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RESUMO

A hemoglobina liga oxigénio cooperativamente e sua afinidade
aparente por este ligante ¢ modulada pela interagdio com ligantes
heterotropicos do meio, tais como prétons, anions fosfatos, cloreto e agua.
Esta proteina possui duas conformagdes alostéricas distintas em estrutura
quaternaria, a conformagdo T com baixa afinidade por O, e conformagdo R
com alta afinidade por O,. O equilibrio entre estes extremos
conformacionais da Hb é determinado pelo nimero de O, que estdo
associados aos quatro sitios heme e pelo nimero diferencial de efetores
alostéricos ligados a sitios presentes na superficie exposta pela proteina ao
solvente.

Recentemente, foi determinado que a variagdo de hidratagdo
associada a oxigenagdo da Hb (An,,) é modulada pela ligagdo preferencial
de anions a estrutura da desoxi-Hb (Colombo & Seixas, 1999). A ligagdo
de CI" a desoxi-Hb leva a desidratagdo da proteina em = 40 — 50 moléculas

de agua e a diminuig¢do da afinidade intrinseca de O, deste estado. Como

conseqiiéncia o An, associado a transi¢do desoxi-T — oxi-R varia

significativamente, de 25 para 70 moléculas de agua. Seguindo esta linha
de pesquisa, determinamos a variagdo de calor e entropia associados com a
transferéncia de grupos do interior da proteina para a agua, a partir de
reagdes de oxigenagdo realizadas em meio aquoso. Estes valores
termodinamicos foram estimados combinando a entalpia de van’t Hoff e a
variagdo de hidratagdo que acompanha a ligagdo do primeiro O, e a

oxigenacado total da Hb.




No que se refere a oxigenagdo total da Hb, o custo entalpico, dHy,
para a proteina expor na sua superficie alguns grupos protéicos e hidrata-

los subseqgiientemente vale - 0,63 kcal/mol de H,O. Por sua vez, o custo
entropico para fixar as moléculas de agua, 8S,,, € igual a - 2,40 cal/K mol

de H,O. A 298 K, a energia livre de hidratagdo resultante, 8G,, vale

= 100 cal/mol de H,O. Enquanto que para a ligagdo do 1° O, (K;), o custo

entalpico, dH,, vale - 0,61 kcal/mol de H,0, o entropico, &S, € igual a
- 2,18 cal/K mol e a energia livre de hidratagdo resultante, 3Gy, vale
= 40 cal/mol de H,O. Com a finalidade de determinar a natureza da
energética de hidratacdo que esta associada com a oxigenagdo da Hb,
confrontamos, via graficos de compensagdo, os valores de dHy, dSy, € Gy
determinados tanto para a oxigenagdo total quanto para K;, com os valores
dos parametros de solvatagdo calculados a partir da transferéncia de
pequenos compostos quimico de liquidos hidrofébicos (ou da fase gasosa)
para a agua. O resultado encontrado mostra que o AH e AS que
acompanham as mudangas conformacionais da Hb segue a mesma linha de
compensagdo associada com a transferéncia de grupos hidrofobicos de
liquidos apolares para a agua. Isto sugere que a energética de hidratagdo

associada com a oxigenagdo da Hb possui caracteristica hidrofobica.

Palavras — chave: hemoglobina, hidratagdo, entalpia e entropia.




ABSTRACT

The hemoglobin binds oxygen cooperatively and its apparent affinity
to this ligand is modulated by its interaction with heterotropic ligands of
the environment, such as protons, phosphate anions, chloride and water.
This protein has two distinct allosteric conformations in its quaternary
structure: conformation T, with low affinity to O, and conformation R, with
high affinity to O,. The equilibrium between these Hb conformational
extremes is determined by the number of O, binded to the four heme sites
and by the number of allosteric efectors associated to sites present in the
surface exposed by the protein to the solvent during the transition T—> R.

It has been recently determined that the variation oh hydration,
associated with the Hb oxygenation (Any,), is modulated by the preferential
bind of anions to the structure of deoxi-Hb (Colombo & Seixas, 1999). The

bind of CI' to deoxi-Hb leads to protein dehydration in = 40-50 water

molecules and to diminution of intrinsic affinity to O, of this state. As a

consequence, the An,, associated with the transition T— R varies
significantly, from 25 to 70 water molecules. Following this line of
research, we have determined the heat variation and the entropy associated
with the transfer of groups from the inner of the protein to the water,
considering oxygenation reactions performed in water medium. The
thermodynamic values were estimated combining van’t Hoff enthalpy and
the variation of hydration that follows the bind of the first O, and the Hb
total oxygenation.

Concerning Hb total oxygenation, the enthalpic cost, 6Hw, for the
protein to expose some proteic groups on its surface and hydrate them, is
— 0,63 kcal/mol of H,O. On the other hand, the entropic cost to attach the
water molecules, dSw, is - 2,40 cal/K mol of H,O. In 298 K, the free




energy of resulting hydration, 8Gw, is worthy = 100 cal/mol de H,O. To

bind the first O2 molecule (K,), the enthalpic cost, 8Hw, is - 0,61 kcal/mol
of H,0, the entropic cost, 8Sw, is - 2,18 cal/K mol and the free energy from
the resulting hydration, dGw, is = 40 cal/mol of H,O. Aiming at
determining the nature of the hydration energetic, which is associated with
the Hb oxygenation, we have confronted, through compensation graphs, the
SHw, 6Sw and 3Gw values determined to the total oxygenation and to K,
with the values of the parameters of solvatation calculated from the
transferring of small chemical composites of hydrophobic liquids (or from
the gaseous phase) to the water. The result shows that the AH and AS that
follow the Hb conformational changes have the same compensation line,
associated with the transfer of hydrophobic groups of apolar liquids to the
water. This suggests that the hydration energetic associated with the Hb

oxygenation has a hydrophobic characteristic.

Key-words: hemoglobin, hydration, enthalpy, entropy.
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Introdugdo

1.1 - HEMOGLOBINA

A hemoglobina (Hb) é uma proteina encontrada principalmente nas
células vermelhas do sangue (eritrocitos) dos vertebrados, tendo como
principal fungdo o transporte de oxigénio dos pulmdes para os tecidos e de
parte do dioxido de carbono dos tecidos para os pulmdes (Baldwin, 1975).
A Hb tem o formato globular, com diametro de 6,4 nm e massa molecular
de aproximadamente 64,5 kD (Imai, 1982; Stryer, 1996; Voet & Voet;
1995). Quatro subunidades polipeptidicas compdem a Hb, como mostra a

figura 1. Cada cadeia contém um grupo prostético heme, o qual ¢ um

complexo de protoporfirina IX e um atomo de ferro no estado ferroso, Fe'

(Baldwin, 1975).

Figura 1: Hemoglobina humana (Hb Ay). Esta proteina ¢ formada por quatro cadeias
polipeptidicas, duas cadeias a (cinza claro e cinza escuro) e duas cadeias p (marrom
claro e marrom escuro) com 141 e 146 residuos de aminoacidos cada uma,
respectivamente. Figura extraida de Garrett e Grisham, 1995.

O oxigénio liga-se reversivelmente ao atomo de ferro presente no
grupo heme, totalizando quatro moléculas do gas por molécula de proteina.
A reversibilidade desta reagdo € possivel devido as cadeias polipeptidicas
enoveladas que circundam o grupo heme, mantendo-o em um “bolsdo”

hidrofébico (Baldwin, 1975). O Fe (II) da Hb pode ser oxidado a Fe (IIT) e
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formar meta-hemoglobina (meta-Hb), que ndo liga O,. O estado ferroso ¢
mantido tanto na forma oxigenada como na forma desoxigenada (Baldwin,
1975). Vale citar que os eritrocitos contem a enzima meta-Hb redutase, que
converte pequenas quantidades de meta-Hb, formadas espontaneamente, ao
estado ferroso (Voet & Voet, 1995).

Os seres humanos adultos apresentam duas fragdes de hemoglobinas
nos eritrocitos, a Hb A; que corresponde a aproximadamente a 98% do
total de hemoglobina e a Hb A,, que representa algo em torno de 2% do
total da proteina (Stryer, 1996). A molécula de Hb A; ¢ um tetramero do
tipo a3, constituida por duas cadeias o e duas cadeias 3, com 141 e 146
residuos de aminoacidos, respectivamente. Por sua vez, a hemoglobina Ao,
contem duas cadeias 8, no lugar das cadeias  da Hb A, (Mathews & van
Holde, 1990).

Quando a Hb encontra-se totalmente oxigenada a estrutura que
prevalece € a conformagao R (relaxada) ou forma oxi; ja quando ela ndo se

encontra ligada ao gas, a estrutura que prevalece € a T (tensa) ou forma

desoxi (Voet & Voet, 1995). Coﬁsequentemente a ligagdo de O, a esta

proteina induz a mudangas em sua conformagdo terciaria e quaternaria

(Perutz, 1970; Baldwin, 1975; Imai, 1982; Perutz, 1989).

1.2 - A LIGACAO COOPERATIVA DO O,

O transporte de O, € a principal fungdo da Hb. A dependéncia da
saturagdo da Hb por O, com a pressdo parcial de oxigénio € descrita pela
“Curva de Equilibrio de Ligagdo de Oxigénio”. A primeira tentativa de
analisar esta curva foi formulada por Archibald Hill em 1910 (Voet &
Voet, 1995) que considerou a ligagdo de O, como sendo representada

genericamente pela equagdo de equilibrio :
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Hb+n0;, S Hb(O)), (1)

onde K’ ¢ a constante de associagdo e n representa o nimero de moléculas

de oxigénio que se associa a proteina. Por definigio:

K'= _—"_“—Ei (][(2)22)i"] 2)
onde [Hb(O,),] € a concentragdo da hemoglobina totalmente oxigenada,
[Hb] € a concentragdo da hemoglobina totalmente desoxigenada e [O] € a
atividade do oxigénio livre em solugdo (Baldwin, 1976).

De acordo com a lei de Henry, a concentragdo de oxigénio na fase
liquida € proporcional a pressdo parcial do gas na fase gasosa (Atkins,

1999) dessa maneira, a atividade de O, ¢ dado por:

[021;0]1:950 F3 pOZ'KII (3)

sendo Kj;, a constante de solubilidade do O, na solugdo (constante de

Henry). Combinando as equagdes 2 e 3 podemos escrever:

[HKO,),] _ K(pO,)"

[H]

onde K = K’.(K“)n.
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Expressando a equagdo 4 em termos de saturagdo fracional' de O,

(Y ) obtemos a equagdo de Hill.

Teho

A forma logaritmica da equagdo 5 resulta:

log{%J =nlog(pO_)+logk ©)

O grafico de log(Y/(1-Y)) versus log(pO,), grafico de Hill, para a
ligagdo de O, a hemoglobina, ¢ mostrado na figura 11 (pagina 57) desta
tese. A caracteristica marcante desta figura é o formato sigmoidal
apresentado pela curva de oxigenagdo. Este formato descreve a interagdo
cooperativa entre os sitios de ligagdo da proteina, isto é, mostra que a
associagdo do primeiro ligante favorece a ligagdo do segundo, e assim
sucessivamente (Baldwin, 1976). No caso da Hb, a ligagdo da primeira
molécula de O, aumenta a afinidade da proteina para a ligagdo da segunda
molécula e assim por diante. A cooperatividade € expressa pelo coeficiente
de Hill (nsp), que € obtido da inclinagdo do grafico log(?/( 1-Y)) versus

log(pO,), conforme a expressdo abaixo.

_omyYAI-Y
. Olnp(, Y=05

! Saturagdo fracional ¢ a razdo entre o numero de sitios ligados e o niimero total de sitios.
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A determinagdo de ns ocorre no intervalo de saturagdo de 20 a 80%.
Um valor de nsy > 1, que caracteriza uma curva sigmoidal, indica a
presenga de sitios idénticos com diferentes afinidades pelo ligante
(Matheus & van Holde, 1990). Para Hbs de mamiferos em condigdes
fisioldgicas normais o valor de ns, esta entre 2,8 e 3,0 (Stryer, 1996).

Estudos cristalograficos e termodindmicos que mostram as
diferencas entre as estruturas totalmente desoxigenada e totalmente
oxigenada, sugerem que a mudanga conformacional na estrutura
quaternaria da proteina € responsavel pela cooperatividade entre os sitios
de ligacdo de O, a Hb (Baldwin, 1975; Kilmartin et al., 1978; Perutz, 1989;
Ackers et al., 1992), conforme o modelo de cooperatividade de dois estados
proposto por Monod, Wyman e Changeaux (Monod, et al., 1965). No
modelo MWC, a ligagdo cooperativa de O, a hemoglobina é explicado
supondo o equilibrio de duas conformagdes protéicas quaternarias, de

distintas afinidades pelo ligante, como representado no esquema abaixo:

T+ 405 ‘SR 8)

T e R representam, respectivamente, as estruturas de baixa e alta
afinidade ao O,. Neste modelo a medida que a Hb € oxigenada, a afinidade
da proteina por O, aumenta devido ao deslocando do equilibrio
(Desoxi (T) & Oxi (R)) na diregdo da estrutura de maior afinidade R.

A afinidade da Hb por oxigénio (Psy), que expressa o valor da pO,
quando 50% dos sitios de ligagdo de O, da proteina estdo saturados, € a
constante de associagdo da primeira molécula de O, a Hb (K,) sdo outros

parametros funcionais obtidos do grafico de Hill como mostra a figura 11.
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1.3 - REGULACAO ALOSTERICA

A ligagdo cooperativa do oxigénio a Hb é um exemplo de interagdes
alostéricas, isto €, a ligagdo de um ligante a um sitio da proteina, influencia
a afinidade de interagdo dos demais sitios ndo ligados. Estas interagdes
ocorrem entre ligantes do mesmo tipo, € neste caso o O, (interagdes
homotrépicas), ou de tipos diferentes (heterotropicas), H', CO,, ATP,
2,3-DPG, CI' (Monod, et al., 1965; Imai, 1982), ¢ como mostrado
recentemente, a agua, (Colombo et al., 1992).

O efeito das interagdes alostéricas € bem explicado pelo modelo de
dois estados (modelo de MWC). Neste modelo os autores propuseram que
as proteinas alostéricas apresentam organizagdo oligomérica, ou seja, sdo
compostas por mais de uma cadeia polipeptidica (subunidade) e tem mais
de um sitio de ligagdo a ligantes por molécula de proteina (Matheus & van
Holde, 1990; Voet & Voet, 1995; Garrett & Grisham, 1995). Portanto,
qualquer molécula que se ligue mais fortemente a uma ou outra estrutura
(T ou R) ou com estequiometria diferente entre estes dois estados
conformacionais, afetara o equilibrio alostérico. Consequentemente, a
interagdo destes ligantes heterotropicos modula a afinidade da proteina por
O, através de mudangas no equilibrio alostérico (Stryer, 1996).

Nos proximos sub-itens deste capitulo comentaremos sobre os
efetores heterotropicos utilizados neste trabalho e como suas variagdes de
concentragdo possibilitaram o estudo da relagdo estrutura e fungdo da Hb,
investigando as mudangas conformacionais induzidas na proteina pela
ligagdo destes ligantes através de medidas de variagdo de hidratagdo,

variagdo de entalpia e entropia associadas a oxigenagdo da Hb.
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1.3.1 — Efeito de agua.

A comparagdo entre as conformagdes oxi e desoxi da hemoglobina
mostra que varios contatos entre as subunidades sdo quebrados e expostos
ao solvente durante a transigdo T—R. Esta mudanga estrutural implica
numa diferenga de superficie protéica exposta ao solvente entre estas
conformagdes e, conseqiiente, ligacdo de moléculas de agua a proteina com
a oxigenacdo, uma vez que a estrutura oxigenada ¢ mais hidratada que a
estrutura desoxigenada (Colombo et al., 1992, Srinivasan & Rose, 1994).
Este efeito se reflete na dependéncia da afinidade da Hb por O, com a
atividade de agua.

O papel da agua sobre o controle alostérico tem sido estudado pelo
método de estresse osmotico, usando como modelo a oxigenagdo da Hb
(Colombo et al., 1992). O principio deste método, proposto por Colombo e
colaboradores, reside em usar solutos neutros, como agucares € poliois,
para ajustar a atividade de 4gua da solugdo. Estes solutos sdo
preferencialmente excluidos da superficie da proteina (Timasheff &
Arakawa, 1982), tomando pouco provavel sua interagdo direta com a
proteina.

Estudos anteriores (Haire & Hedlund, 1983) mostraram que o
aumento da concentragdo do soluto neutro (etileno glicol) na solugdo de

Hb, acarreta num aumento no valor de Psy, ou seja, na diminui¢do da

afinidade da proteina por O,. Essa relagdo inversamente proporcional

ocorre sem que haja alteragdo na cooperatividade e foi interpretada, por
aqueles autores, como devido a uma ligagdo preferencialmente fraca do
soluto a desoxi-Hb.

Em sua andlise do efeito dos solutos neutros sobre as caracteristicas
de ligagdo de O, a Hb, Colombo e colaboradores consideraram dois casos:

(a) a ligagdo direta do soluto com a proteina e (b) o efeito indireto do soluto
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sobre a atividade de agua. Para fazer a distingdo entre estes dois casos os
autores utilizaram solutos diferentes, sendo encontrado uma dependéncia
comum entre a afinidade por O, e a atividade de agua (Colombo et al.,
1992, 1994, 1996). Esta independéncia em relagdo a natureza do soluto,
reforga a suposicdo da exclusdo destes solutos pela camada de solvatagdo
que envolve a proteina, ¢ de qualquer espécie de interagdo direta com as
estruturas T ou R.

Conforme sugerido por Colombo e colaboradores (Colombo et al.,
1992; Parsegian et al., 1995) o efeito de solvatacdo pode ser determinado
quantitativamente em termos do numero diferencial de moléculas de agua
ligadas entre os dois extremos conformacionais da proteina através da
utilizagdo das equagdes de “linkage” propostas por Wyman (Wyman,
1964).

A equagdo de “linkage” que determina o numero diferencial de
moléculas de um ligante L que se liga @ Hb com ligagdo de oxigénio €

expressa da seguinte forma:

K dlnPsol _An, (11 oxi _nclijcsoxi)
dina, | 4 4

onde Ps tem o significado antes citado; a;, € a atividade do ligante L, a;
corresponde a atividade de outros ligantes que ndo L, An; € o niimero
diferencial de moléculas de L ligados entre as estruturas oxi e desoxi da Hb
e 4 ¢ o nimero de sitios de ligagdo de O, existentes na proteina. Esta
analise € correta apenas quando a atividade de um ligante varia e a
atividade de qualquer outro ligante presente na solugdo ¢ mantida
constante. Quando o ligante alostérico L € a agua, esta relagdo pode ser

escrita como:
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desod o530 os nimeros de moléculas de 4gua ligadas as

onde, n,™ e ny
estruturas oxi (R) e desoxi (T) da Hb, An, € o niamero diferencial de
moléculas de agua ligadas entre as estruturas oxi e desoxi da Hb e a; é a
atividade de um ligante 1, diferente da agua (Colombo et al., 1992).

A partir desta equagdo Colombo e colaboradores (1992)
determinaram que aproximadamente 70 moléculas de agua sdo ligadas a
Hb humana, com a sua oxigenagdo. Este valor de An,, esta de acordo com a

maior superficie exposta pela proteina durante a transi¢do T—R, vindo a

preencher a camada de hidratagdo desta estrutura. Vale citar que as 70

moléculas de agua foram determinadas em varios experimentos realizados

na presenca de 100 mM de NaCl (Colombo et al., 1992; Colombo &

Bonilla-Rodriguez, 1996).

1.3.2 — Efeito do ion cloreto.

Outro efetor alostérico fisiologicamente importante € o ion cloreto
que contribui para a regulagdo da afinidade da Hb por oxigénio de forma a
reduzi-la, estabilizando assim, a estrutura desoxi-Hb (T) (Perutz et al,,
1994).

Durante muitos anos acreditava-se que os ions cloreto ligavam-se a
sitios especificos da proteina; a Val 1 do o, amino grupo do N-terminal € a
Arg 141 oy do grupo guanidino do residuo C terminal (Kilmartin et al.,

1978). Recentemente, entretanto, Perutz e colaboradores (Perutz et al.,
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1993 € 1994) propuseram que a regulagdo da afinidade pelo ligante O, por
CI' ocorre via interagdes eletrostaticas ndo especificas (Perutz et al., 1994).
Segundo esta proposi¢do, o anion cloreto atua neutralizando o excesso de
cargas positivas existentes na regido da cavidade central da desoxi-Hb por
condensagdo i6nica (Perutz et al., 1993).

O excesso de cargas positivas na cavidade central da desoxi-Hb se

deve a presenga de oito residuos cationicos (cadeia o: Val 1, Lys 99, His
103; cadeia B: Val 1, His 2, Lys 82, Arg 104 e His 143) e trés residuos
anibnicos (cadeia a: Asp 95 e 126; cadeia 3: Glu 101) (Perutz et al., 1993).

O fato da quantidade de cargas positivas ser maior promove o aparecimento
de uma repulsdo eletrostatica entre as mesmas, desestabilizando assim, a
estrutura T da Hb e deslocando o equilibrio conformacional para a estrutura
de alta afinidade pelo oxigénio (estrutura R).

Para formular esta hipotese, Perutz e colaboradores em 1994,
basearam-se em estudos de oxigenagdo de Hbs mutantes, que possuem
dele¢des de um ou mais residuos de aminoacidos que contribuem com as
cargas positivas da cavidade. Estes pesquisadores notaram que o efeito dos

ions cloretos sobre a afinidade da Hb por O, (A logP,, /Alog[CI ]), diminui

a medida que o numero de residuos positivos sdo deletados, € que o
caminho inverso também ¢é verdadeiro.

Dado que o CI  interage fracamente com a Hb, seu efeito é observado
a altas concentragdes (>10 mM). Nestas solugdes salinas a atividade de
agua varna significativamente podendo alterar o equilibrio entre as
conformagdes R e T devido a diferenga de hidratagdo entre estas estruturas.
Em recente reavaliagdo da acgdo alostérica que os ions cloretos exercem
sobre a oxigenagdo da Hb constatou-se que sua atuagdo também se da de
forma indireta, isto €, via efeito de sua concentragdo na atividade de agua

da solugdo (Colombo et al., 1994). Mantendo fixa a atividade de agua,
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Colombo e colaboradores encontraram que a transigdo da estrutura
totalmente desoxigenada (T) para a oxigenada (R) é acompanhada pela
liberagdo aparente de um simples ion de cloreto (Anc = 1.02) e ligagdo de
= 70 moléculas de agua (Colombo et al., 1994).

Em outro trabalho Colombo e Seixas (1999) verificaram como o
valor de An,, de oxigenacdo da Hb humana e bovina vana com a
concentragdo de NaCl. Estes autores mostraram que a variagdo de
hidratagdo associada a oxigenagdo da Hb € modulada pela ligacdo
preferencial de anions a estrutura da desoxi-Hb. Os experimentos
revelaram que a mudanga conformacional da desoxi-Hb para a oxi-Hb em
solugdes com até 1 mM de NaCl, é acompanhada por um An, de 25
moléculas de agua. Por sua vez, 70 moléculas de agua foi o valor da
variacdo de hidratagdo associada com a transigdo T—>R determinada em

[NaCl] maior que 50 mM.

1.3.3 - A existéncia de estados intermediarios da Hb durante sua

oxigenacao.

Para interpretar o efeito da concentragdo de NaCl sobre o An,,

Colombo e Seixas (1999) propuseram que a desoxi-Hb coexista em duas

conformagdes alostéricas distintas: a classica T, estabilizada quando ions
CI' estdo ligados a esta estrutura, que denominaremos Ty € uma outra
estrutura T, sem anions ligados, que denominaremos T,. As medidas da
variagdo de hidratagdo em fungdo da concentragdo de NaCl mostram uma
tipica transi¢do entre dois estados, um estabilizado em baixas e outro em
altas concentragdes de anions.

Este novo modelo proposto para a oxigenagdo da Hb concilia os dois

estados classicos da proteina (R e T) com um novo estado intermediario T.
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A transigdo do estado Ty para R passa pelo estado intermediario Ty, no qual
anions sdo liberados da estrutura com a oxigenagdo. Ja4 na auséncia de
anions, o estado desoxi-Hb (T,) € estabilizado e a transigdo passa a ser de
T, para R, com uma pequena variagdo de hidratagdo.

Parte deste trabalho estende os estudos anteriormente realizados,
sobre o efeito do Cl na oxigenagdo da estrutura da Hb humana através de
medidas da dependéncia da afinidade da Hb por O,, Ps, € da constante de
ligagdo do primeiro ligante a proteina, K;, com a atividade de agua. Estes
experimentos permitiram a determinagdo da variagdo de hidratagdo
associada a transi¢do da desoxi-Hb para a oxi-Hb, e associada a mudangas

na conformagdo protéica devido a ligagdo do primeiro ligante.

1.3.4 — Efeito da temperatura.

Durante a transigdo estrutural do estado de baixa afinidade — Ty para

o estado de alta afinidade - R da Hb, varias pontes salinas sdo quebradas e

os contatos presentes nas estruturas terciaria e quaternaria sio refeitos, tal

que varios grupos sdo expostos ao solvente. Como conseqiiéncia, ligantes
heterotropicos, tal como, protons e anions que interagem preferencialmente
com o estado Ty sdo liberados, ¢ uma quantidade extra de 4gua liga-se a
nova superficie exposta ao solvente pelo estado R. Em fungdo dessa
reorganizagdo estrutural da proteina e do solvente, variagdes de calor (AH),
entropia (AS) e energia livre total (AG), de oxigenagdo da Hb sdo
percebidas. Para quantificar as variagdes das grandezas termodindmicas
mencionadas acima se faz necessario verificar a dependéncia mitua entre
as curvas de oxigenagdo obtidas em diferentes temperaturas e na presenca

de efetores alostéricos.
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Experimentos onde determinamos o efeito que a temperatura causa
na determinagdo da variagdo de hidratagdo que acompanha a oxigenagdo da
Hb foram realizados. Graficos de In Psy versus In a, foram construidos
entre 15 e 35 °C e com os resultados, determinamos o comportamento do
AH de oxigenagdo em solugdes com diferentes atividades de agua. A partir
dai, a natureza entalpica e entropica do AG de oxigenagdo da proteina pode
ser caracterizada.

Em outra etapa deste trabalho, curvas de equilibrio de oxigenagdo da
Hb foram obtidas em varias concentragdes de NaCl em cinco temperaturas.
Estes experimentos possibilitaram a determinag@o da variagdo de entalpia e
entropia associados a transi¢do entre a Hb totalmente desoxigenada e a
totalmente oxigenada a partir de graficos de In Ps, versus 1/T. A variagdo
de entalpia associada a ligagdo do 1° oxigénio, a partir de graficos de In K,
versus 1/T também foi determinada. A dependéncia do calor (AH) e da

entropia de oxigenagdo (AS) com a [Cl] observada € semelhante aquela

apresentada pela variacdo de hidratagdo associada a oxigenagdo da Hb

(Any) em fungdo da concentragdo deste ion (Colombo & Seixas, 1999).

A andlise deste conjunto de dados mostrou que AH e AS de
oxigenagdo sdo linearmente correlacionadas com o An,, da proteina. Este
resultado possibilitou a determinagdo do calor e da entropia que esta
associada com a transferéncia de um mol de agua do volume da solugéo

para a superficie protéica.
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A avaliagdo experimental da contribui¢do energética da solvatacdo
para a estabilidade de macromoléculas biologicas e para o controle de
reagdes bioquimicas permanece muito pouco explorada, apesar de sua
importancia para o completo entendimento dos mecanismos de agdo destas
moléculas. Em parte, esta lacuna deve-se a auséncia, até recentemente, de
uma metodologia experimental adequada a determinagdo da estequiometria
de ligagdo de agua associada a reagGes bioquimicas em solugdo. A
proposi¢do do método do estresse osmotico por Colombo e colaboradores
suplantou esta lacuna (Colombo et al., 1992, 1994, 1996).

Neste trabalho a entalpia e entropia de solvatagdo foram avaliadas a
partir de medidas de AH e An,, associadas a reagdo de Hb com O; em
solugdo. Como mencionado, anteriormente, esta proteina liga oxigénio
cooperativamente ¢ modula a sua afinidade por este ligante interagindo
com efetores heterotropicos, como protons, fosfatos organicos, anions
cloreto e agua, entre outros, assumindo assim diferentes estruturas

terciarias e quaternarias em solugdo. Logo, a transi¢do conformacional

induzida pela ligagio de oxigénio acarreta mudangas na superficie de

hidratagdo e nos parametros energéticos associados. Em tese, as medidas de
An,, e AH de oxigenagdo da Hb e a dependéncia destas quantidades com a
[CIT em solugdo pode permitir a determinagdo da entalpia, entropia e
energia livre associadas a solvatagéo.

Com base nestas informagdes o presente trabalho objetivou:

1) Determinar as isotermas de oxigenagdo da Hb em diversas condigdes
experimentais, combinando diferentes valores de atividade de agua, Cl e

pH em solugdo a diferentes temperaturas.

2) A partir destes dados experimentais determinar o efeito da atividade de

agua, CI', pH e temperatura sobre a afinidade da Hb por O, Ps, € sobre K,
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a constante de ligagdo do primeiro oxigénio a Hb. Proceder a analise
quantitativa destes dados para a determinagdo:

a) da varniagdo de entalpia e entropia associadas a oxigenagdo total ¢ a
ligagdo do primeiro O, a Hb em pH 7,3 € 9,0, e diferentes [NaCl].

b) da diferenga de hidratagdo entre a hemoglobina totalmente oxigenada,
Hb(O,),, e totalmente desoxigenada, Hb, e da diferenga de hidratagdo entre
a hemoglobina com o primeiro O, ligado, Hb(O,);, ¢ a hemoglobina
totalmente desoxigenada, Hb, a diferentes temperaturas, diferentes

atividades de CI', e distintos pHs.

3) Analisar globalmente estes dados, considerando a particdo da variagdo
de entalpia de reagdo observada em suas diversas contribuig¢des, isto €, nos
calores associados:

a) a mudangas conformacionais da Hb, AH,.¢, induzidas pela ligagdo de
ligantes homotropicos (O,) e heterotropicos (H', CI', H,0).

b) aligagdo de O, aos grupos heme, AHo;.

c) a ligagdo de n; ligantes heterotropicos com calor intrinsico AH;, onde

i = H', CI' e H,O. Com esta analise global objetivamos determinar a
contribui¢do da entalpia e entropia de solvatagdo (isto é, o termo

conformacional mais a hidratagdo) para a energética de oxigenagdo de Hb.

4) Comparar os dados e determinar a natureza da energética de hidratagdo

da proteina, confrontando os valores de AH e AS de sua oxigenagdo com os
valores das variagdes de calor e entropia de transferéncia, derivadas de

sistemas modelo, AHrunsr € ASyranss, Via graficos de compensagéo.
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3.1 - Purifica¢do da hemoglobina.

O procedimento experimental utilizado na purificagdio da
hemoglobina humana é baseado na metodologia proposta por Willians e
Tsay. As amostras de sangue humano fordo coletadas por puncdo
intravenosa em seringa heparinizada, de individuos adultos, sadios € ndo
fumantes. O plasma foi retirado por centrifugagdo a 2500 g. As hemacias
fordo lavadas cinco vezes em solugdo salina tamponada (NaCl 0,9%, Tris-
HCI 50 mM, pH 8,5 + EDTA 1 mM) onde o volume de tampao adicionado
foi trés vezes maior que o volume de hemacias decantadas. A hemolise
ocorreu com a adi¢gdo de solugdo tampdo hipotonica Tris-HCl 50 mM +
EDTA 1 mM em pH 8,5. O passo seguinte, a retirada de “debris”, procedeu
com a adig¢do de cloroformio (Merck) no mesmo volume que a solugdo da
amostra, sob agitagdo constante. Em seguida centrifugou-se a amostra a
2.300 g por 120 minutos (Willians & Tsay, 1973).

O sobrenadante foi filrado em membrana Milipore 1,2 uym e a

amostra foi dialisada contra 4 L de tampdo Tris-HCI 50 mM contendo

EDTA 1 mM em pH 8,5 por 12 horas para remoc¢édo de fosfatos.

3.1.1) Montagem da Coluna de Cromatografia

Na coluna de cromatografia utilizamos como tampdo A (inicial),
Tris-HCl 15 mM em pH= 8,4 e como tampdo B (final), BisTris-HCI
15 mMem pH=7.

Cerca de 1,5 g de resina DEAE-SEPHADEX A - 50 (Pharmacia),
foram adicionadas em aproximadamente de 300 mL de tampdo A por 12
horas, antes da montagem da coluna XK-50 (Pharmacia), sendo este o

tempo indicado pelo fabricante para a hidratagdo da resina. A coluna foi
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posteriormente montada em temperatura ambiente e equilibrada em cdmara

fria a temperatura de proxima a 4° C com tampdo A.

3.1.2) Eluicio da Amostra

Com a coluna equilibrada, a amostra de Hb foi aplicada a mesma e
lavada com tampdo A (= 700 mL) por 12 horas. Em pH 8,4 a proteina
possui carga efetiva negativa, o que resulta na retengdo da Hb pelos cations
da resina. O passo seguinte foi acoplar a coluna a um sistema de FPLC
modelo LKB da Pharmacia e a um banho térmico com temperatura
constante em 4° C. O FPLC forma um gradiente de pH devido a mistura de
fragdes de tampdo A e B, permitindo assim a elui¢do da amostra no
decorrer coluna. O gradiente foi iniciado em 50% (V/V) de tampédo A e B,
e a concentragdo de tampdo B € gradativamente elevada até atingir 100%.

O fluxo de saida de tampédo pela coluna foi de 4 mL/min.

Quando o gradiente atingir a fragdo de 75% de tampdo B ocorre o
g .

desprendimento da Hb A,, que representa aproximadamente 2% do total de
Hb (para um individuo normal). O pH deste gradiente € proximo a 7,9 (que
eqiiivale ao ponto isoelétrico da Hb A, a 4° C). Com o inicio da eluigdo da
Hb A,, o gradiente de pH foi mantido constante para a saida desta fragdo
protéica. Em seguida, o gradiente € elevado a aproximadamente 100% de
tampdo B, onde ocorre o desprendimento da fracdo de Hb A;. Apods a
eluigdo desta fragdo, a amostra foi concentrada utilizando concentradores
de membrana Amicon, até um volume de aproximadamente 50 mL. A
seguir, esta amostra € passada, por no minimo cinco vezes, em uma coluna
de troca i6nica mista Amberlite MB-1 SIGMA, para desioniza¢do da
solugdo. O procedimento de concentragdio por centrifugagdo em

microconcentrador Amicon ¢ repetido e as aliquotas de Hb sdo estocadas
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em N, liquido. Ao final destes procedimentos, a Hb A,, isenta de quaisquer
anions passa a ser denominada Hb A,.
Para checar a purificagio da Hb, aliquotas da proteina foram

submetidas a uma eletroforese ndo desanaturante - PAGE, corada por

impregnagdo de nitrato de prata (Laemmli et al., 1970). A figura 2 mostra

as fragdes de Hb humana antes e ap6s a purificagio.

Figura 2: Eletroforese em gel de Poli-acrilamida a 7%, pH 9,16, ndo desnaturante. As
bandas nas posigdes 1, 2, 5, 7, 8, 9 e 10 representam a fragdo de Hb A, apos a
purificagdo; a banda na posi¢do 3 representa a fragdo de Hb A, separada por
cromatografia de troca idnica e a banda na posic¢do 4 representa a fragio de Hb antes da

purificagdo.

O gel de poli-acrilamida, apresentado acima, comprova que a Hb A,,
obtida a partir desta metodologia, proposta originalmente por Willians e
Tsay (1973), esta pura. As bandas nas posigdoes 1, 2, 5, 7, 8, 9 e 10
representam a fragdo de Hb A, apés a purificagdo, nota-se a presenga de
apenas uma fragdo em cada posi¢do € a banda na posi¢do 3 representa a
fragdo de Hb A, separada por cromatografia de troca id6nica em resina
DEAE-Sephadex A-50 com gradiente de pH (nota-se a presenga de duas
fragdes) enquanto que a banda na posigdo 4 representa a fracdo de Hb antes

da purificagdo (nota-se a presenga de trés fragdes).
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3.2 — Determinagio da concentracio proteica.

A determinagdo da concentragdo protéica foi realizada com base no
método  quantitativo  espectrofotométrico  (Riggs, 1981). O
espectrofotometro utilizado em nossos experimentos foi um aparelho
Varian Cary 3Bio UV — Visible. A equagdo 12 possibilita o calculo da
concentragdo da proteina, [Hb], a partir das absorbancias (Abs) aferidas em
um dos picos caracteristicos para a oxi-Hb (543 ou 576 nm) e do valor

correspondente a linha de base (700 nm):

(Abs; — Abs;).(Visieso + Vin)

dilmgao

FE= €10 Vi)

A [HDb] é expressa em mM/heme, V ginigao + Vi, representa o volume
total da amostra na cubeta e €576 0 coeficiente de extingdo molar para a oxi-
Hb em 576 nm (Benesch et al., 1973).

A formagdo de meta-Hb (oxidagdo do ferro presente no grupo heme
da Hb, Fe*'>Fe’") pode interferir nos resultados da oxigenagdo desta
proteina. Para evitar a oxidagdo do atomo de Fe, aliquotas de catalase e
superoxido dismutase sdo adicionadas a solugdo de Hb (Benesch et al.,
1973). Ao final de cada experimento a concentragdo de meta-Hb, foi

dosada seguindo as equagdes descritas por Riggs (Riggs, 1981):

A, =[oxiHbled +[metaHb]e

A, =[oxiHbJeX +[metaHble"
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onde, [metaHb] e [oxiHb] sdo as concentragdes molares da proteina
oxidada e ndo oxidada, respectivamente. Os valores dos coeficientes de
extingdo molar, a pH 7,2, e nos comprimentos de ondas de 630 € 576 nm

tanto para a oxi-Hb, quanto para a meta-Hb s3o dados na tabela a seguir.

oxi-Hb meta-Hb

€576 (M™.cm™) 1,58 x 10° 0,414 x 10°

€630 (M .cm™) 0,014 x 10° 0,376 x 10°

Tabela 1: Valores experimentais dos coeficientes de extingdo molar da oxi-Hb e meta-
Hb determinados a pH 7,2, e nos comprimentos de ondas de 630 e 576 nm (Benesch et
al., 1973).

3.3 — Determinacgao do pH da solucao.

As medidas do pH das solugdes foram realizadas utilizando um
medidor de pH Coming pH/ion Analyzer 350, com eletrodo Ingold 405 —
MS — 57/80. A calibragio do aparelho se deu condicionando o eletrodo em
solugdo de pH padrio (Ingold) 7, 4 € 9,2. Este condicionamento consiste
em calibrar o eletrodo com as solugdes padrdo, alternando as seqiiéncias de
medida das mesmas, até que a resposta do eletrodo seja imediata a qualquer
uma das solugdes padrdo utilizadas neste procedimento.

Todas as medidas de pH foram realizadas na temperatura pré-
estabelecida para o experimento de oxigenagdo, evitando assim a variagdo
do pK, do tampdo com a temperatura, ApK, / °C e garantindo com isso o

valor do pH (Mohan, 1995).
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3.4 — Medidas de osmolalidades.

As osmolalidades das solugdes contendo Hb (esm) foram
determinadas por medidas de decaimento do ponto de congelamento da
solugdo, usando um osmoémetro Osmette A modelo 5002 (Precision
System, Inc.). Estas determinagGes se deram apos a obtengédo das curvas de
oxigenag¢do da Hb, para cada condi¢do experimental. O logaritmo da
atividade de agua foi entdo calculado através da seguinte relagdo (Colombo

et al., 1996):

(15)

onde Ay € 0 decaimento do ponto de congelamento, K= 1,86 K Kg mol”

¢ a constante crioscopica, € M= 55,5 é a molaridade da agua pura e osm ¢
o valor da osmolalidade da solugdo (Atkins, 1999, p.140).

3.5 — Determinacido de curvas de bxigenac:'io da Hb pelo método de

Imai.

O método de Imai foi originalmente desenvolvido para proporcionar
um meio mais preciso para estudar as propriedades funcionais de Hb, e tem
sido aplicado com sucesso para muitas espécies desta proteina com a
finalidade de revelar suas particularidades funcionais. O método de
determinagdo automatica das curvas de oxigenagdo de hemoproteinas
combina a determinagdo polarimétrica da concentragdo de oxigénio (O;)
dissolvido em solugdo simultaneamente = a  determinagdo
espectrofotométrica da saturagdo (Y) da proteina por O, (Imai, 1981, 1982,

1994). Com estes dados € possivel determinar as constantes de Adair e os
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parametros de alguns modelos alostéricos (Adair, 1925; Monod et al.,
1965).

A curva de equilibrio de ligagdo de O, a Hb (C.E.O) ¢ determinada
pela interdependéncia entre a pO, (pressdo de O,) e a fragdo de saturagdo

de O, (Y) naquela pO;. Diversos métodos tém sido desenvolvidos para

determinar esta curva. Em cada um destes métodos a atividade de O,
dissolvido em solugdo € determinada diretamente ou entdo calculada. A
saturagdo fracional de O, (Y) é calculada a partir das variagdes espectrais
que acompanham a combinagdo de O, a heme da Hb.

A construgdo da C.E.O pode ser feita por métodos classificados em
duas categorias: Dinamico e Estatico. No primeiro, a pO, varia
continuamente, mas em condi¢des que se possa manter o equilibrio da
reagdo a qualquer momento. A pO, e Y sdo determinados simultaneamente
o que possibilita a medida de uma curva continua (Imai, 1982).

Por sua vez, no método estatico, a variagdo da pO; ndo € continua, a
curva ¢ determinada ponto a ponto, onde a pressio de oxigénio € a
saturagdo sdo determinados constantemente e através dos varios pontos
obtidos a curva € construida. Para exemplificar o método estatico podemos
citar a tonometria, que ¢ uma técnica que consiste na utilizagdo de um
tondmetro, onde a solugdo de Hb ¢ equilibrada com uma mistura de gases
de pO; conhecida (Giardina & Amiconi, 1981).

Geralmente o método dindmico tem as seguintes vantagens sobre o
método estatico: (a) a curva de equilibrio contém muito mais informagdes
do que uma reunido de pontos, especialmente quando a curva ndo ¢ uma
sigmoide simples; (b) € mais preciso; (c) a aquisi¢do, 0 processamento € a
estocagem de dados sdo facilmente feitas; (d) a obtengdo da curva realizada
pelo método dindmico nos permite acompanhar o curso do experimento

através do teste visual da curva. Devido a estas vantagens o método
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tonométrico classico vem sendo gradualmente substituido por este método

automatico (Ackers, 1992).
3.6 — Descricio da cela espectropolarimétrica.

O sistema espectropolarimétrico de oxigenagdo da Hb desenvolvida
em nosso laboratorio (Caén Filho, 1997) € constituido por uma cela de
acrilico termostatizada, equipada com um eletrodo de oxigénio. Este
aparato possui um caminho optico de 12 mm, montada no compartimento
para cela de um espectrofotometro Varian Cary 3Bio UV — Visible que
possui uma janela optica que permite a passagem de luz pela cela, figura 3.
A solugdo de Hb ¢ agitada constantemente por um agitador magnético
conectado a uma fonte Sincler SPS 2520 A, mantida a uma tensio

constante de 3,5 V.

Saidade Céamara que acomoda
5 a solugcéo de Hb

Suporte para
eletrodo

Suporte para [Bamed
agitador o
auxiliar

Entrada de gas Cémara Agitador
N, ou O, umidificadora magnético

Figura 3: Esbogo da cela desenvolvida em nosso laboratério e utilizada nos
experimentos. A cela é composta por duas cdmaras. A primeira contém algoddo
umedecido por onde os gases (N2 e O;) passam e por intermédio de um capilar que
interliga as tampas, chegam a segunda cdmara, onde encontra-se a solu¢do de Hb. O
desenho acima foi confeccionado por Ocimar A. de Castro.
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A figura 4 mostra um esquema de toda a aparelhagem utilizada no
sistema espectropolarimétrico, baseado no método de Imai, que foi

montado em nosso laboratério (Cadn Filho, 1997).

: multimetro
oximetro

fazed

espectrofotémetro !

H h N
gt . eletrodo
aaitador

Figura 4: A figura acima esquematiza os equipamentos utilizados no método de
oxigena¢do automatico. A parte central representa a cela espectropolarimétrica
construida em acrilico e montada em um suporte para cela de um espectrofotometro.
Um agitador magnético, que esta ligado a uma fonte de tensdo, ¢ montado sob o suporte.
A entrada do Ny, ocorre pela parte inferior da cela. O eletrodo de O, é monitorado por
um circuito que envia os sinais para um multimetro. A temperatura do sistema é
controlada por um banho Neslab RTE 221. A mudanga da absorbancia da solugdo de
Hb, quando sobre ela variamos a pO,, em apenas um comprimento de onda, é
acompanhada visualmente e armazenada em um computador para posterior calculos dos
pardmetros funcionais da proteina. Desenho confeccionado por Ocimar A. de Castro.

A temperatura do experimento € previamente estabelecida e
controlada por um banho Neslab RTE 221. A entrada de gas nitrogénio
ocorre por intermédio de um capilar que esta acoplado na regido inferior da
cela. O gas N, passa primeiro numa cdmara umidificadora acoplada a

propria cela. Em seguida, o gas atravessa um capilar que interliga as duas

AVA
cm 1 2 5 4 5 6 7 unespmll 12 13 14 15 16 17 18
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camaras, que compde a cela e entra em contato com a solugdo. Um
gradiente de pressdo de O, entre a fase gasosa de N, e a solugdo € criado
induzindo a desoxigenagdo da solugdo, que ocorre gradativamente com a
liberagdo do oxigénio ligado a proteina. Apés a completa desoxigenagdo da
amostra, monitorada pela constancia da voltagem do eletrodo e da
absorbancia medida, o fluxo de N, € suspenso e ar ou O, € introduzido na

fase gasosa da cela e procede-se a medida de reoxigenagdo da amostra.

3.7 — Determinagiao da pressiao de oxigénio (pOz) por polarimetria.

3.7.1 - O funcionamento do eletrodo de oxigénio.

A determinagdo da concentragdo de oxigénio dissolvido na solugéo,
[O2], ¢ feita utilizando um eletrodo de O, (YSI 5331) que proporciona um
caminho direto para a medida da pO, da amostra. O valor de [O2]4issolvido €,
para uma dada solugdo de composi¢do designada, proporcional 4 atividade
de oxigénio, medida pela pressdo de O, na fase gasosa em equilibrio com o
oxigénio dissolvido naquela solugdo. Esta formulagdo da lei de Henry é

expressa pela equacdo 3 (Atkins, 1999).

[Oz l;o]uqh"o =p0, Ky

O eletrodo de O, ¢ um sistema polarografico completo que consiste
de um catodo de platina, um anodo de prata e solugdo saturada de cloreto
de potassio, que serve de meio para a corrente elétrica. A solugdo de KCI
(3 M) ¢ mantida por uma membrana de teflon fixada por “O-ring” de
borracha. A membrana fina de teflon forma uma barreira mecéanica e
elétrica entre o eletrolito e a solugdo contendo o gas. Além da fungido de
fixar a membrana ao eletrodo, o “O-ring” também ¢ utilizado para vedar o

encaixe do eletrodo na cela, garantindo assim o gradiente de pO,.




Materiais e Métodos 47

A velocidade de leitura do eletrodo de oxigénio depende da
espessura da membrana, ou seja, a resposta € mais rapida com a membrana
"High Sen’s” (7230-R53(YSI 5776)) do que com a “Standart” (7230-
R50(YSI 5775)). Quando uma voltagem polarizada (0,8 V) € aplicada entre
o catodo e o dnodo, o oxigénio existente sobre a membrana ¢ reduzido,

produzindo uma corrente elétrica.

0, + 2H,0 + 4¢ S 40H E’=+0.8V (16)

onde E° é o potencial padrio de redugdo do oxigénio (Atkins, 1999)

Devido ao gradiente de oxigénio entre a fase da solugdo e o eletrodo,
o O, difunde através da membrana em uma velocidade diretamente
proporcional a concentragdo do gas dissolvido na solugdo. Com as
condigdes de equilibrio atingidas, a corrente gerada no eletrodo ¢é
proporcional a concentragdio de O, na solugdo. Este sinal de corrente é
enviado a um medidor de oxigénio, contendo um circuito previamente
montado em nosso laboratorio, que converte a corrente gerada no eletrodo
em voltagem ao longo da queda de potencial de um resistor. Este circuito

esta representado na figura 5:

Registrador

Cétodo

Figura §: Circuito utilizado para polarizar o eletrodo com uma diferen¢a de potencial
(d.d.p.) de 0,8 V. Quanto maior for a concentragdio de O, na solu¢do, menor & a
resisténcia elétrica no circuito e vice-versa. Portanto a variagdo de O, é diretamente
proporcional a variagdo de tens3o a ser registrada (“Instructions for YSI 5331 Oxygen
Probe”-YSI Incorporated, Yellow Springs, Ohio 45387 USA).
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A tensio medida a todo instante € registrada por um multimetro
Hewlett Packard 3440 A. Estes valores de tensdo sdo posteriormente
convertidos em valores de pO, utilizando a expressdo de calibragdo do

eletrodo:

V.—V_.
PO, P |

onde, pr € a pressdo de oxigénio usada para calibrar o eletrodo. O seu valor

¢ calculado a partir da pressdo barométrica, P, da pressdo de vapor de

agua, P,, e da quantidade de oxigénio (%) na mistura gasosa, isto €,
Pr = (%0, / 100) « (Py - P), (Wilhelm et al., 1977). Em 25 °C, a pressdo de

oxigénio vale 147,25 mmHg. v, € a tensdo correspondente a esta
pressdo; vi € o valor da voltagem correspondente a uma determinada
concentragdo de O, em uma solugdo qualquer; vy, € 0 valor minimo de
tensdo correspondendo a voltagem observada na saida do eletrodo na

auséncia de O; (Jordan et al., 1956, Wilhelm et al., 1977, Imai, 1981).

3.7.2 - Calibracao estatica do oximetro.

A calibragdo do oximetro ¢ feita fazendo-se passar gases de
concentragdes 20%, 5%, 3% de O, e N, (Oxigénio do Brasil S/A) na cela
contendo agua. Para cada mistura gasosa o tempo necessario para a
estabilizagdo da leitura do eletrodo foi de aproximadamente 20 minutos.

Apos a obtengdo da leitura da voltagem do eletrodo em equilibrio
com a mistura gasosa correspondente a 20% de O, € feita a passagem do N,
para obter o valor de voltagem do eletrodo na auséncia de O,. Estes dois

pontos representam o maximo € minimo de O, dissolvido na agua,
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respectivamente. A seguir a calibragdo € confirmada com as misturas de

gases contendo 3 e 5% de oxigénio.

Os dados obtidos, apresentados na tabela 2 e na figura 6, mostram

uma calibragdo tipica do oximetro.

Concentragdo de O, Leitura do Oximetro (mV )
0% de O, (N, puro) 0
3% 232
5% 37,7
20% 149,1

Tabela 2: Valores experimentais da calibragdo do oximetro com nitrogénio puro e
misturas gasosas de oxigénio em diferentes concentragdes (3%, 5% e 20%).

S
3
2
‘5
E
x
o]

Figura 6: Curva de calibragdo do oximetro com nitrogénio puro e misturas gasosas de

oxigénio a 3, 5 e 20% de concentragdo. A correlagdo, para o ajuste feito nesta
calibragdo, € igual a 0,9998.
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A figura 6 mostra o grafico da tensdo do oximetro para cada valor de
concentragdo de O,. O alinhamento dos pontos experimentais demonstra
que a resposta do eletrodo ¢ linear com a concentragdo de O, dissolvido na

agua, confirmando assim a calibragdo do oximetro (Imai, 1981, 1982).

3.7.3 - Calibragdo do oximetro com a temperatura.

Nos experimentos onde as curvas de equilibrio de oxigenagdo foram
obtidas em diversas temperaturas a calibragdo do eletrodo de O, foi
realizada na temperatura especifica do ensaio. O eletrodo ficou em contato
com a solug¢do contendo a proteina, até que a leitura da voltagem tornasse
estavel (aproximadamente 20 minutos). Esta calibragdo se faz necessaria
pois a concentragdo do O, dissolvido na solugdo € dependente da
temperatura (Atkins, 1999), isto é, nos experimentos realizados em

temperaturas menores a concentragdo de O, dissolvido a solugdo € menor.

3.8 — Determinacao da saturacio fracional (?) por espectrofotometria.

A figura 7 mostra o espectro de absor¢do de luz visivel caracteristico
dos estados totalmente oxigenado e totalmente desoxigenado da Hb. O
espectro com picos de absor¢do em 540 nm e 576 nm correspondem a Hb
totalmente oxigenada e o espectro com pico de absor¢gdo em 550 nm a
desoxi-Hb.
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Figura 7: A figura acima mostra os espectros de absor¢do da desoxi-Hb (——) da oxi-
Hb (—) na regido do visivel.

A absorbancia de uma espécie cromofora é dada pela Lei de Beer-

Lambert, ou seja,

Abs=logl%=£l.€.C (18)

onde Iy e I sdo as intensidades da luz incidente e emergente da amostra,

respectivamente. C € a concentragdo molar da amostra, ¢ ¢ o caminho
optico percorrido pela luz na amostra, em cm; " coeficiente de extingdo
molar do croméforo, em M.cm™, no comprimento de onda A, e Abs € a
absorbancia anteriormente definida (Tinoco et al., 1995).

A absorbancia de uma amostra no comprimento de onda A contendo
duas espécies cromoforas de coeficientes de extingdo molar € e €, e

concentragdes C; e C,, respectivamente, € dada por
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Abs =¢/C,.L +€)C, ¢ (19)

Para uma reagdo na qual ocorre a interconversdo da espécie 1 em 2,
ou vice € versa, a absorbancia medida varia dependendo de quio ", difere
de €, portanto, pode ser acompanhada espectrofotometricamente.

No presente estudo acompanhamos a oxigenagido e ou desoxigenagio
da Hb pela variagdo da absor¢do em A = 576 nm que corresponde a um dos
picos da absorgdo da oxi-Hb. Neste comprimento de onda o coeficiente de
extingdo molar da oxi vale 1,53 X 10* M"'.cm™ enquanto que o da desoxi ¢

igual 2 0.98 x 10° M .cm™ (Riggs, 1981).
3.9 — Determinacio dindmica da curva de equilibrio de oxigenacio.

A variagdo da absorbancia apresentada pela solugdo de Hb durante a
desoxigenagdo/oxigenagdo esta exemplificada na figura 8. A construgdo
desta curva ¢ feita medindo-se simultaneamente a variagdo da absorbancia
(AAbs) e da voltagem do oximetro enquanto um fluxo de N, ou O, é
mantido sobre a superficie da solugdo. Os valores da pO,, apresentados
neste grafico, foram calculados a partir dos valores de voltagem, utilizando

a expressao 17.
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A

Figura 8: Curva de equilibrio de oxigenagio (C.E.O) da hemoglobina humana A, em

solugdo contendo 60 uM heme, 10 mM de tampdo Hepes, 100 mM de NaCl, pH 7.3 a
25 °C. Os pontos obtidos sdo referentes a etapa de desoxigenagiio. A absorbéncia foi

medida em A = 576 nm. A pO, no inicio do experimento vale 148 mmHg e quando a
amostra estava totalmente desoxigenada o valor da pO, é zero mmHg,.

A partir dos dados apresentados na figura 8 a fragdo de sitios

ocupados (Y), em cada valor de pO; ¢ dada por,

Y = foxiHb] [oxi.Hb]
[HO | [oxi.Hb ]+ [desoxi .Hb |

Como a hemoglobina apresenta duas espécies cromoforas, a oxi-Hb e

a desoxi-Hb, se aplicarmos a lei de Beer-Lambert (equacdo 18) para cada

espécie pura, teremos:

Ab%xig = onig 'C}Ib'r £ Abﬁcsoxig?ﬁlcsoxigcl Ib'll€7
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onde Abs,; € Absisoxi corresponde a absorbancia da Hb totalmente
oxigenada e desoxigenada, respectivamente, Eoxig € Edesoxig SA0 OS
coeficientes de extingdo molar para a oxi-Hb e desoxi-Hb, respectivamente.

A uma dada pO; na qual a concentragdo de oxi-Hb é Cy; € de desoxi-
Hb, Caesoxi» @ absorbancia Abs; € dado por:

Absl = (Smigcmig s Edem‘(igcdmxig)ﬁ (22)

Substituindo €.xig. € €desoxig (€quagdo 21) na expressdo acima, €

definindo Cypr = Coxi + Caesoxi, podemos escrever,

C

desoxig

G ..
Abs =Abs,;, C”’“g +AbS§y i

HbT ClIbT

onde Cypr € a concentragdo total da hemoglobina na solugdo.

oxig. Cdcsm(ig

-+

=1, a razdo entre a concentragdo de Hb
HbT CIIhT

Sabendo que

. roe ~ Y Caxi
oxigenada e a concentragdo total da Hb € igual a saturagdo, Y=—"% ¢ a

Cl'l'hT ’
fragdo entre a concentragdio de Hb totalmente desoxigenada e a

concentragdo total da Hb vale 1-Y, podemos escrever a expressdo 23 da

seguinte maneira:

Abs; = Abs;, Y + Absdmg_( -Y) (24)

que rearranjada a partir das absorbancias medidas chegamos a equagio 25.

(25)

onde Abs; € o valor da absorbancia da amostra em uma dada pO,.
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Os valores das absorbancias para a solugdo desoxigenada (AbSgesoxi
ou Absy) e oxigenada (Abs,x ou Abs,) sdo obtidos por extrapolagdes dos
pontos iniciais e finais da curva de equilibrio de ligagdo de O,. Assim é
possivel determinar com precisdo os valores da saturagdo nos extremos da
curva de equilibrio de oxigenagdo. A Abs,y € obtido pela extrapolagdo do
ajuste linear da porgdo superior do grafico de Abs versus 1/pO,, quando a

pO, tende ao “infinito”, pO, —> o (1/pO; — 0) (Imai, 1981, 1982, 1994).

Figura 9: A figura acima mostra a extrapolagdo da absorbéncia contra 1/p0,, quando
1/pO2 — 0. O experimento foi realizado em solugdo composta por 60 uM heme, 10
mM de tampdo Hepes, 100 mM de NaCl, pH 7,3 a 25 C. Os valores de absorbéncia
foram medidos em 576 nm. O ajuste da porg¢do superior da curva foi feito por regressio
linear (y = a + b.x) e o valor obtido para a Abs,; foi de 1,3918.

Por sua vez, o valor de Absgcsoxi € Obtido pela extrapolagdo do grafico

de Abs contra pO,, com pO, — 0. Esta extrapolagdo € realizada pelo ajuste

de uma fungdo quadratica (Abs = a.x’ + b.x + c) aplicada aos pontos

experimentais que se encontram na regido inicial da curva (Imai, 1990,

1994).
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Figura 10: A extrapolagdo da absorbancia versus pO,. A condi¢do experimental é a
mesma da mencionada na legenda da figura anterior. O ajuste da porg¢do inferior da
curva foi feito pela fungfio quadratica, Abs = a.x” + b.x + ¢, e 0 valor da Absyeoy; € igual
a 0,9436.

Uma vez determinados os valores de Abs,y € AbSgesoxi, @ curva de
oxigenagdo, expressa em termos de Absorbancia (Abs) versus pO,, ¢é

normalizada em termos da fragdo de sitios ocupados, Y, conforme a eq. 25.

3.9.1 - O Grafico de Hill.

Com dos valores de Y e pO,, o grafico de Hill (In (Y/(1-Y) versus In

(p0Oy)), € construido, como mostra a figura 11.
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N
]

inclinagao = n,,

In (Y/(1-Y))

In pO,

Figura 11: Grafico de Hill para solugdo contendo Hb A, (60 pM heme) nas condigdes
de tamponamento anteriormente citada. Os pontos obtidos sdo referentes ao processo de
desoxigenagdo. O valor da afinidade (Pso = 6,48 + 0,32 mm Hg) foi obtido da interse¢do
deste grafico com o eixo de In pO, e a cooperatividade (nso = 2,43 + 0,06) foi calculada
a partir da inclinagdo do mesmo. A extrapolagdo da reta que interpola a extremidade
inferior do grafico fornece o valor da constante de ligagdo da primeira molécula de O, a
Hb (K, = 0,048 + 0,002 mm Hg™).

Do grafico de Hill obtemos pardmetros funcionais da Hb, tais como a
cooperatividade (ns), descrita na introdugdo desta tese, a afinidade (Psp) e a
constante de associagdo da primeiro ligante a proteina (K;).

A afinidade da Hb por oxigénio (Pso) expressa o valor de pO, quando
Y =0,5. Esta é a pressdo correspondente a 50% dos sitios de ligagdo de O,
saturados. O valor de Ps, é obtido da intercessdo do grafico de log (Y/(1-
Y)) com o eixo de log pO,, quando log (Y/(1-Y)) = 0 (Baldwin, 1975;
Imai, 1982).

Do grafico de Hill € possivel também determinarmos os valores das

constantes de ligacdo da primeira e quarta molécula de O, a Hb, K, e K,,
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respectivamente. Estes valores sdo obtidos extrapolando as retas que
interpolam os valores de ligagcdo nas extremidades do grafico de Hill. O
intercepto da reta que passa pelos pontos a baixa saturagdo com
log (Y/(1-Y) = 0 define log K;; ja o intercepto da reta que passa pelos
pontos a alta saturagdo define log K; (Imai 1981, 1982, 1994). Como a
determinagdo da constante de associagdo da quarta molécula de O, ‘a Hb,

K4, € critica, neste trabalho apresentamos apenas os valores de K.
3.10 — Comparacgio entre Ps e a atividade média do ligante (P,,).

O efeito da ligagdo de um ligante sobre a ligagdo de outro ligante a
macromolécula é conhecido como linkage quimico (Wyman & Gill, 1990).
Este efeito pode ser quantitativamente expresso utilizando as equagdes de
linkage, originalmente propostas por Wyman em 1964.

A expressdo 9 ¢ um exemplo tipico de equagdo de linkage utilizada
na determinagdo do numero diferencial de efetores heterotropicos
alostéricos, tais como: H', anions e églia, que sdo liberados ou associados a
Hb durante sua oxigenagdo (Wyman, 1964). Nesta equagdo utiliza-se o
valor de Psp como uma aproximagdo do valor de P, a pressdo de oxigénio
correspondente a atividade média do ligante. A obten¢do das curvas
continuas de oxigenagdo em diversas condigdes experimentais permitiu
investigar a exatiddo desta aproximagdo.

Wyman prop6s estimar a energia livre de oxigenagdo da Hb (6Goy,)
calculando o trabalho para transferir dnp, moléculas de oxigénio do estado
de referéncia, onde o potencial quimico do ligante é ’o,, para a proteina
em meio no qual o potencial quimico do ligante € Lo, através da seguinte

expressao:

0G o= (“02 - u?): bn o= (RT InpO, )5“ 02 (26)
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Considerando um mol de Hb, o trabalho total de oxigenagdo ou a
variagdo de energia livre total de oxigenacdo da proteina entre o seu estado
totalmente insaturado e seu estado totalmente saturado, ¢ dado pela
integral:

AGo; =G ~Gyesi = | RTINPO,80 0y =4RTINP,  (27)

Wyman demonstrou que o valor desta integral ¢ diretamente
proporcional ao logaritmo da atividade média do ligante (log Pm).
Comparando a equagdo 27 com a equagdo que fornece a energia livre de
uma reagdo, AG = -R.T.InK, chegamos a uma relagdo entre a atividade

média do ligante (P,,) e constante de associagdo do ligante a proteina (K):

(28)

P =K (29)

onde, a constante de equilibrio de associagdo do ligante a proteina (K) é
dada pelo produto das constantes de equilibrio de associagdo, por passos,
do ligante a proteina igualmente conhecida como constantes de Adair
(Wyman & Gill, 1990), isto €, K = kjkyksk;.

Aplicando logaritmo em ambos os lados, chegamos em:

-log K =4log P,
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Para curvas de oxigenagdo simétricas em torno do valor de pO, onde
a Hb encontra-se 50% oxigenada, Pm ¢ igual numericamente a Pso. Um
exemplo de como € possivel obter Pm das curvas de oxigenagdo continua é

dado na figura 12. Nesta figura o valor da area hachurada vale R.T.In P,,.

Saturagdo (Y)

" 2
In pG,

Figura 12: Curva de desoxigenagdo da Hb A, obtida de solu¢des contendo 10 mM de
tampdo Hepes, 100 mM de NaCl, 1,661 mOsm de sacarose, pH 7,3 a 25 OC. A atividade
média do ligante (Pm) é definida pela area hachurada e para esta condi¢do experimental
vale 9,21 mm Hg.

3.11 - Equacdes de linkage.

Neste trabalho utilizamos as equagdes de linkage (Wyman, 1964,
1967, Wyman & Gill, 1990) para determinar o namero diferencial de
ligantes que sdo associados ou liberados pela hemoglobina durante sua
oxigenagdo. A descrigdo de como esta metodologia foi aplicada aos nossos

dados experimentais ¢ comentada a seguir.
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A associagdo de um ligante alostérico, L, a Hb pode ser descrita pela
equacdo de Gibbs-Duhem. Consideremos que ng, moléculas de O, e n,
moléculas do ligante, L, estejam ligados a um mol de Hb, a temperatura e a
pressdo constantes. Para esta reagdo, no equilibrio, a variagdo da energia

livre total do sistema (dG = 0) € dada por:

dG =ng,du,, +ny dyy +dpy, =0 (31)

onde p, =u((})2 +RTInpO, representa o potencial quimico do O,

. =p) +RTn a , o potencial quimico do liganteLe ;o  potencial

quimico da Hb.
A energia livre expressa na equagio 31 depende portanto do nimero
de moléculas de ligantes (O, e L) ligados, bem como do potencial quimico

destes ligantes e da proteina. Rearranjando esta equagdo obtemos:
—dpy, =ngdpg, +ndp, (32)

que expressa a forma com que o potencial quimico da Hb Wy, varia com a

saturacdo e com a atividade dos ligantes, isto é:

_ Gy, = n,,dInpO, + n, dlna; (33)

RT

Como, no equilibrio, a ligagdo de O; e do ligante L a hemoglobina é
um processo reversivel, o potencial quimico da proteina € uma propriedade
de estado e du, € uma diferencial exata, o que nos permite escrever a

seguinte expressdo de Maxwell (Colombo et al., 1992):
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A equagdo acima ¢ uma das equagdes de linkage propostas por
Wyman (Wyman, 1964). Esta expressio correlaciona a variagdo da
saturacdo da Hb por O,, devido as mudancgas em a;, sob pO; constante, com
a variagdo na saturagdo da Hb por L devido a mudangas na pO, com aj,
constante.

A partir da expressdo 34 podemos derivar como a afinidade da
hemoglobina por oxigénio, Pso, varia com a;, (Wyman, 1964; Wyman &

Gill, 1990) e chegar a uma equagdo idéntica a expressio 9, isto &,

dinPy,| _An; _ (n?,’d "n?,mn)

dina, |, 4 4

1

onde Psy tem o significado antes citado; a;, € a atividade do ligante L, a;

indica que a atividade de outros ligantes que ndo L, An;, € a diferenga do
namero de moléculas de L ligados entre as estruturas oxi e desoxi da Hb.
Esta anélise € correta apenas quando a atividade de um ligante varia € a
atividade de qualquer outro ligante presente na solu¢do € mantida constante
(o que esta indicado pelo subscrito a;). Ao passo que, se o ligante alostérico

L for a agua, a relagdo de linkage € escrita como a equagdo 10.

50

dInP

dlnaW
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desoxi

onde, n,>™ e ny sdo os nameros de moléculas de agua ligadas as
estruturas oxi (R) e desoxi (Tx) da Hb e a; € a atividade de um ligante i,
diferente da agua.

A equagdo de linkage permite também determinar o numero
diferencial de prétons (Any,) ligados entre as conformagdes oxigenada
(0™ e desoxigenada (ny;,***¥) da proteina (Wyman & Gill, 1990). Neste
caso a equagdo sera dada por:

oxi ___ desoxi
H+ H+

_dlogPS0| _AnH+ _(n
dpH |a__ 4 4

A inclinagdo do grafico de log Psy contra pH fornece o niimero de H'
que sdo ligados/liberados na transi¢do Tx S R (Bucci & Frontecelli, 1981).
A ligagdo de H' a Hb ¢ notada devido ao aumento dos valores de Pso, a
medida que os valores de pH diminuem. A partir deste comportamento o
efeito Bohr pode ser quantificado aplicando a expressdo 35 os valores dos
parametros funcionais obtidos a partir das curvas de oxigenagdo em
diferentes valores de pH.

O efeito da concentragdo de anions (X)) sobre a oxigenagdo da
hemoglobina, também € quantificado utilizando o mesmo procedimento,

COMO mMostra a expressao a Seguir:

oxi desoxi
n -1
Anx— _[ X— X- )

dInP
_ 50

4 4
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A inclinagdo do grafico de In Psy x In [X] fornece a variagdo do
namero de moléculas de X que sdo liberadas/ligadas a Hb durante a sua

oxigenagdo (Colombo et al., 1994).

3.12 - Equacio de van’t Hoff.

Com o desenvolvimento, em nosso laboratério, da cela espectro-
polarimétrica modificada (Cadén Filho, 1997), baseada na cela de Imai
(Imai, 1982) foi possivel realizarmos experimentos onde verificamos o
comportamento da variagdo de hidratagdo associada a oxigenagdo da Hb
em diversas concentragdes de cloreto e diferentes temperaturas.

A andlise do efeito da temperatura sobre a variagdo de oxigenagio da
hemoglobina, ¢ realizada considerando a dependéncia da variagdo da
energia livre de Gibbs (AG) de oxigenagdo com a temperatura (Wyman,
1964, 1967; Imai, 1982), isto &,

AG = RTInP 37)

onde, R € a constante universal dos gases (R = 1,987 cal/K. mol) e T é a
temperatura Kelvin (Atkins, 1999). Da segunda lei da termodinadmica a

variagdo da energia livre de Gibbs ¢ definida como:

AG=AH -T.AS (38)

tendo, AH e AS como a variagio de entalpia e entropia da reagdo,
respectivamente. Combinando as equagdes 37 e 38, obtemos a seguinte

expressao:

AH —-TAS =RTInP,,
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Que pode ser escrita como:

AH AS

kg Ses—v1g (40)

Supondo que AH e AS sdo independentes da temperatura e

derivando In Psy em fungdo de 1/T, obtemos a equagdo de van’t Hoff:

6lnP50‘ =AH (41)
o/T), R

A inclinagdo do grafico de In Ps, versus 1/T, fornece o valor do calor
de oxigenagdo por grupo heme, AH. Esta equagdo ¢ usada para determinar
a dependéncia da constante de equilibrio de ligagdo de ligante a
macromolécula com a temperatura, mantendo constante a atividade de
qualquer outro ligante alostérico presente na solugdo (a;). Os experimentos
que determinam as constantes de associagdo de O, a Hb em diferentes
temperaturas sdo extensivamente utilizadas para determinar o calor da
reagdo, AH. A ferramenta utilizada nestas determinagbes € o grafico de
van’t Hoff, In Psy versus 1/T (Imai, 1982; Tinoco et al., 1995; van Holde et
al., 1998; Atkins, 1999). A entropia da reagdo de oxigenagdo, AS, também

pode ser estimada a partir da equagéo:

AG -AH
AS = -—[ T ] (42)

Os graficos de van’t Hoff obtidos e apresentados neste estudo
demonstraram que In Ps, varia linearmente com 1/T, sugerindo assim que a
variagdo da capacidade térmica (ACp) da reagdo de oxigenagdo € proxima

de zero.
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4.1 - Efeito da atividade de agua sobre a afinidade da Hb por O,.

O efeito da adicdo de solutos neutros sobre a afinidade da Hb A, por
O,, foi medido em 10 mM de tampdo Hepes, 100 mM de NaCl, pH 7,3 em
varias concentragdes de sacarose. A figura 13 mostra as curvas de saturagdo
parcial da Hb Ay em fungdo de In pO, para cada condigdo experimental. Os
pontos apresentados na figura em questdo foram obtidos utilizando o sistema
espectropolarimétrico desenvolvido em nosso laboratério (Cadén Filho,

1997).

&
%oso
[1v]
S
(4]
(/)]

Figura 13: Comportamento da afinidade da Hb Ay por O, em solugdes contendo Hb
(60 uM heme), 10 mM de tampdo Hepes, 100 mM NaCl, pH 7,3, T = 25°C em diferentes
atividades de agua, ajustada sem (H) sacarose e com 0,50 (<), 0,75 (A), 1,00 (@) e
1,35 (A) molal desse soluto neutro. As curvas de saturag@o representam a etapa de
desoxigenacéo da Hb.
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A partir das curvas de oxigenagdo, obtidas para cada condigdo
experimental, determinamos o comportamento da afinidade da Hb pelo

ligante, Pso, para as diversas atividades de agua (a,,) da solugdo, que fora

ajustadas pela adi¢do de soluto neutro. O aumento da concentragdo de

sacarose desloca as curvas de oxigenagdo para a direita, indicando a
diminui¢do da afinidade da Hb por O,, e conseqiiente deslocamento do
equilibrio desoxi-Hb (Tx) & oxi-Hb (R) na diregdo da estrutura menos
hidratada, a Tx. Na tabela 3 apresentamos os valores numéricos que

representam estes parametros.

[sacarose]
Molal

Osmolidade da
solucio
(osmol/KgH-0)

In a,
(-osm/55,5)

Pso
(mm Hg)

In Pso

0,0

0,247

-0,00445

6,29 + 0,23

1,84 + 0,04

0,15

0,366

-0,00658

6,55 + 0,32

1,88 10,06

0,35

0,548

-0,00987

6,82 + 0,28

1,92 +0,05

0,50

0,682

-0,01230

7,69 +0,34

2,04 £ 0,04

0,65

0,888

-0,01600

7,92 + 0,30

2,07 £0,05

0,75

1,045

-0,01883

8,67 0,60

2,16 +0,06

0,90

1,185

-0,02135

8.84 10,48

2,18 40,05

1,00

1,419

-0,02561

9,78 0,43

2,28 +0,05

1,20

1,661

-0,02993

10,27 10,50

2,33 40,05

1,35

2,108

-0,03799

11,82 +0,70

2,47 10,05

Tabela 3: Dependéncia da afinidade da Hb com a atividade de agua. O desvio padrdo
(Bevington & Robinson, 1992) é menor que 5%, tanto para os valores de In Ps, como
para os valores de Ps.

O comportamento de In Psy em fungdo de In a,, é mostrado na figura a

seguir.

AVA
cm 1 2 5 4 5 6 7 unespwll 12 13 14 15 16
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18
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Figura 14: Gréfico de In Ps, versus In a, obtido em solugdes contendo Hb em uma
concentracdo de 60 uM heme, 10 mM de tampdo Hepes, 100 mM de NaCl, pH 7,3 a
25°C. As osmolalidades das solugdes foram ajustadas com a adi¢io de sacarose e
variaram de 0,247 a 2,108 Osmoles/Kg H,O. Cada ponto experimental representa a
média entre quatro medidas de Ps, sendo duas a duas completamente independentes
(amostras distintas). Para cada amostra, o Ps, foi determinado independentemente para a
curva de oxigenagdo e para a curva de desoxigenacio.

O grafico da figura 14 mostra que o In Ps, varia linearmente com a
variagdo em In a,, comportamento este que concorda com os resultados
anteriormente publicados (Colombo et al., 1992, 1994, 1996; Parsegian et
al., 1995). De acordo com a equagdo de linkage de Wyman (eq. 10) a
inclinagdo d(In Psp)/d(In a) fornece o nimero aparente de moléculas de
agua envolvidas durante a transigdo Tx para R. Para as condigdes
experimentais apresentadas na figura anterior o An,, corresponde a 72 + 3

moléculas de agua, por tetramero de hemoglobina.
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4.2 - Efeito da atividade de Agua sobre a constante de associaciao do

primeiro O, a Hb (K;).

Com a obtengdo de curvas de equilibrio de oxigenagdo da Hb
continuas, em varias concentragdes de solutos neutros, tornou-se possivel a
determinagdo da dependéncia da constante de associagdo do primeiro
oxigénio a proteina (K;), com a atividade de agua. A medida da variagdo de
hidratagdo associada a K;, Anyg;, pode ser usada como uma sonda das
mudangas estruturais induzidas na proteina pela ligagdo de O,. Este efeito é
visto na tabela 4, que apresenta os valores K; determinados para as

correspondentes a,,.

Osmolidade da
solucio
(osmol/KgH,0)

In Kl Kl
(mmHg)‘1

In a,
(-osm/55,5)

[sacarose]
Molal

0,0

0,247

-0,00445

-3,03 £ 0,03

0,048 +£0,002

0,15

0,366

-0,00658

-3,12 40,07

0,044 +0,003

0,35

0,548

-0,00987

-3,29 10,05

0,037 £0,001

0,50

0,682

-0,01230

-3,56 £0,02

0,028 +£0,002

0,65

0,888

-0,01600

-3,62 0,1

0,027 +0,003

0,75

1,045

-0,018383

-3,83 40,03

0,022 +0,001

1,00

1,419

-0,02561

-4,18 £0,03

0,015 +0,001

1,20

1,661

-0,02993

-4,26 10,03

0,014 0,002

Tabela 4: Dependéncia de In K, com a da atividade de agua. O desvio padrdo
(Bevington & Robinson, 1992) é menor que 10%, tanto para os valores de In K; como
para os valores de K.

A figura 15 mostra o comportamento de In K; em fungdo de In a,,
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Figura 15: Os pontos que compde o grafico de In K, versus In a, foram obtidos nas
condigdes experimentais descritas na figura 14. O An, corresponde a 52 + 2 moléculas
de agua, que estdio associadas a ligagdo da primeira molécula de O, a Hb.

A exemplo da equagdo de linkage entre In Ps, € In a,, a dependéncia
de In K, com In a, formece a vanagdo de hidratagdo que acompanha a

ligagdo do primeiro oxigénio a Hb, conforme a equagio a seguir:

OlnK,
Olna |

B (43)

A inclinagdo do grafico da figura 15 estabelece que 52 + 2 moléculas

de agua ligam-se ao tetramero de Hb com a ligagdo da 1* molécula de O,.

4.3 — Efeito da temperatura sobre An,pso) € Anyk1).

E descrito na literatura que as conformagdes da desoxi-Hb e da oxi-

Hb ndo sofrem alteragbes nas suas respectivas estruturas, dentro de uma
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variagdo de temperatura que vai de aproximadamente 10 a 40 °C (Imai &
Yonetani, 1975; Imai, 1982). Esta independéncia dos extremos
conformacionais da Hb com a temperatura, levou-nos a supor que a variagao

de hidratagdo que acompanha a oxigenagdo total (Anypso) € a ligagdo da

primeira molécula de O, 4 Hb (Anyxi)) sdo constantes entre 15 e 35 °C.

Para tanto, o efeito que a temperatura exerce sobre Anypso) € Anyky foi
investigado, determinando a dependéncia mutua entre Pso e K; com a
concentragdo de soluto neutro, em experimentos realizados em 15, 20, 25,
30 e 35°C. Os pontos experimentais que compdem os graficos de In Ps,
versus In a, (figura 16) foram obtidos em solugdes contendo Hb em
concentragdo de 60 pM heme, 10 mM de tampao Hepes, 100 mM de NaCl,
pH 7.3 em diferentes concentragdes de sacarose e na variagdo de

temperatura anteriormente mencionada.

3,2
2,8
24
2,0
1,6

-

I & L L

1 N 1 M
-0,04 -0,03 -0,02 -0,01
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w

Figura 16: Comportamento da afinidade da Hb A, em fun¢do da In a,. Os pontos
experimentais foram obtidos nas condi¢cdes experimentais citadas no texto em 35 (),
30 (0), 25 (@), 20 (A) e 15 °C ().
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Na figura 16 mostra que In Ps, varia linearmente com a variagdo de
In a, e que o aumento da temperatura diminui a afinidade da Hb por
oxigénio, ou seja, o valor de Ps, aumenta, indicando que a estrutura da
desoxi-Hb ¢ estabilizada em temperaturas mais altas. Este resultado
evidencia também que a ligagdo de O, a Hb € exotérmica (Benesch et al.,
1969; Imai, 1982; Razynska et al., 1990; Bucci et al., 1991; Jonhson et al.,
1992). A inclinagdo do ajuste linear aplicado aos pontos experimentais
fornece o numero diferencial de moléculas de agua que estdo associadas a
transigdo Tx—R. O paralelismo apresentado pelos ajustes dos graficos de
In Psy versus In a,, demonstra que dentro do erro experimental Anyps)
independe da temperatura. Comportamento idéntico € mostrado na figura 17,
onde graficos de In K, versus In a, foram determinados nas mesmas

condigdes experimentais.

1,6-
2,0-

2,4
o0
32-
X 36 -
4,0
SRR
48
-5,2 v

Figura: 17: Comportamento de In K; em fung¢do de In a,. Os pontos representam os
valores de K; obtidos em 15 (H), 20 (A), 25 (@), 30 ((J), e 35°C ().
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Os valores das variagdes de hidratagdo associados a transi¢do Tx—R
(Anypso)) € a K; (Anykiy) foram determinados para a cada temperatura e
sdo mostrados na tabela 5. Nota-se que tanto Anypsoy quanto Any), dentro

de um erro experimental, sdo independentes da temperatura.

Temperatura (°C) Angpsn Anyxny

£S5 7112 48 +2

20 80 +2 53+1

25 23 32+2

30 7413 313

35 3 54+2

Média de An,, 73+3 52+2

Tabela 5: A tabela acima mostra o nimero de moléculas de agua ligadas durante a
transigio Ty—R (Anwpss) e durante a ligagdo da primeira molécula de oxigénio a
proteina (An.xi)) em experimentos realizados em diferentes temperaturas. A média de
moléculas de 4gua (An, médio) ligadas neste dois casos foi de 73 = 3 e 52 £ 2. As
diferencas apresentadas entre cada An, estdo diretamente relacionadas a erros
experimentais.

A figura 18 ilustra o valor da variagdo de hidratagdo determinada
durante a transi¢do da estrutura totalmente desoxigenada para a totalmente
oxigenada da Hb, além do An,, associado a constante de ligacdo da primeira
molécula de O, a Hb (K).

desoxi-T +72H,0 oxi-R

Hb +40; 3 » Hb(O,); Ps

Hb + 102 "= Hb02+ 302 = B:b(o;;)4 Kl
+ 52H0

Figura 18: Varia¢cdes de hidratagdo associadas a oxigenagdo total e a constante de

ligagdo da primeira molécula de O, a Hb (K)).
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4.4 - Comportamento do calor de oxigenacio total (AHps) e da ligagcao

da primeira molécula de O, (AHg,) em fungio de a,,.

Utilizando o conjunto de dados experimentais, apresentados nas
figuras 16 e 17, podemos determinar a entalpia e entropia de oxigenagdo,
relacionando o In Ps; € o In K; com o inverso da temperatura, grafico de
van’t Hoff. A figura 19 mostra os graficos de In Ps, versus 1/T,

determinados em diversas atividades de agua (a,,).

T ¥ T Y T T T T T —
0.00325 0.00330 0.00335 0.00340 0.00345 0.00350
11T (K)

Figura 19: Grafico de van’t Hoff, para a oxigenagdo total da Hb. Os valores de Ps
foram calculados de curvas de oxigenagdo obtidas em solugdes contendo Hb em
concentragdo de 60 uM heme, 10 mM de tampdo Hepes, 100 mM NaCl, pH 7.3,
T = 25°C, na auséncia (H): 0,15 (2); 0,35 (#); 0,50 ( ); 0,65 (0); 0,75 (¥); 1,2 (M)
e 1,35 (A) molal de sacarose. Para cada concentragdo de sacarose, realizamos

experimentos em 15, 20, 25, 30 e 35 °C. O ajuste foi feito de acordo com a equagdo
van’t Hoff, equagdo 41, e a inclinagdo (Aﬂ%j fornece o valor do calor de oxigenagdo

por grupo heme de Hb.
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As linhas continuas, mostradas na figura anterior, representam o

melhor ajuste da equacdo de linkage baseada na expressdo de van’t Hoff

(eq. 41), isto é,

8111P50| AHS

)|y B

w

onde AH “/é representa o valor do calor de oxigenagdo por grupo heme da

proteina, medidos em atividades de agua (a,) fixa e temperatura variavel.
Por sua vez, a figura 20 apresenta os graficos de van’t Hoff referentes
a constante de ligagdo da primeira molécula de O, a Hb (In K versus 1/T),

determinados nas mesmas condigdes experimentais dos graficos obtidos na

figura 19.

.

ou

LLRE &4

I ¥ I v 1 : I ¥ 1 v
0.00325 0.00330 0.00335 0.00340 0.00345 0.00350
1/T(K)

Figura 20: O Grafico de van’t Hoff acima, mostra a dependéncia de K, com o inverso
da temperatura. Os valores de K, foram calculados de curvas de oxigenagio obtidas nas
condigdes experimentais descritas na legenda da fig. 18. O ajuste foi feito de acordo com

a equagdo (44) e a inclinagdo fornece o valor do calor de ligagdo da primeira molécula de
0, aHb A,.
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Os ajustes mostrados na figura 20 obedecem a equagio:

6]HK.1 __AH{)

(44)

o/T)) R

w

sendo que a inclinagdo, AH‘%{', quantifica o valor do calor de ligagdo da 1*

molécula de O, a Hb A, medidos em atividades de agua fixas e temperaturas
variaveis.

As variagdes de entalpia que acompanham a oxigenagdo total
(AHpsoy = -10,57 £ 0,50 kcal/mol.heme, isto €, -42,30 + 2,00 kcal/mol.Hb) e
K; (AHky = -19,12 £ 0,80 kcal/mol.O,) estdo em concordancia com os
resultados anteriormente descritos, para solugdo experimental de semelhante
composi¢do quimica (Benesch et al., 1969; Imai, 1979, 1982; Bucci et al.,
1991; Johnson et al., 1992). Os valores médios de AHpso € AHg,;, nas

diversas osmolalidades, sdo mostrados na tabela 6.

[sacarose] Osmolidade In a, AHpso) AHiy)

Molal da solucgio (-osm/55,5) | (kcal/molheme) | (kcal/mol de O,)
(osmol/KgH,0)

0,0 0,247 -0,00445 | -10,56 +0,42 | -19,14 +0,84
0.15 0,366 -0,00658 | -10,53 + 0,45 | -19,20 + 0,83
0,35 0,548 -0,00987 | -10,61 £0,41 | -19,23 £ 0,89
0,50 0,682 -0,01230 | -10,59+0,58 | -18,77 £ 0,88
0,65 0,888 -0,01600 | -10,56 +£0,43 | -18,81 £ 0,25
0,75 1,045 -0,01883 | -10,59+£0,63 | -19,79+0,90
1,20 1,661 -0,02993 | -10,53+£0,62 | -19,01 £ 0,82
1,35 2,108 -0,03799 | -10,56 £ 0,49 | -19,04 £ 0,99
Média de AH -10,57 £ 0,50 | -19,12 + 0,80

Tabela 6: Variagio de entalpia de oxigenagdo obtida durante a transigdo Tx—R
(AHs0)) e durante a ligagdo da 1° molécula de O, a proteina (AHx»)). O desvio padrdo
(Bevington & Robinson, 1992) para os valores de AHpsoy) € AH1) sd0 menores que 6%.

AVA
cm 1 2 5 4 5 6 7 unespwll 12 13 14 15 16 17 18
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A figura 21 ilustra os valores das variagdes de entalpia determinada

durante a oxigenagdo total e a ligagdo da primeira molécula de O, a Hb.

- 10,5 kcal/mol.heme
(- 42 kcal/mol. Hb)
Hb +40; 5 > Hb(O;)s AHpyg

desoxi-T oxi-R

Hb +10; &=—=2HbO;+ 30, +——Hb(0;); AHg,
- 19 kcal/mol.O;

Figura 21: Variagdes de entalpia associadas a oxigenagdo total e a K.

Dentro do intervalo limitado de variagdo de a,, e de temperatura, os
dados os graficos de AH versus R.T.lna,, (figura 22) demonstram que a
variagdo de entalpia de oxigenacdo total e para K; sdo independentes tanto

da atividade de agua quanto da temperatura. A independéncia de AH de

oxigenacgdo com a temperatura indica que a variagdo da capacidade térmica

(AC,) associada a reagdo de oxigenagdo € prOxima de zero e que as
estruturas da oxi e desoxi-Hb, no intervalo de temperatura investigado, sdo
invariantes. Este resultado € consistente com aqueles observados por outros
autores (Imai & Yonetani, 1975; Imai, 1982). Por sua vez, o fato da
variagdo de entalpia de oxigenagdo total e para a ligagdo do primeiro O,
serem independentes da concentragdo do soluto, evidencia a auséncia da

interacdo direta entre a proteina e a sacarose.
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Figura 22: Dependéncia da variagdo de entalpia de oxigenagdo total (A) e da variagdo
de entalpia de ligagdo do primeiro O, (B)'a Hb A,. A linha continua representa
o ajuste linear que fornece um AHps, = -10,57 + 0,50 kcal/molheme e
AHg,=-19,0 + 1,60 kcal/ mol.O,.

Sabendo que AG = 4R.T.InPs, ¢ AG = AH - TAS, os valores de AG e
AS de oxigenagdo foram calculados, tanto para Psy como para K;, ¢ a

dependéncia dessas grandezas com a atividade de agua sdo mostradas nas

figuras 23a e 23b. A inclinagdo do grafico de AGpsoy x RTlna,, (fig. 23a)

corresponde a um An,, de 74 + 4, que representa o numero de moléculas de
agua que se ligam a Hb durante a transi¢do TxSR, por sua vez, um An,, de
52 * 3 correspondente a inclinagdo do grafico de AG )y x RTlna,, (fig. 23b),
representa o nimero de moléculas de agua que associam a Hb durante a

ligacdo do primeiro O,.
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1,40 —

1,35—.
1,30—-
1.25—-
1,20—-
1.15—.
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AG,, (kcal/mol.neme)
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1,00 SR S L e o ———
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RTina,,

Figura 23(a): Comportamento de AGpsoy de oxigenacdo total em diferentes atividades

de 4gua. A inclinagdo do grafico de AGpso) X RTlna,, corresponde a um An,, de 74 + 4
moléculas de agua.

AG,, (Kcal / mol Q)

!

v r . r v ’ y
-0,020 -0,015 -0,010 -0,005 0,000
RTIna,

Figura 23(b): Comportamento de AG, em diferentes atividades de agua. A inclinagio
do gréfico de AG)) x RTlna,, fornece um An,, = 52 + 3 moléculas de dgua.
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Estes resultados remetem a interpretagdo de que o efeito de Anypso)
sobre a variagdo de energia livre de Gibbs que acompanha a transi¢do de
Tx—>R (AGpso) € basicamente entropico. Sendo esta interpretagdo valida
também para a constante de associagdo do 1° ligante a Hb.

Derivando a energia livre de oxigenagdo, AG = AH - TAS, em fungéo

de dpwz, temos.

w w

dAG s dAH ! TdAS — _[ qpoxi _ __ desoxi
dp, dp, dp, (n . J

dAH

CO!‘ﬂO, m

= (), tem-se que:

=4[5, )| i -ni Rana,

Logo, a variagdo de entropia de oxigenag¢do em fungio da a,, é dada

dAS =An Rdlna, (47)

e a dependéncia do dAG com a,, por

dAG =-TdAS =—An_RTdlna_

% O potencial quimico da dgua ¢ dado por: i, = p,’ + RTIna, e sua derivada: dp,, = RTdlna,
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4.5 — Influéncia da concentrac¢io de NaCl sobre o An,,.

Recentemente, Colombo e Seixas (1999) demonstraram que a
variagdo de hidratagdo que acompanha a oxigenacdo da Hb (An,) ¢é
dependente da concentragdo de 4nions. Estes autores propuseram que a
estrutura da desoxi-Hb € estabilizada em um terceiro estado conformacional
em solugdes tampao com auséncia de sais (Colombo & Seixas, 1999). Dado
a relevancia dos resultados apresentados por Seixas € Colombo, sobre o
contexto do presente trabalho, novas determina¢des da influéncia da
atividade de agua sobre a afinidade (Pso) da Hb por O,, foram realizadas. A
figura 24 representa o grafico de In (Pso/P’,) versus In a,, medido em 10
mM de tampdo Hepes, pH 7,3, em diversas concentragdes de NaCl e

atividades de agua ajustadas pela adigao de sacarose.

004 003 002
Ina,

Figura 24: Grafico da afinidade da Hb A, por O, em fung¢3o da atividade de agua

realizado na auséncia (¢); em 5 (V¥); 15 (A); 25 (@) ¢ 100 mM (M) de NaCl. Os
pontos experimentais foram obtidos em solu¢do contendo 10 mM de tampdo Hepes,
pH 7,3 em diferentes concentragdes de sacarose
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Como se observa, na auséncia de CI" a variagdo média de hidratagdo
na Hb A, é de 25 moléculas de agua, enquanto que na presenga de 100 mM
deste sal, esta variagdo de hidratagdo € maior, isto €, 72 moléculas de agua
ligam-se a hemoglobina, durante a sua oxigenacdo. Esses resultados
concordam quantitativamente com medidas anteriores, realizadas por nosso
grupo de pesquisa, onde a tonometria foi a técnica experimental aplicada
(Colombo & Seixas, 1999).

Neste trabalho apresentamos, originalmente, a influéncia da
concentragdo de NaCl sobre a variagdo de hidratagdo associada a ligagdo do
primeiro oxigénio a Hb (Anyk;). A figura 25 mostra os pontos experimentais

que compdem o grafico de In (K,/K’)) versus In a,,.

0,04
-0‘2 -
0.4 -

-0,6

-0,8
1,04
124
:
1.4

-1,6
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-0,04 -0,03 -0,02 -0,01 0,00

Ina,

Figura 25: Comportamento da constante de ligagdo da 1° molécula de O, a Hb A, em
fungdo da atividade de agua, realizado na auséncia (¢); em 5 (¥); 15 (A); 25 (@) e
100 mM (M) de NaCl. Os pontos experimentais foram obtidos em solugdo contendo 10
mM de tampdo Hepes, pH 7,3 em diferentes concentra¢des de sacarose.
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A variagdo média de hidratagdo associada a K, é de 25 moléculas de

agua na auséncia de CI, enquanto que, na presenga de 100 mM de NaCl

esta variagdo € de = 50 aguas que acompanham a ligagdo do 1° O, a Hb.

Os graficos apresentados nas figuras 24 ¢ 25 mostram que para uma
dada [NaCl] tanto In Psy, quanto In K, variam linearmente com o In a,, € que
as inclinagdes dos ajustes lineares aumenta com o aumento da concentragdo
de NaCl. Estes resultados indicam diferentes quantidades de moléculas de
agua que se ligam a Hb durante a transi¢do da desoxi-Tx para a oxi-R. O
valor de An,, € maior na presenga de elevadas concentragdes de NaCl do que
na auséncia deste sal. A tabela 7 exibe os valores de An,, medidos a cada

[NaCl], obtidos tanto para Psy como para K.

[NaCl] Anypsoy
0.0 mM 24 +1

3,5 mM 25+ 1*
5mM 35+1
10 mM 47 + 3*
15 mM 49+2
25 mM 63+ 1
100 mM 1245
200 mM 71 + 4*
400 mM 723"

Tabela 7: Variacdo de hidratagdo (An,eso) associada com a mudanga conformacional
que ocorre com a Hb durante a oxigenagdo e durante a ligagdo da primeira molécula de
oxigénio a proteina (Anux;). Os experimentos foram realizados em diferentes
concentragdes de anions e nas condi¢des de tamponamento citadas na legenda das
figuras 23 e 24.(*) Sdo valores de Anygpso) determinados por nosso grupo de pesquisa,
utilizando a tonometria como técnica experimental (Colombo & Seixas, 1999).

AVA
cm 1 2 5 4 5 6 7 unespwll 12 13 14 15 16 17 18
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A caracterizagdo total do efeito da concentragdo do CI” sobre Anyps)
e Anyxiy € descrito nos graficos de An, versus log [NaCl] mostrados na

figura 26.

20

T 'r.lllrrnr T T T T T T T

LR R L B / |
1E-7 1E-6 1E-4 1E-3 0,01 0.1

log [CI]

Figura 26: Dependéncia da variagio de hidratagio de oxigenagio da Hb com a
concentragdo molar de NaCl. ([J) Sdo pontos de An,so) obtidos por Colombo e Seixas,
1999, enquanto que (M) sio os valores de An,, pspy € () de Any ;) obtidos por este
autor em 10 mM de tampdo Hepes, pH 7,3. A linha continua azul representa o melhor
ajuste logistico sigmoidal, com os seguintes pardmetros: Anypsoy™ " = 24 + 2 moléculas
de agua; Aﬂw(ps())ﬁml =72 + 2 moléculas de 4gua; Ki=12+ 1 mM; en= 1,74 £ 0,3.
Entretanto, a linha continua azul representa o melhor ajuste logistico sigmoidal com os
parametros: An,xi,"" = 26 + 0,2 moléculas de agua; An,x;,™ =53 + 0,3 H,0; K=
9+2mM;en=1,45+0,05.

Os dados revelam que abaixo de = 1 mM e acima de = 50 mM de
NaCl, o An,, permanece em platés com valores médios constantes de 24 + 2
e 72 = 2 moléculas de agua para Psy, assim como, 26 + 0,2 ¢ 53 + 0,3
moléculas de agua para K,, respectivamente. Na faixa de concentragdo de
anions entre 1 mM e 50 mM o An,, aumenta de 24 para 72 moléculas de

agua que se associam a proteina com a oxigenagdo total e de 26 para 52




Resultados 86

moléculas de agua que se associam a Hb com a ligagdo da primeira molécula
do ligante.

Nosso grupo de pesquisa mostrou (Colombo & Seixas, 1999) que a
influéncia do NaCl sobre o An,, de oxigenagdo pode ser descrita assumindo
que a desoxi-Hb coexista em dois estados funcionais e de hidratagdo, o
estado Tx da proteina (ligado a CI) e o estado T, (livre de CI'). Neste
trabalho os autores propuseram que a oxigenagdo da Hb pode seguir dois
caminhos estruturais alternativos, de Ty—>R e de Tx—>R, que sdo
dependentes do equilibrio entre os estados T, e Tx com a concentragdo do

ion cloreto. O esquema a seguir, descreve tal equilibrio:

+Tn = 402+ Sl'lw‘_" R
nXx"

Kx/

Tx + 40, + An,+nX"

Figura 27: Dependéncia de An, de oxigenagdo com a concentragdo do anion. Na
representagdo on,, e An,, representam a mudanga de hidratagio entre os estado Toe R e
também Tx e R respectivamente; K, é a constante de equilibrio aparente de dissociagio
de X ao estado Tx da Hb e nX" € o numero aparente de anions ligados ao estado Tx da
Hb em relagdo ao R (Seixas, 1998; Colombo & Seixas, 1999).

No esquema, K, representa a constante aparente de dissociagdo total
do 4nion X na transigdo de Tx—T), n € a estequiometria aparente de ligagdo
e X a concentragdo de anions. dn,, € An,, representam a variagdo intrinseca
de hidratagdo da Hb que seguem a oxigenagdo da proteina através dos
caminhos de Ty—R, e de Tx—>R, respectivamente.

Em qualquer concentragdo de éanion a variagdo de hidratagdo

observada com a oxigenagdo, An,”*, é dada por,
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A“w{)bs = f ']'0-6 nw+f TxAnw (49)

onde fr, € frx representam as fragdes de Hb que sdo oxigenadas
obedecendo a transicdo entre os estados T, para R e Tx para R,
respectivamente. Com estas definigdes o modelo funcional que descreve
quantitativamente a relag@o entre a ligagdo de O, e CI" a Hb e a conseqiiente

variagdo na conformagdo de hidratagdo da proteina, é dado pela equagdo:

(Snw—Anw)+An (50)

n W
X
]+[—-x--}

sendo que, K, e n foram anteriormente definidos.

Obs _
Anw =

As linhas continuas mostradas na figura 26, correspondem ao melhor

ajuste ndo linear que foi aplicado aos dados experimentais. Nota-se que o

ajuste dos valores de Anypso, obtidos pelo sistema espectropolarimétrico

encontram-se sobrepostos ao ajuste dos valores de Anypsg, obtidos a partir

do método tonométrico (Seixas, 1998; Colombo & Seixas, 1999).

4.6 — Determinacio da entalpia e entropia de van’t Hoff para a
oxigenacio da Hb em diferentes concentracdes de NaCl e atividades de

agua.

Uma vez que os ions cloreto atuam como um agente alostérico
regulador entre dois caminhos estruturais distintos de oxigenagdo de Hb,
entdo o calor, e consequentemente a entropia de oxigenagdo devem também

depender da [NaCl]. A contribuigdo da concentragdo de anions para o AH e
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AS de oxigenagdo total e para K, foi determinada estudando a dependéncia
de In Psy e In K, com a temperatura. A figura 28 mostra os graficos de van’t
Hoff para a afinidade da Hb por O, obtidos em varias concentragdes de

cloreto e em cinco temperaturas que variam a cada 5°C entre 15 ¢ 35°C.

3,69
3.2:
2,8:
24
2,0-
1,6-‘
1,2-
0,8-

0,4

00032 00033 00034  0,0035
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Figura 28: Grafico de van’t Hoff que mostra a dependéncia da afinidade da Hb A, por
O, com a temperatura. Os pontos experimentais foram medidos em diferentes
concentragdes de dnions [(V) 0.0; (W) 3,5; (¢) 5; (A) 10; ( ) 15; (®) 25; (O) 100; (m)
200 e (4#) 500 mM NaCl]. O ajuste foi feito de acordo com a equagdo eq. 51 sendo que
a inclinagdo do grafico (AH/R) fonece o valor do calor de oxigenagio total envolvido
no processo.

O calor de oxigenagdo total foi determinado pela inclinagdo do ajuste

aplicado aos pontos experimentais, baseado na equagdo 41.

aln PS(} AH

a(1/T) o

aCl ~
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O comportamento linear apresentado entre In Ps, versus 1/T para cada
condigdo experimental, mostra que o calor de oxigenagdo independe da
temperatura. Este comportamento € tipico para as reagdes nas quais a
variagdo da capacidade térmica (AC,) € nula ou possui valores pequenos
(Chaires, 1997). Uma exposi¢do mais detalhada da determinagdo do AC, de
oxigenacdo da Hb € apresentada no anexo A deste trabalho, de onde se

conclui que AC, ¢ muito pequeno e portanto indeterminavel para nossos

dados experimentais.

Na figura 28 nota-se também, que a medida que a [NaCl] presente na
solugdo aumenta, AH da reagdo de oxigenagdo torna-se mais exotérmico. Os
valores numéricos das variagdes de entalpia (AHpsg), de entropia (ASpsg) €
energia livre de Gibbs (AGpsg) de oxigenagdo obtidas em diferentes

concentracdes de NaCl, sdo mostrados na tabela 8.

[CT] An,pso) In Pso AGeso) AH pso)
(mM) (kcal/mol. (kcal/mol.
heme) heme)

0,0

24+1

0,56+0,02

0,33+0,03

-3,62+0,24

-13,2740,55

35

25+1%*

0,81+0,02

0,48+0,01

-3,67+0,10

-13,93+0,77

5.0

35+1

0,93+0,09

0,55+0,06

-4,42+0,13

-16,68+0,13

10

47+3*

1,30+0,03

0,77+0,01

-7,0510,26

-26,23+0,35

15

4942

1,37+0,04

0,81+0,02

-7,78+0,75

-28,84+2,00

25

63+1

1,60+0,03

0,95+0,01

-9,54+0,34

-35,19+1,00

100

7243

1,84+0,04

1,09+0,01

-10,6540,41

-39,39+1,50

200

T144*

2,18+0,03

1,29+0,01

-11,2340,19

-42,03+0,70

400

7243*

500

2,57+0,07

1,52+0,02

-11,3240,35

-43,09+1,00

Tabela 8: A tabela acima mostra os valores: da variagdo de hidratagdo associada a
transicdo da desoxi-Hb para oxi-Hb (Anueso); da variagdo de energia livre, entropia e
entalpia de oxigenagdo. (*) Sd@o valores de Anypsoy determinados por nosso grupo de
pesquisa (Colombo & Seixas, 1999).
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Utilizando o mesmo procedimento experimental mostramos na figura
29 os graficos de van’t Hoff para a constante de associagdo do primeiro O, a
hemoproteina, determinados em diversas atividades de Cl' e nas cinco

temperaturas citadas.

0,0034
1/T(K)

Figura 29: Grafico de van’t Hoff que mostra a dependéncia de K; com a temperatura,
medidas em diferentes concentragdes de anions, citadas na legenda anterior. O ajuste foi
feito de acordo com a equagdo eq. 52, sendo qu e a inclinagdo do grafico fornece o valor
do calor de ligagdo do primeiro O, a Hb A,

As linhas continuas dos graficos representam o melhor ajuste de:

aanI
o(1/T)

aCl—

Analisando os resultados apresentados na figura 29 assim como para
a oxigenagdo total, notamos que AH da reagdo de ligagdo do 1° O, a Hb

torna-se mais exotérmico nas solugdes experimentais que apresentam
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concentragdes mais elevadas de [NaCl] e que o comportamento linear
apresentado por In K, com o 1/T, para cada condigdo experimental, mostra
que o AHk, também independe da temperatura. Os valores de AHy, AS

e AG 1y sdo mostrados na tabela 9.

[CT]
(mM)

Any)

In K,

AG(Kl )
(kcal/mol de
)

AH»)
(kcal/mol de
0,

AS«1)
(cal/mol. de
0,.K)

0,0

2612

-1,2240.,04

0,72+0,02

-3,660,14

-14,70+0,4

35

-1,3340,03

0,79+0,02

-3,59+0,10

-14,70+0,3

5,0

34+1

-1,60+0,03

0,95+0,02

-7,30+0,13

-27,6840,9

10

-1,90+0,06

1,27+0,04

-10,5140,22

-39,05+0,6

15

44+1

-2,2610,04

1,3440,02

-13,6140.71

-50,16%£2.5

25

48+1

-2,50+0,03

1,48+0,02

-16,6840.15

-60,95+0,9

5242

-3,031+0,04

1,79+0,02

-19,53+1,00

-71,56%3

-3,1040,04

1,84+0,02

-19,621+0,24

-72,010,8

500

-3,21+0,02

1,90+0.01

-20,40+0,21

-74,8340.,6

Tabela 9: A tabela acima mostra os valores: da variagdo de hidratagdo associada a
ligagdo da 1" molécula de O, a Hb; da variagdo de energia livre (AG = -RTInK,) e
varia¢do da entalpia de ligagdo da primeira molécula de oxigénio a hemoglobina (AH)).

Agora € oportuno, citar que os valores de AH obtidos neste estudo sdo
compostos pelo calor intrinseco de oxigenagdo do grupo heme, AHgy,, do
calor associado a variagdo conformacional alostérica da estrutura da Hb
induzida pela ligagdo de um ligante em determinada condi¢do experimental

(AHco)’, além de AH; que é o calor intrinseco de ligagdo do ligante i

(i = H', CI). Any; = n™ - n ¢ a diferenca no nimero de ligantes

heterotrépicos 1 ligados entre o estado totalmente oxigenado e totalmente
desoxigenado da Hb. (Atha & Ackers, 1974; Imai & Yonetani, 1975;
Ackers, 1980, Aminiconi et al., 1981; Razynska et al., 1990). A entalpia de

* Este calor ainda contém o calor de quebra e formagdo de pontes salinas (Aminiconi et al., 1981).
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protonagdo do tampdo em fungado da temperatura (AHy; ') ndo é considerada
no calculo do AH ¢, uma vez que o pH do tampao utilizado foi ajustado na

temperatura do experimento (Imai, 1979, 1982). Portanto:

AH=AHq, +AH_; +An, AH_ + An; AH, (53)

Nesta equagdo os valores de An, representam a variagdo de

hidratagdo na oxigenagdo e AHy, o calor de hidratagdo associado a An,,.

4.7 — Dependéncia do AH de oxigenacao total e da ligacao da primeira

molécula de O, em fung¢ido da concentrag¢ao do ion cloreto.

A dependéncia de AHpso € AHk; com a concentragdo molar de NaCl é
mostrada na figura 30. Os dados revelam que abaixo de 1 mM de NaCl,
AHpsy € AHg; permanecem em platds com valores constantes de
-3,37 + 0,36 kcal/molLheme e -3,30 * 0,82 kcal/mol de O,
respectivamente, enquanto que, acima de 50 mM de CI,, o calor liberado
com a oxigenagdo total da Hb permanece num patamar de
-10,98 + 0,30 kcal/mol.heme e -19,71 + 0,30 kcal/mol de O, para K,. Na
faixa intermediaria de concentragdo de anions o AHps,, passa de —3,37 para
—10,98 kcal/mol.heme enquanto que, para a ligagdo da primeira molécula do
ligante a proteina o calor liberado vai de —3,30 a —19,71 kcal/mol de Os.
Portanto, a diferenga maxima entre os valores das variagdes de calor na
presenca e auséncia de CI' (8AH) € de aproximadamente 7,50 kcal/mol.heme
para a oxigenagdo total e de 16.40 kcal/mol de O, para K.

A influéncia que a concentragdo do ion cloreto exerce sobre o calor

de oxigenacdo da Hb € semelhante a influéncia que este dnion exerce sobre
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o An,, de oxigenagdo da Hb (fig. 26), ou seja, que tanto o An,”* quanto o

AH®* s3o influenciados pela mesma constante de associagdo de cloreto.

i
b
2
-20_-

=22 v
1E-7 1E-61E-3 0,01

log [CI]

AH (kcal / mol.heme)

Figura 30: Dependéncia de ( M) AH;s, e (®) AH, com a concentragdio molar de NaCl.
A linha continua representa o melhor ajuste logistico sigmoidal com os seguintes
pardmetros para a oxigenagdo total da Hb: AHpse™® = -3,37 + 0,36 kcal/mol heme;
AHpso™ = -10,98 + 0,30 kcal/mol.heme; K, =12+ 1 mM; en = 1,98 + 0,36 e para a
associagdo da primeira molécula do ligante a proteina: AHg,™"*' = -3,30 + 0,82 kcal/mol
de 0,; AH; ™' =-19,71 + 0,30 kcal/mol de O,; K, =11 + 1 mM; en= 1,89 +0,34.

O comportamento apresentado na figura 30 sugere que a equagdo S0
também pode descrever a dependéncia funcional do AH® com a
concentragdo de cloreto. Substituimos na equagdo em questdo a variagdo de

hidratagdo intrinseca e observada, An,”™, &n,, e An,, por suas equivalentes

em calor, AH® §He AH, respectivamente, € obtivemos:
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Agora, 6H e AH representam a variagdo de entalpia intrinseca
associada a transig¢do entre os estados desoxi-T, e oxi-R e entre os estados
desoxi-Tx e oxi-R, respectivamente.

As linhas continuas mostradas na figura 30, correspondem ao melhor
ajuste ndo linear da equagédo 54. Os valores ajustados de Kx € n, parametros
que descrevem o equilibrio entre T, € Tx com a concentragdo de cloreto, sdo
mostrados na legenda da fig. 30 e dentro do erro experimental sdo os
mesmos daqueles obtidos para o ajuste dos dados de An,” versus log

[NaCl].

4.8 — Dependéncia do AS de oxigenagio total e da ligagio da primeira

molécula de O, em fun¢ao da concentrag¢io do ion cloreto.

O comportamento da variagdo de entropia de oxigenagao total (ASps)
e da ligagdo do primeiro ligante a Hb (ASk;) com a concentragido de cloreto

também foi tragado como mostra a figura 31. O valor da variagdo de

entropia de oxigenagdo foi calculado subtraindo AH®* pela variagdo de

energia livre de oxigenagdo determinada em 25 °C e na mesma [NaCl].

A dependéncia do AS™* de oxigenagdo com a concentragdo de CI
mostrou-se idéntica com a dependéncia que a concentragdo deste 4nion
exerce sobre a variagdo de hidratagdo e de calor de oxigenagdo, descritas
nas figuras 26 e 30, respectivamente. Semelhante a variagdo de entalpia, o

dS e AS representam a variagdo de entropia intrinseca associada a transi¢io




Resultados 95

entre os estados desoxi-T; e oxi-R e entre os estados desoxi-Tx e oxi-R,

respectivamente.

¢
L =

1E-7 1E-6 1E4 1E3 001 01 1 10

log [CI]

Figura 31: Comportamento de () ASys, e (®) ASk; com a concentragio molar de
NaCl. A linha continua. A linha continua representa o melhor ajuste logistico sigmoidal
com os seguintes parimetros para Psy: ASpso™** = -12 + 1 cal/mol. K; ASpso™™ = -42 + 1
cal/molK; K, =13+ 1 mM;en=178+0,3 e paraK;: ASx," " =-13 + 3 cal/mol K;
ASk,"™ =-74 + 2 cal/molK; K, = 12+ 1 mM; en = 1,81 + 0,30.

As linhas continuas mostradas na figura 31 representam o melhor

ajuste dos pontos experimentais quantificando a dependéncia funcional do

AS®* com a concentragio de cloreto através de uma expressdo semelhante a

eq. 50, porém, escrita em termos da variagdo de entropia intrinseca e da

observada.
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A constante aparente de dissociacdo (K) e a estequiometria (n) de CI'

determinadas, dentro do erro experimental, sdo iguais aos valores obtidos

anteriormente, demonstrando que AS®* ¢ influenciado pela ligagdo de CI" a

Hb assim como AH®* e An,*, é dependente da ligagdo.de CI" a Hb.

Os resultados encontrados até esta etapa do trabalho vém completar o
Ja citado modelo proposto em 1999 (Colombo & Seixas, 1999), sendo que,
uma visdo geral do conjunto de dados € apresentada na figura 32 e na tabela
10, onde, a ligacdo de quatro moléculas de oxigénio a Hb humana, em
solugdo isenta de sal ¢ acompanhada da associagdo de 25 moléculas de
agua, da liberagdo de 0,98 + 0,12 H' (Rollema et al., 1975; Bucci &
Fronticelli, 1981; Fronticelli et al., 1994; Castro, 1999) e uma variagdo de
entalpia de -3,3 + 0,4 kcal/mol.heme de calor, além da variagdo de entropica
de -12 + 1 cal/mol. K. Por sua vez, na presenga de 100 mM de NaCl, a
ligagdo de agua que acompanha a oxigenagdo desta Hb, aumenta para 72
moléculas, o nimero de H' liberados aumenta para 2,2 + 0,12 (Rollema et
al., 1975; Bucci & Fronticelli, 1981; Fronticelli et al., 1994; Castro, 1999) a
variagdo de entalpia agora vale -10,9 + 0,4 kcal/mol.heme e a de entropia é
igual a -42 + 1 cal/mol.K.

Os dados contidos na tabela 10 referentes aos caminhos da reagéo I,
II, III e IV foram obtidos a partir de experimentos previamente
estabelecidos, enquanto que, os resultados referentes aos caminhos V e VI
foram calculados considerando o ciclo termodinamico formado entre as

estruturas Ty, Tx e R.
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Figura 32: Variagcdes de entalpia, entropia e energia livre que estdo associadas as
variagdes conformacionais da hemoglobina.

Caminho da Reagido

l(')

"(*)

m®

]v(*)

v©®

v](")

AH
(kcal/mol)

-10,9 +0,3

-19,7+03

3,4+04

33+08

-1,5+0,7

-16,4 +3.8

AS
(cal/mol.K)

-42 + 1

-714+2

-12+1

-13+3

-30+2

-61 £5

AG
(kcal/mol)

+1,6 £0,6

23409

+0,2 40,7

+0,640,1

+1,4+1,6

+1,7+1

Ang,/Hb

+4

+1

+4

+:1

An,/Hb

=F2 2

+52+3

+25+2

+26+3

Ang/Hb

22+0,12°

-0,8240,07"

-0,98+0,12

-0,31+0,03

Anc,/Hb

1,98 +0,36

1,89 + 0,34

+1,32 +0,1"

+0,47+0,03"

Tabela 10: Comparagdo entre o AH, AS, AG, a variagdo do niimero de moléculas de
agua, cloreto e prétons, que acompanham a oxigena¢do das diferentes estruturas da
hemoglobina. (#) Dados publicados por Imaizumi et al., 1979, Aminiconi et al., 1981,
Imai, 1982, Chu et al., 1984, Castro, 1999. (*) Dados publicados por Rollema et al.,
1975; Bucci & Fronticelli, 1981; Fronticelli et al., 1994; Castro, 1999.

Para exemplificar a sistematica dos calculos na obtengdo dos valores

da variagdo de entalpia, entropia e energia livre que acompanham a

AVA
cm 1 2 5 4 5 6 7 unespwll 12 13 14 15 16

17

18
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oxigenagdo total da hemoglobina (caminhos I e III), adotaremos o seguinte
sentido de reagdo: To—> R, R > Tx e Tx —> T,.

No ciclo termodinamico ~AH = 0, portanto:

OH 1o5r + AHro1x + AHp 170= 0

que pode ser rescrita em,

(HR = H'I‘o) + (HTx & HR) * (H To = HTx) mnl) (57)

onde, isolando (Hy, - Hpy) chegamos na expressao 58.

(Hro - Hry) = (Hro-Hr) + (Hr - Hix) (58)

substituindo nesta equagdo o termo AHg 1« pelo valor da variagdo de

entalpia que equivale ao caminho I e 8Hr,,r pelo AH referente ao caminho

I1I, encontramos: AHr, 1o = —7,5 + 0,7 kcal/mol. Considerando que a

conformagdo Tx apresenta um contetido entalpico maior que a Ty, com o
aumento da temperatura o equilibrio conformacional da Hb entre as
estruturas Ty e Tx, se desloca para Tx absorvendo calor. Este
comportamento térmico justifica a diminuigdo da afinidade da Hb por O,
com o aumento da temperatura.

Este procedimento, também foi aplicado para a determinagdo da
variagdo de entropia que acompanha a transi¢do de Tx—T, tendo o valor de
AStx-To 1gual a +30 + 2 cal/mol.K. De posse dos valores da variagdo de
entalpia e entropia, calculamos a energia livre correspondente a esta
transi¢do, AG = 1,4 kcal/mol.K. Este valor € consistente com a energia de

cooperagdo medida pela diferenca de afinidade pelo O, entre o estado
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desoxigenado da Hb encapsulada em silica-gel e com anions ligados
(desoxi-Tx) e o estado desoxigenado da Hb encapsulada, mas sem anions
(desoxi-Ty) (Shibayama & Saigo, 2001).

Utilizando os valores experimentais dos caminhos Il ¢ IV € a
metodologia anteriormente citada, determinamos AHry,1, AStc,10 €
AGry10 que representam a ligagdo da 1° O, a proteina, sendo os respectivos
valores expostos na coluna que representa o caminho VI da tabela 10.

De acordo com a tabela 10, -34 + 04 kcal/molheme e
-10.9 £ 0.3 kcal/mol.heme, sdo valores referentes ao AH intrinseco atribuido
aos equilibrios Ty 5 R e Tx 5 R, respectivamente. Na figura 30 mostramos
que estes valores sdo encontrados quando ajustamos os pontos
experimentais compreendidos na regido onde as concentragdes de NaCl sdo
menores que 1 mM e maiores que 50 mM, respectivamente. Nestes
patamares o AH de oxigenagdo mostrou-se independente da [CI], o que
remete a conclusdo de que o AG de oxigenagdo da Hb apresenta carater
entropico. Por sua vez, a porgdo central do grafico (fig 30) evidencia que os
equilibrios To &5 R e Tx S R estdo sendo perturbados pelo deslocamento
do equilibrio Ty + X 5 Tx.

Os valores da variagdo de entropia de oxigenagdo da Hb (AS) foram

calculados subtraindo a variagdo de entalpia da variagdo de energia livre

(AG = R.T.InPs) de oxigenagdo, determinados a 25 °C, na mesma

concentragdo de NaCl e na auséncia de osmolitos. Assim como a variagdo
de calor, o valor de AS quando disposto em grafico em fungao de log [CI]
apresenta uma constancia acima de 50 mM e outra abaixo de 1 mM de
NaCl. 8S = - 12 £ 1 cal/mol.K e AS = - 42 + 1 cal/mol.K sdo referentes a
variagdo de entropia intrinseca atribuida aos equilibrios Ty 5 R e Tx S R,

respectivamente.
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4.9 — Relacio entre AH™, AS®™ e An,,*™ obtidos em fungio da [NaCl].

A completa equivaléncia do efeito de cloreto sobre as variagdes de
hidratagdo, entalpia e entropia de oxigenagdo da Hb sdo mostradas nas
figuras a seguir. A partir dos dados apresentados nas figuras 26, 30 e 31

montamos os graficos de AH®® versus An,™* e TAS™® versus An, %%, A

figura 33 mostra a correlagdo entre as variagdes de hidratagdo, entalpia e

entropia de oxigenagao total da Hb.

An /heme

Figura 33: Grafico de AH de oxigenacdo (®) e AS de oxigenacdo (M) em funcgdo de
An,. Os dados apresentados nas figuras acima correspondem aqueles mostrados nas
figuras 26, 30 e 31. As inclinages dos ajustes lineares aplicados aos pontos
experimentais fornecem: AH”™pso/dAn, = -0,63 + 0,07 kcal/mol de H,O e
TdAS™psoydAn,, = -0,72 + 0,04 kcal/mol de H,O em 298 K. Os valores extrapolados
para os dados sdo: 0,64 + 027 kcal/mol de H,O para dAH™ps/dAn,”™ e
0,54 + 0,30 kcal/mol para TdAS®™pso/dAn,, °*.

Como antecipado o calor liberado e a diminuigdo de entropia, que

acompanha o evento molecular associado a ligagdo de O, e modulados pela
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interagdo do ion cloreto com a desoxi-Hb sdo linearmente dependentes do
aumento de hidratagdo protéica. A inclinagdo do grafico AHppsoy X An,, (fig.
33) fornece o calor necessario para deslocar 1 mol de moléculas de agua do
volume da solugdo e liga-las a superficie da proteina durante o processo de

oxigenagdo, dHy,.

SH,, = dAH™ (psoy/dAn,,** = -0,63 + 0,07 kcal/mol H,0.

Do mesmo modo, a inclinagdo dos pontos que compdem o grafico de
TAS@psoy x An,,, fornece a perda entropica da saida das moléculas de agua da

solugdo para a superficie protéica, ToS,,,

T8Sy = d(TAS™® (pso))/dAn, > = -0,72 + 0,04 kcal/mol H,0 em 298 K.

Logo, estas quantidades correspondem a entalpia e entropia de
solvatagdo, isto €, o calor necessario para a transferéncia de grupos internos
da proteina para a agua, e de moléculas de agua do volume da solugédo para
a superficie exposta, caso outras contribui¢des como a liberagdo de H' e a
ligagdo de CI" forem nulas ou proximas de zero. Em outras palavras, desde
que ndo haja qualquer outra contribui¢io de calor para 0 AH® e AS™
durante a ligagdo de O,, estes parametros representam o custo energético de
hidratagdo protéica em meio aquoso.

Do mesmo modo, na fig. 34 verificamos a equivaléncia do efeito de
cloreto sobre as variagdes de hidratagdo, entalpia e entropia que acompanha

a ligagdo da primeira molécula de O, a Hb.
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TAS,,(kcal/mol.K)

Figura 34: Grafico de AH (®) e AS de K, (®) contra An,,. Os dados apresentados nesta
figura correspondem aqueles mostrados nas figuras 26, 30 e 31. As inclinagdes dos
ajustes lineares aplicados aos pontos experimentais, que compdem os graficos acima
fornecem: xy dAn, %™ = -061 + 003 kca/mol de H,0 e
TdAS”™ ./ dAn,, ™= -0,65 + 0,04 kcal/mol de H,O em 298 K. Os valores extrapolados
para os dados sdo: 12,94 + 1,31 kcal/mol de H.O para dAH°™y,/ dAn, °* e
13,30 + 1,43 kcal/mol para TdAS“™,ydAn,, ™.

As inclinagdes dos ajustes lineares aplicados aos pontos

experimentais que compdem a figura 34, determinam que:

SH,, = dAH™® 1/dAn,** = -0,61 + 0,03 kcal/mol H,O
c

T8S, = d(TAS™® 1))/dAn,** = 0,65 + 0,04 kcal/mol H,O em 298 K.

Estes valores representam o custo entalpico e entropico para transferir
um mol de moléculas de agua do volume da solugdo para a superficie

exposta da proteina pela com a ligagdo do primeiro O.,.
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410 — O Fenoémeno de Compensacio Entalpia - Entropia de

Oxigenacio.

A natureza da energética de hidratagdo foi examinada relacionando
AH e AS de oxigenagdo da Hb, obtidos em diferentes concentragdes do ion
CI. Como estas grandezas termodinamicas apresentam a mesma
dependéncia para com a variagdo da concentragdo do anion em questdo, foi
possivel confrontar variagdo de calor com a varniagdo da entropia de
oxigenacdo. O grafico resultante, grafico de compensagdo, indica como a
variagdo da entalpia de uma reagdo bioldgica ou quimica € compensada pela
variagdo concomitante da entropia desta reagdo, ou seja, a contribuigdo das
variagdes do AS para as variagdes de energia livre (AG) da reagdo, sdo
compensadas ao longo das variagdes simultdneas de AH (Imai & Yonetani,
1975; Imai, 1982).

O fenémeno de compensagdo entalpia-entropia vem sendo

extensivamente, estudado em reagdes entre hemoproteinas e moléculas de

ligantes heterotropicos (Imai & Yonetani, 1975, Imai, 1979, 1982; Antonini
et al., 1965, lkeda-Saito et al., 1983) e a origem deste fendmeno foi
atribuida a interagdo das moléculas de proteina com as de agua (Lumry &
Rajender 1970), embora nenhuma confirmagdo direta disto tenha sido
encontrada.

A linearidade entre os pontos de AHpsyy € ASpsyy comprova a
manifestagdo do fenémeno de compensagdo entalpia-entropia para a
oxigenagdo total da Hb A,, como observado em muitas reagdes biologicas e
quimicas (Lumry & Rajender, 1970). A inclinagdo do ajuste mostrado na
figura 35 fornece a temperatura de compensagéo, T, = 268,5 + 2 K. Nesta
temperatura AG de oxigenagdo € zero. Se, observarmos que as variagdes na

entalpia e entropia de oxigenag¢do com as concentragdes de cloreto, podem
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ser atribuidas principalmente ao custo energético para expor e hidratar a
superficie protéica durante a mudanga conformacional, entdo a temperatura
de compensagdo (T.) € a temperatura em que a diferenga na energia livre
entre a agua ligada, a superficie protéica e a agua livre na fase liquida, é

nula.

AH_, (kcal/mol.heme)

¥

—— }

; '}}m/
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Figura 35: Grafico de compensagdo, AHgpso) X ASwso), para oxigenagdo total da Hb. A
inclinagdo de ajuste fornece a temperatura de compensagio, cujo valor é de 268,5 + 2 K.
O valor do intercepto deste ajuste € de 0,05 + 0,05.

Com a finalidade de distinguir quais grupos, se os hidrofobicos ou os
hidrofilicos, contribuem para a energética de hidratagdo que esta associada a
oxigenagdo da Hb, comparamos os valores observados das variagdes de
entalpia e entropia de oxigenagio, AH® ¢ AS™®, com os valores da entalpia
e entropia de transferéncia de pequenos grupos quimicos de liquidos
hidrofobicos (ou fase gasosa) para agua, AHypnst € AStrans, (Makhatadze &
Privalov, 1993; Privalov & Makhatadze, 1993; Oobatake & Ooi, 1988; Ooi




Resultados 105

et al., 1987; Murphy, 1994; Baldwin, 1986) como mostram as figuras 36(a)

e (b). Na figura 36(a) reproduzimos o grafico de compensac¢do mostrado na
figura 35 acrescentado a este os valores estimados para variagdo de entalpia

e entropia de grupos hidrofobicos.

I ¥ I " I
-30 -20 -10
-1 -1
AS,_, (cal.mol .K")

Figura 36(a): Comparacio entre o (@) fendmeno de compensagido de oxigenagdo da
Hb, com a compensagdo de hidratagdo de residuos hidrofobicos. Os valores do AH e AS
destes residuos foram obtidos a partir de trabalhos que calcularam: ([]) a compensagdo
de hidratagdo de aminoacidos (Ala, Ile, Leu, Phe, Trp) da cadeia lateral expostos pela
proteina com o seu desnovelamento (Makhatadze & Privalov, 1993); (M) os valores de
AH e AS de transferéncia de diferentes grupos (-CH,-, -CH;, -CH<, >C<, -C=) da fase
gasosa para a agua (Privalov & Makhatadze, 1993); (V) a energética de dissolugdo de
alcanos da fase gasosa para dgua (Murphy, 1994); ( ) as propriedades termodindmicas
de dissolugdo de hidrocarbonetos liquidos na agua (Baldwin, 1986); (0), (¥) e (<) que
representam os parametros de solvatagfio de residuos da cadeia lateral (Ala, Ile, Leu,
Pro, Val) que sdo derivados a partir de sistemas modelos de transferéncia (Ooi et al.,
1987; Ootbatake & Ooi, 1988).
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Por sua vez, a figura 36(b) mostra um grafico equivalente ao anterior,

mas com dados de transferéncia de diferentes grupos hidrofilos.

]
(4
1

AH., (kcal.mol ™)

4
a
1

T

1 ¥ I ] T
-30 -20 -10
AS,, (cal.mol" K"
Figura 36(b): Comparagio entre o (@) fendmeno de compensagdo de oxigenagdo da
Hb, com a compensagdo associada a hidratagéio de residuos hidrofilicos obtidos a partir:
(0J) de aminoécidos (Arg, Asn, Asp, Cys, Gln, Glu, His, Lys, Ser, Thr, Tyr) que sdo
expostos da cadeia lateral da proteina com o seu desnovelamento (Makhatadze &
Privalov, 1993); () da transferéncia de diferentes grupos (-OH, -NH,, >C=0, -COOH
-NH-, -S-, -CH=, -N=, -CONH-) da fase gasosa para a agua (Privalov & Makhatadze,

1993); (A), (V) e (<) dos parametros de solvatagfio derivados de sistemas modelos de
transferéncia (Ooi et al., 1987, Ootbatake & Ooi, 1988, Ooi & Ootbatake., 1988).

Os valores numéricos de AHpypnss € AStrans, Obtidos pelos autores
citados nas legendas das figuras anteriores sdo mostrados em tabelas
presentes no anexo B desta tese.

A nova e interessante informagdo apresentada no grafico da fig. 36(a)
¢ que os valores das variagdes de entalpia e entropia de transferéncia de

diferentes grupos hidrofobicos para a agua, estdo localizados proximos e em

paralelo com a linha de compensagdo definida pelos valores experimentais




Resultados 107

de AH® ¢ AS®*. Assumindo que as energias de hidratagdo dos grupos
contribuem aditivamente a energia livre total de uma macromolécula, estes
resultados nos levam a interpretagdo de que as mudangas em AH ¢ AS*
sdo, geralmente, dominadas por hidratagdo com caracteristica hidrofobica.
Interpretagdo esta, sustentada pelo grafico apresentado na figura 36(b) onde
em discrepancia com os dados mostrados na figura 36(a), as entalpias €
entropias de transferéncia de diferentes grupos hidrofilicos para a agua,
estio bastante espalhadas e localizados na regido abaixo da linha de
compensagdo definida por AH? e AS?*,

O fendémeno de compensagdo para a constante de ligagdo da primeira
molécula de O, a hemoglobina também foi estudado, como ilustrado a
seguir. A temperatura de compensagédo (T,) para o grafico, em questdo, vale
282 +2 K.

-12

14 -

AH,, (Kcal / mol.Q)

-16 -
-18 _

-20

I
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-22 T ' ¥ T . T ¥ T ¥ T L T L] T .3 T
-0.08 -0.07 -0.06 -0.05 -0.04 -0.03 -0.02 -0.01
AS,, (Kcal / mol.K)

Figura 37: Grafico de compensagdo para a ligagdo da primeira molécula de O, a Hb,
AHg)y x ASk1). A temperatura de compensagdo (T.) corresponde a 282 + 2 K, com
intercepto de 0,38 + 0,11.
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A natureza energética que acompanha a hidratacdo que esta associada
ligagdo do 1° O, a Hb, também foi estudada confrontando os valores
observados das variagdes de entalpia e entropia de K; com os valores de
AH7ranst € AStmnss. Na figura 38 (a) reproduzimos o grafico de compensagio
mostrado na figura 37, agora acrescido dos valores estimados para variagdo
de entalpia e entropia de grupos hidrofobicos, enquanto que, um grafico
equivalente, mas com dados de transferéncia de diferentes grupos hidrofilos

¢ mostrado na figura 38 (b).
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Figura 38(a): Comparacio entre o (@) fendmeno de compensagdo de oxigenagdo da
Hb, com a compensagédo de hidratacio de residuos hidrofébicos. Os valores de AHrns €
AStrns 80 0s mesmos utilizados na composigdo da figura 36(a).
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Figura 38(b): Comparagio entre o (@) fendmeno de compensagido de oxigenagdo da
Hb, com a compensagdo de hidratagdo de residuos hidrofilicos. Os valores de AHp ..« €
AS1ans $80 0s mesmos utilizados na figura 36(b).

Os resultados apresentados a partir dos graficos de compensagdo de

S%®s agem em dire¢oes

oxigenagdo total e de K, evidenciam que AH® e A

opostas, € o equilibrio entre elas, ¢ determinante para a estabilidade da
proteina na sua conformagdo nativa. Além disso, notamos a diferenga de
hidratagdo entre os estados conformacionais nativos da proteina também
contribui para a regulagdo funcional, uma vez que, para a Hb humana, o
aumento da afinidade intrinsica por O,, associada com a transi¢do entre
estados alostéricos, ¢ sempre seguido pela ligagdo de agua. O custo
energético para a mudanga conformacional da desoxi-Hb para oxi-Hb
(AG > 0) é compensado pelo ganho de energia livre de ligagdo de O, com a

maior afinidade apresentada pela estrutura R.
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4.11 — Dependéncia do An, e AH; com a [CI'] em pH 9,0.

E bem descrito na literatura , o fato de que o efeito Bohr nio ocorre
em pH acima de 8,5 (Aminiconi, et al., 1981; Bucci & Fronticelli, 1981;
Busch et al., 1990), além de que a liberagdo de proton com a oxigenagao
da Hb € dependente da concentragdo de NaCl (Kilmartin et al.,, 1980,
Fronticelli et al., 1994). Com base nestas informagdes examinamos se, sob
influéncia da ligagio de CI' a desoxi-Hb, a ligagdio de um H' extra
proporciona alguma mudanga estrutural na Hb que possa alterar o valor de

An,,, AH e AS de oxigenagao.

4.11.1) Comportamento do An,, em pH 9,0.

As variagdes de hidratagdo, An,, que acompanham a transi¢do da

desoxi-Hb para a oxi-Hb e a ligagdo da primeira molécula de O, a Hb, em
pH 9,0, foram medidas como mostra as figuras 39 e 40. Estas figuras
mostram como Ps, e K; se comportam a medida que a atividade de agua da
solugdo diminui. Os experimentos foram realizados em 10 mM de tampéo

Ches, a 25 °C, na auséncia de sal e na presenga de 15 ¢ 100 mM de NaCl.
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Figura 39: Grafico da afinidade da Hb A, em fun¢do de a, observado em pH 7,3 e 9,0.
Os pontos experimentais foram obtidos em solugio contendo 10 mM de tampédo Hepes,
sem anion (®), com 15 mM (0) e 100 mM de NaCl (H) para pH 7,3 em diferentes
concentragdes de sacarose e 10 mM de tampdo Ches, sem anion ((/), com 15 mM ([]) e
100 mM de NaCl (¢) para pH 9,0 em diferentes concentragdes do soluto neutro.

-0,04 -0,03 -0,02 -0,01
Ina,

Figura 40: Comportamento de K, em fun¢do de a, observado em pH 7.3 e 9,0. Os
pontos representados nesta figura foram obtidos nas mesmas condi¢des experimentais
apresentadas na legenda anterior.
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Nota-se que, assim como nos ensaios realizados nas mesmas
condi¢des experimentais, porém em pH 7,3, a medida que a atividade de
agua diminui, a afinidade da Hb por O, também diminui, estabilizando a
estrutura de menor afinidade por O, (Tx). Sabe-se que tanto na presenga
como na auséncia de NaCl, o aumento no valor do pH causa um aumento,
da afinidade total da Hb pelo ligante (Antonini et al., 1965; Aminiconi et al.,
1981, Bucci et al., 1981) e nos valores de K; (Imai, 1982).

Nas figuras 37 e 38 notamos também, que tanto In Psy quanto In K

variam linearmente com In a,. As inclinagdes d(In Psp)/d(In a,) e d(In

K,)/d(In a,) revelaram-se diferentes para cada [NaCl], implicando que
Anypsoy € Anyy aumentam com o aumento da [NaCl], como mostra a

tabela 11.

Condigio experimental Anyy

B
s
:

|3

pH 7,3; 100 mM CI 32 + 2

pH 7,3; 15 mM CI 49 44

pH 7,3; 0,0 mM CI 24

1
26 =2
1

pH 9,0; 100 mM CI 71 51

pH 9,0; 15 mM CI 48 45 + 0,5

b N | et | o | DY WD

M [ | |

pH 9,0; 0,0 mM CI 25 26 + 1

Tabela 11: Dependéncia do Anypso € An,k; em fungdo do pH. Os experimentos foram
realizados em 10 mM de tampdo Hepes para pH 7,3 e 10 mM de tampdo Ches para o
pH 9,0.

A caracterizagdo total do efeito da concentragdo do Cl” sobre Anypso)

(& Anw(l(l) ¢ mostrado na ﬁgura 41.
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Figura 41: Grafico acima mostra a dependéncia da mudanga de hidratagdo que
acompanha a oxigenagéo total da Hb humana, em 10 mM de tampdo Hepes, contra a
concentragdo molar de NaCl. (O) Sao valores experimentais obtidos por Colombo e
Seixas, 1999 e (W) pelo autor nas condigdes de tamponamento em pH 7,3; enquanto que
() ¢ referente a ensaios realizados a pH 9,0. A linha continua representa o melhor ajuste
logistico sigmoidal, com os seguintes parametros: An,ps,"" = 24 + 2 moléculas de
agua; Anps"™ = 72 + 2 moléculas de dgua; K, =12+ 1 mM; en =178 + 0,3. O
comportamento da mudanga de hidratagdo que acompanha a ligagdo da primeira
molécula de O, a Hb humana, em 10 mM de tampdo Hepes, contra a concentragdo molar
de NaCl. (A) Sado valores experimentais obtidos em pH 7,3 e (A) pH 9,0. A linha
continua representa o melhor ajuste logistico sigmoidal, com os seguintes parametros:
Any ™ = 26 + 0,2 moléculas de agua; Ang,"™ = 53 + 0,3 moléculas de agua;
Ki=9+2mMen=1450,05.

O fato dos pontos que representam a variagdo de hidratagdo que
acompanha a oxigenagdo total da Hb, Angypso), € a ligagdo do primeiro O, a
esta proteina, Angx )y, medidos em pH 9,0, estarem sobrepostos aos pontos
que sdo referentes a estas variagdes de hidratagdo medidas em pH 7,3,
reforga a proposi¢do de que o pH ndo influencia na determinagdo An,,
relacionado com a transicdo da desoxi-Hb para a oxi-Hb e com a

determinagdo de K.
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4.11.2) Comportamento do AH; em pH 9,0.

O efeito do pH sobre o AH; de oxigenagdo da Hb, também foi

investigado e as figuras 42 e 43 mostram os graficos de van’t Hoff (In Ps,
versus 1/T e In K, versus 1/T) para experimentos realizados em pH 7,3 e

9,0, tanto na auséncia como na presenga de ions cloreto.

T T T Y T v T T T T
0,00325 0,00330 0,00335 0,00340 0,00345 0,00350

1T(K)

Figura 42: Graficos de van’t Hoff (In Ps, x 1/T). No grafico os pontos experimentais
foram obtidos nas seguintes condi¢des: 10 mM de tampao Hepes, pH 7,3, (®) na
auséncia de 4nions, ((J) em 15 mM e () 100 mM de NaCl, enquanto que no grafico as
condi¢des experimentais foram: 10 mM de tamp3o Ches, pH 9,0, (O) sem anion,
(A) 15mM e ([1) 100 mM de NaCl.
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Figura 43: Gréfico de van’t Hoff (In K; x 1/T). A representagdo dos pontos
experimentais segue a legenda da fig. 40.

A inclinagdo das curvas mostradas no grafico de In Psy x 1/T fornece

o valor do calor de ligagdo de O, a Hb, nas condi¢gdes experimentais
investigadas. Nos experimentos realizados em pH 9,0 obtivemos um AH de
oxigenagdo -11,27 + 0,26 Kcal/mol.heme na presenga de 100 mM de
cloreto, -7,80 + 0,80 kcal/molheme em 15 mM do sal e
-3,62 £ 0,16 Kcal/mol.heme na auséncia de NaCl. A mesma metodologia ¢
aplicada aos graficos de van’t Hoff obtidos para K, (fig. 43), e os valores
de AH de oxigenagdo obtidos foram -19,12 + 0,15 kcal/mol.O; na presenga
de 100 mM NaCl, -3,64 + 0,11 kcal/mol.O, nos ensaios realizados na
auséncia de NaCl e -13,28 + 0,31 kcal/mol.O, em 15 mM CI'. Estes valores
sdo mostrados nas tabelas 12 e 13, onde os comparamos com os resultados

encontrados nas mesmas condigdes experimentais, porém em pH 7,3.
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Condicao
experimenta
1

In Ps

AGeso
(kcal/mol.
heme)

pH 7.3;
100 mM CI

1,84+0,04

1,09+0,01

AHs0)
(kcal/

mol.heme)

AS(PSI})
(cal/mol K.
heme)

-10,6510,41

-39,39+1,50

pH 7.3;
15mM CI

1,37+0,04

0,81+0,02

-7,78+0,75

-28,8412.60

pH 7.3;
isento de CI

0,56+0,02

0,33+0,03

-3,62+0,24

-13,2740,50

pH 9,0;
100 mM Cr

0,45+0,03

0,27+0,02

-11,2740.26

-38,72+1,00

pH 9,0;
15mM CI

0,310,01

0,18+0,003

-7.80 +0.80

-26,79+2.70

pH 9,0;
isento de CI

0,16+0,03

0,09+0,02

- 3,62 10,16

-12,4740,26

Tabela 12: Dependéncia do AHps, com o pH. Os experimentos foram realizados em

10 mM de tampdo Hepes para pH 7,3 ¢ 10 mM de tampdo Ches para pH 9,0.

Condicdo
experimenta
|

Anw(l(l)

In Kl

AG([q )
(kcal/mol. O,)

AHgy)
(kcal/mol.O5)

ASx1)
(cal/mol0,.K)

pH 7.3;
100 mM CI

S22

-3,03+0,04

1,79+0,02

-19,53+1,00

71,56+ 3,0

pH 7.3;
15 mM CI

-2.26+0,04

1,3440,02

-13,6040,14

-50,16 £2,5

pH 7.3,
isento de CI'

-1,2240,04

0,72+0,02

-3,66+0,24

-14,70+ 0,4

pH 9,0;
100 mM CI

-0,7540,07

0,44+0,04

-19,1240,15

65,66+ 0,5

pH 9,0,
15 mM CI

-0,58+0,03

0,34+0,02

-13,2840.31

4573+ 1,0

pH 9,0
isento de CI

-0,4040,03

0,24+0,02

-3,6440,11

-13,06 + 0,4

Tabela 13: Dependéncia do AHk, com o pH. Os experimentos foram realizados em

10 mM de tampdo Hepes para pH 7,3 e 10 mM de tampdo Ches para pH 9,0.

A dependéncia de AHpsp € AHk; com a concentracdo de molar de

NaCl, medida em pH 7,3 e pH 9,0, € mostrada na figura 44.
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Figura 44: Grafico da dependéncia de AH; contra a concentra¢gio molar de NaCl. Os
valores de AH foram obtidos nas condi¢des de tamponamento citadas anteriormente,
em (W) pH 7,3 e ((!) pH 9,0. A linha continua representa o melhor ajuste logistico
sigmoidal com os parAmetros: AHpsg™*= -337 + 0,36 kcal/mol.heme;
AHps,™ = -10,98 + 0,30 kcal/molheme; K, = 12 + 1 mM; e n = 2 + 0,36, para a
dependéncia de AHgpsy contra log (Cl). Por sua vez, o comportamento de AHky
contra log (CI), em (0 pH 73 e (O) pH 9,0, fornece os pardmetros:
AHg,™'= 326 + 027 kcal/mol.O,; AH™ = -1997 + 0,51 kcal/mol.O,;
Ki=11+05mM;en=1,84+0,30.

O comportamento de ASpsy € ASk; com a concentragdo molar de

NaCl, em pH 7,3 e pH 9,0, também foi determinado como mostra a fig. 45.
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Figura 45: Grafico da dependéncia de AS; contra a concentragdo molar de NaCl. Os
valores de AS foram obtidos nas condigdes de tamponamento citadas anteriormente,
tanto em (M) pH 7,3 como em ([1) pH 9,0. A linha continua representa o melhor
ajuste logistico sigmoidal com os parimetros: ASps™ = -12 + 1 cal/molK;
ASpso™™ = -42 + 1 cal/molK; K, =13 + 1 mM; en=1,78 +0,3, paraa dependéncia de
ASps0y contra log (CI). Por sua vez, o comportamento de ASw1) contra log (CI'), em (0)
pH73e (O) pH 9,0, fornece os seguintes pardmetros: ASg,™ ™ = -13 + 3 cal/mol K;
ASx,"™ = -74 + 2 cal/mol.K; K, = 12 + 1 mM; en = 1,81 + 0,30.

A sobreposi¢do dos pontos que representam a varia¢do de entalpia de
oxigenagdo total da Hb, AHxps), € de entropia, ASpsg,, medidos em pH 9,0,
com os pontos referentes as mesmas variagdes medidos em pH 7.3,
levou-nos a propor que o pH ndo influencia na determinagdo AH e AS
relacionados com a transicdo da desoxi-Hb para a oxi-Hb. O mesmo
raciocinio € utilizado quando analisamos o efeito do pH na determinagdo da
variagdo de entalpia que acompanha a ligagdo do 1° O, a Hb.

O comportamento de AH e AS (de Ps, € K,;) em fungdo da [CI]
mostraram-se rigorosamente paralelos a variagdo de hidratagdo Angypsg) €

Ang,k 1y com a concentragdo molar de cloreto.




5 - DISCUSSAO
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S.1 - Efeito da atividade de agua sobre a afinidade da Hb por O, e

sobre K;

A obtengdo de curvas de equilibrio de oxigenagdo da Hb continuas,
em varias concentragdes de solutos neutros, possibilitou a determinagido da
dependéncia da afinidade da Hb A, por O, com a atividade de agua. A
diminuicdo da atividade de agua da solugdo desloca as curvas de
oxigenagdo para a direita, indicando a diminuigdo da afinidade da Hb por
O,, isto €, aumento no valor de Psy. Segundo o método de stresse osmotico
(Colombo et al., 1992) a dependéncia linear entre In Psy € In a,, associada
com a utilizagdo da equagdo de linkage de Wyman (Wyman, 1964; Wyman
& Gill, 1990), permite a determinagdo do nimero aparente de moléculas de
agua envolvidas durante a transicio da desoxi-T para a oxi-R. Nas
condigdes experimentais apresentadas na figura 14 esta variagdo de
hidratagdo corresponde a ligagdo de 72 + 3 moléculas de agua. Este valor

de diferenga de hidratagdo entre as formas totalmente oxigenada e

totalmente desoxigenada da Hb concorda com valores anteriormente

determinados por Colombo e colaboradores (Colombo et al., 1992, 1996).
O valor de 72 moléculas de agua é também coerente com a diferenga
de area de superficie acessivel ao solvente entre as estruturas desoxi (Tx) e
a oxi (R) da hemoglobina. Chothia e colaboradores em 1976 computaram
as areas expostas pelas estruturas oxi e desoxi da Hb, e determinaram que a
estrutura oxi-R expde de 500 a 800 A” mais de superficie do que a proteina
na forma desoxi-Tx da Hb (Chothia et al., 1976; Lesk et al., 1985).
Considerando que uma molécula de agua pode cobrir aproximadamente de
9 a 10 A? de superficie, calcula-se que de 55 a 90 moléculas de 4gua sdo
necessarias para hidratar a superficie extra da forma oxi da Hb (Colombo et
al., 1992, 1996). Posteriormente, o valor de 70 moléculas de agua foi

confirmado por intermédio de calculos que utilizaram as estruturas
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cristalinas de Hb, oxi-R2 (Silva et al., 1992) e deoxi-T, crescidas a baixas
condi¢des de sal (Kavanaugh et al., 1992). Mais recentemente, a partir de
medidas diretas de hidratagdo de hemoglobina, utilizando uma micro-
balanga de cristal de quartzo para pesar filmes contendo Hb em variadas
saturagdes de O,, equilibrados em uma atmosfera com 98% de umidade
relativa, Salvay e caloboradores reconfirmaram o valor das 70 moléculas de
agua envolvidas entre na transicdo dos extremos conformacionais da
proteina (Salvay et al., 2002, 2003). Portanto podemos concluir que o An,,
medido em solugdo pelo método de stress osmotico fornece a verdadeira
estequiometria das moléculas de agua associada com a oxigenagdo da Hb.
As curvas de equilibrio de oxigenagcdo da Hb continuas também
possibilitaram a determinagdo da dependéncia da constante de associagdo
do primeiro oxigénio a proteina (K;) com a atividade de agua. Da
inclinagdo d(In K,;)/d(In a) quantificamos que a variagdo de hidratagdo que
acompanha a ligagdo do primeiro oxigénio a Hb, vale 52 * 2 moléculas de

agua. A medida da variagdo de hidratagdo associada a K;, Anyx,, pode ser

usada como uma sonda das mudangas estruturais induzidas na proteina pela

ligagdo de O,. Diversos estudos funcionais, particularmente, medidas do
namero de protons liberados pela hemoglobina com a oxigenagdo (efeito
Bohr) tém sugerido que varas pontes salinas existentes na estrutura Tx sdo
quebradas com a ligagdo do primeiro oxigénio (Perutz, 1970, 1989). Estas
pontes salinas podem estar sendo rompidas com a ligagdo das 52 moléculas
de agua. Chothia e colaboradores (Lesk et al., 1985) calcularam que a
quebra das pontes salinas da Hb expde uma superficie de aproximadamente
450 A% ao solvente. Se considerarmos que cada molécula de agua cobre

aproximadamente de 9 a 10 A? de superficie, os dados de Chothia e

colaboradores sugerem que de 45 a 50 moléculas de agua ligam-se a Hb
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reforgando a sugestio de que a ligagio do 1° O, é acompanhada pela

quebra das pontes salinas existentes na estrutura desoxi (Tx).

5.2 - Efeito da temperatura sobre Anypso) € Any i)

Uma questdo que surgiu no decorrer deste trabalho esta relacionada
com o fato dos valores de An,,, obtidos tanto para a oxigenagao total como
para a ligagao do primeiro ligante, sofrerem ou ndo variagdo no intervalo de
temperatura de 10 a 40 °C.

E descrito na literatura que as conformagdes da desoxi-Hb e da oxi-
Hb ndo sofrem alteragdes nas suas respectivas estruturas, dentro de uma
variagdo de temperatura acima citada (Imai & Yonetani, 1975; Imai, 1982),
portanto para responder a questdo acima; graficos de In Psy versus In ay, €
In K, versus In a, foram determinados entre 15 e 35 °C. Os resultados

apresentam um paralelismo entre os ajustes lineares aplicados aos pontos

experimentais obtidos em cada condi¢do do ensaio. Estes valores das

variagdes de hidratagdo associados a oxigenagdo da hemoglobina
demonstram que as conformagdes da desoxi e da oxi-Hb ndo sdo alteradas
pela variagdo da temperatura no intervalo investigado, visto que, dentro do
erro experimental, Anypso) € Any k1) 30 constantes.

A entalpia e entropia de oxigenagdo em diferentes atividades de agua
foram determinadas utilizando o conjunto de dados experimentais,
apresentados nas figuras 16 e 17. Graficos de van’t Hoff (In Psy versus 1/T
e In K, versus 1/T) foram montados e a inclinagdo do ajuste linear aplicado
aos pontos experimentais fornece o calor cujo valor médio de
-10,57 £ 0,50 kcal/mol.heme corresponde a oxigenagio total da Hb (AHps)
e -19,12 £ 0,80 kcal/mol.O, € associado a ligagdo do primeiro ligante a

hemoglobina (AHg;). Os valores de AHps, € AHg,, estdo em concordancia




Discussdo 123

com resultados anteriormente descritos (Benesch et al.,1969; Imai, 1979,
Bucci et al.,1991; Johnson et al.,1992) além de serem constantes no
intervalo de a,, e de temperatura investigados.

A independéncia de AH de oxigenagdo com a temperatura, como
mostrado no anexo A desta tese, indica que a variagdo da capacidade
térmica (AC,) associada a reagdo de oxigenagdo é proxima de zero e que as
estruturas da oxi e desoxi-Hb, no intervalo de temperatura investigado sdo
invariantes. Esta conclus@o € consistente com dados anteriormente
publicados (Imai & Yonetani, 1975; Imai, 1982). Por sua vez, a
independéncia das variagdes de entalpia de oxigenagdo total e de K; com a
atividade de agua evidencia a auséncia de interagdo direta entre a proteina e
o soluto neutro.

A relagdo dAH/dp,, = 0 leva a interpretacdo de que o efeito da

atividade de agua sobre a variagdo de energia livre de Gibbs que

acompanha a transigdo de Tx—>R (AGpso) € a associagio do 1° ligante a Hb

(AGk;) sdo basicamente entropicos. Conclusdo esta baseada no fato de que
a diminui¢do da atividade de agua, a,, leva a dAS < 0 e dAG > 0, que
reflete na transferéncia de 72 £ 3 e 52 + 2 moléculas de agua do volume da
solugdo para a superficie protéica exposta pela Hb durante sua oxigenagédo
total e com a ligagdo do primeiro ligante, respectivamente. Além disso,
sabe-se que as pontes salinas que estabilizam a estrutura desoxi (Tx) da Hb
(Perutz, 1970, 1989) sdo quebradas e expostas ao solvente, durante a
oxigenagdo da proteina, consequentemente a mudanga conformacional de
desoxi para oxi-Hb € termodinamicamente desfavoravel (AS<0) (Bucci et
al., 1991, 1993, 1998).
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5.3 - Influéncia da concentra¢io do ion cloreto nos valores de An,, de

oxigenacio total da hemoglobina e de liga¢ao do primeiro O, a Hb.

Agora passaremos a discutir o efeito que a concentragdo de NaCl
exerce sobre os parametros funcionais e termodindmicos que estdo
associados a reagdo de oxigenagdo da hemoglobina. Os primeiros trabalhos
realizados, seguindo esta linha de pesquisa, mostraram que, em

concentragdes de dnions proximas das condigdes fisiologicas, a transigdo

do estado desoxi-Hb para o oxi-Hb ¢ acompanhada pela ligagdo de

aproximadamente 70 moléculas de agua (Colombo et al.,, 1992, 1994,
1996). Mais recentemente, foi mostrado que a mudanga de hidratagdo
associada a oxigenagdo da Hb ¢ modulada pela ligagdo preferencial de
diferentes anions a desoxi-Hb (Colombo & Seixas, 1999). A ligagdo de
cloreto e fosfato orgénicos, entre outros, a estrutura desoxigenada da Hb
leva esta proteina a uma desidratagdo de aproximadamente 45-50
moléculas de agua e a diminuigdo da afinidade intrinseca por O, neste
estado. Como conseqiiéncia, o namero de moléculas de agua associada a
transi¢do do estado totalmente desoxigenado da Hb humana para o
totalmente oxigenado varia significativamente de 25 moléculas de 4gua em
experimentos realizados na auséncia total de CI', para aproximadamente 72
moléculas de agua em experimentos realizados em concentragdo maior que
50 mM de NaCl (Colombo & Seixas, 1999).

A proposigdo da coexisténcia da desoxi-Hb em dois estados
alostéricos de diferentes afinidades por O, (Colombo & Seixas, 1999) foi
posteriormente confirmada por experimentos de ligagdo de O, em Hb
encapsuladas em silica-gel (Bruno et al., 2001; Shibayama & Saigo, 2001).

Neste estudo investigamos o efeito de Cl' sobre a varagdo de
hidratagdo associada a ligagdo de O, ao primeiro sitio heme da Hb, Anyx ).

Os resultados aqui apresentados sdo os primeiros que revelam que, assim
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como a variagdo de hidratagdo que acompanha a oxigenagdo total, os
valores de Anyk;) em baixa concentragdo salina (< 1 mM) e acima de
aproximadamente 50 mM de NaCl, permanecem com valores constantes
médios de 26 £ 0,2 e 53 + 0,3 moléculas de agua, respectivamente.
Consequentemente, a interagdo do ion cloreto a desoxi-Hb leva a
desidratagdo de aproximadamente 25-27 aguas com a ligagdo da primeira
molécula do ligante a proteina. Em concentragdes salinas maiores que
50 mM podemos notar que = 70% da variagdo de hidratagdo, associada
com a oxigenagdo da Hb ocorre com a ligacdo do primeiro O,, enquanto

que, nos experimentos realizados em baixas concentragdes de sal a variagdo

de hidratagdo que acompanha a ligagio do 1° O, a Hb é idéntica a variagéo

de hidratagdo associada a transigdo To—R, sugerindo que nestas condi¢des
toda mudanga estrutural sofrida pela Hb, em baixas concentragdes de
anions, ocorre com a ligagdo do primeiro O,.

Os valores de Any,psoy € Any k1) @ diferentes concentragdes de NaCl, a
pH alcalino (pH 9,0) também foram determinados. E sabido que a interagéo
de anions cloreto com a Hb, em pH 7,3, leva a ligagado de 1 H' extra a
estrutura desoxigenada da proteina, consequentemente, com a oxigenagio
da Hb o namero de protons que sdo liberados varia de 1, na auséncia de
cloreto, para aproximadamente 2 na presenga de 50 a 200 mM NaCl
(Kilmartin et al., 1980, Fronticelli et al., 1994). Uma vez que ndo ocorre o
efeito Bohr em pH acima de 8,5 (Aminiconi, et al., 1981; Bucci &
Fronticelli, 1981; Busch et al., 1990), examinamos com estas medidas se a
ligagdo de protons extras, induzidos, pela associagdo de CI" a Hb teria
alguma conseqiiéncia estrutural que pudesse alterar o valor de An,””. A
variagdo de hidratagdo que acompanha a transi¢do da desoxi-Hb para a oxi-
Hb (Anwpsoy) € a ligagdo do primeiro O, (Anyk;y) foram determinadas a

pH 9,0, tanto na presenga quanto na auséncia de NaCl, sdo iguais aos
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estimados nas mesmas condigdes a pH 7,3. Estes resultados mostram que

os valores de An,, ndo sdo afetados por mudangas de pH na regido basica.

5.4 - Influéncia da concentracio do ion cloreto na entalpia de

oxigenacao.

O comportamento do AH de oxigenagdo total e de AH associado a
ligagdo do primeiro O,, com a concentragdo de anions, foi determinado
estudando a dependéncia de In Ps, e In K, respectivamente, com o inverso
da temperatura. Analisando os graficos de van’t Hoff, In (P50/P50°) VErsus
I/T e In (KlfKIO) versus 1/T, medidos na auséncia de sacarose € em
diferentes concentragdes de NaCl, verificamos que o aumento na
concentragdo de anion, aumenta a quantidade de calor liberado com a
reagdo de oxigenagdo da Hb, tanto para Psy quanto para K;. O calor de
oxigenagdo total da Hb tem sido estimado entre —10 e —15 kcal/mol.heme,
sendo que esta variagdo € dependente da composi¢do e da entalpia de
ionizagdo dos diferentes tipos de tampdo utilizados nestas determinagdes
(Aminiconi et al., 1981; Imai, 1982).

Neste trabalho obtivemos um AH = -10,65 + 0,41 kcal/mol.heme
para oxigenacdo total da Hb (42,60 + 0,82 kcal/mol.Hb) e um

AH = -19,53% 1,00 kcal/mol.O; para a ligagdo do 12 ligante. Estes valores,

que se referem a valores na presenga saturante de NaCl sdo compativeis
com os valores de AH publicados em condi¢des semelhantes, como mostra

a tabela a seguir.
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Condic¢do Experimental

AH
(kcal/mol.heme)

Referéncia

0,01 M Hepes, 100 mM NaCl, pH 7,3,
25 °C.

AHps =-10,65+ 0,41
AHg, =-19,53+ 1,00

Resultado do autor

0,05 M Bis-tris, pH 7,3, 25 "C.

. 0,IMTrs,pH7,5,20°C.

AHpso = -13,7+ 0,1

 AHpso =-14204 |

Benesch et al., 1969,

Athaetal., 1974.

0,05 M Bis-tris, pH 7,4, 100 mM CI,
25%

AHpso == -_12,5 i 0,3
AHm — "9,7 + 0,4

Imai et al., 1975.

0,05 M Bis-tris, pH 7,4, 100 mM CI.

AHPSO = - 14,4 a 0,1
AHyg; =-123 10,1

Imai et al., 1979.

0,1M Tris, 100 mM, pH 7.4, 25 °C.

AHpso=-14,2 £ 0,6

Mills et al., 1979.

0,1M Tris, 100 mM, pH 7,4, 25 "C.

AHpso =-14,9+0,6

Mills et al., 1979.

Agua, 0,01 M NaCl, pH 7.0.

AHp50= = ]6,91 0,17

Aminiconi et al., 1981.

Agua, 0,1 M NaCl, pH 7.,0.

AHp_f.o ==t 15,3i 0,1 5

Aminiconi ct al., 1981

0,05 M Bis-Tris, pH 7.4, 100 mM CI,
25%

AHpso =-12,3 20,12

Imai, 1982.

0,1 M Hepes, 100 mM NaCl, pH 7,4.

ﬂl’ipso =-1 1,7 i0,3

Doyle et al., 1989.

0,1 M Fosfato, 100 mM CI', pH 7,33.

AHpso- = 14,4 i0,3

Razynska et al., 1990.

0,01 M Hepes, 100 mM NaCl, pH 7,3.

AHpso = - 11,0£0,15

Coletta ct al., 1992,

0,1 M Fosfato, 1 mM EDTA, pH 7,6.

AHpso = - 12,0£0,15

Johnson et al., 1992.

fi Al'l](} o -10,3 a o 1,1

Tabela 14: Comparagdo entre os valores de AH obtidos em nossos experimentos € 0s
valores publicados. (*) Sdo valores de AH obtidos por calorimetria.

Na auséncia de NaCl e outros anions, os valores encontrados de
AHpso e AHk; foram de -3,37 £ 0,36 kcal/mol.heme e -3,30 + 0,82 kcal/mol
de O,, respectivamente. Com o aumento da concentragdo de CI, o calor
liberado com a oxigenagdo total da Hb aumenta até atingir os os patamares
de -10,98 + 0,30 kcal/mol.heme e -19,71 * 0,30 kcal/mol de O,.

Esta dependéncia de AH com a atividade do ion cloreto foi ajustada
com a equagdo 54, que resulta do modelo de trés estados para a oxigenagao

da Hb. O bom ajuste dos dados experimentais com este modelo ¢ uma

AVA
cm 1 2 5 4 5 6 7 unespmll 12 13 14 15 16 17 18
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evidéncia extra, que da suporte a proposi¢do da existéncia de dois estados

alostéricos T distintos.

AHOS =2 /1 AH
1+[- - ]
X

Nesta equagdo, que descreve a dependéncia do AH™

com a
concentragdo de anions livres na solugdo, dH e AH correspondem a
variagdo de entalpia devido a transigdo entre os estados oxi-R e desoxi-T, e
entre oxi-R e desoxi-Tx, respectivamente, Kx € a constante de ligagdo de
CI" ao estado T, e n a estequiometria de ligagao.

A dependéncia do AS®™

de oxigenacdo com a concentragio de NaCl,
também foi muito bem ajustada pela equagdo 55, que foi escrita em termos
da variagdo de entropia de oxigenagdo, onde de maneira analoga a variagdo

de hidratagdo e entalpia, o 6S e AS representam a variagdo de entropia

intrinseca da transi¢do To—>R e Tx—R, respectivamente.

5.5 — Correlacio entre An,,, AH e AS de oxigenagao.

Um resultado inesperado foi encontrar que os parametros de ligagdo
do anion cloreto a desoxi-Hb (transigdo do estado T, para o Ty)
determinados na dependéncia de AH®™ e An,,* com log (CI") sdo dentro
do erro experimental idénticos. Estes resultados implicam que as mudangas
estruturais induzidas pela ligacdo do ion cloreto a desoxi-Hb, sdo a causa
principal das variagdes de hidratagdo, calor e entropia de oxigenagdo
observados com a hemoglobina humana.

Nossa analise da correlagdo entre An,, € AH teve por base a analise

dos termos que contribuem para a entalpia de ligagdo de oxigénio a
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hemoglobina. A equagdo 53 demonstra que para cada condig¢do

experimental a variagdo de entalpia observada é dada por:

AH® = AH, + AH ¢ +An, AH, + Y An; AH;

onde AHo, € o calor intrinseco de oxigenagdo do grupo heme, AH ¢ € 0
calor associado a variagdo alostérica conformacional da estrutura da Hb
induzida pela ligagdo de um ligante em determinada condigdo
experimental. An; = n™ - n;"*™ ¢ a diferenga no numero de ligantes
heterotrépicos (i = H', CI', H,0) ligados entre a desoxi-Hb e a oxi-Hb, e
AH; ¢€ o calor intrinseco de ligagdo do ligante i. Nesta equagdo An,, € AH,,
sdo mantidos em destaque das demais contribui¢des para enfatizar que a
soma (AHcons + Any.AHy,) representa o calor de solvatagdo. De acordo com
a equagdo acima, a variagdo de entalpia de oxigenagdo da Hb pode ser
afetada diretamente pela concentragdo de CI, via calor intrinseco de
ligagdo do 4amion (Anc..AHc,), e indiretamente, via variagdes da
conformagdo e hidratagdo da Hb (AHcos + Any.AH,,). E bem descrito na
literatura que com a ligagdo de O, a Hb, em pH 7,3, o niimero de H' que
sdo liberados por esta proteina varia de 1, na auséncia de cloreto, para = 2
na presenc¢a de 50 mM a 200 mM de NaCl (Antonini et al., 1965, Kilmartin
et al., 1980, Fronticelli et al., 1994). Apesar de ter sido reportado que a
variagdo da liberagdo de H' nido contribui para o AH de oxigenagio em pH
na regido alcalina, devido a auséncia do efeito Bohr (Aminiconi, et al.,
1981; Bucci & Fronticelli, 1981; Busch & Ho, 1990), verificamos se a
ligagdo de um proton extra, induzida pela associagdo de CI “a Hb, refletiria
no valor do AH?®. A variagdo de entalpia associada a transi¢do do estado
oxigenado para o estado oxigenado (AHpso) € a ligagdo do primeiro O, a

proteina (AHk,) foram determinadas em pH 9,0, tanto na presenga quanto
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na auséncia de NaCl. Dentro do erro experimental, os valores de AH
medidos em pH 9,0 sdo os mesmos que os estimados nas mesmas
condi¢des e em pH 7,3. Este resultado confirma que a liberagio de H', com
a oxigenagdo da Hb, ndo contribui para o AH.

O fato dos ajustes aplicados aos dados experimentais que descrevem
a dependéncia do AH®™ de oxigenagao sobre [CI] (fig. 30), comportar-se
semelhantemente ao ajuste que descreve a dependéncia de An,”™ com a
[NaCl] (fig. 26), sugere que a ligagdo do ion cloreto a desoxi-Hb influencia
exatamente da mesma maneira a variagdo de hidratagdo e entalpia de
oxigenagdo, levando-nos a propor que apenas o calor de solvatagdo
(AHcons + Any,.AH,,) exerce influéncia sobre o AH de oxigenagdo, medido

em diversas [NaCl]. Para mostrar esta contribuicio determinamos o

comportamento de AH®™ versus An,”™, onde se pode notar a correlagdo

linear entre estes parametros. O intercepto da regressdo linear dos pontos
experimentais, dentro do erro experimental, ¢ proximo de zero. Isto
primeiramente sugere que o calor de liga¢do de CI a desoxi-Hb é também
aproximadamente zero. Embora o mecanismo de interagdo dos ions
cloretos a desoxi-Hb permanega desconhecido este resultado é consistente
com a proposta de que esta interagdo ocorra via condensagdo de cargas
(Perutz & Shih, 1994; Perutz et al., 1998). Proposigdo esta que reforgada se
observarmos figura na 30 que o AH de oxigenagdo permanece constante em
[NaCl] acima de 50 mM. A ultima e possivel contribuigdo para a entalpia
de van’t Hoff de oxigenacdo seria o calor de ligagdo de prétons, liberados
pela proteina, ao tamp3o Hepes, mas como ajustamos o pH da solugdo na
temperatura do experimento, esta contribuigdo € nula.

Com isso, concluimos que durante a ligagdo do O ao grupo heme a
transferéncia de grupos da Hb para a sua superficie e a subsequente

hidratagdo dos mesmos é o tinico termo que contribue para 0 AH®™. Em
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outras palavras, desde que ndo haja qualquer outra contribui¢do de calor
para 0 AH? a inclinagdo de AH®™ versus An,”™ representa apenas o valor
do calor de solvatagdo da superficie exposta pela proteina em solugdo
aquosa. Logo, o melhor ajuste linear para este grafico eqiiivale a
0H,, =-0,63 + 0,07 kcal/mol H,O.

O mesmo tratamento de dados foi feito para os pontos que compdem
o grafico de TAS®™ x An,. A inclinagio deste grafico fornece um
O0Sw = - 2,4 £ 0,1cal/mol.H,O.K que corresponde a variagdo de entropia
associada com a hidratagdo. Contudo, este valor pode subestimar o valor
real da variagdo de hidratagdo. Apesar dos calores de ligagdo de H' e CI

serem aproximadamente zero, as variagdes de entropia ndo sdo, ja que as

variagdes de energia livre de oxigenagao, AG®™, variam para cada atividade

de CI' e H'. Uma vez que, AS®™ & definido por [-(AG®™ - AH?*/T] e que a

ligagdo das moléculas de H,O sobre a transig¢do Tx—T, ¢ acompanhada
pela liberagdo de = 1H' e = 2CI’, o valor acima para 8S,, parece representar
apenas um valor menor que a estimativa do valor verdadeiro de AS
calculado para fixar uma molécula de agua na superficie da proteina em
solugdo.

A partir dos valores de H,, e 8S,, determinados, em temperatura
ambiente, o valor da energia livre associada com a transferencia e
hidratagdo de grupos que sdo expostos durante a oxigenagdo, 6Gy, vale
= 100 cal/mol.H,O, concordando portanto, com os dados obtidos por
experimentos de transferéncia de qrupos quimicos de liquidos hidrofilicos
para a agua (Eisenberg & McLachlan, 1986; Juffer et al., 1995)

O mesmo tratamento foi realizado para os dados apresentados na
figura 34, onde verificamos a equivaléncia do efeito de cloreto sobre as
variagdes de hidratagdo, entalpia e entropia que acompanha a ligacdo da

primeira molécula de O, a Hb. Das inclinagdes dos ajustes lineares
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aplicados aos pontos experimentais estimamos -0,61 * 0,03 kcal/mol H,O
e -0,65 + 0,04 kcal/mol H,O (= -2,18 cal/mol.K), que representam o custo
entalpico e entropico para transferir um mol de moléculas de agua do
volume da solugdo para a superficie exposta da proteina com a ligagdo do
primeiro O,. O 8G,, associado a hidratagdo da superficie exposta pela
proteina com a ligagio do 1° O,, vale aproximadamente 40 cal/mol.H,O.
Este conjunto de dados representa a primeira determinagéo direta da
variagdo de entalpia, dH,, e entropia, 8S., associadas com a exposi¢do de
grupos internos para a superficie exposta ao solvente de uma proteina em
meio aquoso. Os valores de 3S,, determinados neste trabalho, para a
oxigenagdo total e para K, correspondem respectivamente a - 2,4 cal/mol.K
e — 2,18 cal/mol K, e estdo de acordo com o custo entropico para transferir
um mol de moléculas de agua do liquido para a superficie da proteina e que
foi avaliado entre 0 e -7 cal/mol.K, por Dunitz, a partir de dados de
entropia padrdo de hidratagdo de sais anidros e hidratados (Dunitz, 1994).

5.6 — Relacio entre os valores de entalpia e entropia de hidratacio

determinados neste trabalho com outros dados da literatura.

Os valores energéticos de solvatagdo existente na literatura foram
estimados a partir de experimentos modelo de transferéncia de pequenas
moléculas do meio apolar para a agua. Normalmente estes valores sdo
relacionados a area de superficie exposta ao solvente destas moléculas. De
tais dados, é bem documentado que a energia livre de transferéncia de
grupos hidrofébicos de liquidos ndo polares para a agua apresenta valores
médios entre 16 — 35 cal/mol.A? (Eisenberg & McLachlan, 1986; Juffer et
al., 1995). Considerando que uma molécula de agua cobre uma area de

= 10 A? o valor quantificado neste trabalho para a variagdo da energia livre
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de solvatagdo por molécula de agua de = 100 cal/mol.H,O a 25 °C, é
consistente com as estimativas da literatura.

A questdo que gostariamos de abordar € se os valores de 8G,,, 8S,, €
dH,, determinados neste estudo, apresentam caracteristicas hidrofobicas,
hidrofilicos ou uma mistura destas duas.

Para responder esta questio comparamos, via graficos de
compensagdo, os valores observados das variagdes de entalpia e entropia de
oxigenac¢ao da Hb, AH®™ e AS®™, com os valores da entalpia e entropia de
transferéncia de pequenos grupos quimicos de liquidos hidrofobicos (ou
fase gasosa) para agua, AHrtnst € AStmns, (Makhatadze & Privalov, 1993;
Privalov & Makhatadze, 1993; Oobatake & Ooi, 1988; Ooi et al., 1987,
Murphy, 1994; Baldwin, 1986), como mostra as figuras 36(a) e 36(b). De
acordo com o grafico apresentado na fig. 36(a), as entalpias e entropias de
transferéncia de diferentes grupos hidrofobicos para a agua estdo

localizadas proximas e paralelas da linha de compensacdo definida pelos

valores experimentais de AH?” e AS®, determinados neste trabalho. Este

resultado sugere fortemente que as mudangas em AH™ e AS?™ sio
geralmente dominadas por hidratagdo com caracteristica hidrofobica. O
grafico apresentado na figura 36(b) sustenta esta interpretagdo, pois, em
discrepancia com os dados mostrados na figura 36(a), as entalpias e
entropias de transferéncia de diferentes grupos hidréfilos para a agua estdo
bastante espalhadas e localizadas abaixo da linha de compensagdo. Esta
conclusdo € reforcada pela magnitude e sinal de 6H,, e 8Sy. Os sinais
mostram que, enquanto a mudanga estrutural da Hb para a estrutura de
maior superficie exposta ao solvente é favorecida entalpicamente, H,, <0,
ela é desfavoravel entropicamente, 8S,, < 0. Como mostrado,

primeiramente, por W. Kauzmann (Kauzmann, 1959) tal distingdo entre
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uma energia favoravel e uma entropia desfavoravel de grupos transferidos
para agua, representam caracteristicas hidrofobicas.

Este interessante resultado nos leva a conclusdo que as vanagdes de
entalpia e entropia associadas com as mudangas conformacionais da Hb sdo
dominadas pela energética de hidratagdo, que tem caracterisicas tipicas a de

hidratagdo de grupos hidrofobicos. Esta conclusdo ndo implica, entretanto,

em outra, a de que os novos sitios de hidratagdo expostos ao solvente sdo

exclusivamente grupos hidrofobicos.

Finalmente nos perguntamos se os valores de entalpia, dH,, e
entropia, 3S,, de solvatagdo por mol de molécula de agua, determinados
neste trabalho, podem ser utilizados para quantificar as variagdes de
entalpia e entropia de outras reagdes protéicas nas quais as variagdes de
hidratagdo sdo conhecidas. Se isto for possivel, poderiamos estabelecer
uma correlagdo entre o mecanismo estrutural e o funcional destas proteinas.
Para este teste consideramos a reagdo de oxigenagdo da Hb homodimeérica
de Scapharca inaequivalvis (Hbl). A Hbl liga cooperativamente duas
moléculas de oxigénio e a variagdo de entalpia (AH;) e entropia (AS;) desta
ligagdo em cada passo da reagdo foram determinadas por lkeda-Saito e
colaboradores (lkeda-Saito et al., 1983). Consequentemente, o ganho de
energia cooperativa sobre a ligagdo do segundo ligante pode ser
determinado pela diferenga entre o AH; € o AS; entre os consecutivos
passos. Considerando os valores reportados por Ikeda-Saito (1983),
AAH; = AH, - AH; = +4 Kcal/mol e AAS; = AS, - AS; = +17 cal/mol.K. A
variagdo de hidratagdo associada a oxigenagdo da Hbl € também conhecida,
pois através de experimentos de estresse osmotico foi determinado que
= 6 moléculas de agua sio liberadas apos a ligagdo de O, a Hbl (Chiancone
& Boffi, 2000). Com estes valores, Chiancone e Boffi tentaram estimar a

contribuigdo da energia de ligagdo de O, associada a hidratagdo da proteina
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ao comportamento cooperativo da Hb. Porém, a falta de estimativas

precisas de entropia e entalpia de hidratagdo os levou a figuras
inconclusivas (Chiancone & Boffi, 2000). Agora, usando a entalpia e
entropia de ligagdo de agua, -0.63 kcal/mol.H,O e —2,4 cal./(mol.H,0).K,
respectivamente, determinadas neste trabalho, e sabendo que 6 moléculas
de agua sdo liberadas com a oxigenagdo da Hb homodimérica, encontramos
que a contribuigdo da hidratagdo para o controle alostérico desta Hb
corresponde a +3,8 kcal/mol em entalpia e =+14,4 cal/mol.K em entropia.
Estes valores, dentro do erro experimental, estio em acordo com as
+4 kcal/mol em entalpia e +18 cal/mol.K em entropia que foram
determinadas (lkeda-Saito et al., 1983). Este exemplo ilustra, que os
valores de 6H,, e 8S,, por nds determinados, podem proporcionar predigoes
bastante boas a respeito da contribui¢do da solvatagdo associada a
reatividade e controle alostérico da proteina.

A partir do conjunto de resultados apresentados e discutidos neste
texto, enceramos comentando que este trabalho descreve, originalmente,
uma estratégia experimental que permite a determinagdo da energética de
solvatagdo associada a reagdo de oxigenagdo da hemoglobina em solugdo.
Os parametros energéticos de solvatagdo aqui determinados sdo referentes
aqueles que acompanham a mudanga de conformagdo e hidratagdo entre
dois estados nativos de uma proteina. Ainda ndo sabemos se estes
parametros de energia de solvatagdo podem estar associados a reagdes que
envolvem outros niveis de organizagdo estrutural, tal como o enovelamento
da proteina. Diferente da transicdo entre dois estado globulares, o
enovelamento/desenovelamento da macromolécula € caracterizado por
grandes mudangas estruturais, a nivel secundario e terciario.
Consequentemente, a descoberta dos valores realisticos de energia para a
transferéncia e hidratagdo de grupos hidréfilicos, tais como grupos -C=0 e

-NH, juntamente com os valores termodindmicos calculados neste
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trabalho, certamente serdo necessarios para a melhor avaliagdo da

contribui¢do termodindmica da agua para a estabilidade e reatividade da
proteina. A estratégia experimental apresentada neste estudo, que envolve o
método do estresse osmotico, uma técnica analitica que usa solutos neutros
para quantificar as mudancas na ligagdo de agua associadas a reagdes
bioquimicas em solugdo (Colombo et al., 1992), certamente facilitara a
determinagdo experimental da contribui¢do realistica energética sobre
hidratagdo com caracteristica hidrofobica ou hidrofilica de qualquer

processo bioquimico.
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Os resultados, até aqui, obtidos permitem concluir que :

a) Os valores da variagdo de hidratagdo durante a transi¢do Tx—R,
Anypsoy € da variagdo de hidratagdo para K,, Anyk), foram medidos em
cinco temperaturas € os dados mostram que, dentro de um erro
experimental, tanto Anypsoy como Anyk 1y independem da temperatura. Este
¢ um resultado esperado se considerarmos que as conformagdes da desoxi e
da oxi-Hb ndo sdo alteradas pela variagdo da temperatura no intervalo

investigado.

b) A independéncia da variagdo de entalpia de oxigenagdo total e de
K, para com a atividade de agua da solugdo experimental, permite-nos
concluir que o efeito de An,, sobre o AG de oxigenagdo (tanto de Psy quanto

de K,) apresenta carater basicamente entropico.

¢) Com o decréscimo de a, a variagdo da entropia de oxigenagdo €

negativa refletindo, portanto, a perda de 72 £ 3 e 52 + 2 moléculas de agua

que sdo transferidas do volume da solugdo para a superficie exposta pela
Hb durante a oxigenagdo total e com a ligagdo da primeira molécula do

ligante, respectivamente.

d) Assim como as variagdes de hidratacdo, as de entalpia e entropia
que acompanham a oxigenagdo da Hb, sdo igualmente dependentes da
atividade de cloreto. Possibilitando assim, a proposigdo de que as variagdes
na conformagdo e hidratagdo da Hb induzidas pela ligagdo de O, e
modulada pelas interagdes do ion cloreto s3o os principais responsaveis

pela variagdo de calor de oxigenagdo da Hb.
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e) As dependéncias de An,,*™, AH?™ ¢ AS®™ com a concentragio de

NaCl, mostraram-se idénticas tanto para os experimentos realizados em pH
7,3, quanto para os obtidos em pH 9,0. Este resultado leva a conclusdo de
que a variagdo de calor e entropia por mol de molécula de agua, ndo

apresenta contribuigdo da ligagdo de H'.

f) O presente trabalho apresenta a primeira determinagdo
experimental da energética da solvatacdo de uma proteina, isto é, a energia
necessaria para transferir grupos do interior da proteina para o solvente e
hidrata-los. Estes valores sdo:

-) 8Hy = -0,63 kcal/mol de H,O e &S, = -2,40 cal/K mol de H,O, para a
oxigenagdo total, a 298K.

-) 8Hy, = -0,61 kcal/mol de H,O e 3S,, = -2,18 cal/K mol de H,0, a 298K,
para a ligagdo do 1° O, a Hb.
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Anexos

Anexo A - Efeito da temperatura no ACp de oxigenacao da Hb.

Como mencionado nas paginas 88 e 89, nossos resultados sugerem
que o AH de oxigenagdo independe da temperatura. Este comportamento
indica que a variagdo da capacidade térmica (ACp) associada a reagdo de
oxigenagdo ndo € influenciada pela temperatura. Esta possibilidade foi
investigada, determinando dos valores de ACp de oxigenagdo a partir da
equagdo integrada de van’t Hoff que foi aplicada aos dados experimentais
(Naghibi et al., 1995; Liu & Sturtevant, 1995; Fago et al., 1997, Doyle &
Hensley, 1998).

1

Ty

n
K? R

' In— (59)

K, _AH,-TACp(1 1) ACp T
R:* + (T

Para tanto, a rotina de ajuste dos minimos quadrados ndo lineares
(Marquardt-Levemberg), foi implementada no software ORIGIN. Nesta
equagdo, Ty é a temperatura de referencia (298 K) e AH, e K;’ sdo os
valores da entalpia de van’t Hoff de Ps, (e K;) nesta temperatura.

A tabela 15 apresenta os valores do AH de oxigenagdo obtidos a
partir do grafico de van’t Hoff (AHant nor) € 0s valores de AH calculados a
partir do ajuste da equagdo integrada de van’t Hoff (AH aiculados). Nota-se
que, dentro do erro experimental, os valores de AH, sio os mesmos.
Enquanto que, os valores de ACp sdo pequenos e dependendo da condigado
experimental sdo menores que o proprio erro, o que nos leva a concluir que
estes valores de capacidade calorifica de oxigenagdo da Hb ndo sofrem
influencia da temperatura, pelo menos ndo no intervalo de temperatura em

que as curvas de oxigenagdo foram obtidas.




pH=73

Al’lw(py})
(H:0/Hb)

AG

(kcal/mol.heme)

AH yap'¢ Hofr

(kcal/mol.heme)

AH 0 integrada

(kcal/mol. heme)

ACP (cavmoLx)

AS

(cal/'mol.K)

1,29 £ 0,017

-11,23+0,19

-11,15 £ 0,09
-0,21 + 0,03

-42,0 £0,70

1,09 £ 0,024

-10,65 £ 0,41

10,47 £ 0.7
-0,17 + 0,24

-394 +1,45

0,95+ 0,017

-9,54 £ 0,34

9,33+0,13
0,04 + 0,04

-35,2 + 1,20

0,81 + 0,022

-7,78 £0,75

755402
-0,006 + 0,06

-28.8 £2.60

0,77 + 0,018

-7,05+0,26

6,91+0,11
-0,10 + 0,03

-26,3 + 0,93

0,55 + 0,05

-4,42 +0,13

-4,34 + 0,11
-0,078 + 0,04

-16,7 £ 0,61

0,48 + 0,012

-3,67+0,1

3,59+0,18
-0,002 + 0,06

-14,0 £ 0,40

0,33 £0,015

3,62 + 0,24

3,59+ 0,07
0,06 + 0,02

-13,3 £ 0,85

pH=9,0

0,27 £ 0,02

-11,27 £ 0,26

-11,23 £ 0,13
-0,073 + 0,04

-38,72+ 1

0,18 + 0,006

-7,80 £ 0,80

-7,57+0.33

26,79+27

0,010 + 0,016
-3,49+0,14
0,032 + 6x10™

0,09+0,02 | -3,62+0,16 12,47 +0,26

Tabela 15 : Comparagdo entre o AH de oxigenacdo total obtido pela inclina¢do do
grafico de In Psg X 1/T (AHyant o) € 0 calculado pela equagdo integrada de van’t Hoff
(AHcalculado). Os experimentos foram obtidos em solugdes contendo diferentes
concentragdes de NaCl, em 10 mM Hepes em pH 7,3 ¢ 10 mM Ches em pH 9.0

A figura 46 mostra o grafico de AHuat hott © AHcarculado cONtra
log [NaCl], que foram montados com os resultados apresentados na tabela
acima. As curvas foram analisadas segundo o modelo proposto por Seixas e

Colombo (1999) e os resultados obtidos para o AH de oxigenagdo através

do grafico de van’t Hoff foram: AHpso™! = -3 37 + 0,36 kcal/mol.heme;
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AHpso™ = -10,98 + 0,30 kcal/mol.heme; Kx = 12 + 1 mM; e n=2 +0,36

enquanto que para os dados gerados a partir da equagdo integrada
de van’t Hoff, temos: AHpso"® = -332 + 0,37 Kcal/mol.heme;
AHpso™ = -10,71 + 0,31 Kcal/molheme; Kx = 12 + 1 mM; e

n=2,1%0,36.

AH_., (Kcal/mol.neme)

1E-6 1E-3

log [CI] (molar)

Figura 46: Comparagdo da mudanga da variacdo de entalpia de oxigenagdo da Hb
humana em tampdo Hepes 10 mM, pH 7.3, contra a concentragdo molar de NaCl. Os
quadrados pretos representam os valores de AH foram obtidos a partir da inclinagdo do
grafico de In Pso x 1/T (AHvan't Hor), €nquanto que os tridngulos azuis correspondem aos
valores de entalpia de oxigenagdo calculados utilizando a equagdo integrada de van’t
HofT (AHcalculaddo). As linhas continuas representam o melhor ajuste logistico sigmoidal
com os seguintes parimetros para AHyant 1or: AHpso ™™ = -3,37 + 0,36 kcal mol.heme;
AHps™' = -10,98 + 0,30 kcal/molheme; Kx = 12 + 1 mM; e
n = 198 + 0,36 e para AHuijeuado: AHpso™ ' = -3,32 + 0,37 kcal/mol.heme;
AHpso™ =-10,71 + 0,31 kcal/mol.heme; Kx =12+ 1 mM; en=2,1 +0,36.

Os valores apresentados na tabela 15 e os resultados apresentados

pelo ajuste da fig. 46 reforgam a proposigao de que o AH de oxigenagdo da
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Hb humana ¢é insensivel a temperatura, comprovando que a variagdo da
capacidade caldrica associada a reagdo de oxigenagdo da Hb independe da

temperatura. Este raciocinio e conclusdo também sdo utilizados para

analisar os dados de AH de ligagdo da 1° molécula de O, a Hb humana,

como mostra a tabela 16 e a figura 47.

pH=73

AG

(kcal/mol.heme)

AH van’t Hoff
(kcal/mol.heme)

AH 0 integrada
(kcal/mol.02)
ACp (keal/molL.K)

AS

(cal/mol. K)

1,84 + 0,021

-19,62 + 0,24

11,21 £0,1
-0,26 + 0,04

-72,00+ 0,87

1,79 £ 0,025

-19,63+1,0

-19,15+2
-0,01 0.7

71,56 13,44

1,48 + 0,018

16,68 + 0,15

16,25+ 0.5
0,06 + 0,18

60,95 +0,11

1,34 £ 0,024

-13,61 £0,71

-13,40 £ 0,11
-0,04 + 0,03

-50,16 £2,46

1,13 £ 0,037

-10,57 + 0,22

10,25+ 0.7
-0,04 + 0,25

-39,05 +0,86

0,95+ 0,017

730 +0,13

-7,13+0,3
-0,026 + 0,12

-27,67 0,49

0,79 + 0,020

-3,59+0,1

-7,13%0,3
0,026 + 0,12

-14,70 0,40

0,72 + 0,022

3,66+ 0,14

-3,58+0,14
0,014 +0,04

-14,70 +0,54

pH=9,0

0,44 £ 0,04

-19,12 0,15

-18,02 £ 1,10
-0,058 + 0,034

-65,66 +0,65

0,34 + 0,02

-13,28 10,31

-12,91 0,50
-0,34 + 0,14

-41,60 +0,20

0,24 + 0,02

3,64 10,11

-3,27+0,30
-0,087 + 0,086

-13,00 £0,31

Tabela 16: Comparagdo entre o AH de oxigenagdo para K; obtido pela inclinagdo do
grafico de In K; X 1/T (AHvant 1os) € 0 calculado pela equagdo integrada de van’t Hoff
(AHalcuado). Os experimentos foram obtidos em solugdes contendo diferentes
concentragdes de NaCl, em 10 mM Hepes em pH 7,3 ¢ 10 mM Ches em pH 9.0.
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Figura 47: Comparagdo da mudanga da variagdo de entalpia de oxigenagdo da Hb
humana em tampao Hepes 10 mM, pH 7,3, contra a concentragdo molar de NaCl. Os
quadrados pretos representam os valores de AH foram obtidos a partir da inclinagdo do
grafico de In Pso X 1/T (AHvan't 1ofr), €nquanto que os tridngulos azuis correspondem aos
valores de entalpia de oxigenac¢do calculados utilizando a equagdo integrada de van’t
Hoff (AHcaicutaddo)- As linhas continuas representam o melhor ajuste logistico sigmoidal
com os seguintes pardmetros para AHyat 1o AHg1 ™™ = -3,30 + 0,82 kcal/mol.O5;
AH,™ = 1971 + 0,30 kca/molO;, Kx = 11 + 1 mM; e

= 1,89 + 0,34 e para AH.iculado: AHg,™ = 322 + 0,8 kcal/mol.heme:
AHg;"™' = -19,30 + 0,67 kcal/mol.heme; Kx =11+ 1 mM; e n= 1,89 + 0,34.

Assim como para Ps, os resultados apresentados pelo ajuste da fig.

47 reforgam a proposi¢do de que o AH obtido para K, é insensivel a
temperatura, indicando que a variagdo da capacidade calorica associada a

reacdo de ligagdo do primeiro O,a Hb independe da temperatura.
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Anexo B — Tabelas com valores de entalpia e entropia de hidratacio.

A seguir apresentamos os valores da entalpia e entropia de
solvata¢do dos aminoacidos das cadeias laterais, de varios grupos quimicos,

hidrocarbonetos e de alcool, que foram utilizados na comparagdo com o

fenomeno de compensagio da Hb (figuras 36 a, 36 b, 38 a e 38 b)

Grupo AG(kcal/mol) | AH (kcal/mol) | AS (cal/mol.K)

-CH,-* 0,17 -0,81 -3,30
-CH,* 0,89 -1,98 9,63
-OH -6,13 9,47 1120
-NH, -5,65 924 -12,02
>C=0 5,53 -5,99 1,54
-COOH 7,59 -10,51 9,82
-NH- 6,15 9,27 -10,43
-CH<* 0,39 -0,68 3357
>SC<* -1,16 2,02 -10,68
-S- 3,45 4,68 413
-CH=* 0,14 0,63 2,59
C= -1,09 -4.86 -12,63

Tabela 17: AH, AG e AS de hidratagdo de diferentes grupos, estimados a partir da area
de superficie acessivel ao solvente (Makhatadze & Privalov, 1993). As variagdes de
energia livre de hidratagdo foram calculados a partir de dados experimentais de
transferéncia de grupos determinados por Cabani e colaboradores (Cabani et al., 1981) e
citadas por Makhatadze e Privalov, 1993. Os valores de AS foram calculados, pelos
autores deste trabalho, obedecendo a expressdo: AS = (AH - AG)/298 Os grupos
marcados (*) referem-se aqueles que estdo alinhados com o fendmeno de compensagio
da oxigenacdo da hemoglobina humana (figuras 36 a, 36 b, 38 ae 38 b).
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Residuo AG(kcal/mol) | AH (kcal/mol) | AS (cal/mol, K)

Ala* 0,38 1,16 5,17
Asp 2,42 3,88 -4.90
Cys -1,07 22,68 -5,40
3,13 -4,94 -6,07
-0,58 -4.42 -12,88
Gly 0,00 0,00 0,00
i 2,80 6,10 11,07
0,99 3,04 -13,52
Lys -1,63 435 9,13
0,88 272 -12,08
“Met 0,02 3,36 11,34
2 5,13 6,78
0,05 1,55 5,37
3,34 35,52 731
-5.39 -9.72 -14,53
3,06 5,07 -6,74
1,39 3,69 T
0,78 2.39 -10,64
B9 821 -16,74
5,19 -10,01 9,73

Tabela 18: Parimetros de solvatacdo de residuos de aminoacidos apresentados por
Oobatake e colaboradores (Oobatake et al, 1988). Estes parametros foram calculados a
partir da ASA de 7 grupos atémicos. Os valores de AS foram calculados, pelos autores
deste trabalho, por obedecendo a expressdo AS = (AH - AG)/298. (*) representa os
residuos hidrofébicos que estdo alinhados com o fendmeno de compensagdo da
oxigenagdo da hemoglobina humana (figuras 36 a, 36 b, 38 ae 38 b).
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Alcano AG(kcal/mol) | AH (kcal/mol) | AS (cal/mol.K)

Metano 2,00 -3,15 -17,3

Etano 1,83 -4,67 -21,8
Propano 1,96 -5,56 -25,2
Butano 2,08 -6,20 -27.8

Tabela 19: Energética de dissolucdo de alcanos (substancias ndo-polares) da fase
gasosa para a agua em 25 °C. Os dados experimentais de AH foram obtidos
calorimetricamente por Dec e Gill (Dec & Gill, 1985) enquanto que AG foram
tabelados por Cabani e colaboradores (Cabani et al,, 1981) usando o estado padrdo
molar da fase gas e solugdo, conforme citagdo de Murphy (Murphy, 1994). Os valores
de AS foram calculados por obedecendo a expressdo AS = (AH - AG) / 298. Estes
resultados mostram o alinhamento de grupos ndo-polares (radical metileno) com o

fendmeno de compensagio de oxigenagio da hemoglobina humana (figuras 36 a, 36 b,
38ae38b).

Hidrocarboneto | AG(kcal/mol) | AH (kcal/mol) | AS (cal/mol.K)

Benzeno 0,541 0,50 -0,14
Tolueno 0,461 - 0,41 -0,17
Etilbenzeno 0,537 0,48 -0,19
Ciclohexano 0,048 -0,02 -0,23
Pentano -0,409 -0,48 -0,24
Hexano 0,077 0 -0,26

Tabela 20: Parimetros termodindmicos de transferéncia de substincias ndo-polares
(hidrocarbonos) liquidas para a agua em 25 °C. Os valores experimentais de AH foram
obtidos por Gill e colaboradores (Gill et al., 1976), enquanto que AH e AG foram
calculados por Baldwin (Baldwin, 1986) e mostram-se alinhados com o fenémeno de
compensagdo da oxigenagdo da hemoglobina humana (figuras 36 a, 36 b, 38 ae 38 b).

AVA
cm 1 2 5 4 5 6 7 unespmll 12 13 14 15 16 17 18



AG(kcal/mol)

AH (kcal/mol)

AS (cal/mol.K)

0.89

-1.98

-9.62

-10.99

-16.01

-16.85

-7.39

-11.30

-13.12

-2.06

-5.48

-11.46

-10.81

-16.82

-20.17

-7.21

-12.11

-16.44

-11.36

-16.63

-17.67

1.57

-4.09

-18.98

1.57

-4.09

-18.98

-5.11

-11.65

-21.95

-2.19

-8.27

-20.38

-1.63

-6.05

-14.81

0.54

-2.43

-9.95

-5.94

-10.27

-14.52

-5.62

-10.76

-17.26

-9.97

-14.04

-13.67

-8.70

-13.70

-16.78

1.39

-3.27

-15.67

Val

-11.67

-14.22

-8.58

Tabela 21: AG e AH de hidratagdo obtidos a partir da transferéncia da fase gasosa para
a 4gua, de residuos de aminoacidos da cadeia lateral da proteina (Privalov &
Makhatadze., 1993). Os valores da variagdo de entalpia foram calculados com base em
valores de area acessivel ao solvente — ASA publicados por Miller e colaboradores
(Miller et al., 1987). Os valores de AS foram calculados, pelos autores deste trabalho,
obedecendo a expressdo: AS = (AH - AG) / 298. Os grupos marcados (*) estdo alinhados
com o fendmeno de compensagdo da oxigenagdo da Hb humana (figuras 36 a, 36 b,38 a
e 38 b).
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Anexos

Proteina AG(kcal/mol) | AH (kcal/mol) | AS (cal/mol.K)

4PTI -1,00 -2,27 -4,29
1CPV -2,11 -4,79 -9,00
S5RSA -2,94 -6,16 -10,81
2LYZ -2,84 -6,36 -11,80
2MBN -2,99 -7,38 -14,86
2LZM -3,62 -8,43 -16,14
8PAP -4,56 -10,80 -20,95
2CAB -5,96 -13,71 -26,03

Tabela 22: Parimetros termodindmicos de hidratacdo associados determinados tendo
como base interagdes interatdmicas que ocorrem com o desnovelamento protéico. Estes
pardmetros foram calculados a partir da ASA de todos os grupos atomicos das 8
proteinas citadas acima por Ooi e colaboradores (Ooi et al, 1988).
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Glossdrios

High sen’s = alta sensibilidade, elevada percepgéo.

O-ring = anel, circulo, argola, qualquer coisa em forma anular, roda; anel

de vedagao.

Standart = padrédo, que serve como padrdo, modelo.

* Baseado em :

MICHAELIS, H. Dicionério pratico inglés portugués - portugués inglés. Sdo Paulo: Companhia

Melhoramentos de Sio Paulo, 1987. 861p.
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