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RESUMO

A influéncia de a&nions sobre as caracteristicas estruturais e funcionais de
hemoglobinas (Hb) vem sendo alvo de pesquisas de nosso laboratério nos ultimos anos.
Estudos anteriores mostraram que a ligacdo preferencial de anions como o CI" e fosfatos
organicos (2,3-DPG, IHP) entre outros a desoxi-Hb humana (HbA), modula o equilibrio entre
dois estados alostéricos desoxigenados possiveis, estados To e Tx, livre e complexado com
anions, respectivamente. Medidas funcionais utilizando o método de estresse osmatico, que
determina o nimero de moléculas de agua que se liga a superficie da Hb, acompanhando a
oxigenacdo, mostraram que o estado To é um estado com hidratacdo e afinidade ao oxigénio
intermediarias a0 Tx e ao oxi-R. Assim, a oxigenacdo da Hb demanda um modelo
considerando estes trés estados, To, Tx e R, modulados pela presenca de anions em solugéo.

O ion cloreto é um dos anions de maior importancia fisiolégica. A presenca de sitios
especificos para sua ligagdo, bem como seu sistema de ligacdo para a Hb, contudo, sdo
controversos. Evidéncias estruturais e funcionais apontaram os residuos arginina 141 e 92 da
cadeia alfa como possiveis sitios de ligacdo de cloreto a Hb. Para investigar essa hipotese,
realizamos estudos funcionais variando atividade de agua e pH (efeito Bohr), em funcdo da
presenca de cloreto com hemoglobinas mutantes para essas posicoes.

As hemoglobinas selecionadas foram Chesapeake (R92L), J-Cape Town (R92Q),
desArg (141A) e Chesapeake desArg (R92L,141A). Aspectos estruturais dessas Hbs foram
obtidos através de espectroscopia *H RMN.

Todas as Hbs estudadas apresentaram afinidade maior ao oxigénio quando comparadas
a HbA, para todas as condi¢cdes experimentais. Estudos de variagdo da atividade de 4gua em
funcdo da concentracdo de cloreto mostraram que a unica Hb modificada que tem sua
oxigenacdo descrita pelo modelo de trés estados é a Hb desArg. As demais Hbs modificadas

estudadas neste trabalho ndo apresentam a estrutura Tx na presenca de cloreto, fato observado
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pelo nimero de moléculas de &gua que se liga a cada Hb na transicdo oxi-desoxi. Esse
comportamento sugere que o residuo 92 seria responsavel pela ligacdo de cloreto, uma vez
que as Hbs mutantes dessa posi¢cdo ndo podem ter sua oxigenagdo ajustada pelo modelo de
trés estados.

Resultados de efeito Bohr mostraram que, diferentemente da HbA, que libera ~1 e ~2
prétons na presenca e auséncia de cloreto, respectivamente, todas as Hbs estudadas liberam
~1 proton nas duas condi¢des, o que também indica o papel da Arg 92 na ligacédo de cloreto.O
fato de a Hb desArg também apresentar esse mesmo valor pode indicar a influéncia do
residuo 141 no efeito Bohr terciario e quaternario na presenca de cloreto.

Espectros obtidos por *H RMN mostraram que a modificacdo na posicdo 92 (na
subunidade al1P2), responsavel por mudangas na cooperatividade, afeta diferentemente cada
proteina. ModificacOes observadas em regifes distintas daquelas da mutacdo indicaram
efeitos diretos e indiretos transmitidos pelas subunidades de cada proteina. Os resultados
mostraram ainda que a modificacdo estrutural recapitula aspectos funcionais das Hbs que
perdem a Arg 141, tendo um consideravel aumento na afinidade. Outros aspectos, como
cooperatividade, também puderam ser analisados funcional e estruturalmente.

A caracterizacdo estrutural das histidinas de superficie, relacionadas ao efeito Bobhr,
das HbA e Hb Chesapeake, mostrou que existe influéncia da presenca de cloreto nos
deslocamentos quimicos. No entanto, essas modificacdes podem ser devidas as modificacdes
eletrostaticas do meio. Esse resultado demonstrou que o efeito Bohr é uma soma de
contribui¢des da molécula como um todo e que a influéncia do cloreto sobre ele ocorre como

uma soma de pequenas modificacdes a um grande nimero de grupos.
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ABSTRACT

The influence of anions on structural and functional properties of hemoglobins (Hb)
has been studied by our research group for the last few years. Former studies have shown that
the preferential binding of anions, such as Cl and organic phosphates (2,3-DPG, IHP) among
others to human deoxy-Hb (HbA), modulates the equilibrium between two possible deoxy
states: To and Tx, free and complexed with anions respectively. Functional measurements
using the osmotic stress method, which allows the determination of the number of water
molecules that binds to the protein surface upon the change in protein conformation induced
by oxygenation, showed that To state has intrinsic affinity and hydration intermediate of those
of Tx and oxy-R . Hence, Hb oxygenation requires a three state model, considering To, Tx
and R, modulated by the presence of anions in solution.

Chloride is one of the most important physiological ions and the presence of specific
binding sites of this anions is controversial. Structural and functional evidence have pointed to
Arginines 141 and 92 as possible binding sites for chloride to Hb. To investigate this
hypothesis, we have performed functional studies, changing the water activity and pH (Bohr
effect), in function of chloride concentration with recombinants Hbs for these positions.

The selected hemoglobins are Chesapeake (R92L), J-Cape Town (R92Q), desArg
(141A) eandChesapeake desArg (R92L,141A). Structural features were obtained through *H
NMR spectroscopy.

All Hbs studied have higher affinity than HbA for all experimental conditions. Water
activity studies in function of chloride concentration showed that the only Hb that can be
adjusted with the three state model is Hb desArg, whereas the other Hbs don’t present the Tx
state, fact confirmed by the number of water molecules bound to each Hb in the deoxy-oxy

transition. This behavior suggests that Arg 92 site could be responsible for the chloride



binding to Hb, since Hbs with 92 mutation can not have the oxygenation adjusted by the three
state model.

Bohr effect results show that, alike HbA that releases ~1 and ~2 protons in the
absence and presence of chloride respectively, all Hbs release ~1 proton on both conditions.
This fact could also confirm the role of 92 site and moreover indicate a role of 141 residue in
the tertiary and quaternary Bohr effect in the presence of chloride.

'H RMN, showed that the modification on 92 position (a12 subunit), responsible for
cooperativity, affects differently each protein. Changes in the spectra of different regions of
the molecule show the indirect transmission of information through subunits. Results show
also that structural change represents functional aspects of Hbs that lose Arg 141, have a
significant rise in affinity. Another features, such as cooperativity could also be analyzed.

Characterization of surface histidines of HbA and Chesapeake shows influence of
chloride on chemical shifts. Nevertheless, these changes might be due to electrostatic
changing in the bulk, demonstrating that Bohr Effect is, in fact, a sum of many individual
contributions of residues of the entire molecule and that the chloride influence happens as a

large number of residues with small changes in each value.
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| - INTRODUCAO

1.1 — A molécula de hemoglobina e a ligagdo do oxigénio

A hemoglobina (Hb) é uma proteina globular, transportadora, existente principalmente
nos eritrécitos de vertebrados, cuja principal funcao fisiologica é o transporte de oxigénio (Oy)
dos 6rgaos respiratorios para os tecidos. Estruturalmente, a Hb humana (HbA) tem um diametro
de 6,4 nm e massa molecular de aproximadamente 62 KDa, sendo constituida por quatro
cadeias polipeptidicas: duas o com 141 residuos de aminoacidos e duas 3 com 146 residuos.
Cada cadeia organizada com igual estrutura terciaria, se divide em 8 hélices, nomeadas de A a
H. (BALDWIN, J. M., 1975)

A figura 1 traz uma representacao da Hb.

Figura 1: Hemoglobina humana (HbA). Esta proteina é formada por quatro cadeias polipeptidicas: duas cadeias
o (rosa claro e rosa escuro) e duas cadeias B (amarelo claro e amarelo escuro) com 141 e 146 residuos de
aminoacidos cada uma, respectivamente. Figura extraida de Stryer, L. et.al., 2008. (STRYER, L., et.al., 2008)

Em cada uma dessas cadeias existe um grupo prostético heme, formado por uma
protoporfirina 1X e um atomo de ferro no centro, onde a molécula de oxigénio liga-se
reversivelmente. O grupo heme encontra-se firmemente encaixado em uma regido hidrofobica
denominada bolsdo do heme, entre as hélices E e F. Em seu complexo com a Hb o 4&tomo de
ferro esta ligado a quatro nitrogénios dos anéis pirrélicos que formam a protoporfirina, € a um
atomo de nitrogénio da cadeia lateral da histidina F8 (isto é, o oitavo residuo da hélice F),
chamada de histidina proximal, sendo penta-coordenado. A molécula de oxigénio é o sexto
ligante do ferro e faz uma ponte de hidrogénio com a histidina E7 (isto é, o sétimo residuo da



hélice E), chamada de histidina distal, que ajuda a estabilizar a ligagdo, como mostrado na
figura 2. (VAN HOLDE, K. E., 1998)

Figura 2: Detalhes do bolsdo do heme, mostrando a ligacdo de oxigénio. (VAN HOLDE, K. &
MATHEWS, C. K., 2000)

A ligacdo da primeira molécula de oxigénio causa modificagcdes estruturais que
facilitam a ligagdo das moléculas de oxigénio subseqlientes caracterizando interagoes
alostéricas homotrépicas. Assim, em condices fisioldgicas, a ligacdo das quatro moléculas de
O, a Hb tem um comportamento sigmoidal, sendo, portanto, um processo cooperativo. A
ligacdo de oxigénio a Hb é regulada também por interacGes alostéricas heterotropicas: a
presenca de moléculas como cloreto, fosfatos organicos, prétons e &gua em solucdo influencia
a ligacdo de oxigénio a proteina. (ANTONINI, E. & BRUNORI, M., 1971, WYMAN, J.,
1964)

A oxigenacdo da Hb é acompanhada, por exemplo, pela liberagdo de prétons H* e
ligagdo de um numero de moléculas de dgua. Em condicdes fisiolégicas, 0 aumento de pH
aumenta a afinidade da Hb por O, e a diminuig&o da atividade de &gua em solugdo diminui a
afinidade da Hb por oxigénio. Anions como CI', DPG, IHP e ATP diminuem a afinidade da
Hb pelo oxigénio, pois se ligam preferencialmente a estrutura desoxigenada, estabilizando a
conformacdo alostérica de menor afinidade por O,.

Nos eritrocitos humanos, o anion 2,3-DPG é o principal efetor alostérico e esta
presente em uma razdo DPG:Hb de 2:1. O DPG liga-se com alta afinidade a desoxi-Hb
humana, em um sitio de ligacdo especifico, constituido por 8 residuos catibnicos das cadeias
beta, localizados na entrada da cavidade central da proteina. Em hemoglobinas de aves e



répteis, os anions de maior importancia sdo o IHP e o ATP, respectivamente, que se ligam a
Hb com altissima afinidade. (VOET, D. & VOET, J. C., 1995). O IHP pode se ligar a HbA
com altissima afinidade, travando a proteina no estado desoxigenado., uma vez que a
constante de associagdo . Estudos in vitro mostram que o IHP é um efetor alostérico da Hb
humana muito mais eficaz que o DPG, pois sua constante de associacdo a Hb é da ordem de
10°M™ (GRAY, R. D.; GIBSON, Q. H., 1971), enquanto que a do DPG é algo em torno de
10°M™* (BENESCH,R., et al, 1971).

O esquema abaixo exemplifica essa ligagéo entre o efetor e a hemoglobina:
Hb(efetor) + nO, < Hb(O,), + efetor (01)

Archibald Hill, em 1913, descreveu o grau de saturacdo da Hb como uma fungédo da

pressdao de oxigénio (pO,.) Sendo Y a saturacdo fracional da Hb, em um grafico de log

[Y /(1-Y)] contra log (pO2), chamado de “grafico de Hill”, a regido central da curva de

oxigenacdo aproxima-se de uma reta. Sua inclinacdo nso no ponto médio de ligacao (\7 :0,5) é
definida por coeficiente de Hill. Neste ponto, o valor de nso, reflete o grau de cooperatividade da
ligacdo, que € um valor menor que o numero total de sitios. Um valor de nso = 1 representa
auséncia de cooperatividade; se nsyp >1, a reacdo € considerada positivamente cooperativa. Em
ambiente fisiologico, a Hb humana tem este valor entre 2 e 3, 0 que indica a cooperatividade
positiva.

Através do gréafico de Hill podemos obter também o pardmetro pso, que é a pressdo de
O, necessaria para saturar 50% dos sitios de ligacdo de oxigénio da Hb, e define a afinidade da
Hb pelo oxigénio: um valor de psp maior indica uma proteina com menor afinidade ao oxigénio
(HILL, A. V., 1913). A figura 3 ilustra um exemplo do grafico de Hill.



Figura 3: Grafico de Hill para HbA (60 uM heme),HEPES10mM e 25°C. O valor da afinidade ps, = 6,48
+ 0,32 mm Hg e a cooperatividade (nso = 2,43 + 0.06).

A cooperatividade da proteina aparece das interacfes inter e intra subunidades da
molécula. Mudancgas destas interagcbes provindas por mutacdes nos aminoacidos alteram,
portanto tanto a afinidade quanto a cooperatividade da proteina. (HO, C. & PERUSSI, J. R.,
1984)

Para descrever o mecanismo de ligagdo cooperativa de ligantes a proteinas, alguns
modelos estruturais foram propostos. O modelo mais popular é o proposto por Monod,
Wyman e Changeaux em 1965 (MONOD, J, et.al, 1965). Este modelo sugere que proteinas
cooperativas sao formadas por mais de uma subunidade, cada uma com um sitio de ligacdo
para um ligante. A molécula deve ter dois estados oligoméricos com estruturas quaternarias
diferentes, cujo equilibrio € regulado pela saturacdo do ligante.

Em uma dessas estruturas, interacdes moleculares ndo covalentes entre as subunidades
estabilizariam determinada estrutura terciaria e quaternaria da proteina, impondo restricbes
energéticas as mudancas estruturais necessarias a ligagdo do ligante. Este estado € caracterizado
como estado T, proveniente do termo “tenso”, de baixa afinidade pelo ligante. Na outra
estrutura, estas interacdes estariam relaxadas, facilitando a ligacdo de ligante. Este estado de alta
afinidade pelo ligante é caracterizado como estado R, proveniente do termo “relaxado”.

No caso da Hb, essas duas conformacGes estruturais quaternarias extremas seriam: a
tensa (T) desoxigenada e a relaxada (R) oxigenada, sendo que a conformacdo R é a mais
hidratada e tem maior afinidade com o oxigénio (LESK, A. M., et.al., 1985).



O equilibrio entre os estados seria dado pelo esquema:

T+40, 5 R (02)

Devido a natureza de alta cooperatividade da oxigenagdo da HbA, existe um pequeno
namero de moléculas com oxigenacgdo intermediaria, sendo que o equilibrio esta deslocado
entre proteinas totalmente oxigenadas (R) e totalmente desoxigenadas (T). Esse fato, em
conjunto com a dificuldade de técnicas de identificacdo de estruturas intermediarias, fez com
que o modelo MWC prevalecesse descrevendo a oxigenacdo da Hb por muitos anos. Um dos
fatores que contribuiram para a popularizacdo do modelo MWC foi a determinacdo de
estruturas cristalograficas da hemoglobina desoxigenada e oxigenada em duas estruturas
quaterndrias distintas. (PERUTZ,M.F., et. al.,1968)

Embora o modelo de dois estados descreva muitas caracteristicas de ligacdo de O; a
Hb, ele nfo descreve a ligacdo de ligantes heterotropicos & Hb. E cada vez maior o nimero de
evidéncias experimentais de que o mecanismo de oxigenacdo da Hb seja mais complexo
envolvendo intermedidrios estruturais, necessitando de um modelo que considere mais
estados.

Em 1992, Mercedes Silva e colaboradores cristalizaram em baixa concentracdo de sal
e na forma CO uma nova estrutura da Hb, denominada R2. (SILVA, M. M., et.al,, 1992). A
afinidade entre as duas estruturas R e R2 ao oxigénio sdo praticamente idénticas, e ainda se
discute se a Hb totalmente oxigenada assumiria a conformacdo R ou R2. (LUFKIN J. A. &
HO, C, 2004)

Existem atualmente no banco de dados PDB (Protein Data Bank) diversas estruturas
cristalograficas possiveis para Hb tanto para o estado oxigenado, quanto para o estado
desoxigenado, obtidas em diferentes condicbes de cristalizacdo, temperatura, pH e
concentracdo de sal. No entanto, estruturas cristalograficas ndo necessariamente representam
uma Unica forma possivel de cada estrutura: em solucdo a proteina poderia assumir diversos
estados intermediarios durante sua regulacdo alostérica. Além disso, as propriedades
funcionais da Hb no estado cristalino sdo muito diferentes daquelas em solucgéo: nos cristais
ha auséncia de cooperatividade, diferengas no efeito Bohr e na ligagdo de anions. (EATON,
W.A. et.al., 1999).

Baseados nesses resultados diversos autores, estudaram em que situagOes cada
estrutura cristalografica representaria a molécula em solucéo assim como a plasticidade da Hb
para assumir diferentes conformacdes em solucdo. Esses autores concluiram que pode haver
uma predomindncia de uma ou outra conformacdo R e T durante a transicdo oxi-desoxi

regulada pelos efetores alostéricos em solugdo. Porém, uma vez que mais de uma



conformacdo R ou T sdo possiveis, reiteram-se evidéncias de que o modelo MWC néo é
suficiente para explicar a oxigenacdo da Hb. (SAHU, et.al., 2007; YONETANI, T et.al.,
2002).

1.2 — Um novo estado alostérico “T” da Hb

Conforme citado anteriormente a 4gua € como um efetor alostérico heterotropico da
Hb: a diminuicéo da atividade de agua em solucdo diminui a afinidade da Hb pelo oxigénio.
(COLOMBO, M.F., et.al., 1992) Isso ocorre porque a estrutura da oxi-Hb é mais hidratada
que a estrutura da desoxi-Hb (SALVAY, A.G., 2002; LESK, A. M, et.al, 1985). Portanto, a
oxigenacdo é acompanhada pela ligagdo de um nimero extra de moléculas de agua que se
ligam a superficie protéica exposta ao solvente na transicdo conformacional. Como resultado
destas mudangas, a afinidade da Hb por oxigénio, é controlada pelas atividades deste ligante
em solugdo. (COLOMBO, M. F. & SANCHES, R., 1990; COLOMBO, M. F.; et.al., 1992,
COLOMBO, M. F., et.al., 1994 ).

Quantitativamente, o efeito de efetores heterotropicos na afinidade da Hb por O, é
medido através das equacdes de linkage de Wyman. (WYMAN, J., 1964) . A equacdo de
linkage que determina o nimero diferencial de moléculas de um ligante L que se liga a Hb

com a ligacdo de oxigénio é expressa da seguinte forma:

_dinpgl _Ang _ (nﬁXi — ndLeSOXi) (03)
dina | 4 4

onde psp tem o significado antes citado; a_ € a atividade do ligante L, a; corresponde a
atividade de outros ligantes que ndo L, An_ é o nimero diferencial de moléculas de L ligados
entre as estruturas oxi e desoxi da Hb e 4 é o numero de sitios de ligacdo de O, existentes na
proteina. Esta analise é correta apenas quando a atividade de um ligante varia e a atividade de
qualquer outro ligante presente na solugdo € mantida constante (COLOMBO, M.F.
et.al.,1994,1996).

Colombo e colaboradores em 1992 (COLOMBO, M. F., et.al. 1992), demonstraram
que a dependéncia entre a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio e a atividade de &gua pode
ser analisada utilizando as equacdes de linkage, de Wyman. Esta dependéncia fornece a



variacdo de hidratacdo que acompanha as mudancgas conformacionais induzidas na Hb pela
ligagdo sucessiva de oxigénio
Quando o ligante alostérico L for agua, esta relacdo pode ser escrita como:

dinp . .
_4 50 _(nOXi _pdesoxiy_ ap (04)
dInay, (™ —nw™0) =Any,
%
Onde N, e N, sdo os nimeros de moléculas de 4gua ligadas as estruturas oxi

(R) e desoxi (T) da Hb, respectivamente; a; é a atividade de um ligante i diferente da agua e
Any, 0 nimero diferencial de aguas ligadas no estado totalmente oxigenado em relagdo ao
totalmente desoxigenado.(COLOMBO, M. F., et.al. 1992).

Para estudar o papel do efeito de &gua na afinidade da proteina por O foi utilizado o
método de estresse osmotico. Esse método consiste em utilizar solutos neutros, que sao
excluidos da superficie de hidratacdo protéica, como substancia que reduz a atividade de agua
da solucéo, ay, € assim medir como a afinidade da Hb pelo O, varia com a diminuicdo desta
atividade. Colombo e Bonilla-Rodriguez, mostraram evidéncias extras que a mudanca de pso
pela adicdo de osmolitos a solugdo ndo se deve a interacdo preferéncial do soluto com a Hb,
nem a efeitos de mudancas dielétricas na solucdo, mas sim com a diminuicdo da atividade de
4gua da solugdo. (COLOMBO, M. F. & BONILLA-RODRIGUEZ, G. O., 1996)

Através deste método, mais recentemente foi demonstrado um novo estado da desoxi-
Hb estabilizado na auséncia de anions. Esta transi¢do estrutural foi observada por medidas
funcionais de variacdo de hidratagdo em funcdo da concentracdo de anions presentes em
solugdo, bem como por estudos de difracdo de Raios-X e medidas diretas de hidratacéo.
(COLOMBO, M. F. & SEIXAS, F. AV., 1999, SALVAY, A. G., et.al., 2003, SEIXAS, F.
AV., et.al., 1999)

Este novo estado, chamado de To, tem afinidade por O, e hidratacdo intrinseca,
intermediarias aos extremos Tx (a desoxi-Hb ligada a anions) e R. Para descrever a
oxigenacdo da Hb, um novo modelo foi proposto conciliando os dois estados cléssicos da
proteina (T e R) com o novo estado intermediario To. O modelo considera que o equilibrio
entre os estados To e Tx, é determinado pela atividade de X, sendo:

To + X& Tx (05)

Na presenca de anions (X), um caminho possivel para a transicdo do estado T para R

passaria pelo estado intermediario, To, no qual estes anions sdo liberados da estrutura



conforme ocorre a oxigenagao. Ja na auséncia de anions, o estado To é estabilizado e a

transicdo passa a ser entdo de To para R, com uma variacao de hidratagdo menor.

O modelo proposto para descrever o efeito de anions na variagdo da hidratacéo entre a Hb

totalmente oxigenada (R/R2) e totalmente desoxigenada (To/Tx) foi esquematizado como:

(06)

onde & e A representam a mudanca de hidratacao entre os estados totalmente desoxigenado
e totalmente oxigenado da Hb livre e ligada a anions respectivamente, Ky € a constante de
dissociacdo do anion a desoxi-Hb, e n a estequiometria da ligacdo. As equacdes que
descrevem este modelo estdo detalhadas na secdo Materiais e Métodos.

Para a HbA os valores de Anw que acompanham a oxigenacao sdo: 6 ~25 na auséncia
de anions e A ~70 na presenca de anions (2,3-DPG e Cl), Kx=10 mM e n=1,9. Esta diferenca
de hidratacdo reflete a mudanca estrutural que a proteina sofre passando de Tx—R ou To—R:
um numero diferente de Anw indica uma diferente exposi¢do de superficie acessivel ao
solvente em cada caso.

Uma vez que 0 novo estado, To € intermediario a Tx e R, poder-se-ia suspeitar de um
novo estado R, intermediario. No entanto, os autores mostraram evidéncias de que se trata de
uma nova conformacdo da desoxi-Hb. Primeiro porque os experimentos realizados com DPG,
foram realizados em uma concentracdo onde apenas a estrutura desoxigenada se liga a este
anion. Além disso, caso se tratasse de uma nova conformacdo R, seria esperado que a
constante Kr variasse. Imaizumi et.al. estudaram a influéncia da presenca de anions em
solucdo nas constantes Kg e Ky (IMAIZUMI, K., et.al., 1979) e determinaram que a presenga
de &nions em solugéo parece nao alterar a constante de ligacdo Kg, diferente do que acontece
com a Ky, sustentando que a presenca de um estado intermediario estabilizado na auséncia de
anions seria um estado desoxigenado alternativo.

A presenca de um novo estado estrutural alostérico para a desoxi-Hb foi
posteriormente confirmada por outros grupos, em experimentos de oxigenacdo da Hb humana

encapsulada em silica-gel, 0 que impede mudancas quaternarias na proteina, mostrando que



este processo ocorre com mudangas terciarias (SHIBAYAMA, N. & SAIGO, S., 1995,
BRUNO, S., et.al., 2001).

1.3 - Efeito Bohr e efeito de cloreto

Protons H* sdo efetores alostéricos de grande importancia fisioldgica, ou seja, a
afinidade da hemoglobina varia com o pH. A partir do pH 6,5, um aumento do pH e
consequente diminuigdo no nimero de protons em solugdo, causa um aumento na afinidade da
Hb pelo oxigénio. Essa relacédo, conhecida como Efeito Bohr Alcalino, implica em uma maior
afinidade da desoxi-Hb, em relagdo & Hb aos prétons H, assim a oxigenagdo resulta na
liberacdo desses protons. Fisiologicamente, este efeito permite uma troca facilitada entre O; e
CO,: 0 CO, estd presente nos capilares em que circula 0 sangue; e a enzima anidrase
carbonica catalisa a reagdo CO, + H,O < HCOs + H*, aumentando os prétons livres em
solucdo. Segundo descrito pelo efeito Bohr alcalino, a Hb tenderd a ligar estes prétons,
liberando oxigénio.

Em pH menor que 6,5 a oxi-Hb passara a ter maior afinidade aos prétons que a desoxi-
Hb, assim a oxigenacdo da Hb acompanhara a ligacdo de protons. Este efeito chamado de
Efeito Bohr Acido, admite que a afinidade da Hb ao oxigénio aumente com a diminuicio do
pH. (BOHR, C. et.al., 1904)

A origem destes dois efeitos estd nas mudancas de cargas de determinados
aminoacidos que na transicdo T-R tem seus valores de pK (ou seja valores de potencial
doacdo de prétons) alterados. Diferentes aminoacidos participam do efeito Bohr, como grupos
imidazole de histidinas de superficie, residuos terminais das cadeias alfa e beta e
possivelmente outros que tenham seus valores de pK alterados com a mudanca de pH, devido
a arranjos conformacionais da molécula. (LUFKIN J. A. & HO, C., 2004)

Alguns pesquisadores postulam que apenas um determinado nimero de residuos
poderia participar do efeito Bohr, enquanto outros propde que potencialmente qualquer
residuo que mude seu valor de pK quando na mudanca oxi-desoxi ou ainda que mude seu pK
na presenca de um anion possa colaborar para o efeito Bohr. Desta forma, diferentes
conjuntos de aminoacidos poderiam participar do efeito Bohr em uma ou outra condicao.
(HO, C. & RUSSU, I. M., 1987)

O efeito Bohr pode ser determinado em fungdo da afinidade ao oxigénio, tambem
utilizando a equagdo de Wyman. Neste caso a equacio, adaptada ao ligante H™ fica:
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M =An — (nOXi _ ndesoxi)

dpH |, 07)

Estudos realizados por Busch e Ho em 1990 mostraram que o efeito Bohr é
completamente dependente do meio, respondendo a variagdes idnicas da solu¢do, uma vez
que diversos residuos de superficie podem participar dessas reacdes. O efeito Bohr
macroscopico é uma soma dos efeitos microscopicos de cada residuo, individualmente,
determinado pelas mudancas eletrostaticas e conformacionais do meio em a proteina que se
encontra. Para ilustrar esta modificacdo, reproduzimos a figura 4, que demonstra que de
acordo com a solucdo, um residuo pode contribuir positivamente ou negativamente para a

captacdo ou liberacdo de protons.

Um estudo especifico feito com Hbs mutantes nas histidinas p2 e (146 trouxe
evidéncias do efeito eletrostatico e conformacional amplo que o solvente pode causar no pK
dos residuos. Os autores mostraram que a contribuicdo de cada um destes residuos pode ser
positiva ou negativa dependendo da presenca de anions e do tipo de tamp&o utilizado, uma
vez que os valores de pK desses residuos mudam em cada situacéo. Este resultado
sugere que o efeito Bohr depende da natureza do solvente tanto por interagdes diretas aos
residuos de superficie ou por perturbacdes eletrostaticas e conformacionais de outros residuos.
(BUSCH, M. R. & HO, C., 1990)
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Figura 4: Contribui¢des da histidina B2 (A) e p146 (B) ao efeito Bohr da Hb em diferentes condigdes.
A figura mostra colaboracfes tanto positivas quanto negativas dependendo do solvente. (Adaptado de
Busch, M.R. e Ho,C., 1990)

O efeito Bohr é também influenciado pela presenca de anions em solucdo: ions cloreto
se ligam a proteina no estado desoxigenado, modificando valores de pKs de determinados
residuos. Na oxigenacdo, tanto prétons quanto ions cloreto sdo liberados, assim os dois
efetores estdo interligados. Na presenca de 100mM cloreto cerca de 2 prétons sdo liberados na
oxigenacdo da HbA, enquanto que na auséncia deste ion, 1 préton € liberado. (VAN BEEK,
G. G. M. et.al., 1979)

A maneira que ocorre a ligacdo do cloreto a Hb é alvo de muitos estudos.
Primeiramente foi sugerido que essa ligacdo se daria em sitios especificos da Hb, que seriam
0 residuo N-terminal Val al e a Arg 141al, residuo C- terminal ( CHIANCONE, E. et.al.,
1972, 1975).

Max Perutz (PERUTZ, M. F., etal., 1993) propds que ndo existiria um sitio
especifico para a ligacdo do cloreto e que este efeito se deveria, portanto, a abertura da
cavidade central, durante a transicdo T para R. Neste caso, 0 excesso de cargas positivas,
causaria uma repulsdo idnica, que permitiria a difusdo de ions cloreto, os quais neutralizariam
as oito cargas cationicas da cavidade central deslocando o equilibrio de T para R. Para testar
essa hipotese, Perutz realizou experimentos com Hbs mutantes, que tinham alguns desses
residuos positivos substituidos e observou que a influéncia da concentracdo de ions cloreto na

afinidade da Hb por O,, medida por pso, diminuia a medida que esses residuos positivos da
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cavidade central eram substituidos (as Hbs estudadas foram os mutantes naturais Sherwod
Forest (R104aT), Turriff (K99aE), Abrizzo (H21BR) e Dallas (N97BK). Perutz notou ainda
que modificagdes em residuos de superficie da molécula, ndo influenciaram a psg, e concluiu
que estas observacdes suportam a hipotese que ions cloreto alteram a psp por um mecanismo
de condensagédo i6nica. As Hbs estudadas foram Hbs Cowtown (H146BL) e Hiroshima His
(H146BD). (PERUTZ, M. F., et.al., 1994)

Fronticelli et.al., e outros autores posteriormente, propuseram como sitio de ligacdo de
cloreto as lisinas 376 e 38 na Hb bovina, que ndo estdo na cavidade central. (FRONTICELLI,
C., et.al., 1994; FRONTICELLLI, C., et.al., 1995, MARTA, M., et.al., 1998). Na Hb humana, o
residuo que ocupa a posicao 76 é uma asparagina, que nao ligaria cloreto. Segundo estes
autores, a ligacdo de cloreto seria, portanto diferente para as Hbs humana e bovina, sugerindo
sitios especificos de ligagdo. Fronticelli et.al. atribuiram as diferengas funcionais das Hbs
humana e bovina a estes diferentes aminoacidos da cadeia 3, propondo uma modulagdo na
afinidade por oxigénio regulada por mudancas de ordem terciaria.

Estudos cristalograficos e funcionais apontaram ainda, ao longo dos anos, outros
residuos como possiveis sitios de ligacao de cloreto, por exemplo, 82 Lys, 143 His , p146
His, B2His, entre outros. (MATTHEW J.B.,et.al., 1981.,1982; RUSSU, I. et.al.,1989, RIGGS,
A.F., 1988) .

Em 1999, Hui et.al. propuseram evidéncias estruturais que o ion cloreto poderia se
ligar a Hb pelos residuos Arg 141lal e Arg 141a2, baseados na comparacdao de estruturas
cristalograficas de desoxi-Hb e de hemoglobinas mutantes cristalizadas: Hba, + M (cadeia 3
normal e cadeia oo com uma metionina precedendo a valina inicial) e Hba V1M (com uma
metionina substituindo a valina inicial da cadeia o). Os autores notaram que a Hboa + M
apresentava afinidade maior que a HbA e que a HBaVIM. Ao comparar os mapas de
densidade cristalografica desta proteina com aquele da HbA, eles notaram que apesar da
modificacdo ter sido feita na extremidade N-terminal, havia na Hb de maior afinidade a
auséncia de uma densidade eletronica no residuo 141a. Assim, essa densidade que poderia ser
assinalada como uma molécula de &gua ou de cloreto foi apontada pelos autores como
responsavel pela diferenca nesta afinidade. (HUI, H. L., et.al., 1999)

Recentemente, estudos cristalograficos realizados em nosso laboratério também
mostraram indicios de que os ions CI" poderiam estar ligados &s argininas 141al e 141a2 da
HbA . Estas evidéncias foram encontradas analisando mapas de diferencas entre densidades
eletronicas das desoxi-Hbs cristalizadas em total auséncia de anions (To) e na presenca de
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cloreto (Tx). Foram procuradas densidades eletronicas para o solvente presentes no mapa Tx e
ausentes no mapa To. A partir desta metodologia foram identificados quatro possiveis sitios
de ligacdo de cloreto exatamente nas argininas: dois deles nas Arg 141al e 141la2, em
concordancia com a proposicdo de Hui et.al., e dois deles identificados originalmente nas
argininas 92al e 92a2. Estes quatro sitios obedecem ao padrdo de ligacdo de cloreto a
arginina, observado em outras proteinas (SEIXAS, F.A.V., 2002).

Para investigar a hipdtese de que a Arg 14la sdo sitios de ligacdo de cloreto,
estendemos nossos estudos de variagdo de hidratacdo e cloreto para a Hb desArg, obtida por
modificacdo enzimatica da Hb humana, que perde as arigininas 141a. Este residuo tem um
importante papel na estabilidade da estrutura T, através de interacbes com outros
aminoacidos: a arginina faz pontes salinas com a Lys127a, com a Asp126a. e com a Valla. A
perda deste residuo causa um aumento na flexibilidade da molécula e consegientemente
desloca o equilibrio para a estrutura de maior afinidade R. (IKEDA-SAITO, M., et.al., 1980,
KILMARTIN, J. V. & ROSSI-BERNARDI, L., 1971).

Nossos resultados obtidos por variagdo de hidratagdo em fungdo da concentragédo de
cloreto, mostraram que o comportamento encontrado para a HbA novamente se repetiu para a
Hb desArg: na auséncia de anions o valor de Anw encontrado foi cerca de 35 moléculas de
agua (enquanto para a HbA ficou em 25) e na presenca de anions, 0 mesmo nimero de Anw
foi encontrado para as duas Hbs: ~70 moléculas de dgua. Os parametros termodinamicos de
constante de ligacdo de cloreto e estequiometria também foram muito parecidos aqueles
medidos para Hb humana: HbA =10mM e desArg = 13mM, e ~1,9 e 1,7 para coeficiente
estequiométrico, indicando que Arg 141 ndo seria o sitio alostérico responsavel pela ligacdo
do cloreto a Hb. (TOSQUI, P., 2005)

Com base nestes resultados, buscamos entdo estudar as Arg 92ca. como possiveis sitios
de ligacdo do cloreto. Se estes residuos colaborarem para a regulacdo intrinseca da afinidade
do oxigénio pelo estado T, uma mutacdo destes residuos para outro residuo neutro poderia
aumentar a afinidade do oxigénio a esta Hb. De fato, os mutantes naturais Hbs Chesapeake
(R92aL) e Hb J-Cape Town (R92aQ) possuem afinidade ao oxigénio aumentada.
(CHARACHE, S., JENKINS, T. et.al., 1971)

Alem dessas duas especies, construimos ainda a rHb Chesapeake desArg
(R92aL,AR141a), um mutante sem as duas argininas, e re-analisamos a HbA e Hb desArg.
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1.4- Hemoglobinas estudadas no trabalho

As Hbs Chesapeake e J-Cape Town, sdo mutantes naturais do residuo a92 (FG4),
localizado na subunidade al1B2, 0 que resulta em aumento da afinidade pelo oxigénio e
diminuicdo dos contatos entre subunidades e heme-heme , indicando que esta regido € critica
para cooperatividade. (PERUTZ, MF & LEHMANN, H, 1968) O movimento oxi-desoxi da
estrutura quaternaria causa mudancas drasticas nesta subunidade: com a ligacdo do oxigénio
ocorre uma rotacdo de 13 graus entre al e B2, desfazendo pontes de hidrogénio que ligam
varios residuos.

Estudos de diversas Hbs com mutacdes em residuos desta subunidade mostram que a
mudanca na funcionalidade da proteina varia com a substituicdo do aminoacido. Assim
mutantes como Chesapeake, Kempsey (D99BN) e Kansas (N102BT) terdo mudangas mais
drasticas de funcionalidade tendo afinidade extremamente alta ao oxigénio (a Hb Kempsey é
conhecida por ndo apresentar estrutura T) do que outros mutantes como Hb J-Cape Town
(R920Q) ou Richmond (N1028K). (WIECHELMAN, K. J. et.al., 1976)

A Hb Chesapeake possui uma afinidade cerca de seis vezes maior que aquela medida
para a HbA e uma baixa cooperatividade, com valor de nso em cerca de 1,3 (NAGEL, R L
et.al., 1967) devido a diminuicdo de contato entre as subunidades. (HO, C. et.al.,1970) A Hb
J-Cape Town possui cooperatividade e afinidade ao oxigénio intermediarias entre a Hb
Chesapeake e HbA. (BALDASSARRE, J.J. et.al., 1970)

Estudos de RMN e EPR mostraram que tanto a Hb Chesapeake quanto a Hb J-Cape
Town possuem perturbacdes estruturais ndo apenas localizadas, mas propagadas ao longo da
molécula, sendo transmitidas pela interacdo entre esses aminoacidos e aminoacidos
adjacentes. (DAVIS, D.G. et.al., 1971, BALDASSARRE, J.J. et.al., 1970)

A Hb desArg, é encontrada nas membranas do sinciotrofoblasto, no dtero, e se
caracteriza por ter alta afinidade ao oxigénio e baixa cooperatividade. (FASAN, G.G. et.al.,
1991, KILMARTIN, J.V., 1981) A clivagem do residuo Arg 141 causa um aumento na
flexibilidade da molécula e conseqlientemente desloca o equilibrio para a estrutura de maior
afinidade R. Apesar desta mudanga, ndo hd modificacdo na regido dos grupos heme e o
residuo Tyr140a estd na mesma direcdo que na HbA. (KAVANAUGH, J. S., et.al. 1995)

O mutante construido Chesapeake desArg, ndo possui nenhuma das duas argininas
estudadas no trabalho: possui a mutacdo original da Chesapeake (R92aL) e tem o residuo C-
terminal Arg 141 o excluido.

A figura 5 esquematiza onde estariam os residuos modificados na molécula.
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Figura 5: LocalizagBes das mutacGes das Hbs : residuo 92 e 141 grifados em vermelho. (Adaptado de
Ho, C 1992)

1.5 - Breves consideragdes sobre 1H RMN aplicada ao estudo de hemoglobinas

Uma das técnicas utilizadas em nosso trabalho foi a ressonancia magnética nuclear
homonuclear de prétons ou 1D "H RMN. Esta técnica unidimensional tem se mostrado uma
excelente ferramenta para o estudo de proteinas e particularmente ao estudo de hemoglobinas.

Evidentemente, muitos fatores impedem que a técnica *H RMN forneca informacdes
diretas sobre todos os prétons da Hb (na ordem de milhares). Em primeiro lugar as
ressonancias (picos nos espectros) destes prétons se sobreporiam totalmente e, além disso,
proteinas grandes como Hbs possuem movimento de tombamento em solucéo lento, fazendo
com que as ressonancias se tornem largas degradando a resolucdo espectral. Por isso, para
estudar as caracteristicas estruturais da Hb, sdo observadas regides especificas, ndo limitadas
por estes fatores.

Para se assinalar as ressonancias caracteristicas de proteinas como hemoglobinas, que
sdo consideradas grandes (maiores que 15000 Da) e com estruturas complexas (contendo
subunidades) o primeiro passo costuma ser o assinalamento de ressonancias de aminoacidos
especificos. Para isso comparam-se ressonancias de proteinas nativas com aquelas que tém
mutacdes especificas em suas seqiiéncias. Os experimentos sdo entdo feitos em diferentes
tampdes e condigdes e as ressonancias perdidas devem pertencer aos aminoacidos mutados.

No entanto modificagdes estruturais podem afetar diferentes regifes da Hb perturbando as
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ressonancias e desta forma, causando efeitos ambiguos. Para descartar esta possibilidade sdo
utilizadas estratégias como, confrontar estes resultados com outras técnicas (como 2D RMN
ou informacOes de cristalografia) ou testar diferentes mutacfes para 0 mesmo aminoacido
confirmando a ressonancia. Através de todas essas técnicas foram assinaladas diversas
ressonancias para a molécula de hemoglobina.

A Hb possui em cada uma das subunidades um atomo de ferro, e de acordo com o
estado de ligacdo os elétrons podem existir em diferentes spin (S=2 ou paramagnético para
desoxi e S=0 ou diamagnético para estado ligado), sendo as modificagdes eletronicas restritas
a cada subunidade. Essas diferencas criam campos magnéticos locais anisotropicos e, como
resultado, produzem diferencas nos deslocamentos quimicos, ou seja, na frequéncia de
ressonancia (medidas em ppm) dos prétons proximos. Essas interacdes, mostram com clareza
0 que acontece nas regides do heme e em residuos proximos a ele: através desta relacéo, foi
possivel, por exemplo, o estudo da cooperatividade da ligacdo de oxigénio a Hb. (HO, C.,
1992)

O estudo da proteina no estado oxigenado ndo é conveniente devido a rapida formacao
de metaHb, que compromete o espectro e a possibilidade de comparagédo entre as solugdes.
Por esta razéo para o estudo da Hb no estado ligado, utiliza-se a Hb ligada ao CO.

Existem muitas diferencas na ligacdo de oxigénio e CO a proteina: CO se liga a
proteina com uma afinidade 210 vezes maior que o oxigénio, independente da presenca de
anions ou do pH, tendo apenas alguma influéncia da temperatura. Funcionalmente, existem
diferencas no coeficiente de Hill e na ligacdo a Hb: o oxigénio pode se ligar aos estados T e R
da Hb com a mesma velocidade enquanto que o CO se liga ao estado T muito mais devagar
que ao estado R. No entanto, estruturalmente ambos ligantes assumem a conformacéo
quaternéria R, tendo configuracdes muito parecidas. Algumas diferencas estruturais podem
ser citadas como a ligacdo ao ferro do heme por cada ligante, e a auséncia da ponte de
hidrogénio estabelecida pelo oxigénio com a histidina distal, ausente na forma CO (ja que ndo
ha necessidade de mais um ligante para o oxigénio complexado ao carbono). Ainda assim,
deve ser enfatizado que de maneira geral as estruturas com CO e O, sdo muito parecidas e,
portanto a HbCO pode ser utilizada como modelo para se estudar a HbO,. (HO, C., 1992)

- Regibes Observadas

Sequiéncia de pulsos que permitem observar as ressonancias de relaxamento rapido, ou

seja, aqueles com blindagem paramagnética, suprimindo aquelas de relaxamento lento (ou
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seja, protons com blindagem diamagnética) dd@o origem aos espectros da proteina

desoxigenada.

Estrutura hiperfina e histidinas proximais:

Utilizando como referencia o DSS (2,2-dimethyl-2-silapentane-5-sulfonate), a
principal regido observada na proteina desoxigenada é aquela entre +20 e +16 ppm , regido
denominada “‘estrutura hiperfina”, e também entre +50 ¢ +80 ppm onde se encontram as
histidinas proximais (F8). Esses deslocamentos quimicos séo determinados pelas interagdes
entre elétrons ndo pareados do atomo de ferro e prétons intercambiadores NsH das histidinas,

ou pelas de pontes de hidrogénio intermoleculares.

Corrente de anel:

No estado diamagnético, ou seja, quando a proteina esta complexada com oxigénio ou
CO, a regido observada esta entre -5 e -8 ppm. Esta regido chamada de regido de
“deslocamento da corrente de anel” esta proxima as porfirinas. Estas ressonancias, presentes
no estado ligado, sdo deslocamentos quimicos de protons presentes nas regides do bolséo
distal, em especial os alifaticos, como as valinas a62 e B67. Esses residuos monitoram

modificacdes estruturais localizadas préximas dos hemes no estado ligado.

Pontes de hidrogénio:

As interfaces das subunidades alfl e alP2, possuem pontes de hidrogénio que
também podem ser monitoradas tanto no estado desoxigenado, quanto no estado ligado. As
ressonancias 11,2; 12,4; 12,8 e 14 ppm sdo conhecidos marcadores de estrutura quaternaria da
proteina, uma vez que estdo ausentes nos espectros de cadeias isoladas. Estas ressonancias
foram assinaladas como sendo respectivamente: prétons envolvidos na ponte de hidrogénio
entre os residuos Asp 094 e Trp B37 (11,2 ppm) subunidade a1B2; na ponte de hidrogénio
entre His 0103 e Asn 3108 (12,4 ppm) na subunidade a1B1; na ponte de hidrogénio entre Asp
al22 e Tyr B35 (12,8 ppm), na subunidade a1B1 e na ponte de hidrogénio entre Tyr 042 e
Asp P99 na subunidade alf2 (14 ppm). As ressonancias em 11 e 14 ppm sdo ainda
marcadores da estrutura desoxigenada e séo deslocadas da regido analisada no estado ligado: a
ressonancia em 14 ppm é chamada de marcador-T, ndo sendo medida com a proteina no
estado ligado natural e a ressonancia em 11,2 ppm esta deslocada para 10,8 ppm no estado
ligado natural.
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Uma revisdo detalhada sobre todo este conteido de RMN e hemoglobinas foi escrito
por Ho, C. e pode ser encontrado em Advances in Protein Chemistry, volume 43, 1992.

Ainda que essas trés regides (hiperfinas, correntes de anel e pontes de H) sejam
pequenas em relagcdo ao nimero de prétons da Hb, elas estdo estrategicamente localizadas na
estrutura da Hb: nas regides do heme onde pode-se medir a ligacdo de O, ou CO e entender o
alosterismo na estrutura, ou nas subunidades onde pode-se medir as mudancgas quaternarias
(BARRICK, D. et.al., 2004)

Histidinas de superficie:

O assinalamento das ressonancias de histidinas de superficie, envolvidas no efeito
Bohr, é possivel apenas em meio deuterado a partir de prétons C2. Esse assinalamento foi
alvo de estudos funcionais e de RMN por muitos anos e para a HbA esta concluido, assim
como as contribui¢fes de cada uma das histidinas de superficie ao efeito Bohr tanto no estado
ligado quanto no estado desoxigenado, obtidas a partir do valor de pK de cada uma em
diferentes ambientes. Estes estudos, realizados em intervalos muito pequenos de pH,
aconteceram ao longo dos anos e foram publicados em diversos trabalhos, os quais utilizamos
como referéncia, como por exemplo: HO, C & RUSSU, I.M. 1987; RUSSU, I. M. & HO, C.;
1986; BUSCH, M.R. & HO,C.; 1990, etc.
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I - OBJETIVOS

O principal objetivo desta tese foi investigar a presenca de sitios especificos para a
ligagdo de cloreto a Hb. Para isso propusemos:

- Estudar o papel das argininas 141la e 92 o na ligagdo do cloreto a Hb através da
expressao, purificacdo e caracterizacdo de hemoglobinas com mutacgdes sitio dirigidas a esses
dois residuos.

- Estender os estudos de efeito de anions realizados para a HbA a outras Hbs,
utilizando cloreto como efetor , através de medidas de variacdo da atividade de agua
para obtengé@o de parametros estruturais e funcionais destas Hbs.

- Caracterizar o efeito Bohr das Hbs humana e modificadas para identificacdo da

influéncia do ion cloreto neste comportamento.

- Investigar a estrutura dessas proteinas nos estados desoxigenado e ligado, em
funcdo do pH, da presenca de anions e temperatura por RMN, assim como estudar
aspectos estruturais que reflitam aqueles funcionais.

- Analisar a influéncia do cloreto nos residuos de histidina de superficie e seu
potencial envolvimento no efeito Bohr da Hb Chesapeake, em comparagdo com a
HbA, investigando se a ligacdo de cloreto causaria grandes mudangas em poucos

grupos ou diversas mudancas em Varios grupos.
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111 - MATERIAL E METODOS

Todos os reagentes utilizados foram obtidos de empresas certificadas como Sigma,
Merck, Boehringer Mannheim, Fisher, New England Biolabs, GE Healthcare, Promega e com
alto grau de pureza. Para 0s experimentos necessarios, 0S reagentes, vidraria e materiais

plasticos foram autoclavados.

3.1) Obtencéo das amostras de hemoglobina.

3.1.1) Obtencédo da HbA

A amostra de hemoglobina humana foi obtida de um individuo adulto saudavel e ndo
fumante e purificada conforme procedimento padrdo em nosso laboratério baseado na
metodologia proposta por Williams e Tsay (WILLIANS, R. C. & TSAY, K., 1973) e descrito
anteriormente por Colombo e Bonilla-Rodriguez. (COLOMBO M. F., et.al. 1996).

Uma vez coletado o sangue, o plasma foi retirado por centrifugacdo a 2500 g. As
hemacias foram lavadas cinco vezes em solucdo salina tamponada (NaCl 0,9%, Tris-HCI 50
mM, pH 8,5+ EDTA 1 mM). A hemdlise ocorreu com a adi¢do de solucdo tampdo hipotdnica
Tris-HC1 50 mM + EDTA 1 mM em pH 8,5. O passo seguinte, a retirada de “debris”, ocorreu
com a adicdo de cloroférmio no mesmo volume que a solucdo da amostra, sob agitacdo
constante. Coletamos o sobrenadante e em seguida centrifugamos a amostra a 2.300 g por 120
minutos. Novamente coletamos o sobrenadante e a amostra foi dialisada contra 2 L de tampéo
Tris-HCI 50 mM contendo EDTA 1 Mm, pH 8,5 por 12 horas para remogéo de fosfatos.

Ap0s este processo a amostra passou por coluna de troca anidnica DEAE-SEPHADEX
A - 50 (Pharmacia), para separacdo da fracdo de interesse. Os tampdes utilizados nesta
cromatografia foram: Tampdo inicial (A): Tris-HCI 15mM, pH 8,4 e Tampéo final (B):
BisTris-HCI 15mM, pH 7,0. O passo seguinte foi acoplar a coluna a um sistema de FPLC
modelo LKB da Pharmacia e a um banho térmico com a temperatura mantida constante em 4°
C. O FPLC forma um gradiente de pH devido a mistura de fragdes dos tampbes A e B,
permitindo assim a elui¢cdo da amostra pela coluna.(O gradiente de pH separa a fracdo de
HbA2 com ponto isoelétrico 7,9 da HbA, com ponto isoelétrico pH em 7,2).

Apos a eluicdo da fracdo de interesse, a amostra foi concentrada por centrifugacéo
utilizando concentradores CENTRICON até um volume de aproximadamente 50 mL e
posteriormente passada em uma coluna, de troca idnica mista Amberlite MB-1 SIGMA, para
desionizacdo da solucdo. A resina foi lavada com &gua ultrapura e depois a solucdo de Hb foi
passada nesta coluna por no minimo cinco vezes, para que quaisquer ions ficassem ligados a

resina. Depois disso a amostra foi novamente concentrada por centrifugacdo em
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concentradores Centriprep (AMICON) até aproximadamente 10mM/ heme e armazenada em
aliquotas de 250 ul em N; liquido. Ao final destes procedimentos, a pureza da amostra foi
checada através de uma eletroforese ndo desnaturante - PAGE, com coloragdo do gel por
impregnacéo de nitrato de prata. (LAEMMLI, U. K., 1970)

As amostras utilizadas no Laboratorio de Ciéncias Bioldgicas, localizado no Mellon
Institute, pertencente a Universidade Carnegie Mellon, em Pittsburgh-PA, EUA, foram
obtidas no banco de sangue local do Hospital da Universidade de Pittsburgh e purificadas pelo
procedimento descrito por Ho, C e Lindstrom, 1972. A purificagdo constitui prinicipalmente
das estapas de lise das hemacias, centrifugacao e passagem em coluna de FPLC. Os fosfatos e
anions séo retirados pela passagem em coluna Sephadex, G25 (Pharmacia) equilibrada com
tampéo Bis-Tris pH 7,5. (HO,C. & LINDSTROM, T. R., 1972). A checagem de pureza foi

feita por espectrometria de massa.

3.1.2) Obtencéo das rHbs

As amostras de hemoglobina recombinantes foram obtidas no Laboratério de Ciéncias
Biologicas, localizado no Mellon Institute, Universidade Carnegie Mellon, em Pittsburgh-PA,
EUA. A expressdo e crescimento das células contendo as Hbs seguiram com a descri¢do de
Shen e colaboradores. (SHEN T.-J. H., et.al.. 1993, SHEN T.-J. H., et.al.. 1997).

O plasmideo de expressao, derivado de E coli, pHE2, (T.-J. H. SHEN, et.al. 1993) foi
utilizado como base para a construgdo dos plamideos de expressdo das Hbs. Os plasmideos
pHE2113, pHE2115, pHE2114 e pHE2128 para a expressdo das Hbs Chesapeake,
Chesapeake desArg, Hb J-Cape Town e Hb desArg, respectivamente, foram construidos com
0 kit QuickChange de mutacdo sitio dirigida (Stratagene) e com os oligonucleotideos
apropriados para os codons modificados esperados. Como procedimento padrdo, apoés a
obtencdo do plasmideo sua sequéncia foi checada pelo Laboratério Genewiz, Industrias
Genewiz, Southplainfield, New Jersey, EUA. Os plasmideos foram transformados em E coli
JM109 (Promega).
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Vinte litros de cultura celular foram crescidos em Meio Minimo de cultura enriquecido
com vitaminas e estoque de metais (Sigma) a 32°C utilizando-se o fermentador Sartorius
Bioestat C20-2, com pressdo, pH, temperatura e nivel de oxigénio e glicose monitorados. A

figura 6 mostra este fermentador.

Figura 6: Fermentador Biostatus Sartorius utilizado para obtencio das culturas de bactérias.

Quando a absorbancia em 550 nm atingiu 7, a cultura foi induzida pela adicdo de
isopropil-1-thio-D-galactopyranosida (ITPG) a uma concentragdo final de 24mg/L.
Adicionou-se ainda hemina para atuar como precursor do grupo heme em quantidade de
25mg/L. Todos os reagentes e o fermentador foram autoclavados antes do uso. As células
foram recolhidas pela centrifugacdo em centrifuga SORVALL, rotor SLC4000 a 4 °C a 6500
rpm por 15 minutos e BECKMANN, rotor J2-MC a 8 °C, em 8000 rpm por 10 minutos. A
massa celular for estocada em freezer -80°C até a purificacdo.

O procedimento de purificagdo se inicia com a massa celular resuspendida em 4mL de
tampéo de lise por grama (40 mM Tris-HCI, pH 8.6 e 1mM benzamidina, um inibidor de
proteases). As amostras foram mantidas em ambiente de CO. Um homogeneizador de alta
pressdo (Avestin, EmulsiFlex-C5) foi utilizado para a lise das células. As amostras foram
centrifugadas por 2,5 horas a 4 °C em 13500 rpm em uma centrifuga Beckman com rotor
JLA16. Apos adicionarmos polyethyleneimine a uma concentragdo de 0.5%, o sobrenadante
foi centrifugado a 8000 rpm, em 4°C utilizando o mesmo rotor, por 30min para precipitar
acidos nucléicos. A amostra sofreu entdo ultrafiltragdo utilizando o Vivaflow 200
Ultrafiltration (Sartorius Stedim Biotech) para ser concentrada e equilibrada em solucdo
20mM Tris-HCI 0.5mM EDTA, pH 8.5.
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Apos dialise overnight a amostra foi aplicada em coluna de troca ionica, com resina
Q-Sepharose Fast-Flow, e a checagem da saida de DNA foi feita por monitoragcdo no
espectrofotometro, medindo-se a absorbancia em 260 nm. Apds todo DNA ser eluido, a
fracdo de Hb foi eluida por passagem do mesmo tampéo a pH 6,6.

Apds a coleta, a amostra foi concentrada e oxidada usando KsFe(CN)s, em
concentracdo trés vezes maior que a Hb. Apds a oxidacdo a amostra foi reduzida com
ditionito de sodio, na mesma concentracdo do KsFe(CN)s e convertida na forma CO. Esse
passo garante a configuracao propria do grupo heme. (SHEN, T.-J. H, et.al. 1993). A solucéo
foi entdo purificada em coluna ACTA FPLC Mono-S, para isolar a fragdo de interesse.
(sistema GE Healthcare Cation Exchanger, HR 16/10).

A afericdo de pureza da amostra foi feita por analise de ionizacdo eletrospray de
espectroscopia de massa, (ESI-MS) realizada em VG Quattro-BQ, de acordo com Shen, T.J.
et.al. . (SHEN, T. J., et.al. 1993) A figura 7 mostra o espectro obtido para checagem de
pureza da Hb Chesapeake.

Figura 7: Espectro de massa obtido para checagem de pureza da hb Chesapeake. A cadeia beta sem modificacdo
tem o peso tedrico de 15867,2 Da e o obtido de 15866, 3 Da. A cadeia alfa da HbA tem o peso de 15126,38 e 0
peso tedrico da Chesapeake é 15083.3 Da. O peso obtido da cadeia alfa da Hb Chesapeake foi de 15083,5 Da. A
mioglobina foi usada como padrao com peso tedrico de 16951.15 Da e obtido de 16951,1 Da.
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3.2) Determinacao da concentragao protéica

A determinacdo da concentracdo protéica foi realizada com base no método
quantitativo espectrofotométrico. (RIGGS, A., 1981) A equacdo 08 expressa o célculo da
concentracdo da proteina, [prot], a partir das absorbancias (Abs) aferidas em um dos picos
caracteristicos para a oxi-Hb (577nm), e do valor correspondente a linha de base (700 nm).
(Abs,,, — Abs,,,).(Vcubeta)

(5577prot-VHb)

[prot]= (08)

A concentracdo da proteina é expressa em mM/heme, Vcubeta representa o volume
total da amostra na cubeta, ey O COeficiente de extingdo molar a Hb em 577nm e Vi, 0
volume de Hb adicionado ao tamp&o de diluicdo. Em nossos experimentos utilizamos as
enzimas catalase e superdxido dismutase, a uma concentragdo de 1mM para evitar a
formacdo de meta-hemoglobina. Como a presenca de meta-hemoglobina em excesso pode
adulterar os resultados, é importante checar ao final da purificacdo, assim como ao final de
cada experimento a concentracdo desta espécie presente. Para isso, utilizamos as equacdes

abaixo:
A = [0xi — Hb]e! | + [meta — Hble[w | (09)
A, =[oxi — Hb]e | +[meta — Hb]er | (10)

Onde, [meta-Hb] e [oxi-Hb] sdo as concentraces molares da proteina oxidada e ndo oxidada

respectivamente e | o caminho 4tico da cubeta.

Os valores dos coeficientes de extingdo molar determinados em pH de 7,2 e nos
comprimentos de ondas 630 e 576 nm, utilizados s&o aqueles determinados por Benesch
(BENESCH, R. E,, et.al., 1973):

para a oxi-Hb &% =0,014.10°M 'em™ e £2¢ =158.10'M “cm™, enquanto que para a

meta-Hb, el5 =0,376.10*M “cm™ e £* =0,414.10°M “‘cm™
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3.3) Oxigenando e desoxigenando as amostras de hemoglobina no estado CO

As amostras que se encontram na forma CO precisam ser oxigenadas e/ou desoxigenadas
dependendo do experimento planejado.

A oxigenacdo da amostra é feita utilizando um rotovapor. Esta cela redonda possui duas
aberturas: uma para entrada do gas oxigénio ou nitrogénio e outra para saida do CO. Através
de um brago mecénico a cela fica presa e rotaciona dentro de um recipiente com gelo
enquanto ¢ iluminada por uma lampada de 120W que acelera a reacdo de desprendimento de
CO. (HALDANE, J. & LORAINE-SMITH J., 1895)

A amostra recebe oxigénio por cerca de uma hora ou até que esteja totalmente oxigenada.
A monitoracdo desta reacdo se da no espectrofotbmetro. Os parametros utilizados para
identificar a amostra oxigenada sdo os picos de absorbancia nos comprimentos de onda
577nm e 540 nm, além de uma diferenca de 20% entre 0s picos. As amostras de Hb no estado
CO se caracterizam por picos em 538nm e 570 nm de altura similar.

A desoxigenacédo ocorre apds a oxigenacdo, trocando-se 0 gas oxigénio por nitrogénio, até
que a amostra esteja totalmente desoxigenada. A checagem ocorre pelo espectro de absorcéao
com um pico Unico em 550 nm, caracteristico desta espécie. A figura 8 traz uma foto deste

sistema

Figura 8: Amostra de Hb sendo oxigenada em um rotovapor, dentro de um recipiente com gelo e iluminada
por uma lampada de 120W.
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3.4) Obtencéo das curvas de oxigenacao

As curvas de oxigenacdo foram obtidas através de dois métodos: hemox e tonometria.
Os experimentos de efeito de cloreto foram realizados na presenca de tampdo HEPES 10mM,
para que ndo houvesse interacdo de ions fosfato com a proteina.

3.4.1) Hemox

Um dos métodos utiliza um analisador hemox (TCS Scientific Corporation). A
amostra € inserida em uma cela de acrilico, composta pela entrada de um eletrodo, um
termostato, além de uma barra de agitagio magnetica, que permite homogeneizacdo da
amostra. Ela possui duas camaras tampadas, uma onde esta a amostra e outra que é mantida
como vacuo. Na tampa se localizam a entrada e saida de gas (oxigénio ou nitrogénio). (TCS

Scientific Corporation, 1995) A figura 9 traz uma foto da cela.

Figura 9: Foto da cela utilizada em nossos experimentos no hemox.

O principio do hemox se baseia em um duplo feixe de luz que atravessa a amostra
simultaneamente, nos comprimentos de onda 560 nm e 577 nm e em um eletrodo Clarck que
mede o nivel de oxigénio, em mmHg. O resultado do sinal obtido espectrofotometricamente e
pelo eletrodo se converte em um grafico x,y mostrado pelo aparelho. No eixo y é apresentada
a saturacdo, dada pela diferenca entre os valores de absorbancia obtidos nos dois
comprimentos de onda. No eixo X, 0 eletrodo mede a tensdo de oxigénio presente na cela
conforme a amostra vai se desoxigenando, pela entrada de nitrogénio. A figura 10 traz o
grafico fornecido pelo aparelho.
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Oxygen Equilibrium Curve

Figura 10: Grafico da pressdo de oxigénio pela razdo da absorbancia em 577 e 560 nm fornecido pelo
hemox.
Os experimentos foram realizados em diferentes tampdes e pHs, porém sempre

contendo concentragcdo de Hb entre 80 e 100uM (checada em espectrofotémetro), 1mM
de catalase e superoxido-dismutase para prevencdo da formacdo de meta-Hb e 1mM de
anti-espumante (SIGMA) para prevencéo de bolhas devido a agitacdo. Os parametros pso €
nso sao fornecidos pelo proprio equipamento através de Graficos de Hill e ajuste nédo
linear da equagéo de Adair. (ADAIR, G, 1925) A acuracia dos valores obtidos pelo hemox
é de £ 5% . ( TSAI,C. H. et.al.,1999)

Como as Hbs estudadas no trabalho apresentaram alta afinidade ao oxigénio, e por
consequéncia valores de psp muito baixos, os valores fornecidos pelo hemox poderiam néo
estar considerando a curva total de oxigenacdo da Hb. Este problema foi resolvido através
do tratamento logistico de cada conjunto de dados. Uma vez que a curva de oxigenac¢do da
hemoglobina é descrita por uma sigmoide simétrica, com 70% da curva, € possivel
efetuar o ajuste logistico dos dados obtendo a curva completa. Este ajuste utiliza os
extremos da sigmoide e fornece os valores de psg e nso. Os ajustes foram realizados com a
ajuda do software ORIGIN (Microcal Corp.)

Com o intuito de confirmacdo dos resultados as curvas de oxigenacdo foram também

obtidas através do método tonométrico-espectrofotométrico.
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3.4.2) Tonometria

As medidas de tonometria se utilizam de um tonémetro. O tondmetro é formado por
um corpo principal de vidro, uma valvula que controla entrada e saida dos gases, uma saida
conectora por onde sdo feitas as injecOes de oxigénio, e uma cubeta acoplada, onde fica a

amostra com volume de 3 mL. O tondmetro utilizado esté representado na figura 11.

entrada de M=z
valvula

saida de M2
au

cubeta entrada de Q2

1 cm

Figura 11- Representagdo esquematica do tondmetro. Com uma seringa injetamos um volume conhecido de ar
dentro do tonémetro.

Ap0s preparar a amostra nas condicdes desejadas para o experimento, a aplicamos no
tondmetro e medimos um espectro de absorcdo da solucdo contendo a Hb oxigenada. Em
seguida esta solucdo € desoxigenada através da passagem de nitrogénio gasoso, por cerca de
40 minutos. Entdo medimos outro espectro de absor¢do, agora com a Hb totalmente
desoxigenada. Logo, temos os valores de absor¢do da Hb nas duas condi¢bes extremas, e
dessa maneira podemos calcular a fracdo de saturacdo com qualquer outro espectro
intermediario. Passamos entdo a adicionar oxigénio por meio de uma seringa e, apds cada
adicdo de oxigénio, o tondmetro foi deixado sob agitacdo constante por 5 minutod, para que a
solugdo atingisse o equilibrio. Entdo, medimos um novo espectro. Este processo se repetiu

até que a solucdo estivesse totalmente oxigenada. A figura 12 demonstra essa técnica.
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Figura 12: A figura acima a esquerda mostra os espectros de absor¢cdo da desoxi-Hb (—) da oxi-Hb (—) na
regido do visivel. A figura a direita mostra regides intermediarias entre os espectros e sdo referentes a diferentes
saturacOes que a Hb apresenta durante o processo de desoxigenagao e/ou oxigenacao.

A presséo parcial de O, no tondmetro € calculada a partir do volume de ar injetado Vi,
da pressdo parcial de O, na atmosfera (P,) e do volume da fase gasosa no tondémetro Vi

conforme a equagao:

Po x Vi)
O, [ (Pox Vi) 11
PO, Vi (11)
O grau de saturagéo Y é calculado em cada valor de pO; a partir das leituras de
absorbancia da oxi e desoxi hemoglobina no comprimento de onda de 576nm. Com valores de
saturacdo e pO2 podemos construir o grafico de Hill e obter os valores de pso € nsp.
As medidas foram realizadas em tampéo fosfato de sodio 100mM ou HEPES 10mM,

dependendo do experimento, em diversos pHs. A temperatura variou entre 25 e 29°C.

3.4.3) Obtencéo dos dados de pso
Os dados obtidos pelo hemox e re-tratados pelo ajuste logistico, foram
confirmados pela tonometria. A figura 13 apresenta um grafico da saturacdo pelo logaritmo da
pO,, para a Hb J-Cape Town em tamp&o HEPES 10 mM, pH 7,2, na presenca de 100mM de
NaCl. O valor de pso medido pelo ajuste logistico € 5,2 mmHg (+ 0,65). O valor na mesma
condicdo medido pelo tonémetro para pso € 4,8 mmHg (+0,64). Como os valores sdo

proximos,
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utilizaremos a media entre os dois valores, obtidos pelo ajuste logistico aos dados do hemox e

obtidos através do gréafico de Hill dos dados obtidos por tonometria.
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Figura 13: Grafico de saturacdo pelo log pO, para Hb J Cape Town, obtido na presenca de HEPES10mM e
100mM de NaCl, 25°C.

A figura 14 mostra um grafico de saturacdo em funcdo de logaritmo da pO., para a
hemoglobina Chesapeake. Por ser uma hemoglobina de alta afinidade, parte da curva foi
perdida. Neste experimento, obtido na presenca de tampao HEPES 10mM, pH 6,8, o valor de
pso obtido foi pela equacdo logistica foi 1,07 mmHg (£0,01). O mesmo experimento realizado

no tondémetro foi ajustado pelo grafico de Hill e obtivemos o valor 1,18 mmHg (+ 0,41).
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Figura 14: Grafico de saturacdo pelo log pO, para Hb J Chesapeake, obtido na presenga de 10Mm HEPES e
100mM de NaCl.

3.5) Medidas de Osmolaridade

As medidas de efeito de agua e cloreto foram obtidas na presenca de tamp&do HEPES-
NaOH 10mM, pH 7,2 e concentragGes variadas de NaCl e sacarose. A sacarose foi utilizada
como soluto neutro para variar a osmolaridade e, portanto a atividade de 4gua da solucéo.

As osmolaridades das solugdes contendo Hb (Osm) foram determinadas por medidas
de depressdo do ponto de congelamento da solucdo, usando um osmdmetro Osmette A
modelo 5002 (Precision System, Inc.) ou Osmometer (Model 3W2 — Advanced Instruments
inc.). Estas determinacdes se deram apds a obtencdo das curvas de oxigenacdo da Hb, para
cada condicdo experimental. O logaritmo da atividade de agua foi entdo calculado através da
seguinte relagdo (Colombo, M. F. & Bonilla-Rodriguez, G. O., 1996):

| B Afpd —0sm
M=K M, = 555

onde Arg € 0 decaimento do ponto de congelamento, Ks = 1,86 °C Kg mol™ é a constante

(12)

crioscopica quando o solvente é a agua, e M= 55,5 é a molaridade da agua pura e osm é o

valor da osmolaridade.
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3.6) Equacao do modelo de trés estados
Uma vez que a ligacdo preferencial de anions ao estado desoxigenado T modula o
equilibrio conformacional desta espécie entre os dois estados alostéricos distintos, To e Tx e
que a oxigenacdo da Hb ocorre por dois caminhos de reacédo relacionados, podemos explicar o
modelo de oxigenacdo da Hb segundo o esquema abaixo (Colombo, M. F. & Seixas, F. A.V.,

1999)

onde & e A representam a mudanca de hidratacéo entre os estados totalmente desoxigenado e
totalmente oxigenado da Hb livre e ligada a anions, Ky é a constante de dissociacdo do anion
a desoxi-Hb, e n a estequiometria da ligagéo.

Portanto, podemos escrever esquematicamente o equilibrio como:

(13)

E, sendo Ky a constante de dissociacdo da ligacdo de anion, podemos escrevé-la da seguinte

forma:
To.X"
K= 14
TX (1)
Considerando dois estados desoxigenados, temos que:
T= To+Tx (15)
Assim, em termos de fracao:
To TX
' To+Tx ™ To+Tx (16)
reescrevendo:
To = fro(Tx+T0) e Tx = frx(Tx+To) 17

Substituindo os termos Tx e To por suas respectivas fracdes, temos agora:
n
_ fTo (Tx+To).X

(18)
f. (Tx+To)

apos alguns rearranjos temos:
fre _ XN (19)
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ao expressarmos a frx como sendo (1-fro), temos:

Ity _xn (20)
f K
To
rearranjando temos:
X n
1- fT{K+1J 1)

Podemos definir a constante de dissociacdo aparente observada por ion X ligado
(K*ogs), a partir de K como se segue:
(K*oss)"= K
Uma vez que a constante de dissociacdo K é a constante observada, e as moléculas de X se
ligam com a mesma afinidade a proteina, temos que:
fo— 1 (22)
To n
1+[ KX ]
OBS

Se o Any, total observado é dado pelo nimero de moléculas de 4gua que acompanham a

transicdo To / Tx /R temos:

Substituindo na equacao, temos:
0, —An
Anobs:_ ( w w) -+ An (24)

3.7) Medidas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Espectros 1D *H RMN foram coletados utilizando os espectrdmetros Bruker Avance
DRX-300 e Avance DRX-600 de 300 e 600 MHz. As amostras foram analisadas nos
estados CO, desoxigenada e na presenca e auséncia de IHP (em proporcdo de 1:5). As
ressonancias observadas em cada estado da Hb seja ele, meta, CO ou desoxigenado s&o
diferentes, desta forma existe um campo magnético onde teremos sensibilidade e
resolucdo Otimas para cada situacdo. Para as principais ressonancias encontradas na
estrutura desoxigenada o campo magnético 6timo é de 7T ou 300 MHz. Por outro lado, 0s
prétons da molécula quando diamagnética (como das regides de corrente de anel presentes
nas estruturas CO) possuem melhor resolu¢do em campos magnéticos de 600 MHz. Por
esta razdo nossos experimentos foram obtidos utilizando-se dois espectrometros com
300MHz e 600MHz (HO, C., 1992).
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Estudos de RMN aplicados a proteinas podem ser feitos tanto em meio aquoso quanto
em meio deuterado. Quando o meio utilizado é aquoso, a concentracdo de prétons do
solvente é cerca de 110M, enquanto aquela da proteina é de 1mM, ou seja ha um excesso
de prétons provindos do solvente que se trocam com aqueles da proteina. Para muitos
experimentos, as ressonancias desejadas sdo exatamente essas, apenas observadas em
meio aquoso e € necessario suprimir o sinal do solvente. Muitas técnicas podem ser
utilizadas para esta supressdo, no caso deste trabalho, utilizamos uma seqtiéncia de pulsos
“jump and return”. (PLATEAU, P., & GUERON, M., 1972)

Conforme recomendagdo da Unido Internacional da Quimica Pura e Aplicada, a escala
de deslocamento quimico foi definida como positiva na regido abaixo da ressonancia
padrdo e como negativa acima desta. Utilizamos como ressonancia padrdo aquela do
grupo metil do DSS (2,2 dimetil-2 silapentano 5-sulfonado),sabendo que a ressonéancia do
proton da agua esta em 4,73 ppm desta, a 29°C. E importante destacar que o
deslocamento quimico da dgua varia com a temperatura, em 0,01ppm por grau. Como 0s
experimentos foram feitos nas temperaturas de 29 e 11 graus, em solucdo aquosa, 0sS
experimentos feitos a 11°C foram corrigidos somando-se 0,18 ppm nos espectros.

As amostras de hemoglobina foram concentradas até 6-8 % (3mM/heme) em
diferentes tampdes, dependendo do experimento planejado e mantidas em ambiente de
100% CO. O volume final foi de ~500uL para garantir um boa relagdo sinal/ruido. Para
as amostras aquosas, 5% de Oxido de deutério (D,O) foram adicionados ao tampéo, de
forma a manter um sistema de referéncia para escala de medida espectral. Outras
condigdes experimentais necessitaram de ambiente 100% D,O. Neste caso a solugéo
tampdo foi totalmente congelada, liofilizada e a quantidade volumétrica exata de D,O foi
entdo adicionada a solucédo substituindo a agua.

Cuidados como a corre¢do do pH ou pD (pD=pH + 0,4) alem da medicdo de pH de
aliquotas do tampao, para que a solucdo nao entrasse em contato com o eletrodo de pH e
consequentemente com ions cloreto provenientes da solugdo KCI, foram tomados. A
calibragdo do espectrometro de RMN foi feita com Etileno glicol e a temperatura
mantida em porta amostra termostatizado.

A Hb foi concentrada em cada tampéo especifico e depois transformada no estado CO
ou desoxigenada, de acordo com cada experimento. Nos casos de solu¢cdo CO a Hb foi
exposta a este gas dentro de uma capela, de forma que ndo ocorresse contato do gas com o
laboratorio. No caso de amostra desoxigenada foi repetido o processo descrito na secao
3.2. Em caso de formacdo de metaHb ou para certificar-se da auséncia de oxiHb, foram
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adicionados 30uL de solucdo de ditionito sodico a 1M (concentragdo final de cerca de
0,05M).

Para troca de tamp&o de uma mesma amostra, esta foi concentrada com o novo tampé&o
até que o valor de pH do tampédo descartado em cada concentracdo fosse igual aquele
desejado, indicando o equilibrio no novo pH.

Ao final do preparo as amostras foram colocadas em tubos especificos de RMN com 5
mm de diametro (tampados e vedados), e analisadas no espectrometro determinado. A
checagem de metaHb foi feita verificando presenca de picos de ressonancia na regiao
entre -30 e - 60 ppm. Ap0s a coleta dos espectros, as amostras foram armazenadas em -20°

C e os dados analisados com a ajuda do software XWIN NMR.
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IV — RESULTADOS

4.1 — Atividade de agua

A afinidade da Hb pelo O, é alterada pela atividade de agua em solugéo: ao adicionar
solutos neutros, e consequientemente diminuir a atividade de dgua em solucdo, o equilibrio
alostérico T S R desloca-se na direcdo da estrutura menos hidratada e de menor afinidade
pelo oxigénio, a estrutura T. Esse deslocamento causa um aumento na psg, 0 que pode ser

representado pela figura 15.
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Figura 15 — A figura mostra as curvas de oxigenacdo obtidas com HbA, em quatro diferentes
concentracdes de sacarose: da esquerda para direita: OM, 0,3M, 0,5M e 0,8M. O deslocamento da curva para
valores maiores de psgp a0 aumentar a concentracdo de sacarose, esta associado a diminuigdo da atividade de
agua, que desloca o equilibrio da reacdo para o estado T. As curvas foram obtidas na presenca de tampdo HEPES
10mM, a 25°Ce pH 7,2.

Para investigar os efeitos da ligacdo de cloreto no equilibrio alostérico das Hbs,
determinamos o An,, de oxigenacdo em diversas concentracfes de cloreto. Em cada
concentracdo de cloreto, realizamos experimentos de variagdo da concentracdo de sacarose a
concentracéo de cloreto fixa.

Conforme ja estabelecido, a oxigenacdo da Hb é descrita dependendo da presenca de
anions na solucdo. No caso de presenca de cloreto, a HbA vai do estado Tx para o estado R
ligando cerca de 70 moléculas de agua; ja na auséncia de cloreto, a Hb vai do estado To para
0 estado R, ligando cerca de 25 moléculas de 4gua. (COLOMBO, M. F. & SEIXAS, F.AV.,
1999)
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A partir destes resultados, chegou-se ao modelo de trés estados que descreve a
oxigenagdo da HbA, detalhado na Introdugdo. Neste trabalho, refizemos os experimentos de
variacdo da atividade de agua em funcdo da concentracdo de cloreto em solucdo. Os
resultados, mostrados na figura 16, confirmam os anteriores: na auséncia de cloreto o valor de
Anw encontrado foi 24 (£ 3), na presenca de 50mM de cloreto, é 36 (+ 4) e na presenca de

100 mM de cloreto este valor sobe para 69 (+ 5).

T T T T T T
m 0 Anw=24

0,3 1 ® 50 Anw =36 .
A 100 Anw = 69

0,2 1

LI T T T T T T T T
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Figura 16: Grafico de Inpse/pse’ em funcdo da atividade de 4gua para HbA. Os dados foram obtidos em
trés diferentes concentragdes de cloreto: O(m) , 50(e) ¢ 100Mm(A). A inclina¢do de cada reta indica o numero
de moléculas de agua para cada condicdo, respectivamente 24 (£3), 36 (+4) e 69 (¢5). Dados obtidos em tampéo
HEPES, pH 7,2 a 25°C.

Uma grande variacdo no valor de Anw para diferentes concentragdes de cloreto, foi
observado para a Hb desArg, o que nos levou em um primeiro momento, a descartar o sitio
Argl141 como especifico de ligacdo ao cloreto (TOSQUI,P. , 2005). Da mesma maneira que
fizemos para a HbA, re-analisamos a Hb desArg. Novamente 0 mesmo comportamento foi
observado: na auséncia de anions o valor de Anw medido foi 36 (£3), com 50mM o valor
medido foi 56 (= 4) e na presenca de 100mM este valor subiu para 69 (+ 4). A figura 17

demonstra estes resultados.
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Figura 17: Gréfico de Inpse/pse’ em funcéo da atividade de agua para Hb desArg. Os dados foram obtidos em
trés diferentes concentragdes de cloreto: 0 (m) , 50(e) ¢ 100 mM (A). A inclinacdo de cada reta indica o nimero
de moléculas de agua para cada condicdo, respectivamente 36 (+£3), 56 (+4) e 69 (+4). Dados obtidos em tampao
HEPES, pH 7,2 a 25°C.

Podemos observar que os valores de HbA e Hb desArg mostram uma grande variacao
de moléculas de agua, dependentes da concentracdo de cloreto, confirmando os valores
obtidos anteriormente. (COLOMBO, M .F. & SEIXAS, F.A.V., 1999 e TOSQUI, P., 2005)

Além da Arg 141a o outro possivel sitio de ligagdo para o cloreto seria a Arg 92a.
Levando nossas suspeitas para este residuo, o que esperariamos é que para as Hbs com
mutacOes nesta posicdo ndo existiria 0 estado Tx na presenca de cloreto. Neste caso, 0
equilibrio tanto na auséncia como na presenca de cloreto deveria ser descrito pela relacéo
To—R e o numero de moléculas de agua que acompanharia esta oxigenacdo deveria ser

aquele parecido com o da HbA na auséncia de cloreto, ou seja ~25 moléculas de agua.

Para investigar essa hipdtese realizamos medidas de efeito de agua e cloreto para as
Hbs modificadas, da mesma maneira que fizemos com a HbA. A figura 18 mostra o grafico
de In(pso) em fungéo de In(aw) obtido nas concentragdes de 0, 50 e 100 mM de cloreto em
tampao HEPES 10 mM, pH=7,2 e 25°C para a Hb Chesapeake, mutante da Arg 92.
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Figura 18: Grafico de Inpso/pse’ em funcdo da atividade de 4gua para a a Hb Chesapeake. Os dados foram
obtidos em trés diferentes concentrac@es de cloreto: O(m) , 50(®) ¢ 100Mm( A ). A inclinagdo de cada reta indica
0 numero de moléculas de agua para cada condicdo, respectivamente 23 (5), 23, (£5) e 25 (+3). Dados obtidos
em tampdo HEPES, pH7,2 a 25°C.

E possivel observar pelo gréfico a diferenca no comportamento desta Hb em relacéo a
HbA e Hb desArg. Nota-se que o valor de In(pso) varia linearmente com o In(ay), nas
diferentes concentracdes de NaCl. As inclinagdes dos dados fornecem os valores de Anw que
acompanham a oxigenacdo da Hb Chesapeake. Para as trés condicOes este valor €, dentro do
erro, muito préximo: cerca de 23 (£5), moléculas de dgua na auséncia de cloreto, na presenca
de 50mM de cloreto o valor é 23 (+5) e na presenca de 100mM de cloreto o valor se mantém

em 25 (£3).

Estes resultados mostram evidéncias que a Arg 92 estaria envolvida na ligacdo de
cloreto a Hb. Assim, estendemos a investigacdo ao sitio Arg 92, realizando medidas de
variacdo de hidratacdo em funcdo da atividade de cloreto a outras duas Hbs mutantes desta
posicdo: a Hb J Cape Town e a rHb Chesapeake desArg. Se as suspeitas sobre o residuo Arg
92 funcionar como um sitio de ligacdo especifico de cloreto estiverem corretas, para essas
duas Hbs devemos novamente observar a auséncia do efeito deste &nion, demonstrado pela

ndo variacdo do Anw.
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A figura 19 traz os resultados medidos para a Hb J Cape Town. O valor de Anw
medido na auséncia de cloreto é 22 (+2), na presenca de 50mM 23 (£2,5) e na presenca de

100 mM 6 25 (22).
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Figura 19: Grafico de Inpso/pse” em funcéo da atividade de 4gua para a a Hb J Cape Town. Os dados foram
obtidos em trés diferentes concentrac¢des de cloreto: O(m) , 50(e) ¢ 100Mm( A). A inclinacdo de cada reta indica
0 nimero de moléculas de agua para cada condicao, respectivamente 22(+2), 23, (£2,5) e 25(+2). Dados obtidos
em tampdo HEPES, pH7,2 a 25°C.

Da mesma maneira que a Hb Chesapeake, a Hb J Cape Town também ndo apresentou
diferenca no valor de Anw na presenca ou auséncia de cloreto, reforcando a hipotese do sitio

Arg 92 como responsavel pela ligacdo de cloreto.

Medidas com a Hb de mutacédo dupla, a rHb Chesapeake desArg foram realizadas com
0 intuito de comparar a contribuicdo dos dois sitios. Os resultados de variacdo de hidratacédo

em funcgéo da concentracéo de cloreto estdo na figura 20.
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Figura 20: Gréfico de Inpse/pse’ em funcdo da atividade de agua para a rHb Chesapeake desArg. Os dados
foram obtidos em trés diferentes concentragdes de cloreto: 0 (m) , 50(e) e 100Mm(A). A inclinagdo de cada reta
indica o nimero de moléculas de dgua para cada condicdo, respectivamente 24 (+2,5), 29, (+3) e 28 (+3). Dados
obtidos em tampao HEPES, pH7,2 a 25°C.

Assim como as demais mutantes da posicdo Arg 92, a Hb Chesapeake desArg também
ndo mostrou variagdo significativa do valor de Anw. Este valor na auséncia de cloreto ¢ 24
(x2,5), na presenca de 50 mM de cloreto é 29 (£3) e na presenga de 100mM de cloreto fica
em 28 (£3).

A figura 21 mostra os dados de todas as Hbs estudadas neste trabalho e o nimero de
moléculas de agua calculado para cada uma, a partir da inclinacdo de In(pso) em funcdo de
In(aw) na auséncia de cloreto. As inclinacdes fornecem o nimero de moléculas de agua que
acompanha a oxigenacdo para cada condicdo, que dentro do erro, permanece em torno de 25

moléculas de agua.
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Figura 21: Resultados obtidos na auséncia de cloreto para a HbA e demais Hbs. A inclinacdo fornece o
valor de Anw para cada espécie, que fica, dentro do erro, em torno de 25. Dados obtidos na presenga de
tampdo HEPES 10mM, pH 7,2 e 25°C.

Para resumir os resultados obtidos na presenca de cloreto, a figura 22 mostra os dados
de todas as Hbs estudadas neste trabalho e o nGmero de moléculas de &gua calculado para
cada uma, a partir da inclinacdo de In(pso) em fungéo de In(ay) na presenca de 100mM de
NaCl. As inclinacdes fornecem o nimero de moléculas de agua que acompanha a oxigenacao

para cada condic&o.

Observamos que na presenca de cloreto a HbA e desArg possuem inclinagbes muito
diferentes daquelas na auséncia de cloreto (figura 21), indicando a diferenca de hidratacéo
nessas duas condigdes. Ja as Hbs Chesapeake, rHb Chesapeake desArg e J-Cape Town, ou
seja, as mutantes da Arg 92 possuem na presenca de cloreto inclinacbes muito préximas
aquelas sem cloreto. Podemos observar que esses mutantes tém na presenca de cloreto o

comportamento semelhante aquele sem cloreto.
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Figura 22: Resultados obtidos na presenca de tampédo HEPES 10 mM e 100mM de cloreto para a HbA
e demais Hbs. A inclinagdo para as Hbs Chesapeake, J Cape Town e Chesapeake desArg fica em torno
de 25. Ja a HbA e a Hb desArg na presenca de 100mM de cloreto tem a inclinagdo em torno de 70.

A caracteriza¢do total da mudanca de Anw em fun¢do do efeito de cloreto, foi
observada para a HbA por Colombo e Seixas (COLOMBO, M.F. & SEIXAS, F.A.V., 1999).
Os autores encontraram que o valor de Anw aumenta com 0 aumento da concentragdo de
cloreto partindo de 25 até alcancar 70 moléculas de agua. A partir desta concentracido, o Anw

em 70 moléculas de agua permanece constante.

A figura 23 mostra o grafico dos valores de Any de oxigenagdo da Hb humana em
funcdo da concentracdo de NaCl. A linha continua passando pelos pontos experimentais
representa 0 melhor ajuste da equacgdo 24, derivada do modelo de trés estados alostéricos da

Hb: To, Tx e R, aos dados experimentais.

Os parametros do ajuste desta equacdo sdo: Ky, a constante de dissociacdo do ion
cloreto ao estado T da Hb, e n a estequiometria da ligacdo.Para a HbA os valores de
Kx=10mM e n=1,9. O valor de n é um valor representativo, semelhante ao nsg, indicando um

namero aparente de ions cloreto ligado a Hb.
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Figura 23: Grafico da mudanca de hidratagdo que acompanha a oxigenagdo da Hb A em 10 mM HEPES, pH
7.2, em funcdo do logaritmo da concentragdo de cloreto. A linha representa o melhor ajuste de eq 24
(reproduzida da tese de doutorado de SEIXAS, F.A.V. 2002)

Para caracterizar a variagdo de Anw das Hbs estudadas, colocamos em um grafico a
variacdo de Anw em funcdo da concentracdo de cloreto. Notamos que o comportamento das
Hbs Chesapeake, Chesapeake desArg e J Cape-Town, ou seja, aquelas que ndo possuem uma
arginina na posicao 92 alfa, ndo podem ser ajustadas a esse modelo. Ja a Hb desArg possui
uma variagdo sigmoidal do nimero de moléculas de dgua associadas a oxigenacao em funcédo
do aumento da concentracdo de cloreto, conforme observado para a Hb humana.

A Hb desArg pode ser ajustada pelo modelo de trés estados, assim como a HbA. A
linha que passa pelos pontos representa o ajuste da equacéo 24 aos pontos e fornece os valores
de Kx =15 mM e o valor de n=1,7, paraesta Hb, proximos aqueles medidos para a HbA.

A figura 24 demonstra um grafico do namero de moléculas de agua que acompanha a
oxigenacdo das Hbs mutantes estudadas neste trabalho.



45

75
1 ® desArg

70 4 A Chesapeake
1 & JCape Town

es IR Chesapeake desArg
60
55
50 -
45
404
35

30 4 ¢
s] *
20 4 T
15 .

10 b | AL L AL L o
0,01 0,1 1 10 100 1000

[NaCl]

Anw

Figura 24: Grafico da mudanga de hidratagdo que acompanha a oxigenacao das Hbs modificadas estudadas no
tranalho em 10 mM HEPES, pH 7.2, em funcdo do logaritmo da concentragéo de cloreto. A linha representa o
melhor ajuste de eq 24.A Hb desArg se ajusta ao modelo, porém as Hbs Chesapeake, Chesapeake desArge J
Cape Town ndo podem ser ajustadas.

A tabela 1 compara o nimero de moléculas de agua que se liga a cada Hb na
transicdo oxi e desoxi na auséncia e na presenca de 100 mM de cloreto, encontrados neste
trabalho.

Quadro 1: Nimero de moléculas de agua que acompanha a oxigenacao de cada Hb na presenca e na auséncia de

cloreto.
NaCl mM

Hb 0 100
HbA 24+ 3 68+ 5
desArg 364 69 £ 4
Chesapeake 235 25+3
J Cape Town 2272 253
Chesapeake desArg 24 £ 2,5 28+3
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4.2) Efeito Bohr
4.2.1) Efeito Bohr em fungédo da concentracéo de cloreto

Da mesma forma como acontece com o niumero de moléculas de agua que se ligam na
transicdo oxi-desoxi, 0 numero de prétons liberados pela HDbA durante a oxigenagdo da
proteina varia com a concentracio de cloreto em solugdo. E conhecido que o nimero de
prétons liberado na oxigenacdo da Hb na auséncia de cloreto € ~1 enquanto que na presenca
de 100mM de cloreto esse numero sobe para ~2.(VAN BEEK, G.G.M., et.al, 1979).

Nossos resultados, em concordancia com a literatura, mostraram que em
tampao HEPES 10mM, no pH entre 6,5 a 7,5 na auséncia de cloreto fornece ~1 protons e na

presenca de 0,1M de cloreto este nimero é ~2.

Os valores de psp € nso foram determinados nas varias condicGes e os dados obtidos,
analisados a partir de graficos de log(pso) versus pH. Estes valores apresentados no grafico a
seguir, provém da média entre os valores obtido pelo ajuste logistico das medidas realizadas

no hemox e pelos valores obtidos através do gréafico de Hill das medidas de tonometria.

A figura 25 mostra esses resultados

1,2 4 O HbA Hepes + 0,1M NaCl
1 m HbA Hepes
1,14 m} OO
1 [m]
1,0
4 O
0,9 4 O
0,8
277 .
< 964 "
=] ]
L 0,54 O
5 - -
0,4
T O
0,3
1 n
0,2 4
0,1 - ]
T T T T T T T T T T T
6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5
pH

Figura 25: Resultados obtidos na auséncia (m) e presenca de 0,1M (0) de NaCl para HbA. O valor da
inclinacdo, fornece o nimero de prétons liberados na transigdo oxi-desoxi: na auséncia de cloreto é de
0,90 e na presenca de 100mM de NaCl é 1,9.
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A influéncia de cloreto no efeito Bohr das Hbs mutantes estudadas neste trabalho, foi
determinada em tampdo HEPES 10mM na auséncia de anions e na presenca de 100mM de
NaCl. A figura 26 mostra o grafico de log(pso) versus pH obtidos na auséncia de cloreto para

todas as Hbs estudadas.

1 m HbA
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Figura 26: Grafico de Inpse/pse’ em funcéo de pH para as Hbs estudadas. Resultados  obtidos na

auséncia de NaCl, em tampdo HEPES 10Mm, diversos pHs e 25°C. O valor da inclina¢do, na auséncia
de cloreto, ficou proximo de 1.

A figura 27 traz o log(pso) versus pH na presenga de 0,1M de cloreto. Nesta condi¢do
o0 valor de prétons liberado pela HbA é ~2. Os resultados mostram que para as demais Hbs o

valor de prétons liberado permanece em torno de 1.
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Figura 27: Gréafico de Inpso/pso” em funcdo do pH para as Hbs estudadas. Resultados obtidos em tampdo HEPES
10Mm + 100Mm NaCl, diversos pHs e 25°C. O valor da inclinacdo, na presenga de cloreto para as Hbs
modificadas ficou préximo de 1, enquanto a HbA fica em torno de 2.

O namero de protons liberados na oxigenacéo das Hbs esta descrito no quadro 2.

QUADRO 2: Resultados de Efeito Bohr

[NaCl] mM
Hb 0 100
HbA 0,90 (x0,05) | 1,90 (x0,03)
Chesapeake 0,90 (x0,03) | 0,80 (x0,03)

Chesapeake desArg 0,80 (x0,06) | 0,76 (x0,01)
J Cape Town 1.08 (x0,02) | 0,96 (x0,04)

desArg 1,00 (£0,08) | 1,12 (x0,04)
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Como observado na tabela 2, a adicdo de cloreto as Hbs desArg, J-Cape Town,
Chesapeake e rHb Chesapeake desArg ndo altera o nimero de prétons liberados na
oxigenacdo, sendo para as Hbs modificadas ~1H". Este resultado est4 de acordo com os
resultados obtidos a partir da variacdo de hidratacdo, demonstrados no item 4.1. Neste item
mostrou-se que 0 Anw para as Hbs que perdem o residuo Arg 92 fica em torno de 25 na
auséncia e presenga de 100 mM de sal. O valor de Anw de oxigenagdo para a HbA e Hb
desArg aumenta para ~70 moléculas, com a ligagdo de cloreto. Este resultado é interpretado
como indicativo que a Arg 92 é sitio especifico de ligacdo de cloreto, que quando ocorre
altera a conformacao alostérica desoxigenada To para TX.

Se o sitio de ligacdo de cloreto esta localizado na Arg 92, com a perda deste residuo,
esperamos que o nimero de prétons na presenca e auséncia de cloreto, ndo se modifique, de
fato, isso acontece. No entanto, a Hb desArg também apresenta este mesmo comportamento,
diferindo do que acontece nos experimentos de variacdo de hidratagéo. Este resultado sugere

um papel exercido pelo residuo 141a no efeito Bohr na presenga de cloreto.

A cooperatividade da ligacdo de oxigénio também foi estudada, medida pelos valores
de nso. Para todas as Hbs modificadas, ndo ha mudanca na cooperatividade na presenca de
cloreto. A HbA tem a cooperatividade um pouco aumentada na presenca de cloreto. Estes
resultados estdo demonstrados na figura 28.
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Figura 28: Resultados de nsy obtidos em experimentos de variacdo de pH, para todas as Hbs estudadas em
tamp&do HEPES 10Mm na auséncia (A) e na presenca de 100 mM de NacCl (B)
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As Hbs estudadas apresentam valor de nso entre 1 e 2, sendo menores que aqueles
medidos para a HbA tanto na auséncia quanto na presenca de cloreto. No entanto as
substituicdes de aminoacido influenciam neste valor: quando comparamos os valores de nsg
da Hb Chesapeake e J Cape Town, notamos que os valores de nso medidos para a Hb J Cape

Town estdo entre aqueles medidos para a Hb Chesapeake e HbA.

4.2.2) Estudo de IHP

A presenca de IHP estabiliza a Hb no estado de menor afinidade ao oxigénio, o estado
T, consequientemente os valores de psy aumentam nessas condigdes. Na figura 29, mostramos
os valores medidos para a HbA em tampédo fosfato de sodio 0,1 M na presenca e auséncia de
IHP. Notamos que na presenca de IHP os valores de pso, aqui representados em log,

aumentam consideravelmente.

: = NaPi0,1M

184 O NaPi0,1M + IHP

1,6
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. "o,

~ 1,21 "
g
8 104

0,8

[ |
0,6
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Figura 29: Gréafico de log (pso) em funcédo de pH da HbA a concentracdo de 80uM em tampao fosfato de sodio
0,IM na auséncia (m) e presenca de 4 mM de IHP (o). Notamos que os valores absolutos de psg aumentam
consideravelmente na presenga de IHP, indicando sua menor afinidade ao oxigénio nesta condig&o.

Hemoglobinas de alta afinidade teréo o valor de pso menor que aqueles encontrados
para Hbs de baixa afinidade, pois é necessaria uma pressdo de oxigénio menor para saturar a
proteina. No caso deste trabalho, todas as Hbs possuem afinidade maior que a HbA em todas
as condicdes estudadas e conseqlientemente, valores de psp menores, assim como indices de

cooperatividade, medidos por nso menores que aqueles encontrados pra HbA.
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Para testar a resposta ao IHP, as Hbs modificadas também foram medidas na presenca
deste anion. Da mesma maneira que acontece com a HbA, a presenca de IHP em solucéo

aumentou o valor de pso dessas proteinas.
A figura 30 mostra o grafico dos valores medidos para a Hb Chesapeake em tampé&o

fosfato de sddio 0,1 M, diversos pHs, na auséncia de anions e na presenca de 0,1 M de cloreto

e de 4mM IHP.

A NaPi0,1M
1,2 4 B B NaPi0,1M + IHP
8 A NaPi0,1M + 0,1NaCl
1,0
3]
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g
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Figura 30: Grafico de log (p50) em funcdo de pH da Hb Chesapeake a concentracdo de 80uM em tampao
fosfato de sodio na auséncia (A), na presenca de 100Mm de NaCl (A) e na presenga de 4 Mm de IHP (o).
Notamos que os valores absolutos de psq aumentam consideravelmente na presenca de IHP, indicando sua menor
afinidade ao oxigénio nesta condicéo, ja os valores na presenca e auséncia de NaCl variam muito pouco.

Notamos que a Hb Chesapeake também tem o valor de pso aumentado na presenca de
IHP. Notamos que a presenca de cloreto ndo altera significantemente os valores de pso
medidos nas duas condicdes (presenca e auséncia de cloreto: triangulos abertos e fechados,
respectivamente).

O efeito Bohr das demais Hbs (J Cape Town, Chesapeake desArg e desArg) em
tampao fosfato e IHP foi observado, conforme demonstrado na figura 31. Podemos observar
que os valores de psp absolutos aumentam para todas as Hbs quando na presenca deste anion,
sendo este aumento consideravel para as Hbs J Cape Town e desArg. No caso da Hb

Chesapeake desArg, ndo ha uma resposta consideravel a presenca de IHP.
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Figura 31: Gréfico de log (p50) em funcdo de pH em tampéo fosfato de sédio 0,1M, diversos pH, (simbolos
fechados) e fosfato de sédio 0,1M + 4mM de IHP (simbolos abertos). Notamos que os valores absolutos de psg
aumentam consideravelmente na presenca de IHP, indicando sua menor afinidade ao oxigénio nesta condig&o,
para as Hbs J Cape Town e desArg. Em A Hb J Cape Town, em B Hb desArg e em C Hb Chesapeake desArg
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4.3) Aspectos estruturais das Hbs obtidos por RMN

As medidas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram estudadas em diversas
condicdes, dependendo do objetivo de cada experimento. Todas as Hbs foram estudadas em
tampao fosfato de sodio 0,1M em pH 6,5 e 7 nas condicdes desoxigenadas e ligadas a CO. As
medidas no estado CO foram feitas na auséncia e na presenca de IHP (em concentracdo 5
vezes maior que aquela de Hb) e nas temperaturas de 29° C e 11°C. A referéncia utilizada
para todas as medidas € o DSS, estando a agua a 4,73 ppm deste, conforme detalhado na
secdo de Materiais e Métodos.

E importante ressaltar que nestas medidas a estutura Tx estaria estabilizada, ja que os
jons fosfato estabilizam esta conformacdo. Assim, para estes resultados notamos as

modificagdes estruturais provindas das mutagdes de cada residuo.

4.3.1) Estado Desoxigenado
A) Histidinas Proximais

No estado desoxigenado, a primeira regido que observamos nas proteinas esta entre 50
e 90 ppm, onde se localizam as ressonancias das histidinas proximais. Esses prétons amidicos
NsH, na HbA, em &gua e a 29°C apresentam 0 pico de ressonancia em 75 ppm para a
histidina f92 e 63,5 ppm para a histidina a87, considerando como referéncia o DSS
(TAKAHASHI, S & HO, C., 1980, LA MAR et.al 1977) . Estas histidinas estéo relacionadas
com o heme, conforme descrito na Introducéo. A figura 32 mostra os espectros medidos nesta
regido, em fosfato de sédio 0,1M nos pHs 7 e 6,5.
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Figura 32: Espectros de RMN das Hbs estudadas. A regido entre 50 e 90 ppm, contém os picos de ressonancia
das histidinas proximais. A ressonancia em ~63,5 ppm representa a alfa 92 histidinae a ~74,9 ppm representa a
histidina beta 67. Em A as leituras feitas em tampéo fosfato 0,1M pH 7 e em B no mesmo tampéo em pH 6,5,
estado desoxigenado e espectrémetro de 300 MHz.

As Hbs J Cape Town, Chesapeake e desArg ndo apresentam nenhuma diferenca na
ressonancia da histidina beta, mostrando que ndo h& nenhuma perturbacdo no ambiente desta
histidina, em relacdo a HbA. Ja para a histidina alfa existe uma pequena migracdo em cerca de
1,5 ppm, para as Hbs J-Cape Town e desArg. Essa modificacdo, menor que 2 ppm, pode
significar uma acomodacdo da proteina dada pela modificacdo na sua seqliéncia de
aminoécidos e ndo necessariamente uma perturbacdo nesta regido. (TSAY, C.H. et.al, 1999).
Para as proteinas HbA, Hb Chesapeake, Hb J-Cape Town e Hb desArg ndo ha diferenca

devido a alteragéo de pH.

A Hb Chesapeake desArg apresenta apenas uma ressonancia nesta regido. Esta
ressonancia pode significar o deslocamento da ressonancia da histidina alfa para a posicao da
histidina beta. Uma indicacdo deste deslocamento esta no fato de, em CO, essas ressonancias
estarem novamente separadas e a altura do pico de ressonéancia da histidina alfa ser menor
neste estado que naquele desoxigenado. No entanto, no estado CO ndo permite uma boa
observacdo desta regido (dados ndo apresentados). De qualquer forma, para esta Hb existe
uma grande perturbacdo na estrutura na regido que acomoda estas histidinas, préximas ao
bolsdo do heme. Além disso, para a Hb Chesapeake desArg, essa ressonancia unica em pH 6,5

estd deslocada daquela em pH 7, mostrando uma certa influéncia do pH.
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B) Hiperfinas E Prdtons Intercambiadores

Na regido compreendida entre 26 e 11 ppm se encontram as ressonancias chamadas
hiperfinas e dos prétons amidicos intercambiadores. Na regido das hiperfinas (apenas
considerado entre 24 e 16 ppm) encontramos picos alfa e beta e podemos identificar
comunicacgdes entre as cadeias alfa e beta. O pico a 22,5 ppm é o maior pico de prétons da
cadeia beta, enquanto que o pico a 17 ppm é aquele provindo de prétons da cadeia alfa. Entre
esses dois picos temos picos que representam a cadeia alfa e a cadeia beta, porém essas
ressonancias ndo possuem um residuo especifico determinado ligado a elas. (TAKAHASHI,
et.al, 1980).

Para as Hbs mutantes, as espécies J-Cape Town e Chesapeake possuem as
ressonancias alfa e beta levemente deslocadas em relacdo aquelas encontradas para a HbA. A
Hb desArg possui um alargamento dos picos tendo a ressonancia alfa deslocada a direita das
demais. Repetindo o padréo de estrutura instavel medido para as histidinas, a Hb Chesapeake
desArg possui grande modificacdo no espectro desta regido. Para nenhuma Hb ha modificacdo
devida ao pH: tanto para medidas em pH 6,5 e 7 as ressonancias se apresentam iguais. A
figura 33 traz os espectros obtidos nesta regido em tampao fosfato de sédio em pHs 7 e 6,5

para todas as Hbs estudadas neste trabalho.

A B

Figura 33: Detalhe da regido das hiperfinas, com a presenga dos picos alfa e beta que denotam a comunicacdo
entre as subunidades da proteina. Em A as leituras feitas em tampéo fosfato 0,1M pH 7 e em B no mesmo
tampéo em pH 6,5, estado desoxigenado,obtidos em espectrometro de 300 MHz
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Estes resultados demonstram que a supressdo da Arg 141 e da Arg 92 separadamente
ndo causam uma modificacdo tdo drastica na estrutura da molécula, enquanto que a mutacdo

dupla causa uma modificacdo maior nas regides observadas.

Em relagdo aos protons intercambiadores, todas as Hbs estudadas no trabalho
apresentam as ressonancias deslocadas para entre aquelas das HbA. As ressonancias H122,
H103 e W37 apresentam o mesmo padréo daquele da HbA para as Hbs Chesapeake e J-Cape
Town. Novamente para as Hbs que perdem a Arg 141, existem modificacbes maiores nas

ressonancias. A figura 34 demonstra estes resultados.

Figura 34: Ressonancias dos prétons intercambiadores para todos as Hbs nos pHs 6,5 e 7, obtidos em tampé&o
fosfato de sodio e 29°C, estado desoxigenado. Espectrometro e 300 MHz

A ressonancia do W37 esta modificada para a Hb desArg, estando deslocada para 11,6 ppm
apresentando uma ressonancia extra em 11,4 ppm. Uma vez que a ressonancia extra é muito
menor que a ressonancia principal concluimos que esta ressonancia extra nao significa
contribuicdo de um novo préton, mas sim, indica uma estrutura intermediaria que possui esta
ressonancia (do W37) deslocada. (TSAI, C.H. et.al, 1999).

Na Hb Chesapeake desArg essa ressonancia esta em cerca de 10,8 ppm e ndo em 11,2
ppm ou seja, deslocada para a posicdo encontrada na estrutura ligada. A auséncia de
marcador T e o deslocamento da ressonancia do W37 para as Hbs desArg e Chesapeake
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desArg indicam que o equilibrio esta fortemente deslocado para a estrutura R, ainda que no
estado desoxigenado para estas duas Hbs.

4.3.2) ESTADO LIGADO

O estudo da proteina no estado oxigenado ndo é conveniente devido a rapida formacéo
de metaHb. Assim, para que seja possivel o estudo da Hb no estado ligado, adicionamos a ela
CO, conforme explicado na Introdugéo.

A) Proétons Intercambiadores

Observamos a regido dos prétons intercambiadores no estado CO, onde existe a
migracdo da ressondncia do W37 para 10,8 ppm e 0 desaparecimento da ressonancia
caracteristica do estado desoxigenado, o marcador T, em 14 ppm, para a HbA.  Notamos
que as demais Hbs ndo diferem no geral do padrdo da HbA, exceto a Hb Chesapeake desArg
que apresenta a ressonancia da histidina 103 com intensidade menor que as demais proteinas
estudadas.O pH néo influenciou consideravelmente os resultados. A figura 35 demonstra

esses resultados.
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Figura 35: Ressonancias dos protons intercambiadores para todos as Hbs nos pHs 6,5 e 7, obtidos em tampéo
fosfato de sodio e 29°C, estado CO. Espectrémetro de 600 MHz

B) Regiéo de Corrente de Anel
No estado ligado, observamos as ressonancias da regido de corrente de anel, onde
medimos dois picos provindos da ligacdo metil de duas valinas: V62a e V67, localizadas
entre -1,8 e -2 ppm do DSS. Esses residuos se localizam préximos ao grupo heme e
demonstram modifica¢fes de origem terciaria.
Para 0os mutantes estudados, 0 comportamento segue aquele encontrado para a HbA,
com 0s picos se reduzindo em um, na temperatura de 11°C, indicando que a troca quimica se

torna mais rapida, mostrado na figura 36.
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Figura 36: Ressonéancia das valinas e regido de corrente de anel no estado CO em 29 e 11°C nos pHs 6,5 (A) e
7(B)

C)Afinidade e Cooperatividade

Um estudo de cooperatividade e afinidade pode ser realizado com a HbA, analisando o

espectro da proteina no estado CO, a 11°C e na presenca de IHP.

A temperatura mais baixa diminui a velocidade de troca dos prétons com o solvente,
possibilitando uma melhor andlise de diferentes regifes. O efeito de temperatura, no entanto,
causa diversas modificagdes na estrutura da proteina e desloca o equilibrio para a
conformacdo T, além disso adicionamos IHP em concentracdo 5 vezes maior que aquela de

cada Hb, situacdo que leva a HbA ao estado desoxigenado. Assim, ainda que ligada a CO, a
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proteina possui marcadores de estrutura T presentes. De maneira a comparar as
estruturas determinando cooperatividade e afinidade dos mutantes, faremos comparacdes
nestas condicdes.

No caso da HbA, nesta situacdo (CO, com IHP e 11°C), é possivel notar um trago do
marcador T (figura 37) , mostrando que a proteina pode ser levada, em parte a esta
conformacdo. Hbs de baixa afinidade costumam apresentar picos mais pronunciados desta
ressonancia do marcador T, enquanto que proteinas de alta afinidade ndo apresentam essa
marcacdo. A presenca de anions em solucdo costuma estabilizar o estado T, e por
conseqliéncia para que a Hb passe do estado desoxigenado para o estado oxigenado, ocorre
um aumento na cooperatividade. Assim,0 marcador T é ainda constantemente utilizado como
um indicativo de cooperatividade: Hbs com cooperatividade alta apresentam tragos desta
ressonancia. (HO,C.,1992) A figura 37 mostra estas ressonancias.

Chotapoakes demA

Chesapaaki

T T
14.49 4.0 1.8 11.0 12.% 1.0 1.5 11.@ FPm

Figura 37: Grafico de prétons amidicos de todas as proteinas estudadas no trabalho, em 11°C graus e na
presenca de IHP, no estado CO. Em tampao fosfato de sédio, espectrémetro de 600 MHz.A a pH 7 e em B em
pH 6,5
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Os mutantes Chesapeake, Chesapeake desArg e desArg ndo apresentam nenhum trago
de ressonancia na posicdo do marcador T. Esse comportamento indica alta afinidade ao
ligante e auséncia de cooperatividade dessas proteinas. Ja a Hb J-Cape Town apresenta um
pico duplo nesta posi¢do assim, como um pico duplo na ressonancia da histidina 122. Esse
comportamento identifica a presenca de duas estruturas desoxigenadas possiveis para esta Hb
que se encontram em troca lenta.

Investigamos se esse efeito era proveniente da temperatura ou da presenca de IHP
comparando 0s espectros nestas posicdes e concluimos que este efeito é causado devido a
presenca de IHP: essa ressonancia apenas esta presente na presenca de IHP, independente do
pH ou da temperatura (estando mais favorecida a 11°C).

Outro fato notavel para esta Hb, € que as ressonancias do W37 e a ressonancia
subsequente (residuo, W14a) parecem formar uma s6, em uma posi¢do intermediaria as duas.
Também investigamos a origem desse comportamento e notamos que este efeito ocorre
dependendo da temperatura, ou seja, a 29°C, as ressonancias estdo separadas e a 11°C unidas,
independentes do pH ou da presenca de IHP. Esse comportamento ndo ocorre para a HbA
nem para as demais Hbs. A figura 38 ilustra a caracterizagdo da Hb J-Cape Town.

Figura 38: Caracterizacdo da Hb J-Cape Town, regido dos prétons intercambiadores no estado CO com e sem
IHP, a 29 e 11°C. Espectrémetro de 600 MHz
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4.4 - Efeito Bohr e Efeito de Cloreto na Hb Chesapeake

Outro objetivo deste trabalho consistiu na observacao de prétons C2 e C4 provenientes
das histidinas de superficie envolvidas com o efeito Bohr, nas Hbs humana e Chesapeake
numa tentativa de demarcar deslocamentos quimicos em funcdo de pH e da presenca de
cloreto. Esses experimentos foram obtidos na presenca de adgua deuterada, tampdo HEPES,
condicao que possibilita a identificacdo dessas ressonancias e na auséncia e presenca de 0,1M
NaCl. Essas ressonancias ocorrem normalmente nas regides préximas as ressonancias de
préotons aromaticos e sdo facilmente identificada em D,0O. Existem 22 ressonancias dessas
histidinas (ou 11 por aff dimero) identificadas no estado ligado ou desoxigenado (RUSSU
.M., ET.AL, 1980;1982; RUSSU, I.M. &HO, C., 1987).

As histidinas envolvidas no efeito Bohr ja estdo muito bem identificadas na HbA,
tanto no estado desoxigenado como no estado ligado, na presenca e na auséncia de cloreto.
Uma vez que temos uma diferenca funcional no efeito Bohr das HbA e Chesapeake, na
presenca de tampao HEPES (diversos pHs) com e sem cloreto, conforme mostrado na se¢ao
Resultados (tabela 2), decidimos fazer uma comparacdo das estruturas das duas Hbs nessa
condig&o.

O assinalamento das ressonancias das histidinas e o valor de pK para cada condi¢éo,
necessita de muitas medidas com intervalos o menor possivel de pH para que se possa seguir
0os minimos deslocamentos dos picos. O valor de pK das histidinas é dado pelo ajuste nédo
linear do deslocamento quimico de cada ressonancia C2 ou C4 préton, em funcdo do pH de
acordo com:

§=(8"TH"]+8°K) / [H'1+K) ou &= [HT" +8°K") / ([H" + K"
onde § e & sdo os deslocamentos quimicos nas formas protonadas e desprotonadas,
respectivamente, K é a constante de dissociacdo de protons H* de cada residuo e n é o
coeficiente de titulacdo para a titulacdo em *H NMR. O valor de n é incluido na equacéo para
caracterizar desvios do equilibrio de protonagdo das histidinas de superficie predito pela
equacdo de Hendersson-Hasselbach. (MARKLEY, J., 1975)

Neste trabalho, realizamos medidas a pH 6,84 e 7,02 (ou pD= 7,24 e pD=7,42) para as
Hbs Chesapeake e HbA, com e sem cloreto, para observarmos mudancas relacionadas aos
diferentes pHs e consequentemente pKs. Os residuos foram demarcados por compara¢do com
aqueles ja publicados pelo mesmo grupo. (BUSCH,M. R et al, 1990 e 1991, RUSSU,I et al
1980,1982 e 1886 , FANG,T. et al 1999, TSAI, C.H.2000)
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4.4.1 - Diferencas estruturais entre as duas Hbs no estado desoxigenado

Conforme ja discutido anteriormente, a mudanca de um residuo traz modificacGes
estruturais distribuidas ao longo da molécula. A figura 39 mostra as regides de campo alto e
de campo baixo do espectro, onde apenas por 'HNMR os residuos ndo podem ser
identificados isoladamente. Nessas regifes podemos notar as diferencas provindas apenas da

substituicdo do residuo Arg 92.

HbA

chapapeake

T T T T T T T T T T T T T
0.5 10.0 9.5 9.0 2.8 a.0 7.5 7.0 6.5 6.0 E.B ppcmA

B

Figura 39: HbA e Chesapeake em HEPES 0,01M, pD=6,84 e 29° C no estado desoxigenado, espectrémetro de
300 MHz. Em A regido de campo baixo (abaixo da ressonancia padrdo), regido que contem os prétons das
histidinas e os aromaticos. Em B, campo alto onde estdo os alifaticos.
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4.4.2 - Demarcacdo de histidinas no espectro de HbA e Chesapeake no estado

desoxigenado

A partir de estruturas desoxigenadas da HbA, publicadas em 1990 por Busch e Ho e,
foi possivel identificar as histidinas nos pHs estudados e comparar com a Hb Chesapeake. De
acordo com RUSSU, 1. et.al ,1980, as histidinas do estado desoxigenado s&o identificadas por

ndimeros, sendo:

1 2 3 4 4’ 5 6 7 8 9 10

B97 a72 146 | a50 B77 all2 a20 | B117 | Bl16 a89 B2

Na Figura 40, assinalamos as histidinas obtidas em nosso experimento a partir
daquelas encontradas na literatura (BUSCH,M.R. et.al, 1990). As ressonancias Sao
comparadas aquelas obtidas exatamente na mesma condicdo (necessariamente mesmo
tampdo, temperatura, presenca ou auséncia de ions) apenas com o pH diferente (intermediario
aos ja existentes). Pela comparacgéo, foi mais facil a identificacdo das ressonancias em pH=
6,84.

Figura 40: Ressonancias das histidinas de superficie, no estado desoxigenado da HbA em pH 6,84 ¢
7,02 obtidas em tampdo HEPES 10m M, 29°C em espectrémetro de 300MHz. As ressonéncias em
vermelho ndo podem ser demarcadas com certeza.
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Apos a identificacdo feita a partir da HbA, podemos comparar os espectros obtidos na
mesma condicdo para a Hb Chesapeake. Para a Hb Chesapeake existe homologia até a
histidina 6, a partir disso torna-se impossivel a demarcacdo. Esses resultados estdo na figura
41.

Figura 41: HbA e Chesapeake, tampdo HEPES 0,1M pH =6,84 estado desoxigenado, espectrometro de
300 MHz.As histidinas 7 a 10 ndo podem ser demarcadas com certeza para a Hb Chesapeake

A influéncia do pH nas amostras € parecida para as duas Hbs: nos dois casos as
ressonancias 4 ¢ 4’se tornam uma s6 no pH = 7,02, assim como as ressonancias 2 € 5 se
aproximam. No entanto as ressonancias de 7 a 10 continuam dificeis de ser demarcadas e

também diferem em seu comportamento. A figura 42 mostra esses resultados
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Figura 42: Histidinas proximais HbA e Chesapeake, tampdo HEPES 0,1M pH =6,84 estado
desoxigenado, espectrémetro de 300 MHz. As histidinas marcadas em vermelho ndo puderam ser
demarcadas com certeza

4.4.3- A proteina no estado ligado

Também no estado CO, podemos observar as diferencas estruturais na regido geral dos
prétons aromaticos e histidinas de superficie. A figura 43 traz essa caracterizacdo no
estado CO.

chesap=ake

I T T T T T T T T T T T T T T 1
.2 @g.¢ @G.4 0.2 9.0 7.2 7.6 7.4 7.2 7.0 E.8 &.6 6.4 E.2ppm

Figura 43: Espectro das HbA e Chesapeake as histidinas de superficie e os aromaticos, obtidos em tampao
HEPES, pH =6,84, no estado CO em espectrémetro de 600 MHz
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4.4.4 - Demarcacao de histidinas no espectro de HbA e Chesapeake no estado ligado

As histidinas de superficie no estado ligado a CO foram identificadas através de
comparacgdo com trabalhos anteriores, da mesma forma realizada para o estado desoxigenado.
Segundo Russu, I. et.al, neste caso as histidinas sdo identificadas por letras. (RUSSU, I et.al,
1980)

A B C D E F G H I J K L Y

B77 | @72 P97 al22 020 a50 P2 od5 a89 Pl177 Pll6  Pl43 Pl46

A figura 44 traz a demarcacdo das histidinas para a HbA, realizadas a partir da literatura.
(FANG,T., et al 1999, TSAI, C.H, et al.2000).

pH &84

pH 702

I L L) B, N el | e L L) L) L) L 1

LY 06 05 84 03 02 K1 1 28 T4 VT e

Figura 44: Histidinas proximais HbA e Chesapeake, tampdo HEPES 0,1M pH =6,84 e 7,02 estado CO 29°C, em
espectrémetro de 600 MHz. .

Novamente a comparagdo no pH 6,84 foi mais facil, assim utilizamos estas
ressonancias para demarcar a Hb Chesapeake. Os residuos marcados em vermelho: G, 1, Y,J,

K e L ndo podem ser marcados com certeza, conforme mostrado na figura 45.
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chegapeaks

memeTmeTmeTmeTmrme
8.2 B EQ 78 7E 77 ppm

B7 B.6 B.5 B4 B3

Figura 45: HbA e Chesapeake, tampdo HEPES 10Mm, pH=6,84 estado ligado a CO.As histidinas em
vermelho ndo podem ser demarcadas com certeza. Dados obtidos em espectrémetro de 600MHz

A influéncia do pH no deslocamento das histidinas no estado CO esta representada na

figura 46.

HbA 702

Figura 46: Comparacao dos deslocamentos das ressonancias das histidinas duas Hbs pela influéncia do pH.As
histidinas marcadas em vermelho ndo podem ser marcadas com certeza. Obtidos em espectrémetro de 600MHz

445 - Efeito de cloreto nas Hbs no estado desoxigenado

A influéncia de cloreto causa modificagdes no efeito Bohr da HbA, no entanto

medidas funcionais demonstraram auséncia de efeito de cloreto no efeito Bohr
Chesapeake. Para estudar esta influéncia nos aspectos estruturais destas Hbs, medimos 0s

espectros de RMN na presenca de 100mM de cloreto.

da Hb
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A figura 47 mostra o efeito de cloreto nas histidinas da Hb A e Chesapeake no estado
desoxigenado e a pH 6,84; e a figura 48 mostra o efeito de cloreto nas histidinas da Hb A e
Chesapeake no estado desoxigenado e a pH 7,02.

2 a4

HbA + Mall

HbA

Chesapeaks

Chesa peake + Mall
I

Figura 47: Efeito de cloreto nas histidinas de superficie das Hbs A e Chesapeake. Dados obtidos em tampao
HEPES 0,01M+ 0,1M NaCl, pH=6,84 29°C, obtidos em espectrdometro de 600MHz

789

a4 a 9 10

aa 9

chesapeake

25 44 6 8\ 10

chesapeake +CL 1

R s o o e im m e o o o B T L LIS m e oo e o o R R
8.7 8.6 8.5 84 83 82 8.1 8.0 79 78 77 Ppm

Figura 48: Efeito de cloreto nas histidinas de superficie das Hbs A e Chesapeake. Dados obtidos em tampdo HEPES
0,01M +0,1M NacCl, pH=7,02 29°C, em espectrometro de 600MHz
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Uma caracterizacdo dessa regido, que inclui os protons aromaticos esta na figura 49.
Nesta figura, podemos observar as diferencas estruturais para pH 7,02 com e sem sal,

mostrando poucas modificacdes na regido dos aromaticos para ambas as proteinas.

HbA +0.1H HaCL

chesapeaks=

chesap=alke +0.1M HaCL

P —Trrrr—r-rT1rrrTrrrr T -TTr T T1r T 1T T 1T T T T T T T T
g.8 8.« 9.4 4.2 @2.0 7.2 7.8 7.4 T.2 7.0 &.828 &.8 6.4 &.2 ppm

Figura 49: Regiao de histidinas e protons aromaticos com e sem cloreto para ambas Hbs. Dados
obtidos a 29 graus e pH 7,02

4.4.6 - Efeito de cloreto no estado ligado a CO

A figura 50 mostra o efeito de cloreto nas histidinas da Hb A e Chesapeake no estado
ligado a CO e a pH 6,84; e a figura 51 mostra o efeito de cloreto nas histidinas da Hb A e
Chesapeake no estado ligado a CO e a pH 7,02. E possivel observar em ambas figuras, tanto
contribuicdes de diferencas estruturais, quanto mudancas ocorridas pelo efeito de cloreto. As
ressonancias na presenca de cloreto foram demarcadas a partir das concentragdes de NaCl
encontradas na literatura de 80 mM e de 160 mM em tampédo fosfato pH 6,95 ( BUSCH,
M.R. et.al, 1990 E 1991).

As histidinas, G, Y, J, I, K e L sdo muito dificeis de serem demarcadas com certeza,
uma vez que sdo afetadas pelo pH, pela diferenca estrutural bem como pela presenga de
cloreto.
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Figura 50: Deslocamentos quimicos apresentados pelas Hbs Chesapeake e HbA na presenca e auséncia de
cloreto em pH 6,84, obtidos em espectrdmetro de 600MHz. As histidinas marcadas em vermelho ndo podem ser
assinaladas com certeza.

Figura 51: deslocamentos quimicos apresentados pelas Hbs Chesapeake e HbA na presenca e auséncia de
cloreto em pH 7,02 Obtidos em espectrémetro de 600MHz
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No estado CO, podemos observar também a regido da corrente de anel, nessas
condicdes. Avaliamos a diferenca de pH nessa regido e a diferenca causada pela presenca de
cloreto. As diferencas estruturais nessa regido ndo parecem mudar muito pela influéncia do
pH. A Hb Chesapeake e a HbA diferem estruturalmente, mas quando comparadas em relagéo
a si proprias, ndo diferem muito devido ao pH. A figura 52 mostra esses resultados.

HEA pH £.94

HEA pH 7.02

chasap=ake pH 7.02

chesapsake pH €.B4

I —IZII.-! I —IZII.G I —UI.E. I —1I.IZI I —:LI.:E I —J.I.4 I —1I.6 I —J.I.EI I —EI.IZI I Epm
Figura 52: Regido de corrente de anel para a HbA e Chesapeake nos pH= 6,84 e 7,02. Medidos em
espectrémetro 600 MHz, em tanpao HEPES nos pHs 6,84 e 7,02, a 29°C

A figura 53 traz a influéncia do cloreto nesta regido. Podemos observar que as duas

Hbs tém diferengas estruturais entre si e pequenas diferencas pela presenca de cloreto.



HbA pH 7.0 + NaCL

chesapeak= pH 7.02

chesapeake pH 7.03 &

Figura 52: Regido de corrente de anel para a HbA e Chesapeake no pH= 7,02. Medidos em espectrdmetro 600
MHz, em tanpao HEPES na auséncia e presenca de 100Mm de NaCl, a 29°C

73
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V - DISCUSSAO

5.1 - Aspectos funcionais das Hbs

Neste trabalho, estudamos a influéncia de cloreto nas propriedades funcionais e
estruturais de hemoglobinas, buscando uma ligacao entre este efetor e os residuos Arg 141a e
92a.

A investigacdo destes dois sitios de ligacdo, revelou que as Hbs com mutacGes para
estes sitios se comportam de maneira diferente da HbA e entre si, confirmando que a natureza
de cada aminoacido substituido altera as propriedades de cada Hb.

Todas as Hbs mutantes estudadas apresentaram afinidade ao oxigénio maior que a
HbA em todas as situacdes, independente do pH, presenca de cloreto, IHP e outros fosfatos.

Em estudos anteriores, demonstramos que, assim como a HbA, que tem sua
oxigenacdo explicada pelo modelo de trés estados Tx — To— R, a Hb desArg também
necessita de um modelo que considere mais conformagdes para explicar sua oxigenagéo.
(COLOMBO, M.F. & SEIXAS, F.A.V.,1999; TOSQUI, P., 2005)

Na re-investigacdo dessas duas Hbs, confirmamos estes resultados, medidos pela
diferenca de hidratacdo que acompanha a oxigenacdo dessas proteinas na presenca e na
auséncia de anions. Na presenca de cloreto as Hbs A e desArg apresentaram valores de Anw
de aproximadamente 70 e valores de Anw na auséncia de cloreto de aproximadamente 25 e
35. A diferenca de ~ 40 moléculas de agua nas duas situacdes foi explicada pela presenca de
um estado desoxigenado com afinidade pelo oxigénio e hidratacdo intermediarios aos estados
T e R, estabilizado na auséncia de anions.

Partindo do principio que existem sitios de ligacdo especificos para o cloreto na HbA e
que este equilibrio de trés estados é regulado pela ligacdo desses ions cloretos a estes sitios
especificos, a remocdo destes sitios faria automaticamente que o estado Tx ndo fosse
estabilizado. Dessa forma, na auséncia desses residuos especificos, ainda que na presenca de
cloreto a Hb estabilizaria o estado desoxigenado To e ligaria, em sua oxigenagdo 0 mesmo
namero de moléculas de dgua que na auséncia de cloreto — valor que para HbA estad em cerca
de 25 moléculas de agua.

Este sitio ndo poderia, segundo os resultados preliminares e re-investigados, ser
apenas o 141a, ja que a Hb desArg ndo se comportou dessa maneira. Seria entdo, segundo as
evidéncias cristalogréficas, o sitio 92a. De fato, as Hbs Chesapeake e J-Cape Town,

apresentaram o mesmo nimero de moléculas de agua na auséncia e na presenca de 100 mM
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de cloreto: 23 (£ 5) e 25 (x 3) respectivamente para Hb Chesapeake e 22 (+ 2) e 25 (+ 2) para
a Hb J Cape Town.

O mutante duplo Chesapeake desArg também ndo mudou consideravelmente o
namero de moléculas de agua na presenca e auséncia de cloreto: 24 (£ 2,5) e 28 (£ 3),
reforcando que o sitio Arg 92 poderia ser o responsavel pela ligacdo de cloreto. (Tabelal)

O efeito Bohr também é influenciado pela ligacdo de cloreto a Hb. A HbA apresenta o
valor de ~1 préton liberado na oxigenacdo na auséncia de anions e ~2 na presenca de altas
concentracgdes de cloreto. (VAN BEEK, G.G.M. et AL, 1979)

Em nossos estudos, observamos que a HbA novamente apresentou estes resultados.

As Hbs modificadas liberam ~1 préton tanto na auséncia quanto na presenca de
cloreto. Este fato indica que a perda dos residuos 141 e 92 ndo altera a liberacao de prétons na
auséncia de cloreto, diferente do que acontece na presenca deste anion. O fato destas Hbs
liberarem 0 mesmo nimero de protons durante a oxigenacdo, na presenca € auséncia de
cloreto, confirma a Arg 92 como sitio de cloreto. (Tabela 2)

A Hb desArg, que teve comportamento semelhante aquele da HbA nos resultados de
variacdo de hidratagdo, mostrou agora comportamento semelhante aquele das Hbs
modificadas e diferente da HbA nos resultados de Efeito Bohr: ~1 préton na auséncia e
presenca de 100mM de cloreto. Desta forma, podemos supor que o residuo 14lo esta
envolvido de alguma forma no efeito Bohr regulado pelo cloreto.

Uma interpretacdo possivel para a Hb desArg liberar apenas 1 préton na presenca de
cloreto, teria origem nas mudancas terciarias da proteina. Assim, quando a HbA libera dois
prétons na transicdo oxi-desoxi na presenca de cloreto, admitimos que um primeiro préton
estaria sendo liberado na transicdo tercidria Tx —To e um segundo prdéton na transicdo
quaternaria To—R. No caso da Hb desArg, provavelmente ndo ocorre a liberagdo do primeiro
préton, sugerindo que a Arg 141a desempenhe um papel na regulacdo terciaria da liberacdo
de prétons induzida pela presenca de cloreto.

Uma questd@o pode ser levantada neste ponto: se a Hb desArg e HbA teriam 0 mesmo
comportamento de trés estados, indicando modificacdes estruturais parecidas influenciadas
pelo cloreto, como os valores de pso € hsp desta Hb sdo muito mais proximos que aqueles das
Hbs mutantes? Uma possivel explicacdo para este comportamento poderia estar na auséncia
das pontes formadas pela Arg 141 que, conforme descrito na Introducdo causa a
desestabilizacdo do estado T. Estudos estruturais apontaram que a modificacdo deste residuo
nao causa modificagdes criticas a estrutura da Hb (referéncias na Introducéo).
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Apesar de Hb desArg possuir diversas modificagdes localizadas em relacdo a HbA,
como demonstrado pelos resultados de RMN, essas modificagdes estariam localizadas
estrategicamente, de forma que a estrutura se mantivesse globalmente, mas o deslocamento do
equilibrio para a estrutura R seria responsavel pelos valores absolutos de psp serem menores
que aqueles da HbA.

Em termos de cooperatividade as Hbs Chesapeake, desArg e Chesapeake desArg
possuem valores menores que a HbA e préximos de 1, indicando uma cooperatividade baixa.
Ja a Hb J Cape Town possui valores de cooperatividade entre aqueles da HbA e dos demais
mutantes, confirmado também por evidéncias estruturais. As Hbs ndo possuem mudancas
significativas nos valores de nsy na presenca e na auséncia de sal. Este comportamento
demonstra a auséncia de modificagdes heme-heme desencadeadas pela presenca de cloreto, o
que indica que as proteinas mutantes ndo possuem grandes modificagdes nas interacdes
moleculares das subunidades. A afinidade diminui e a cooperatividade aumenta para as Hbs J
Cape Town, Chesapeake e desArg apenas na presenca de IHP, um forte agente alostérico que
leva as Hbs para o estado de menor afinidade T. A Hb Chesapeake desArg ndo tem
modificagdes significativas, indicando que a mutacdo dupla diminui a afinidade a este ligante.

Estudos anteriores (NAGEL, R.L., et al, 1967) apontaram a Hb Chesapeake com efeito
Bohr “normal”, parecido com aquele da HbA, entre pH 6,6 e 7,3. O valor de cooperatividade
medido na auséncia de sal e em tampdo fosfato foi de 1,3 para a Hb Chesapeake e 2,8 para a
HbA. Os valores de psp medidos para a Hb Chesapeake foram 1/6 daqueles medidos para a
HbA.No entanto, o valor de Alogp50 por ApH paras as duas proteinas foi 0,45 para os dois
casos, levando os autores a concluir que o efeito Bohr é chamado normal. O mesmo aconteceu
com a Hb J-Cape Town. Estudos realizados em 1971 por Charache, S. et.al. apontam que a
Hb J Cape Town, em tampao fosfato possui um efeito Bohr “parecido” com aquele da HbA,
ainda que os valores de pso absolutos sejam menores. Nossos resultados, realizados em
tampdo HEPES também demonstram que, na auséncia de cloreto, o efeito Bohr das Hbs
Chesapeake e J Cape Town, € semelhante aquele da HbA, mostrando que a auséncia da Arg
92 ndo modifica este efeito. No entanto, nenhum dos trabalhos citados realiza medidas em
tampao HEPES ou na presenca de cloreto, onde notamos a grande diferenca entre a HbA e as
Hbs Chesapeake e Hbs J Cape Town.

5.2 — Aspectos estruturais das Hbs
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Os espectros analisados mostram que todas as Hbs tém diferencas ao longo de sua
estrutura, indicando que a modificacdo de um residuo em determinada regido afeta a molécula
como um todo. O fato da Hb Chesapeake e J Cape Town apresentarem varias diferencas em
seus espectros mostra que as diferencas nas regides da molécula sdo influenciadas pelo
aminodcido substituto.

Em 1974, estudos de RMN realizados por Wiechelman e colaboradores publicaram
regides hiperfinas (entre 28 e 13 ppm) da estrutura desoxigenada da Hb Chesapeake em
tampdo fosfato de potassio, pH=6,9 , com a ressondncia em 14 ppm ausente.
(WIECHELMAN, K V et AL 1974) Em nossos resultados é possivel ver que a ressonancia
esta presente, da mesma forma que na HbA, contrariando os resultados anteriores.

No estado desoxigenado, a Hb desArg possui 0 marcador T com muito baixa
intensidade e a Hb Chesapeake desArg perde completamente essa ressonancia, indicando que
a mutacdo no residuo 141la desloca o equilibrio para a estrutura R ainda que no estado
desoxigenado. Foi reportado para a Hb desArg, que a baixos pHs (menores que 6) a proteina
teria seu equilibrio deslocado para a estrutura T, enquanto que a pHs altos (maiores que 8),
sua estrutura se deslocaria para o estado R. Podemos observar que a pH, 6,5 o marcador T
estd um pouco mais pronunciado que a pH 7, indicando esta mudanca de equilibrio e estando
em concordancia com a literatura (KILMARTIN, J.V. et al, 1981).

Estudos realizados com a Hb Malmo (H97BG), que possui uma substituicdo homdloga
aquela da Hb Chesapeake, ou seja, uma modificacdo na posicdo FG4 da cadeia beta, mostra
que existe diferenca em se substituir um residuo nesta posicdo na cadeia alfa ou beta. Para
esta Hb, a modificacdo maior ocorre na estrutura ligada, enquanto que na estrutura
desoxigenada a proteina Hb Malmo seu espectro se sobrepde ao da HbA. Funcionalmente,
esta Hb possui afinidade aumentada, porem ndo tanto quanto a Chesapeake, estando
intermediaria a esta e a HbA (WIECHELMAN, K. V & HO, C. 1976).

Este comportamento denotaria que uma Hb que difere mais na estrutura desoxigenada
que na ligada, teria afinidade mais alta que aquela que fosse mais similar na estrutura
desoxigenada. Esta suspeita, levantada por HO, C. et AL, 1976 estaria de acordo com o fato
das Hbs desArg, Chesapeake desArg e Chesapeake, que diferem mais na estrutura
desoxigenada, terem afinidade altissima e alta ao oxigénio. Aparentemente a perda do residuo
141a desloca o equilibrio para a estrutura R de uma maneira mais pronunciada que a mutacdo
no residuo 92a. Isso pode ser medido por uma maior similaridade das Hbs Chesapeake e J
Cape Town a estrutura da HbA no estado desoxigenado do que as Hbs desArg e Chesapeake



78

desArg, esta ultima com auséncia de marcadores de estrutura T, ainda no estado
desoxigenado, alem de perturbac6es na regido da histidina proximal alfa.

A Hb J-Cape Town, possui maiores diferencas no estado ligado com as demais Hbs,
apresentando o marcador T na situacao ligada a CO e IHP (Figura 38). Esse comportamento
indica uma cooperatividade maior para essa Hb do que para as demais, assim como uma
afinidade mais préxima aquela da HbA. Essa Hb teria, portanto afinidade e cooperatividade
intermediarias as demais e a HbA, conforme observamos nos resultados funcionais.

A afinidade estaria, portanto definida como: Hb Chesapeake desArg> desArg>
Chesapeake> J Cape Town> HbA.

Este resultado esta de acordo com nossos dados experimentais, assim como alguns
relatos da literatura que indicam a Hb desArg com altissima afinidade em relacdo a HbA; e a
Hb Chesapeake com maior afinidade ao oxigénio em relacdo a Hb J-Cape Town.
(WIECHELMAN, K. J. et al., 1976, KILMARTIN, J. V., 1981).

- Aspectos estruturais em funcgao do cloreto

Os espectros obtidos com a Hb Chesapeake em D,O permitiram o estudo e a
comparacdo das histidinas de superficie com a HbA na presenca e na auséncia de cloreto.

Existem diversas diferencas estruturais entre as duas Hbs, localizadas em diversas
regides da proteina. A substituicdo das argininas causa modificacbes na molécula que
influenciam inclusive as histidinas de superficie, no entanto parecem nao modificar o bolsao
do heme, uma vez que ndo acontece perturbacdo significativa nas valinas ligadas ao heme
especialmente para a Hb Chesapeake.

Diferencas e semelhancas ocorrem tanto na variagdo de pH quanto na presenca e
auséncia de cloreto. No estado desoxigenado, a Hb Chesapeake a pH 6,84 parece mais afetada
pelo cloreto que a pH 7,02 e 0 mesmo ocorre no estado CO. J& 0 inverso parece ocorrer com a
HbA. A Hb Chesapeake tem as ressonancias em pH 7,02 muito parecidas na presenca e na
auséncia de cloreto.

Algumas modificacbes sdo padrdo para as duas Hbs, tais como a juncdo das
ressonancias 4+4’ na auséncia de cloreto. Na estrutura desoxigenada as histidinas de 7 a 10 e
na estrutura CO as histidinas de G, Y, J, I, K e L sdo afetadas tanto pela espécie de proteina
quanto pelo cloreto e pH. Assim, ficaram dificeis de serem demarcadas com certeza. No
entanto para efeito de comparacdo podemos analisar essas ressonancias também.

As histidinas de superficie da Hb Chesapeake diferem em seus deslocamentos

quimicos, assim como a HbA, na presenca ou auséncia de cloreto. Isto é de se esperar, uma
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vez que a presenca de cloreto muda o ambiente eletrostatico da solugdo, modificando as
ressonancias, que sao bastante sensiveis ao tampéo. Estudos realizados em tampao fosfato tém
ressonancias diferentes daquele realizado em tamp&o HEPES, por exemplo.

Em estudos anteriores, a demarcacao das histidinas de superficie, bem como o valor de
pK e a contribuicdo na liberacdo de prdtons para a HbA foram estudados principalmente a
partir da dele¢do de cada residuo separadamente. Para cada novo mutante foram realizados
estudos funcionais de efeito Bohr e de 'H RMN; assim, a partir dos pKs encontrados foi
possivel determinar a contribuicdo (tanto positiva quanto negativa) de cada um desses
residuos na liberacéo de prétons para cada situacao. (ver, por exemplo, BUSCH, M, R, et al,
1991).

Uma comparacédo dos resultados de efeito de cloreto da Hb Chesapeake e HbA nao
mostram modificacbes tdo significativas e reforcam a proposta de que o efeito Bohr
macroscopico € resultado de uma soma de pequenas modificaces de pK de varios grupos

espalhados pela proteina.
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VI - CONCLUSOES
A partir dos dados obtidos neste trabalho podemos concluir que:

1-

A Arg 92 é um sitio especifico de ligagcdo de cloreto, uma vez que na auséncia deste
residuo as Hbs modificadas ndo apresentam a estrutura Tx (T ligada a anions), sendo a
transicdo desoxi-oxi dada por To-R, fato observado pela variacdo de hidratagdo. Outra
evidéncia se encontra nos resultados de efeito Bohr, que mostram que na auséncia da
Arg 92, na presenca de cloreto, a oxigenagéo se caracteriza pela liberacdo de apenas 1
préton, enquanto a HbA libera 2 prétons.

A supressdo das argininas 14la e 92a ndo modifica o efeito Bohr na auséncia de
anions. Ja na presenca de cloreto, ambos residuos influenciam na liberacéo de proétons.
O residuo Arg 141 exerce um papel na regulacdo do efeito Bohr na presenca de
cloreto, impedindo provavelmente a liberacdo do proton terciario (Tx — To), de forma

que para a Hb desArg ocorra apenas a liberacdo do préton quaternario (To —-R)

Na presenca de IHP, as Hbs modificadas tem seu valor de psp e nsp aumentados,
indicando que este anion trava as proteinas no estado T, da mesma forma que ocorre
com a HbA, a excecdo da Hb Chesapeake desArg. Para esta Hb ndo ha uma
modificacéo significativa no valor de pso € nso, indicando que a supresséo das duas

argininas diminui o efeito deste anion.

4- Aspectos estruturais das proteinas estudadas no trabalho confirmam a alta afinidade

das Hbs modificadas e sugerem que as Hbs com mutacdo na Arg 141 possuem o
equilibrio deslocado para a estrutura R, sendo portanto Hbs de maior afinidade. As
mutantes apenas da posicao 92 também tem afinidade maior ao oxigénio, em relacéo a
HbA, porém a afinidade e cooperatividade sdo definidas pela natureza do residuo. A
sequéncia de afinidade seria dada por: Hb Chesapeake desArg > Hb desArg> Hb
Chesapeake > Hb J Cape Town> HbA

Os resultados concordam com a sugestdo de que Hbs com maior semelhanca na
estrutura ligada que na desoxigenada possuem maior afinidade ao oxigénio e mostram
que a substituicdo do residuo Arg 92 afeta diversas regides da molécula.

A presenca de cloreto em solucdo modifica as ressonancias das histidinas de

superficie, porem ndo altera consideravelmente as regibes dos grupos heme. Isso
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sugere que o deslocamento das histidinas com as mudancgas do meio ndo determina a
ligacdo de énions direta a proteina. A influéncia do cloreto no efeito Bohr, é
provavelmente devida a pequenas modificagdes de grupos espalhados pela molécula.

6.1) Préximos passos

Estudos de RMN na presenca de tampdo HEPES e auséncia de ions fosfatos
devem ser realizados para 0 maior entendimento estrutural das proteinas modificadas,
ja que na presenca de tampao fosfato a estrutura Tx esta estabilizada. Em relacdo a
novas proteinas, um mutante hibrido mantendo a arginina 92 (possivel sitio de ligacdo
de cloreto) em um dimero e trocado em outro dimero, poderia prover mais evidencias
da regulagéo de cloreto, em termos das propriedades de afinidade e cooperatividade
das subunidades.

Outros estudos interessantes poderiam explorar o papel da arginina 141 no
efeito Bohr, assim como efeitos de IHP na Hb Chesapeake desArg.
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APENDICE A N )
PROTOCOLO DE EXPRESSAO E PURIFICACAO DE HBS RECOMBINANTES DE

ACORDO COM O LABORATORIO DE HEMOGLOBINAS, CMU

Expressdo das Hbs recombinantes:

DIA 1: Proceder com a transformacéo a partir de células competentes. Crescer 1 ml de
culturas em meio LB e inocular Placas de Petri (meio LB + Agar), deixar ON a 37°C
DIA 2: As culturas devem ter crescido durante a noite. Preparar 5 ml de meio LB e a partir
das coldnias formar eppendorfs com diferentes dilui¢cbes. Colocar no shaker, a 37°C por 2
horas e checar a OD em 600 nm. A cultura com maior OD passamos agora para um
erlenmeyer de volume 150 ml, com 25ml de Minimal Médium. Deixar no shaker a 32 °C, ON
(300 rpm)

DIA 3 : Checar a OD do que cresceu. A partir deste valor, calculamos quanto colocar para
que em 150 ml tenha um OD inicial de 0.1 a 0.2 (a diluicdo sera mais ou menos 1/60 ou 1/30)
Para 3 ml, adicionar 150ml de Minimal Medium + 0,4g de ampicilina e deixar ON no shaker
a 32°C novamente, em erlenmeyers de 1L
Dia 4: Com as solucdes ja preparadas, adicionar a cultura e os tamp&es ao fermentador.
Determinar os parametros e deixar ON.. Parametros: Temp: 28graus, Agit: 350 rpm, pH:
6,85, po2: cycle 0.15m/s, pulse: 00:10m/s se nsi:03,airel: 4L/min
Dia 5: Checar o consumo de glicose, O, e pH e acrescentar a segunda dose de hemina.
Monitorar o crescimento pela OD, quando chegar em 7, induzir a expressao adicionando
IPTG. Apos 7 horas de inducdo, iniciar a centrifugacao.

SOLUCOES:
Para 20 L de cultura usar: 1,4 g de ampicilina sddica, 0,43 g de IPTG e 0,45 g de hemina
Meio LB: Para 1L = 10g de triptona, 5g de yeast extract, 10 g de NaCl, ajustar pH para 7 com
NaOH.
SOLUCOES PARA AUTOCLAVAR:

A) TAMPAO FOSFATO, fazer 2L

77,9 g de K2HPO4 (MW:136,09)
204,75 de HPO47H20(MW:268,07)

B) TAMPAO S04, fazer 2L

38 g de (NH4)2S04 (MW: 132,14)

28,5 g (Na3 citrate)H20 (MW:294,1)

1,439 de (MgSO4) (MW: 120,37)
C) 20% GLICOSE (190g de dextrose) 950 ml
D) 25% GLCOSE (5009 de dextrose) 2000 ml



Meio minimo

100ml do tampéo fosfato ;100 ml do tampéo sulfato ;20 ml da solucéo de 20% glicose
Metals: 3 ml; Vitaminas: 2,5ml; Thiamina: 2 ml;H20: 792,5 ML
Abaixo as composicoes:

Vitamin Stock 47.5ml |Vitamin Stock

Sigma-Aldrich

M 6895
| | | MEM [100X]

NaCl Sodium Chloride _‘Rm 647 I_Jim.\'i e '.\'.5-__'1'1_
[)-c;xpunlolhcn;uc'l)—l’m(u:humc [ . *‘(l_lﬁuy_/n’]l ‘ tl[:l
L Acid-1/2Ca

Choline chloride ’ - 4()..".Su~u/ml ‘ 0.1g/L
Folic acid . [ ‘ _V‘U.lﬁugl‘ml .—‘U. 1g/L.
Myo-inositol | | '(),5(m_u,r’ml I 0.2g/L.

S - — 1} -

Nicotinamide 0.25ug/ml 0.1g/L.

0.25ug/ml | {0.1g/L.

Pynidoxal-HCl

Ao final da expresséao centrifugar até ficar com a massa celular.

Usamos os tubos de 1L na Sorvall 4 graus e 6500rpm 15min (rotor SLC4000)
Usamos tubos de 0,5L na Beckman (J2-MC) 4 graus e 8000rpm 10 min

Ao final medir a quantidade de massa celular:

Para guardar estocar no -80°C até a purificacao

Rendimento de cada amostra em massa celular:
Chesapeake: 746 gramas purificando 250g rendeu 70ml de proteina a 20mg/ml
Chesapeake desArg: 653,47gramas
Cape Town:778,57 g
desArg: 789,87 g
Purificacdo de rHbs:
Para cerca de 250g de massa celular.
Dia 1:
1 — Adicionar 4ml de tampéo de lise (40 mM Tris-HCI, pH 8.6 e 1mM
benzamidinea,) por grama de massa celular, re-suspender em pulsos gentis.
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2 — Levar para homogeneizar ( Homogeneizador Avestin, EmulsiFlex-C5) em pressdo
entre 15000 e 20000 psi, a 4°C

3- Centrifugar 2:30h em Centrifuga Beckmann rotor J414 por 13500 rpm (4 graus)

4 — Recolher sobrenadante e submeter a CO, neste ponto pode-se fazer o teste PEI
(Polyethyleneimine) em parte da amostra para checar a estabilidade da amostra. Se o SN for
escuro e o precipitado claro indica uma boa expressao.

DIA 2:
1- Acrescentar solucdo PEI 10% (cerca de metade do volume total), sob agitacéo e no
gelo
2- Centrifugar em centrifuga Sorvall por 30 minutos a 4 graus e 10000rpm

3 -Retirar 0 SN, que deve estar bem vermelho, e colocar em Vivaflow (Millipore) para
concentracéo, até 200 mL

4 - Ao chegar em 200mL passar no Vivaflow o Q-Buffer (tampéo da coluna Q: 20 mM
Tris-HCI + 0.5mM EDTA + pH 8.5) para equilibrar. O tampao tem que estar filtrado em
vacuo, o fluxo de entrada deve ser igual ao de saida agora, pois ndo vamos mais variar o
volume.

5 — Deixar dialisando ON (no mesmo tampéo para separar o precipitado) a 4°C
DIA 3:
1 - Apods retirar do saquinho, centrifugar para separar alguns precipitados. (Beckman 30min,
10000rpm). Checar pH e condutividade novamente. (pH deve ser 8,4 e condutividade menor
que 1)
2 - Aplicar na coluna Q (RESINA Q SEPHAROSE), equilibrada com tampao Q.Passar o
tampao e checar a Abs em 260nm para ver toda a saida do DNA.
3 - Quando o DNA for eliminado, comecar a eluicdo com tampéo de elui¢éo pH 6.6.
4 - Apos a eluicdo, checamos a concentracao.
5 — Concentrar no Stirred Cell até o volume chegar em 50ml
6 - A esta quantidade de amostra, adicionamos 3x a concentracdo de KsFeCng ( estoque de
2.4mg ml) Deixar agitar por 1 hora.
7 - Preparar a coluna com resina G25 para filtrar o KzFeCng da Hb. Eluir com tampé&o
fosfato de s6dio 50mM a pH 6,8
Dia 5:
1 - Reconcentrar a metHb até 50ml novamente
2 - Aplicar ditionito de sédio (a mesma quantidade de KsFeCng), sob agitacdo a reacdo é
instantanea
3 - Aplicar na mesma coluna (ja limpa ) e separar o ditionito pelo peso molecular (ele ficara
preso, passando 0 mesmo tampao)
4 - Ao final acertar o volume, aplicar no superloop e colocar no FPLC
5 - O gradiente no FPLC comeca em 5% de B e vai ate 45% B (basico)para ver qual
gradiente a Hb desprende da coluna. Acompanhando no gréafico de Abs, podemos ver a
fracdo principal a certa porcentagem de B. Assim determinamos fluxo de comeco e fim de
gradiente de B. O fluxo de passagem e de 4ml/min. Para lavar e equilibrar s&o 6ml/Mn A
coluna utilizada é Mono-S
6 - Ao final de coletar as amostras, novamente passar no CO, concentrar se for preciso e
armazenar em nitrogénio liquido.
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The role of chloride in the stabilization of the deoxy conformation of hemoglobin (Hb), the low oxygen affinity state, has been
studied in order to identify the nature of this binding. Previous studies have shown that arginines 1410 could be involved in the
binding of this ion to the protein. Thus, des-Arg Hb, human hemoglobin modified by removal of the a-chain C-terminal residue
Arg141q, is a possible model for studies of these interactions. The loss of Arg1410.and all the salt bridges in which it participates
is associated with subtle structural perturbations of the a-chains, which include an increase in the conformational flexibility and
further shift to the oxy state, increasing oxygen affinity. Thus, this Hb has been the target of many studies of structural and
functional behavior along with medical applications. In the present study, we describe the biochemical characterization of des-
Arg Hb by electrophoresis, high-performance liquid chromatography and mass spectroscopy. The effects of chloride binding on
the oxygen affinity and on the cooperativity to des-Arg Hb and to native human hemoglobin, HbA, were measured and compared.
We confirm that des-Arg Hb presents high oxygen affinity and low cooperativity in the presence of bound chloride and show that
the binding of chloride to des-Arg does not change its functional characteristics as observed with HbA. These results indicate that
Arg1410 may be involved in the chloride effect on Hb oxygenation. Moreover, they show that these residues contribute to lower
Hb oxygen affinity to a level compatible with its biological function.
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Introduction affinity T-state compared to the high-affinity R-state, thus

increasing psg, the O, pressure at half saturation (2). In

Hemoglobin (Hb) is an allosteric protein found mainly
in red cells whose main function is to deliver oxygen from
the lungs to the tissues. Hbs are tetrameric and are com-
posed by two a-chains and two B-chains, each containing
a heme group to which a single oxygen molecule binds
reversibly (1). To perform its function, Hb assumes differ-
ent structural conformations with distinct O, affinities. The
shift between these states is regulated by the presence of
allosteric effectors such as organic phosphates and
monovalent anions. These anions preferentially bind to the
deoxy form (T-state), increasing the stability of the low-
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human red cells, 2,3-diphosphoglycerate is the main allo-
steric effector of hemoglobin A (HbA), whose binding has
been very well described in the literature. This phosphate
has high affinity for HbA, with binding occurring at a very
specific site that consists of eight cationic residues located
in the central cavity of the protein (3). However, it has been
shown that HbA also binds monovalent anions that also
stabilize the deoxy form, reducing its affinity for O,. The
most abundant of these physiological ions is the chloride
ion (4).

The nature of the chloride modulation of Hb affinity for
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O, has been the object of many studies in the past years,
but no consensus has been reached about how this bind-
ing occurs. First it was suggested that this binding would
involve specific sites, i.e., the N-terminal Val 1 32 and the
guanidine group of Arg 14101, the C-terminal residue (5-
7). In other studies, Perutz et al. (8) proposed that the
binding of chloride to Hb is not specific but is due to the
opening of the central cavity during the T-R transition, in
which the positively charged amino acids would attract the
anions. In more recent studies, Fronticelli et al. (9), com-
paring human and bovine Hb, again identified specific
chloride binding sites, justifying their findings about the
different affinities of the two Hbs for oxygen (9-11).

In 1999, Hui et al. (12) proposed Arg141o1 and
Arg14102 as the chloride binding sites based on the com-
parison of crystallographic structure maps of deoxy HbA
and chemically modified Hbs. Crystallographic studies
carried out by our research group have also identified
these arginines as chloride sites. This evidence was ob-
tained by analyzing maps of different electronic densities
of deoxy Hb crystallized in the total absence of anions and
in the presence of high chloride concentrations. In the
same study, arginines 9201 and 9202 were also identified
as these possible sites. These four sites follow the chloride
binding pattern identified for other proteins (Seixas FAV,
Colombo MF, unpublished results).

des-Arg Hb, that loses Arg141o.1 and Arg14102, the
presumed sites of chloride binding, is found in vivo in the
placenta, where the carboxypeptidase-M enzyme, present
in the microvillous syncytiotrophoblast, removes the argi-
nine residues (13).

These residues play an important role in stabilizing the
T structure by interaction with other amino acids. Arginine
1410 forms salt bridges with Lys12702, Asp1260.2, and
Valo2 (14,15), with a consequent increase in molecule
flexibility that shifts the equilibrium to the high-affinity struc-
ture R and reduces the cooperativity value indicated by the
Hill coefficient. Despite this structural alteration, there is no
modification in the heme group region and the Tyr140oa
residue is positioned in the same direction as in HbA (16).
Because of these functional changes, des-Arg Hb has
been used in vasoconstrictive studies and in the develop-
ment of blood substitutes (17).

The connection of this structural and functional behav-
ior in Hbs, possibly modulated by chloride binding, has led
us to study the biochemical and functional properties of
des-Arg Hb. One approach to the elucidation of this matter
is to perform comparative studies of human Hb and chemi-
cally modified des-Arg Hb, obtained by the carboxypepti-
dase-B (CPB) hydrolysis, which specifically removes the
14101 and 14102 arginine residues (18).
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Material and Methods

A blood sample was collected from a healthy non-
smoking adult male by venipuncture using a heparinized
syringe, after obtaining written informed consent. The pu-
rification procedure followed the method previously de-
scribed by Colombo and Bonilla-Rodriguez (19), based on
the protocol of Williams and Tsay (20) and was monitored
by non-denaturating PAGE. The purified HbA was exten-
sively deionized by several passages through an Amberlite
MB-1 column.

des-Arg Hb was obtained from HbA by enzymatic
cleavage, as previously described in the literature (21-24).
C-terminal residues were removed by the digesting chains
with CPB (grade COBC, Worthington, USA) in 20 mM Tris-
HCI buffer, pH 8.0, at an enzyme to substrate weight ratio
of 1:100 at room temperature for approximately 2 h. The
modified Hb was purified by gel filtration through a Sepha-
dex G-25 (PD-10 column, GE Healthcare, USA) equili-
brated with 10 mM HEPES-NaOH buffer, pH 6.9, for the
removal of free arginine residues.

Once the arginine residues were removed from the
solution, the sample was purified chromatographically on
an ion-exchange column using DEAE A50 Sephadex,
equilibrated with 10 mM HEPES-NaOH containing 0.1 M
NaCl buffer, pH 7, for separation of des-Arg Hb from the
CPB, on the basis of their isoelectric points: (pl = 7.1 for Hb
vs pl = 6.0 for CPB) (25,26). HbA and des-Arg Hb were
concentrated using Amycon concentrators and stored in
liquid nitrogen until use.

The efficiency of the CPB hydrolysis was checked by
ESI-Q-TOF mass spectrometry using a Q-TOF Micro ap-
paratus equipped with an electrospray ionization source
operated in the positive or negative ion mode. Samples
were diluted in 50% acetonitrile, 0.1% trifluoroacetic acid
in ultrapure water and applied to the equipment using a
syringe pump at a flow rate of 5 pL/min. This procedure
permits comparison of the molecular mass of Hb and the
products. The difference in mass can be used to identify
amino acids released by CPB treatment.

des-Arg Hb was characterized by electrophoretic meth-
ods and chromatography.

Isoelectric focusing

HbA and des-Arg Hb samples were analyzed by iso-
electric focusing on agarose gel in the presence of the
ampholytes, forming a linear pH gradient. The gel was
positioned in a horizontal direction and placed on a cool
platform. Electrolyte strips saturated with 1 M phosphoric
acid and 1 M sodium hydroxide were placed at the anode
and cathode extremes of the gel, respectively. The plati-
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num electrode connected to the gel maintains the gel in
contact with the electronic apparatus. The samples were
applied to the center of the gel and subjected to an electri-
cal field of 8 A, with a cathode and an anode pole at each
extreme of the gel.

Electrophoretic methods

The HbA and des-Arg Hb samples were characterized
by electrophoresis at alkaline pH on cellulose acetate with
Tris-EDTA-boric acid (TEB) buffer at pH 8.6, and at acidic
pH on agar gels (Oxoid, UK) with phosphate buffer at pH
6.2, as described by Bonini-Domingos (27).

Globin chain analysis

The o- and B-globin chains were separated by the
urea-2 mercaptoethanol method and analyzed by electro-
phoresis in TEB at alkaline pH 8.6 on acetate cellulose
according to the method described by Schneider (28).
Acidic pH electrophoresis was carried out on cellulose
acetate at pH 8.7 in TEB-urea-2 mercaptoethanol buffer
and on a 12% polyacrylamide gel with 5% acetic acid
buffer. When the electrophoresis was completed, amido
black on Coomassie blue staining was used to detect
protein, followed by destaining with 7% acetic acid and
30% methanol solution (29).

High-performance liquid chromatography

Hb and des-Arg Hb were separated on the basis of their
ionic interactions with the cationic column by elution with
two sodium phosphate buffers to form a pH gradient of
increasing ionic strength. The apparatus contains 3 x 0.46-
cm nonporous cation exchange resin, which was eluted at
2 mL/min (30). The elution profile of the column was
standardized for quantitative screening of Hb variants
using the heterozygote [ thalassemia kit (BioRad, USA),
containing the Hbs A2/F patterns, which allows the quanti-
fication of Hb A2, Hb F, Hb A, Hb S, and Hb C. Protein
elution was monitored inline by absorbance measure-
ments at 415 and 690 nm as a function of time.

Oxygen binding curves

Oxygen binding experiments were performed with 60
MM (heme) Hb in 10 mM HEPES-NaOH buffer, pH 7.2, at
room temperature by the tonometric-spectrophotometric
method (31). The protein concentrations were estimated
using the extinction coefficients reported by Benesch et al.
(32). Oxygen binding curves were measured in the pres-
ence and in the absence of 100 mM NaCl, and the func-
tional parameters pso and Hill’s coefficient (nsg), a measure
of cooperativity, were calculated from the Hill Plot by linear
regression near half saturation.
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Results and Discussion

HbA and des-Arg Hb (prepared from the same Hb
sample) were submitted to mass spectrometry in order to
assess the efficiency of arginine release and to determine
if the Hb and its products were homogeneous (Figure 1).
The masses of the human Hb chains are 15126.38 Da for
the a-chain and 15867.24 Da for the 3-chain. The masses
of the des-Arg Hb are 14970.74 + 0.16 Da for the a-chain
and 15867.36 £ 0.21 Da for the B-chain. When the mass of
the des-Arg a-chain is substracted from that of the HbA o-
chain, the difference is 155.99. This corresponds to the
mass of one arginine residue, 156.17 per a-chain. No
significant quantities of other proteins or o-chains were
detected.
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Figure 1. Mass spectrometric analysis of hemoglobin A (HbA),
and des-Arg Hb. A, The masses of the HbA chains are 15126.38
Da for the o-chain and 15867.24 Da for the B-chain. B, The
masses of the des-Arg Hb chains are 14970.74 + 0.16 for the a-
chain and 15867.36 + 0.21 for the B-chain. The difference be-
tween the o-chains is ~156 Da, the exact mass of the arginine
residue.
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The methods used for the electrophoretic characteriza-
tion of des-Arg Hb were those widely used in studies of Hb
variants. The electrophoretic pattern of des-Arg Hb migra-
tion differs from that found for intact Hb. Figure 2 shows the

Figure 2. Isoelectric focusing of hemoglobin A (HbA) and des-
Arg Hb. The volume applied for each sample was 10 pL of the
stock concentrations 7 mM/heme for des-Arg Hb and 11 mM/
heme for HbA. Lanes 1 and 3, des-Arg Hb; lane 2, HbA. (+) =
positive pole and (-) = negative pole. des-Arg Hb migrated more
to the positive pole than HbA because of the loss of two posi-
tively charged arginine residues in each tetramer.

Figure 3. Electrophoresis of hemoglobin on cellulose acetate.
Lane 1, HbA; lane 2, des-Arg Hb. A, Phosphate buffer, pH 6.2,
stained with Coomassie blue. For each sample, 20 pL of stock
concentration of 11 mM/heme for HbA and 7 mM/heme for des-
Arg Hb were applied. B, Tris-EDTA-boric acid buffer, pH 8.6, and
Ponceau stain. For each sample, 15 pL of stock concentration of
11 mM/heme for HbA and 7 mM/heme for des-Arg Hb were
applied. The proteins migrate from the negative (-) to the positive
pole (+) and in both cases des-Arg Hb migrated closer to the
positive pole.
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results of the isoelectric focusing experiment, which reveal
a difference in the migration of the two Hbs. des-Arg Hb
(lanes 1 and 3) migrates more towards the cathode than
intact Hb (lane 2) due to the loss of two positively charged
arginine residues.

Hb electrophoresis on cellulose acetate, using intact
HbA (lane 1) as control and des-Arg Hb (lane 2) as the
analyte, was performed both at acidic pH (6.2) and alkaline
pH (8.6), as illustrated in Figure 3. The des-Arg Hb sample
migrated towards the positive pole under both pH condi-
tions, reaching a position closer to this cathodic region
than the HbA sample. This fact can be explained as a
consequence of the loss of two arginine residues with
positive charges, leaving des-Arg Hb with a more negative
charge than HbA.

Figure 4 shows the results of chain electrophoresis at
acidic and alkaline pH. The a- and B-globin chains migrate
towards the positive pole. The B-chains of HbA and des-
Arg Hb are identical and therefore their migration profile
was the same, whereas the o-chains had different pat-
terns. The o-chain of des-Arg Hb migrated closer to the
positive polar region than the a-chain of HbA due to the
loss of the arginine residues, characterizing specific modi-
fication of the charge of the a-chain.

The HPLC chromatograms of Hb and des-Arg Hb are
shown in Figure 5. des-Arg Hb is eluted at the position of
the acetylated subfraction of HbA (P3). Acetylation of Hb
eliminates to positive charges of lysines, residues at neu-
tral pH, which makes the overall charge of the protein more
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negative (33). The fact that des-Arg Hb presents the same
chromatographic behavior as acetylated HbA is consistent
with the loss of the positively charged residues by des-Arg
Hb.

We determined the oxygen affinity of HbA and des-Arg
Hb in the presence and in the absence of chloride ions
(Figure 6). The lines through the experimental points rep-
resent the best non-linear fit of the parameters of the
integrated Hill plot (which takes the functional form of the
logistic equation) to the data. These parameters are shown
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in Table 1.

The results show the different affinities for oxygen in
each condition, represented by the sigmoidal adjustments
of the curves. The oxygen binding curves are shifted to the
left for des-Arg Hb in the absence and in the presence of
chloride compared to the curves for HbA under the same
conditions. This behavior shows that des-Arg Hb has a
higher affinity for oxygen than HbA since the saturation of
the protein requires a lower amount of oxygen than that
needed for HbA, in both cases. Therefore, a lower psg

Figure 4. Globin chain electrophoresis. Lane 1 indicates HbA
and /ane 2 indicates des-Arg Hb. A, Tris-EDTA-boric acid (TEB)
buffer, pH 5.0, on 12% polyacrylamide gel with 5% acetic acid
buffer. For each sample, 3 pL of stock concentration of 11 mM/
heme for HbA and 7 mM/heme for des-Arg Hb were applied. The
gel was stained with Comassie blue for protein detection. B, TEB
buffer, pH 8.6, in cellulose acetate. For each sample, 50 pL of
stock concentration of 11 mM/heme for HbA and 7 mM/heme for
des-Arg Hb were applied. The gel was stained with amido black
for protein detection. Both electrophoretic runs were carried out
in the presence of 8 M urea and 1 M mercaptoethanol. The
chains migrate from the negative (-) to the positive (+) pole. The
B chains of HbA and des-Arg Hb are identical; however, the o-
chains present different patterns of migration, with des-Arg Hb
being closer to the positive pole compared to the a-chains of
HbA.

des-Arg Hb Figure 5. Cation exchange
/ high-performance liquid

chromatography of human
Hb and the elution times (t).
A, Chromatogram of HbA: t
= 2.4. The glycosylated
(P3):t=1.66 and acetylated
(P2): t=1.3 forms of Hb are
also shown. B, Chromato-
gram of des-Arg Hb, with
the peak shifted to the
acetylated fraction P3: t =
UF 1.71. Also an unknown frac-
tion (U): t = 0.88, and fetal
(F): t=1.81 Hb are present
in small amounts.
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Figure 6. Oxygen binding curves of des-Arg Hb in 10 mM
HEPES-NaOH, pH 7.2, in the absence (open circles) and in the
presence (filled circles) of 100 mM NaCl. HbA in 10 mM HEPES-
NaOH, pH 7.2, in the absence (open squares), and in the pres-
ence (filled squares) of 100 mM NaCl. All experiments were
carried out with Hb concentration of 60 pM/heme, at room tem-
perature. All data curves were fitted with the best non-linear fit of
the parameters of the integrated Hill plot, and the shift to the right
of HbA (open and filled squares) indicates its lower affinity for
oxygen compared to des-Arg Hb.

Table 1. Oxygen affinities and cooperativities of HbA and des-
Arg Hb.

HbA des-Arg Hb
pso (MmHg)
- chloride 1.0+ 04 0.17 £ 0.01
+ chloride 56 + 0.5 0.14 £ 0.01
nso
- chloride 2.2 +0.20 1.0 £ 0.07
+ chloride 2.3+0.20 0.6 = 0.01

Data are reported as means + SD. p5g = oxygen pressure at half
saturation; nsg = Hill’s coefficient indicating the cooperativity; Hb
= hemoglobin. The buffers used were 10 mM HEPES in the
absence or in the presence of 100 mM NaCl, at pH 7.2 and 25°C.
The hemoglobin concentration was 60 pM/heme.
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value for des-Arg Hb in all cases compared to the value for
HbA indicates its high affinity for oxygen, which was con-
firmed for different concentrations of chloride (Tosqui P,
Colombo MF, unpublished results).

Table 1 shows the ps, and the cooperativity (nsq) values
for both hemoglobins in the presence and in the absence of
chloride. Both Hbs show a higher affinity for oxygen in the
absence of chloride, in agreement with the fact that chlo-
ride stabilizes the deoxy state. However, when we con-
sider only the curves for des-Arg Hb, we notice that the
results for the presence and absence of chloride are simi-
lar, a fact that could indicate the loss of chloride binding
sites.

Taken together, the results show the characterization
of des-Arg Hb, and reflect the structural change in the
functional behavior of this Hb. The increased oxygen af-
finity is a consequence of the loss of stability of the deoxy-
genated quaternary structure, in which the arginines play
an important role. Furthermore, this shift of the equilibrium
for the oxygenated state, in the absence and presence of
chloride, could act together with the loss of possible bind-
ing sites of this anion.

The physiological mechanism of this interaction has
not been fully elucidated, but the biochemical analysis of
des-Arg Hb can be used to identify a pattern of high-affinity
hemoglobins in clinical studies.
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