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Praise of Denitrification. Denitrification is

one of the main pathways in the nitrogen
biogeochemical cycle, allowing nitrates and
nitrites to be used as final acceptors for anaerobic
respiration. This pathway comprises four
consecutive oxygen abstraction reactions that
are catalyzed by four different metalloenzymes,
which have catalytic centers containing Mo,

Cu and Fe. This metabolic pathway has been
extensively studied by biochemists from a
structural and functional point of view, with
emphasis on the metal active centers of these
enzymes, as well as by bioinorganic chemists
who have synthesized model compounds of these
active centers. The structures of these enzymes
have been solved, and unique metal centers have
been revealed, such as the “CuZ” center. The
application of spectroscopic, bioelectrochemical
and biophysical techniques, and kinetic studies
have enabled the identification of some of

the catalytic intermediates, and to obtain
structural information on the electron transfer
complexes and the stability of these enzymes.
Despite these advances, some questions remain
unanswered, and the study of this pathway
continues to be fundamental for controlling both
greenhouse gas emissions and excess nitrates in
the soil, water, and air.

1. Introducio

A desnitrificagdo é uma das principais vias do
ciclo biogeoquimico do nitrogénio, permitindo a
utilizagao de nitratos e nitritos como aceitadores
finais da respiracdo anaerdbia. Esta via é
composta por quatro reagoes consecutivas,

de abstragao de dtomos de oxigénio, que sdo
catalisadas por quatro metaloenzimas diferentes,
que apresentam centros cataliticos contendo
Mo, Cu e Fe. Esta via metabdlica tem sido
amplamente estudada por bioquimicos do ponto
de vista estrutural e funcional, com destaque
para os centros ativos metdlicos das enzimas,
bem como por quimicos bioinorganicos que
sintetizaram diversos compostos modelo destes
centros ativos. As estruturas destas enzimas
foram sendo resolvidas, e centros metdlicos
tnicos foram sendo revelados, como o centro
“CuZz”. A aplicacdo de técnicas espectroscopicas,
bioeletroquimicas, biofisicas e estudos cinéticos
permitiram identificar alguns dos intermedidrios
cataliticos, e obter informacao estrutural sobre
os complexos de transferéncia eletronica e a
estabilidade destas enzimas. Apesar dos avancos,
algumas questoes mantém-se sem resposta, e

o estudo desta via continua a ser fundamental
quer para o controlo da emissdo de gases com
efeito de estufa quer para controlar o excesso de
nitratos no solo, na dgua e no ar.

Este artigo estd inserido num ndmero especial do
QUIMICA - Boletim da SPQ, que recolhe artigos dedicados
a memodria do Professor J. J. R. Fratsto da Silva, em
complemento a sess&o que ocorreu no Encontro Anual
da SPQ, Aveiro 2023, a criacdo do Prémio Frausto da Silva
(SPQ) atribuido pela primeira vez este ano ao Professor
Carlos F. G. C. Geraldes. No “Elogio a Desnitrificagao”
procurdmos enaltecer os aspetos do papel dos metais em
reagdes que conduzem as quatro etapas de transformagao
sucessiva de nitrato a nitrogénio molecular e a fundagao
da Quimica Bioinorganica que muito deve ao espirito
cientffico inovador do Professor Frausto da Silva.

A desnitrificacdo é uma das vias metabdlicas do ciclo
do nitrogénio em que os nitratos no solo ou na dgua sdo
convertidos por microrganismos em nitrogénio molecular

(N,) (Figura 1A). Este processo € relevante para o ciclo
do nitrogénio, pois remove o excesso de nitrogénio do
meio ambiente que é devolvido a atmosfera.

A desnitrificagdo é um processo bioldgico sequencial
no qual os dxidos de nitrogénio (NO, ) so reduzidos a
N, na auséncia de oxigénio, num processo energético
em que se gera um gradiente eletroquimico de protdes
através da membrana interna, que estd associado a
sintese de ATP (Figura 1B). As enzimas envolvidas
neste processo sdo a redutase do nitrato, a redutase
do nitrito, a redutase do 6xido nitrico e, finalmente, a
redutase do dxido nitroso. Essas enzimas trabalham
em conjunto e sequencialmente reduzindo o nitrato
(NO,") a nitrito (NO,), depois a 6xido nitrico (NO), a N,0
e, finalmente, a N, (Figura 1B) [1].
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Esta via tem um papel importante na redugao do
excesso de nitratos no solo, na dgua e no ar, diminuindo
assim os problemas como a eutrofizacdo, a contamina-
3o das dguas subterraneas e a polui¢ao do ar. Assim, ao
remover o excesso de nitratos, a desnitrificacao ajuda a
proteger o meio ambiente e a promover a sustentabi-
lidade. Por outro lado, esta via tem também um papel
muito importante na diminuigdo do N,O, que € ndo so
um potente gas de estufa como também reage com o
0zono, levando a diminuicdo da camada de ozono [2].

Todas as enzimas desta via sdo metaloproteinas
contendo centros metalicos de molibdénio, de ferro
(hémico e ndo hémico) e de cobre, fazendo com que seja
uma excelente plataforma de estudo tanto para quimicos
inorganicos, como para bioguimicos ou microbidlogos.

No presente, existe informagdo muito completa
das enzimas envolvidas nesta via metabdlica, tanto do
ponto de vista estrutural, dos seus centros metalicos,
assim como dos seus mecanismos cataliticos. Podemos
afirmar que a desnitrificagao ja nao é uma “black box”
metabdlica, mas sim um processo bem explorado
cientificamente, possibilitando o desenvolvimento
de estratégias para a mitigagao do dxido nitroso ou a
otimizacdo da remogao de nitratos e nitritos, através da
sua regulagao, assim como a identificagdo de condigoes
ambientais que inibem esta via metabdlica.

Estudos desenvolvidos na bactéria redutora de
sulfato Desulfovibrio desulfuricans ATCC2774, que por
um processo adaptativo pode usar uma via respiratéria
nao desnitrificante, reduzindo NO,”a NO, e até NH,*, foi
determinante no estudo inicial da redutase do nitrato. Os
nossos grupos de investigacao dedicaram-se nos Ultimos
30 anos ao estudo destas enzimas usando como modelo
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reductase desnitrificagdo em Marinobacter nauticus. A)

[ Figura 1 - Representagdo esquemética da

Reagdes consecutivas da desnitrificagao, em
N, que estdo indicados os genes que codificam
as subunidades cataliticas de cada uma das
metaloenzimas desta via. B) Esquema da
desnitrificagao em que estao representadas as varias
enzimas desta via metabdlica e a sua localizagao
celular. O painel B foi reproduzido de acordo com a
licenga CC BY, DOI: 10.7717/peerj.5603/fig-1.
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a bactéria marinha Marinobacter nauticus, anteriormen-
te designada de Marinobacter hydrocarbonoclasticus,
contribuindo para a identificacdo e caracterizagao dos
centros metalicos e ciclos cataliticos destas enzimas.

2. Redutase do nitrato

O primeiro passo na conversao do nitrato em nitrogénio
molecular é a sua reducdo a nitrito (Eqg. 1), 0 qual é
catalisado por uma enzima oligomérica ancorada a
membrana citoplasmatica, que acopla a reducao do
nitrato no citoplasma com a oxidagdo de quinol na
membrana (Figura 2A) [3,4]. Este sistema, ao promover
0 consumo de protdes no citoplasma e a sua libertagdo
no espaco periplasmatico, contribui para a formacao do
gradiente de protdes através da membrana, necessario
a sintese de ATP. Do ponto de vista quimico, neste
primeiro passo, ocorre a abstracdo do primeiro dos
trés dtomos de oxigénio do ido nitrato e esta reagdo é
(tanto quanto se sabe) catalisada exclusivamente por
enzimas dependentes de molibdénio [5,6].

NO," + 2"+ 2H- (citoplasma) » NO," + H,0 £°=+0,420V (1)

A redutase do nitrato € um dimero de heterotrimeros
((xBY),), designada de NaRGHI e codificada pelos genes
narG, narH e narl [3,4]. A subunidade NaRG, citoplas-
matica, contém, além de um centro de ferro e enxofre
do tipo [4Fe-4S], o centro ativo de molibdénio, onde o
nitrato é reduzido a nitrito (Figura 2A). Neste, o molibdénio
encontra-se coordenado por duas moléculas do cofator
de piranopterina (uma piranopterina modificada com
um grupo cis-ditioleno (-S-CR=CR-S-), Figura 2B[7].0
molibdénio € ainda coordenado por um dtomo de oxigénio
terminal (grupo oxido) e outro proveniente da cadeia
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lateral de um residuo de aspartato (Figura 2B). Os eletrées
necessdrios a reducao do nitrato (Eq. 1) sdo transferidos,
intramolecularmente, do quinol localizado na membrana
citoplasmdtica, através dos trés centros [4Fe-45] e um
[3Fe-4S] presentes na subunidade citoplasmatica NaRH
e de dois hemos do tipo-b presentes na subunidade
transmembranar NaRI (Figura 2A).

De um modo muito simplificado, a catdlise da reducao
de nitrato a nitrito inicia-se com o centro ativo de molib-
dénio reduzido (Figura 2C) [6]. Neste estado, de Mo*", 0
grupo oxido coordenado ao metal encontra-se protonado
(Mo**~0H) e pode ser facilmente convertido num bom
grupo de safda (uma molécula de dgua) apds uma segunda
protonagdo. A ligagao do nitrato ao molibdénio desloca a
molécula de 3gua, formando-se o intermedidrio covalente
Mo**-0-NO,. A subsequente lise da ligagao O-N liberta o
produto, nitrito, e resulta na oxidacao do metal (Mo®*=0).
0 centro ativo é posteriormente regenerado através da
redugao do molibdénio por dois eletrdes provenientes da
oxidacao do parceiro fisioldgico da enzima; neste caso, a
fonte de eletrdes é o quinol membranar.

3. Redutase do nitrito

As redutases do nitrito (NiRs) sdo enzimas contendo
centros de cobre ou centros hémicos que catalisam o
segundo passo da desnitrificagdo, a redugao de nitrito

[ Figura 2 - Redutase do nitrato. A) Redutase do nitrato
NaRGHI. Apenas um heterotrimero da unidade (a.B),) estd
representado; na representagdo da esquerda, mostra-se

a organizagao estrutural das subunidades NaRG, NaRH e
NaRl, representadas a verde, violeta e azul, respetivamente;
na representagao da direita destacam-se o arranjo dos
cofatores e o fluxo de eletrdes e protdes, estando o

carbono, o nitrogénio, o oxigénio, o fosfato, o enxofre,

o ferro e o molibdénio representados a cinzento, azul,
vermelho, laranja, dourado, azul escuro e azul esverdeado,
respetivamente (coordenadas usadas PDB 1R27 da NaRGHI
de Escherichia coli). B) Estrutura do cofator de piranopterina
(em cima) e do centro da NaRGHI nas formas oxidada (Mo®*)
e reduzida (Mo*). Nestes dois Ultimos, esta representado
apenas o pseudo-anel ditioleno que coordena o molibdénio;
R representa monofosfato de guanosina. C) Mecanismo
reacional de reducao de nitrato a nitrito. O atomo de oxigénio
abstraido da molécula de nitrato esta destacado a vermelho.
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(NO,") a 6xido nitrico (NO) [8], de acordo com a Eq. (2):
NO, +e +2H >NO+H,0 E°=+0375V (2)

As enzimas contendo centros hémicos, designadas de
cdNiRs e codificadas pelo gene nirS, sao homodimeros
periplasmaticos, em que cada mondmero liga um hemo
do tipo-d, e um hemo do tipo-c em dois domfnios
estruturalmente diferentes (Figura 3A) [9,10], sendo o
primeiro o local catalitico e o segundo responsdvel pela
aceitacao de eletrdes de pequenas protefnas redox,
tais como citocromos ¢ ou cupredoxinas, e pela sua
transferéncia para o centro ativo [11,12].

As cdNiRs sdo isoladas na sua forma inativa, uma
vez que a esfera de coordenagao do ferro do hemo d, estd
completamente ocupada, tendo como ligandos axiais as
cadeias laterais de uma histidina e de uma tirosina [13,14].
No entanto, apds a ativagdo, que consiste na reducao do
hemo do tipo-c, ocorrem modificagdes conformacionais
que alteram a sua esfera de coordenagao, passando de
uma coordenagao bis-His hexacoordenada para Met/
His, e concomitantemente o ido ferro do hemo do tipo-d,
perde a coordenacdo axial da tirosina, ficando com um
local de coordenagdo vago para o substrato se ligar (Figura
3B) [9,13,14]. Estudos mecanisticos mostraram que a
atividade étima desta enzima ocorre a pH 6,5, e que a
libertagdo de NO do hemo d, reduzido é muito rapida,
nao permitindo a formacao do aduto Fe2*-NO[9,15,16].

As redutases do nitrito dependentes de cobre,
designadas de CuNiRs e codificadas pelo gene nirK,
tém dois centros de cobre com funcdes semelhantes
a0 hemo c e d, [17]. Assim, os eletrdes doados por
pequenas proteinas redox sao transferidos para o centro
de cobre do tipo 1(CuT1) e depois para o centro de cobre
do tipo 2 (CuT2), que é o centro ativo da enzima [18],
onde o nitrito é reduzido a NO [19-22]. Nos Ultimos
anos, com 0s avangos na sequenciacao de genomas, foi
demonstrado que o dominio conservado das CuNiRs estd
associado a domfnios adicionais no N- ou C-terminal.
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Estes dominios adicionais ligam hemos do tipo-c ou
centros CuT1e medeiam a transferéncia de eletroes para
o dominio conservado [23].

0 dominio conservado nas vérias familias de CuNiR
termn uma estrutura homotrimérica (Figura 3C), com cada
subunidade contendo os dois centros mononucleares
de cobre [17,24]. O centro CuT1 é coordenado por dois
residuos de histidina, uma metionina e uma cisteina,
da mesma subunidade. Por sua vez, o centro CuT2
estd localizado na interface entre dois monémeros e é
coordenado por trés cadeias laterais de histidina, uma
das quais € do monémero adjacente (Figura 3D) [25].
Estes dois centros estdo ligados entre si por uma ponte
de cisteina-histidina conservada que consiste na cisteina
que coordena o centro CuT1e na histidina que coordena
o centro CuT2 [17,23,24].

0 Asp97 e a His240, dois residuos conservados
presentes no centro catalitico (numeracdo de acordo
com a estrutura da CuNiR de Alcaligenes faecalis, Figura
3D), foram identificados como sendo importantes para
a catdlise [26-28]. Estes residuos, ligados por pontes de
hidrogénio a uma molécula de dgua, estao envolvidos
na formagao da espécie intermedidria T2Cu*-NO,,
desencadeando a transferéncia de eletrées através da
ponte cisteina-histidina, e atuando assim como uma
“via de detecdo do substrato” [29-31].

A B
Hemo d,
C D
CuT1
Hos C136
H145
M150

I Figura 3 - Redutase do nitrito. Estrutura da
cdNiR de Paracoccus denitrificans no estado ativo
(A), em que se observa que o hemo c estd Met/
His-coordenado, enquanto o hemo d, é coordenado
por uma histidina, e pelo nitrito. Estrutura da CuNiR
de Alcaligenes faecalis mostrando a sua estrutura
homotrimérica, e a coordenagao dos seus centros
de cobre (D). As figuras foram preparadas com o

4. Redutase do 6xido nitrico

A redutase do 6xido nitrico (NOR) € a enzima que,
no processo da desnitrificacdo, catalisa a reducao de
oxido nitrico a éxido nitroso. A reacdo (Eq. 3) envolve
dois eletrdes e dois protées, e promove a formagao

274 | QUIMICA | Vol. 47 | N°171 | 2023

H200

Biovia Discovery Studio com as coordenadas
1AOF e 1AOM (painel A e B, respetivamente)
e 1AS7 (painel C e D), usando o seguinte
esquema de cores: Cu (azul), Fe (vermelho),
hemo (preto), residuos que coordenam os
centros CuT1, CuT2 e o ferro hémico (rosa),
residuos Asp e His do centro ativo (verde).

da ligagao N-N, fundamental para chegar a Ultima
espécie do ciclo, 0 gas N,

2NO +2e + 2H > N,0+H,0 E°=+1175V (3)

De entre as redutases do dxido nitrico que se podem
encontrar em bactérias e arqueias, existem trés tipos de
enzimas que diferem no tipo de centros e subunidades,
nomeadamente a cNOR, a gNOR e a qCuNOR [32,33].

A cNOR é uma protefna membranar composta por
duas subunidades, designadas por NorC (17 kDa) e
NorB (54 kDa), contendo, respetivamente, um hemo do
tipo-c, e dois outros centros metdlicos, nomeadamente
um hemo do tipo-b e um centro bimetalico, em que
um outro hemo do tipo-b (hemo b,) esta acoplado,
através de uma ligagao do tipo ponte oxo, a um ferro
ndo-hémico (Fe,), Fe—O—Fe,. Este centro bimetdlico
composto pelo hemo b,-Fe, € o centro ativo desta enzima
[34], possuindo grande homologia com o centro da
superfamilia das oxidases de cobre-hémicas (HCuQ),
a qual a NOR pertence. Contudo, na cNOR, o centro
catalitico bimetdlico € composto por dois ides ferro em
vez do centro misto de Fe/Cu das HCuO.

Uma propriedade particular da cNOR, demonstrada
in vitro, é a sua capacidade de catalisar, para além da
reducdo do NO, também a redugao do oxigénio, tal
como as suas homélogas da superfamilia HCuO [35].
Os dadores de eletrées sdo pequenas proteinas redox,
citocromos do tipo-c ou cupredoxinas. No caso de M.
nauticus foi possivel identificar o provavel doador de
eletrges fisiolégico como sendo o citocromo ¢, [36].
Os eletrdes sdo transferidos para a enzima através da
subunidade NorC (subunidade responsavel pela aceitacdo
de eletrdes), sendo depois transferidos para a subunidade
NorB onde ocorrem as reacées de reducdo dos substratos
(subunidade catalftica). Através da comparagdo entre ain-
teragdo entre o citocromo ¢, € a cNOR versus citocromo
C,., e asubunidade NorC (expressa individualmente) foi
possivel verificar que apenas quando a subunidade NorB
esta presente, ou seja, com a enzima cNOR completa, a
transferéncia de eletroes ocorre (do citocromo .., paraa
enzima cNOR), provando a elevada especificidade desta
interacdo e o papel modelador da subunidade NorB [37].

De entre as enzimas da via da desnitrificacao, a
NOR foi a Ultima para a qual a estrutura cristalogréfica
foi resolvida. Em 2010, a estrutura de uma cNOR foi
resolvida por Hino et al. [38], e dois anos mais tarde foi
obtida a estrutura da gNOR por Y. Shiro [39].

A gNOR possui uma sequéncia primaria semelhan-
te a cNOR, mas ndo tem subunidades. Contém dois
centros metdlicos semelhantes a subunidade NorB da
¢NOR, incluindo o centro catalitico bimetalico, mas ndo
possui a subunidade NorC, recebendo eletrdes através
de hidroguinonas no meio. Esta enzima encontra-se
muitas vezes expressa em organismos patogénicos, e por
vezes sem estar acompanhada pelas restantes enzimas



da via da desnitrificagao.

A qCuNOR assemelha-se a cNOR por possuir também
duas subunidades, sendo uma delas semelhante a NorB
da cNOR. Na subunidade menor, em vez de um hemo
do tipo-c, encontra-se um centro de cobre do tipo CuA
(semelhante ao presente na oxidase do citocromo ¢
e na redutase do dxido nitroso), constituido por uma
ligagao bimetdlica entre dois ides cobre, que tipicamente
é descrito como sendo um centro de transferéncia
eletrénica (ver Figura 5C) [32,40]. Os dadores de eletrdes
desta enzima sdo citocromos do tipo-ce menaquinona.

0 mecanismo catalitico da reducdo do NO tem sido
continuamente debatido, com o foco na ligagdo do NO
30 centro bimetalico Fe hémico-Fe,. Dois mecanismos
principais tém sido discutidos, o denominado “cis” em
que duas moléculas de NO se ligam ao Fe, ou ao ferro do
hemo b,, e 0 mecanismo “trans”, em que uma molécula
de NO se liga ao Fe, e outra ao Fe hémico [32,36,37].
Todos 0s mecanismos concordam, contudo, com a
formacao do ido hiponitrito como um intermediario da
reacdo. A caracterizacao eletroquimica dos centros e
da atividade catalitica foi importante, ndo sé para abrir
perspetivas da utilizacdo destas enzimas em aplicagoes
reais (como por exemplo sensores [41]) mas também para
clarificar alguns aspetos do seu mecanismo catalitico.
Os dados eletroquimicos obtidos sob varias condicdes
apontam o mecanismo cis-Fe, como sendo o mais
provdvel [35,36,42]. Contudo, a discussdo mecanistica
permanece, pois estudos computacionais mais recentes
favorecem, pelo menos teoricamente, uma via semelhan-
te a cis-hemo b, em que 0 NO seliga ao Fe hémico seguido
de uma série de passos em que a segunda molécula de
NO se liga no mesmo centro a um intermedidrio Fe-NO-0,
estabilizado pela ligagdo dos dois oxigénios ao Fe, [43].
Os estudos eletroquimicos efetuados revelaram também
ser possivel controlar a atividade catalitica através da
imposicdo de potencial [35,36,42].

5. Redutase do 6xido nitroso
A redutase do 6xido nitroso (N,0R) catalisa a redugdo
do N,0 a nitrogénio molecular de acordo com a Eq. 4.

N,O+2e +2H >N, +HO FE°=+1355V (4)

Esta reacdo € a Ultima etapa da desnitrificacdo [10].
Aenergia livre global para esta reagao é favoravel (AG® =
-339,5 kJ/mol) [2,10], mas tem uma energja de ativagdo
elevada (~ 250 kJ/mol) [44]. A elevada energia de ativacao
é ultrapassada pelo facto da catdlise ocorrer num centro
met3lico especial, o centro “CuZ”, um centro tetranuclear
de cobre e enxofre Unico na natureza.

A N,OR é codificada no genoma pelo gene noszZ.
A andlise comparativa das sequéncias gendmicas que
codificam a N,OR levou a divisdo destes organismos
em duas classes de acordo com a composigao genética
do operdo nosZ. As N,ORs pertencentes a classe | tém

sido isoladas de diferentes proteobactérias [45], que
também apresentam genes que codificam para outras
enzimas da via da desnitrificacdo. Estas enzimas tém sido
extensivamente estudadas por uma série de técnicas
espectroscopicas, cinéticas, estruturais e mecanisticas
[46-49]. AN,OR da classe l foi isolada de Wolinella suc-
cinogenes [50,51] e foi demonstrado que esta enzima liga
um hemo do tipo-c num domnio adicional no C-terminal.
Esta caracteristica é Unica para a enzima isolada desta
bactéria, ndo tendo sido observado nas outras enzimas
desta classe. Contrariamente a classe |, ainda ndo se
conhece a estrutura de nenhuma das enzimas da classe |l.

As N,ORs mais estudadas sdo as isoladas de Paracoc-
cus denitrificans, Pseudomonas stutzeri e M. nauticus.
Estas enzimas sdo homodiméricas (com mondémeros
com disposicdo antiparalela, Figura 5A), periplasméticas
(Figura 1B) e ligam seis dtomos de cobre por mondémero,
dispostos em dois centros: um centro binuclear, CuA,
que é o centro de transferéncia eletrénica e um centro
tetranuclear de cobre, e “CuZ”, o centro ativo, onde a
molécula de N,O se liga e onde ocorre a sua redugdo.

A andlise da estrutura primdria em conjunto com a
estrutura resolvida por difracdo de raios-X de P, denitri-
ficans mostra que os dois centros se encontram em dois
dominios diferentes da enzima: (i) o dominio N-terminal
com uma estrutura em ‘g-propeller’ formada por sete
ldminas de folhas-B dispostas simetricamente, no centro
da qual o centro “CuZ” estd inserido (Figura SA e 5B); e
(ii) o dominio C-terminal com uma estrutura em barril-3,
que liga o centro CuA na regido entre as folhas g8 e
139 do barril (Figura 5A e 5B) [47]. Os dois centros num
mondmero est3o a uma distancia de 40 A, mas a 10 A
se considerarmos os dois monémeras na sua disposicao
antiparalela. Este arranjo estrutural da N,OR faz com
que o dimero seja um dimero funcional, uma vez que
a transferéncia eletronica tem de ocorrer entre os dois
centros de diferentes mondmeros (Figura 5A).
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Periplasma

Mi
Citoplasma

[ Figura 4 -
Redutase do 6xido
nitrico. Representagao
da estrutura da cNOR
de Pseudomonas
aeruginosa (PDB 3WFC).
A cinzento e amarelo
estao representadas as
subunidades NorC e NorB,
respetivamente. Ml -
membrana interna.
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0 centro CuA, como referido anteriormente, é muito
semelhante ao centro de cobre presente na oxidase do
citocromo ¢ [52] e na qCuNOR [53]. 0 CuA é um centro
binuclear de cobre com duas cisteinas em ponte que ligam
os dois dtomos de cobre através do S7, sendo os outros
ligandos, dois dtomos de N do anel imidazol de duas
histidinas, o dtomo S® de uma metionina e o carbonilo
de um grupo triptofano (Figura 5C).

0 centro catalitico “CuZ” foi identificado pela primeira
vez como sendo um centro tetranuclear de cobre na
enzima de M. nauticus e de P denitrificans [46-48]. A
sua nuclearidade levaria a prever cinco possiveis estados
de oxidagdo para este centro, mas sé foram observados
trés deles: [2Cu?:2Cu™], [1Cu?*:3Cu™] e [4Cu™]. Os dois
primeiros estados de oxidacdo foram identificados em
N,OR purificadas, enquanto o tltimo sé pode ser atin-
gido in vitro através de uma incubagao prolongada com
viologéneos reduzidos. Para além disso, o centro “Cuz”

da N,OR em que o residuo His583 foi alterado para Ala,
Asp, Asn, Glu, GIn, Lys, Phe, Tyr e Trp observou-se que
somente aqueles com cadeias laterais protondveis, como
por exemplo His, Asp e Glu, mantinham a capacidade de
realizar transferéncia eletronica a pH fisioldgico.

Relativamente ao ciclo catalitico desta enzima, um
dos intermediarios foi identificado e caracterizado espec-
troscopicamente, o CuZ°, propondo-se que apresente
um grupo hidroxilo ligado ao Cu,. Este intermedidrio
tem atividade catalitica idéntica a enzima com o “Cuz”
completamente reduzido [59,60], e somente este valor
de atividade catalitica explica a capacidade das células
conseguirem reduzir o N,0 in situ [61].

Microrganismos que se desenvolvam num meio dcido
mostram uma clara diminuicdo da sua capacidade na
redugao do N,0 [62], explicando o impacto do decréscimo
do pH dos solos e dguas, no aumento da concentragdo
atmosférica de N,0 e nas alteragdes climaticas.

foi observado em duas formas diferentes, Cuz*(4Cu1S) e
CuZ(4Cu2S) (Figura 5D e 5E), que tém diferentes esferas
de coordenacdo, assim como diferentes propriedades
espectroscopicas, redox e cinéticas [2]. E importante
mencionar que nao foi ainda possfvel isolaraN,ORa100%
comocentro CuZ(4Cu25), sendo a conversdo entre as duas
formas objeto de discussao e de estudo no nosso grupo.

0 CuZ*(4Cu1S) é um centro tetranuclear com o enxofre
em ponte entre os quatro dtomos de cobre (ligagdo i,

[ Figura 5 - A redutase do
6xido nitroso. A) Estrutura do
homodimero funcional da N,OR
de Paracoccus denitrificans
(PDB ID 1FWX). B) Estrutura
do mondmero onde se podem
observar os dois centros de
Cu, CuZ e CuA da N,0R. ()
Coordenagao do centro CuA
em Pseudomonas stutzeri. D)
Coordenacdo de CuZ*(4Cu1S)

. da N,OR de P. denitrificans.
com os 4tomos de cobre), adotando uma geometria E) Coordenacgo do centro
tetraédrica distorcida. O Cu,, Cu, e Cu, sdo coordenados CuZ(4Cu2S) da N,OR de P

stutzeri (PDB ID 3SBP). As

figuras foram preparadas com

o Biovia Discovery Studio o
seguinte esquema de cores para
os atomos: Cu em azul, S em

B ~ amarelo. A cor de rosa estao
representados os residuos que
coordenam os centros CuZ e CuA.

por duas histidinas, enquanto o Cu, é coordenado por
uma s¢ histidina. Estes dtomos de cobre sao coordenados
quer pelo N2 ou N°' do anel de imidazol e hd também um
dtomo de oxigénio que faz uma ligagdo em ponte entre o
Cu,e0Cu, [46-49] (Figura 5D). A estrutura do CuZ(4Cu2S)
no estado de oxidagao [2Cu?:2Cu™] foi obtida paraa N,0OR
de P stutzeri[49], e mostrou que existe um outro dtomo
de enxofre fazendo a ponte entre o Cu, e o Cu, na posicdo
ocupada pelo dtomo de oxigénio no Cuz*(4Cu1S) [49]
(Figura 5E). Pensa-se que o local de ligacdo do substrato
serd entre o Cu, e 0 Cu,, necessitando a enzima de estar
na sua forma completamente reduzida [54].

Estudos realizados por eletroquimica demonstraram
que hd um mecanismo concertado protao-eletrao que
controla o potencial de reducdo do CuA[55]. O potencial de
reducdo do CuA em amostras de enzima com CuZ*(4CuS)
é controlado pela protonagao da histidina coordenante
num processo que envolve dois protées acoplados a
transferéncia eletronica.

0 grupo de investigacao liderado por O. Einsle desen-
volveu um sistema de produgao heterélogo em Escherichia
coli, que inclui os genes acessérios nosRDFYL, permitindo
a produgao de N,OR funcional [56]. Este sistema permitiu
gerar vdrias variantes desta enzima, alterando os ligandos
do centro “Cuz” [57] e também variantes alterando a
His583 que coordena o centro CuA [58]. Nas variantes
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6. Conclusdes

0 elogio da desnitrificagdo é uma revisao concisa dos
aspetos bioinorganicos da desnitrificagdo, com énfase
nas estruturas e mecanismos de metaloenzimas
envolvidas nesta via complexa. A desnitrificagao é um
processo anaerdbico usado por alguns microrganismos
para gerar energia através da redugdo sucessiva de
nitrato a nitrogénio molecular (um tipo de “respira-
30" anaerdbia). Para isso, diferentes metaloenzimas,
dependentes de molibdénio, ferro e cobre, catalisam,
em sequéncia, quatro etapas simples: o nitrato é
reduzido a nitrito, depois a 6xido nitrico, seguido
pela reducdo a dxido nitroso, e por uma redugao
final a nitrogénio molecular. Um dos aspetos mais
interessantes é que, no estado atual de conhecimento,
as estruturas destas enzimas sio conhecidas com
elevada resolucdo, permitindo consideragoes meca-
nisticas detalhadas, e por consequéncia, um possivel
controle das etapas envolvidas.
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