
boala, ci mai degraba un proces patofiziologic care indica pierderea homeostaziei apei. Cauzele
principale ale hiponatremiei sunt folosirea necorespunzatoare a antidiureticelor, polidipsia,
insuficienta corticosuprarenald, hipovolemia, insuficientd cardiacd si ciroza ficatului, ultimele
doud cuprinzand hiponatremia hipervolemica. Hiponatremia este nehipotonica, atunci cand este
cauzata de hiperglicemie, administrarea de manitol sau de pseudohiponatremie, un artefact al
laboratorului care este datorat unor concentratii mari de colesterol, trigliceride sau proteine.
Hiponatremia hipotonica este de tip hipovolemic, izovolemic si hipervolemic. Cea de tip
hipervolemic se poate diagnostica usor prin prezenta edemelor si a ascitei.

Dupa analiza sodiului seric se efectueaza analiza osmolaritatii plasmatice, a ureei, glucozei,
creatininei si potasiului seric, in functie de osmolaritate se diferentiaza ca hipotonic, izotonic
si hipertonic. Daca pacientul are hiponatremie hipotonica, se efectueaza analiza osmolaritatii
urinare. Analiza sodiului urinar este utild pentru diferentierea hipovolemiei si izovolemiei.

In cazul hiponatremiei severe, tratamentul constid in administrarea intravenoasi de
solutie salind pana la o crestere a concentratiei sodiului seric de 5 mEq/L; aceasta crestere este
suficientd pentru a reduce riscul hernierii creierului sau a ischemiei cerebrale. In hiponatremia
cronica, riscul sindromului osmotic demielinizant este crescut, in acest caz se administreaza
parental desmopresind sau intravenos o solutie apoasa de 5% dextroza. Atunci cand simptomele
hiponatremiei sunt moderate sau absente, strategia terapeuticd diferd intre pacientii cu o
valoarea mica de lichid extracelular; in acest caz se administreaza o solutie salina izotonica,
sau cu valoarea normala, crescuta de lichid extracelular, In acest caz se utilizeaza oral uree.
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Figura 18-8. Schema diagnosticului hiponatremiei.

18.6. Dezechilibre ale potasiului
18.6.1. Excesul de potasiu

Hiperkaliemia este un dezechilibru electrolitic intalnit in special in boli precum insuficienta
cronica renald, diabet, insuficientd cardiaca sau in tratamentele cu inhibitori ai sistemului
renind-angiotensind-aldosteron sau cu medicatie antiinflamatorie nonsteroidala. Hiperkaliemia
are loc atunci cand se pierde homeostazia potasiului din cauza unui deficit de insulind, a
cresterii biosintezei aldosteronului si a hiperglicemiei (a se vedea si Figura 18-9). Acestea
afecteaza distributia potasiului. Insuficienta renald si imposibilitatea augmentarii secretiei
tubulara distald a potasiului, sunt responsabile pentru mentinerea excesului de potasiu.

Hiperkaliemia are loc cand creste concentratia plasmatica a potasiului si are efecte cardiace,
metabolice si neuromusculare. In hiperkaliemie scade gradientul de potasiu transmembranar,
membrana celulara se depolarizeaza si scade durata potentialului de actiune. Aceste schimbari
pot fi puse in evidenta printr-o electrocardiograma. Aceasta este dependenta si de nivelul seric
al catecolaminelor, insulinei, calciului, sodiului si osmolaritatea serica, acesta fiind motivul pentru
care nu este un test concludent in diagnoza. Efectul neuromusculare sunt absenta reflexelor
tendoanelor, iar cel metabolic este hipercloremia. Repetarea analizelor potasiului seric este
benefica pentru a exclude pseudohiperkaliemia, care este comuna si este cauzata de migrarea
potasiului in afara celulei in timpul recoltarii probei. Alte analize de sange includ ureea si
creatinina serica, creatinina urinara si electrolitii din urind. Dupa aceste analize urmeaza masurarea
glucozei serice pentru evaluarea hiperglicemiei si a aldosteronului seric si reninei plasmatice
pentru investigarea functiilor rinichilor si functiilor glandelor suprarenale.

Tratamentul hiperkaliemiei severe consta in administrarea sarurilor de calciu (clorurd de
calciu sau gluconat de calciu) pentru stabilizarea membranei celulare si prevenirea aritmiilor
ventriculare. Gluconatul de calciu este utilizat mai des datorita toxicitatii tisulare mai scazute.

119



Radu Silaghi-Dumitrescu, Daniela Cioloboc, Mariann Arkosi si Nicoleta Tomoioagd ® METALELE TN SISTEMELE VII

In continuare se administreazi intravenos insulini si glucoza. Bicarbonatul de sodiu se
administreaza doar pacientilor cu acidoza metabolica. Pe langd acestea se mai utilizeaza
agenti antihiperkaliemici precum ciclosilicat de zirconiu si diuretice. Dializa trebuie luatd in
considerare la pacientii cu disfunctii renale care persistd si care nu raspund la tratament.
Inainte de utilizarea ciclosilicatului de zirconiu, ca medicament ligand pentru potasiu se
folosea polistiren sulfonatul de sodiu, dar care avea o tolerantd mai mica. Ciclosilicatul de
zirconiu este un cation selectiv care leagd potasiu in locul hidrogenului si sodiului, avand ca
efecte adverse doar hipokaliemia si edemul. Acest medicament se foloseste pentru tratamentul
hiperkaliemiei cronice.

Hiperkaliemie
]
+ ¥ +
Redistributie interni Hiperkaliemie Pseundohiperkaliemie

Rata filtrarii glomerulare

I
! |

< 15 mLIimin1 .73m? # 15 mLImini1 73m?
l l Aldosteron seric
Cantitate scizuti Aport crescut potasin |
de urina . .
Toedfic " Infuzie potasiu 1
suficienta renald :
! Transfuzlle . Scazut
Fabdomioliza
Renina plasmatica _,
' } ;
Scizuti Normali/Crescuti Normal/Crescut
}Eeﬁnpaﬁe i.t}terst_iliali Hipoaldosteronism Diuretice care nu elimind
Nefropatie diabetica Boala Addison potasiul din corp
Obstructie urinard Obstructie urinard

Figura 18-9. Diagnosticul diferential al hiperkaliemiei.

18.6.2. Deficitul de potasiu

Hipokaliemia este intdlnita mai des decat hiperkaliemia, dar cazurile sunt mai putin
grave. Pacientii care riscd un deficit de potasiu sunt cei aflati in spitale, in special in sectiile
psihiatrice, iar cauzele sunt tratamentele medicamentoase sau infectiile. Hipokaliemia este
comuna 1n pacientii bolnavi, cu febra sau care sunt malnutriti. O forma de pseudohipokaliemie
este inruditd cu perioada verii cdnd schimbarile temperaturii ambientale sunt atribuite unor
cresteri metabolice a ionilor de sodiu, potasiu si a activitdtii pompei de sodiu.

Pentru a diferentia cauzele hipokaliemiei (a se vedea si Tabelul 18-2), dupa efectuarea
analizei potasiului seric are loc analiza potasiului urinar, pentru a determina daca contributia
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majoritara a pierderii potasiului este de naturd gastrointestinald sau urinard. Nu este necesara
o analiza de 24 de ore; informatii asemdnatoare pot fi obtinute din raportul Intre potasiu si
creatinina urinard. Unde acest raport este mare, se considerd si prezenta sau absenta hiper-
tensiunii. In absenta hipertensiunii, alcaloza metabolici este specifica sindromului Bartter sau
Gitelman. In prezenta hipertensiunii, alcaloza metabolici sugereazi abuzul de diuretice sau
hipertensiune renovasculara, hiperaldosterism primar, sindrom Cushing, hiperplazie congenitala
de suprarenale. Diagnosticul se pune dupa efectuarea analizelor aldosteronului si reninei, a
cortizolului plasmatic si a celui liber 1n urina.

Tabelul 18-2. Markerii diagnosticarii hipokaliemiei

.o Valori diagnostic
Analiza . N
hipokaliemie
K" urinar >20 mmol/24h
Raport potasiu/creatinina >6.5%
= (potasiu urinar x creatinina serica)/(potasiu seric x creatinind urinara) x 100%
Raport potasiu/osmolaritate >2
= (potasiu urinar x osmolaritate plasmatica)/(potasiu seric x osmolaritate urinara)
Raport potasiu urinar/creatinina >12 mmol/g

Scopul imediat al tratamentului este de a creste concentratia potasiului seric pentru a
preveni disfunctii cardiace si neuromusculare. In timpul tratamentului se va monitoriza constant
concentratia, astfel incat acesta sd nu determine o hiperkaliemie. De concentratia potasiului
este dependenta si cea a magneziului, astfel iIncat concomitent cu hipokaliemia trebuie tratat si
deficitul de potasiu. Daca lipsa de potasiu este datorata diureticelor, se intrerupe administrarea
acestora; o altd abordare este administrarea unor medicamente inhibitoare a enzimei de conversie
a angiotensinei sau medicamente care blocheaza receptorii angiotensinei, deoarece acestea
sunt asociate cu o crestere a concentratiei serice a potasiului. Se poate suplimenta potasiul
prin dietd, in cazurile unde hipokaliemia este minora si care au in istoric hipertensiune si boli
cardiace, dar efectivitatea acestui tratament este limitatd. Tratamentul intravenos poate cauza
hiperkaliemie si se utilizeaza doar pe cazurile grave, unde apar schimbari in electrocardiograma
si simptome fizice, in general, 1nsad se prefera tratamentul oral. Potasiul intravenos trebuie sa
fie doar in solutie salind, nu si In dextroza deoarece acestea stimuleaza secretia de insulina si
accentueaza deficitul de potasiu.

18.7. Dezechilibre ale zincului

Zincul este un micronutrient esential deoarece participa la numeroase procese chimice
in celule. Corpul uman contine 2-3 g zinc, iar cantitatea cea mai mare se gaseste Tn muschi si
oase, urmand inima si plasma. Peste 300 de enzime necesita zinc pentru activarea catalitica.
Zincul se leaga cu peste 2500 de proteine, echivalentul a 10% din proteomul uman si multora
le mentine integritatea structurala, un exemplu fiind sintetaza oxidului nitric.

Zincul este utilizat sub forma de aliaje in domeniul dentar, medical si pentru uz casnic.
In contrast cu fierul, cuprul, mercurul, cadmiul si alte metale care se acumuleaza in tesuturi si
produc efecte toxice, se cunosc putine patologii asociate cu acumularea excesiva a zincului;
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cele mai multe efecte toxice asociate cu zincul sunt rezultatul deficitului de cupru. Zincul
administrat topic in bandaje sau creme este eficient in dezinfectarea si vindecarea ranilor. Zincul
se regdseste sub forma de Zn”" si este inert din punct de vedere redox, in schimb functioneazi
ca un acid Lewis si se leaga de aminoacizi precum acidul aspartic, acidul glutamic, cisteina si
histidina. Printre functiile zincului se numara participarea la reactii catalitice, la transcrierea
ADN-ului, dar si stabilizarea membranei celulare; de aceea, deficitul de zinc este asociat cu
defecte de crestere, dezvoltare, functionarea defectuoasa a sistemelor imunitar si reproductiv.
Zincul poate deveni toxic daca este inhalat sub forma de praf sau fum, sau daca este ingerat.

In prezent nu existd o analiza care sa reflecti concentratia totali de zinc. Concentratia
zincului din plasma este analiza cea mai folositoare, dar interpretarea acesteia este ingreunata
de o serie de factori. Concentratia plasmaticd a zincului poate sd raména in limite chiar si
atunci cand exista un deficit de zinc, dar cand Incep sd apara simptome, aceasta poate ajuta la
diagnosticare. Deficitul de zinc poate fi datorata si unei expansiuni a plasmei in conditii de
sarcind, hemodilutie sau hipoalbumie, iar in cazul zincului nu se poate aranja concentratia
acestuia in functie de cea a albuminelor, precum in cazul calciului. O alta analiza este zincul
din urina, de asemenea afectatd insd de alti factori, de exemplu catabolismul. Zincul este
necesar in efectele de crestere date de somatomedina C si in nivelul concentratiei plasmatice
ale acesteia, somatomedina C plasmaticd avand valori scazute in deficitul de zinc, de aceea
poate fi considerata un marker folositor pentru monitorizarea zincului. De asemenea, deficitul
de zinc determina o absorbtie marita de cupru, ducand la un exces de cupru, care de asemenea
poate fi folositor in diagnosticare.

Tratamentul deficitului de zinc se face prin suplimente de zinc; acestea s-au dovedit a fi
benefice 1n tratamentul unor afectiuni precum diareea in copiii mai mici de 5 ani, infectii, in
tratamentul racelii, in tratamentul bolii Wilson deoarece zincul este in competitie cu cuprul si de
asemenea el are rol si in sinteza metalotioneinei, o proteina care blocheaza absorbtia de cupru.

Excesul de zinc este mai putin intalnit; el a fost pus in evidentd dupa folosirea indelungata
a adezivilor dentari pe baza de zinc, unde s-a diagnosticat in functie de concentratia zincului
seric maritd, iar a cuprului seric scazuta, electromiograma poate oferi de asemenea semne de
polineuropatie. Tratamentul include tratarea deficitului de cupru pe cale orala sau intravenoasa
si evitarea produselor cu zinc.

18.8. Cromul

Inca nu se cunoaste un locul de actiune al complecsilor de crom. Nu existi nicio bio-
moleculd 1n organismul uman despre care sa se stie cd ar contine crom sau ca necesitd crom
pentru buna functionare; nu existd niciun proces catalitic, metabolic, in organismul uman unde
sd existe date ca cromul ar fi necesar. Mai mult, cromul hexavalent este carcinogen, fiind
raportate cazuri de cancer la plaman dupa inhalare. Cromul care provine din dieta alimentara
este absorbit prin difuzie pasiva si este mentinut in singe legat de transferina. In prezent nu
existd simptome ale deficitului de crom si nu exista o relatie intre suplimentarea de crom cu
beneficii ale sanatatii umane; unele studii raporteaza efecte benefice ale cromului in gestionarea
metabolismului glucidelor si posibil si al lipidelor, motiv pentru care in anumite téri (dar nu si
in Uniunea Europeand) cromul este considerat micronutrient si este permisa folosirea lui in
suplimente alimentare. Concentratiile cromului fiind 1nsa foarte mici, nu exista date semnificative
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despre tratamentul excesului sau deficitului de crom — si nici analize standard clinice care sa il
aiba in obiectiv.

18.9. Cadmiul

Se foloseste 1n unele domenii termenul de ,,metale grele” in mod impropriu, inclusiv
pentru metalele tranzitionale din prima perioada. In aceastd terminologie, pe care o adoptim
aici pentru coerenta cu alte studii din domeniu, metalele grele se impart in doua categorii: cele
esentiale care in concentratii mici nu sunt daunatoare organismului precum zinc, cupru, fier si
cobalt si metale grele neesentiale care sunt toxice chiar de la concentratii mici, dintre acestea
se pot mentiona cadmiul, mercurul, arsenul si cromul. Acumularea in organism a metalelor grele
neesentiale dauneaza sistemelor respirator, nervos, reproductiv si digestiv. Arsenul, cadmiul si
mercurul sunt in general inactive din punct de vedere redox in mediile biologice, dar induc
stresul oxidativ prin inhibarea activitatii enzimatice a superoxid dismutazei sau prin legarea la
grupdrile -SH ale proteinelor. Este discutat aici mai in detaliu cadmiul intrucat toxicitatea
mercurului, arsenului sau plumbului sunt discutate mult mai des 1n alte surse.

Principala sursd de expunere la cadmiu este reprezentatd de alimentele care provin din
soluri contaminate. Efectele expunerii indelungate la cadmiu sunt boala Itai-itai, boala caracterizata
de osteoporoza si disfunctii renale, intdlnita in Japonia, efecte renale precum nefropatia tubulara
care determind concentratii ridicate de proteine, aminoacizi si glucoza in urina, efecte asupra
aparatului respirator precum dispnee, dureri toracice, edem pulmonar, au mai fost intalnite si
efecte asupra ficatului si neurologice.

Concentratia urinara a cadmiului este proportionald cu concentratia din rinichi, cadmiul
este reabsorbit in mod eficient in rinichi, doar in cazuri de afectiuni la nivel tubular, reabsorbtia
scade si creste concentratia cadmiului urinar, dar pe termen lung concentratia va ramane
scazutd si la nivel urinar, de aceea analiza cadmiului din sdnge este mai utild in evaluarea
expunerii. O analiza utila este cea a firelor de par si a salivei, cadmiul acumulandu-se 1n corp timp
indelungat si concentratia lui putand fi crescuta si la cativa ani dupa expunere. In diagnosticarea
toxicitatii cadmiului se mai pot folosi nanoparticule care sunt realizate din seleniurd de cadmiu
sau sulfurd de zinc marcate fluorescent. Tratamentul, in caz de edem presupune utilizarea
diureticelor, daca s-au ingerat doze mari nu are loc lavajul gastric, iar utilizarea carbunelui activ
nu si-a dovedit eficienta.

18.10. Nichelul

Nichelul este un metal foarte raspandit in industrie; el este utilizat la fabricarea bijuteriilor,
ceasurilor, telefoanelor mobile, implanturilor dentare si ortopedice. Pand in prezent nu se cunosc
enzime din corpul uman care sa utilizeze nichel, acest aspect si expunerea repetata la nichel de
catre om au dus la studierea lui din punct de vedere al aspectelor daundtoare pe care le poate
cauza, cele mai raspandite fiind dermatita de contact si carcinogeneza.

Nichelul este un metal tranzitional, se gaseste in diferite stari de oxidare, dar cea mai
intalnita in sistemele biologice este Ni*". Datoritd proprietitilor sale este utilizat in diferite
aliaje, in baterii alaturi de cadmiu si drept catalizator in industria chimica si alimentard. Pana
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in prezent nu se cunosc efecte nutritive ale nichelului asupra organismului uman, dar el este
esential pentru unele plante, animale si microorganisme. In functie de doza si timpul de expunere,
nichelul provoaca o varietate de afectiuni precum dermatita de contact, boli cardiovasculare,
astm, fibroza pulmonara si cancerul tractului respirator. Mecanismul molecular al neurotoxicitatii
nichelului nu este inca elucidat, dar nichelul are un efect daunator asupra mitocondriilor.

Toxicitatea datd de expunerea la nichel poate fi acutd subcronica sau cronica. Simptomele
intoxicatiei acute cu nichel includ greatd, ameteala si starea de voma. Acestea se pot manifesta
de la cateva ore, la cateva zile, ulterior sunt urmate de simptome precum dureri in piept, tuse,
tahicardie, palpitatii, scaderea a vederii si dispnee. Toxicitatea cronicd este datorata expunerii
prelungite la vapori sau praf de nichel si determina aparitia astmei sau bronsitei. Aceasta a
indus si o pierdere a ionilor de zinc, calciu si fosfati prin urina. Principala preocupare merge
catre sarurile si aliajele din nichel, care provoacad dermatite de contact.

Nichelul este cauza principald a dermatitei de contact. Alergia la nichel se analizeaza
prin teste alergologice cutanate localizate pe spatele pacientului. Practic se foloseste o solutie
de 5% sulfat de nichel in vaselind deoarece este mai putin iritant fatd de clorura de nichel, cu
toate cad aceasta se aproprie mai mult de rezultatele date de contactul aliajelor din nichel cu
pielea. Reproductibilitatea si relevanta acestor teste s-a dovedit a fi mare. Pentru a stabili daca
este o alergie sau o iritatie se face o dilutie in serie cu saruri de nichel. Exista alergii simultane
la nichel-cobalt sau nichel-crom datorate expunerii la aliaje. Tratamentul eczemei se face cu
corticosteroizi si inhibitori de calcineurina. In trecut, cAnd aceste tratamente nu diadeau rezultate
se foloseau agenti chelatizanti precum disulfiram sau tietrilentetraamina, in prezent nu se mai
folosesc din cauza efectelor secundare grave precum toxicitatea hepatica. Desensibilizarea
nichelului prin aportul oral de nichel zilnic pe o perioada de la cateva saptamani la cateva luni
a dus la o toleranta partiald la acest metal. Testul cu dimetilglioxima este util in detectarea
nichelului din obiectele casnice; aceasta in contact cu nichelul produce o sare insolubild de
culoare roz.
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