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RESUMO.

A agua ¢ um elemento indissociavel da estrutura de macromoleculas
bioldgicas e desempenha papel fundamental tanto nos mecanismos de funcionamento quanto
na organizagdo supramolecular destas macromoléculas. Esta indissociabilidade é tdo
marcante que acredita-se ser a agua o elemento responsavel pela vida bioloégica como a
conhecemos. Nesta caracteristica reside, entretanto, a dificuldade experimental encontrada
para dissecar quantitativamente sua contribuigdo termodinamica para o estabelecimento de
propriedades que s3o unicas a polimeros bioldgicos, como: especificidade estrutural,
especificidade reativa, autoregulagdo e reversibilidade, entre outras. Em decorréncia disso,
questdes como com que parcela energética a agua contribui para o equilibrio de distribuigado
entre diferentes estados conformacionais de um biopolimero, ou, o quanto mudangas de
hidratagdo associadas a reagdes bioquimicas contribui para a energia livre destas reagdes,
ndo tém resposta ou sdo alvo facil de especulagdo. Portanto, a busca de metodologias
termodinamicas quantitativas, que permitam investigar o papel da agua em diferentes
aspectos envolvendo macromoléculas bioldgicas € um problema intrinsicamente relevante.

Neste trabalho, sistematizamos parte dos estudos por nds realizados nos
ultimos anos sobre a contribuigdo hidratagdo protéica para as caracteristicas do equilibrio
conformacional de Hemoglobinas, e, suas consequéncias sobre a fungdo e regulagdo desta
proteina [1-6]. Nestes estudos, consideramos explicitamente as diferengas de hidratagdo
entre os diferentes conformeros e/ou complexos macromoleculares envolvidos na reagao.
Através de medidas do efeito da variagdo da atividade de agua, promovida pela adi¢do de

solutos neutros a solugdo, sobre o equilibrio destas reagdes e, de sua analise com o uso da

teoria de ligagdo de ligante a macromoléculas e de um formalismo derivado da equagdo de

Gibbs-Duhen, determinamos o numero aparente de moléculas de agua envolvidas nestas
reagdes. Como esta analise termodinamica ndo se restringe ao estudo do papel da agua no
controle da oxigenagdo de Hbs., mas, permite, em principio, determinar a contribui¢do da
hidratagdo nas mais diversas reagdes bioquimicas, destinamos um capitulo para descrever
sua formalizagao.

Apesar de a metodologia aqui descrita para a analise quantitativa da

contribuigdo da agua em reagdes biologicas ter sido proposta recentemente [2,7], varios
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outros autores tem dela se utilizado para a analise da contribuigdo da hidratagio em

diferentes sistemas [8-18]. No capitulo V estes resultados sdo avaliados com o objetivo de

reconhecer as possiveis limitagdes e perspectivas inerentes ao método.
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CAPITULO I - INTRODUCAO

A capacidade de autoregulagdo funcional desenvolvida por moléculas
bioldgicas ao longo da evolugdo € caracteristica que ndo € compartilhada por nenhuma outra
molécula reagente, organica ou inorganica, que se conhega. Esta habilidade desenvolveu-se
gragas a selecdo de sequéncias de polipeptideos que, ao se estruturarem em arranjos
tridimensionais especificos, criaram centros reativos e de controle extremamente seletivos
quanto ao tipo e/ou a estrutura de ligante com os quais estas macromoléculas viriam a
interagir. Nao pairam duvidas, além do mais, que na busca e no exercicio desta
especificidade a agua tem um papel primordial: ora modulando interagdes do esqueleto
peptidico e entre os seus grupos laterais que impdem o enovelamento protéico
funcionalmente correto, ora mediando interagdes entre proteinas e sequéncias especificas de
bases de acidos nucléicos e ribonucléicos, ou, entre grupos no sitio ativo com o substrato,
ou, ora criando ambiente hidrofébico para a manutengdo funcional de um dado centro
reativo. A despeito desta importancia, muito pouco ainda é conhecido sobre a energética da
interagdo de agua com macromoléculas em solugdo, principalmente no que diz respeito a sua
contribuigdo quanto a extensdo de reagdes bioquimicas que, definitivamente ocorrem
acompanhadas por mudangas de hidratagdo da macromolecula e dos ligantes da reagio.
Eventualmente, alguns autores tentaram abordar este problema propondo considerar a agua
como um ligante comum e, investigar a dependéncia do equilibrio ou da velocidade de
reagdes biologicas com a atividade da agua. Dado que a agua é o solvente natural de
macromoléculas bioldgicas, a Ginica maneira pratica para alterar sua atividade seria através
da adig@o de solutos a solugdo. Entretanto, este método de stress osmoético, permaneceu
muito tempo sob suspeita € ndo ganhou popularidade. Em primeiro lugar, dado a
necessidade de adicionar-se solutos a solugdo com a macromolécula, pairava a davida sobre
a possivel interagdo direta do soluto com os componentes da reagdo. Ademais, até
recentemente ndo se utilizava uma descri¢do termodinamica rigorosa do efeito da atividade
de agua sobre o equilibrio de reagdes com macromoléculas em solu¢do. Com esta falta, a
analise dos efeitos atribuidos a mudanga na atividade de agua eram considerados
especulativos pois, nem era possivel descartar criteriosamente a participagdo direta do

soluto, nem determinar quantitativamente as variagdes de hidratagdo associadas a reagio.
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Segundo, se ndo era possivel determinar variagdes de hidratagdo associadas a mudangas
conformacionais e/ou de rea¢do nao havia como fazer a correlagdo entre estrutura / fungio e
hidratagao.

Os trabalhos compilados nesta tese, representam nosso esfor¢o no sentido de
desenvolver uma metodologia quantitativa de analise do efeito da atividade da agua sobre
transformagdes bioquimicas, estudadas com o método de equilibrio com uma atmosfera
controlada de vapor de agua e com o método de stress osmoético, com o objetivo ulterior de
poder compreender a correlagdo acima mencionada, ou seja, a correlagdo entre a estrutura e
a fungéo de macromoléculas biologicas mediada por mudangas de hidratagio.

A proteina eleita para estes estudos foi a Hemoglobina, uma proteina
tetramérica, cuja fungdo ¢ transportar oxigénio dos pulmdes aos tecidos e didxido de
carbono na dire¢do inversa. O mecanismo de controle da afinidade da proteina por O, faz
uso de pelo menos duas conformagdes do tetramero: a conformagdo T (tensa) e R
(relaxada), correspondentes a proteina totalmente desoxigenada e totalmente oxigenada,
respectivamente. O equilibrio entre estas conformagdes em solugdo determinam a afinidade
global da Hb por O, em virtude de a afinidade da forma T por O, ser significativamente
menor que a da forma R. Ademais, este equilibrio depende tanto do grau de saturagdo dos
sitio de ligagdo de O,, um efeito alostérico homotropico, quanto da ocupagio diferencial de
sitios para protons, CO,, fosfatos organicos e anions, encontrados nas formas R e T da
proteina. Este ltimo efeito, o efeito alostérico heterotropico, tem sua origem no fato de que
o numero de sitios de ligagao destes efetores alostéricos e, a afinidade destes efetores por
seus sitios de ligagdo especificos, se modificam com a mudanga estrutural da proteina.
Consequentemente, o equilibrio conformacional entre as conformagdes alostéricas da Hb
depende da atividade destes ligantes heterotropicos e da atividade de O, em solugéo e esta
acoplado a afinidade da Hb por O,. Em principio, qualquer outro ligante, cuja
estéquiometria e afinidade de ligagdo sdo modificadas pela mudanga conformacional de uma
proteina alostérica, como a Hb, sdo capazes de desempenhar papel regulador de sua fungao.

Este € o caso da agua. Na transi¢do do estado T para o estado R, a 4rea da superficie de

contato entre os dimeros que formam o tetramero da Hb varia e, grupos carregados com

baixa exposi¢do ao solvente no estado T sdo completamente expostos ao solvente no estado

R. Portanto, o equilibrio conformacional e a afinidade da Hb por oxigénio pode,
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potencialmente, ser regulada pela energética de solvatagao daqueles sitios presentes em uma
conformagio e ausentes em outra conformagao da proteina.

Definida a proteina que servird de modelo aos nossos estudos resta definir a
estratégia para o controle da atividade de agua. A estratégia mais simples é promover 0

equilibrio entre a Hb e a sua agua de hidratagdo sob uma atmosfera com pressdo de vapor

controlada'. O primeiro trabalho incluido nesta compilagdo, Capitulo II, apresenta estudos

da depéndencia conformacional de Hemoglobina oxidada com o conteido de agua
absorvida. Este trabalho, originario da tese de doutorado do autor, exemplifica bem a
importdncia da agua para a estabilidade conformacional de proteinas. Em sintese,
mostramos que a metaHb sofre uma mudanga conformacional reversivel para uma
conformagdo de hemicromo e, dependente da atividade de agua. Resultados similares foram
obtidos com a desoxiHb, uma forma funcional da proteina, que conquanto apresente um
equilibrio conformacional reversivel com o estado hemocromo na auséncia de O,, na
presenga deste ligante é reduzida irreversivelmente. Obviamente, esta propriedade do
hemocromo impossibilitou estudar o papel da agua sobre as caracteristicas de oxigenagdo
com esta técnica de controle da atividade de agua. Entretanto, os resultados apresentados no
Capitulo II com esta técnica permite a obtengdo de uma outra informagdo nio explorada
naquele artigo: pode-se, a partir das medidas apresentadas do equilibrio conformacional
entre metaHb e hemicromo em fungdo da atividade da agua, quantificar o niumero de
moléculas de agua responsaveis por esta transigdo conformacional e, usar estes dados para
avaliar a diferenga de energia entre a agua ligada ao sitio e a agua livre. Esta reconsideragdo

sera exposta na discussdo com o objetivo de reconhecer o importante acoplamento entre

'0 uso deste método esta, entretanto, sujeito a algumas limitagdes impostas pelo fato de que, nestas condigdes,
o sistema sob investigagao encontra-se na forma de filmes solidos ou de po. A primeira esta relacionada as
técnicas utilizadas para acompanhar o progresso da reagdo, haja visto que muitas delas, como as
espectroscopicas, requerem na maioria das vezes amostras transparentes. Por outro lado, se desejase-mos
estudar a reagdo de uma macromolécula com um ligante ndo volatil, provavelmente este sistema ndo
encontraria sua posi¢ao de equilibrio, dado a dificuldade de difusdo dos componentes da reagdo em um meio
solido. Uma outra limitag3do importante ¢ a dificuldade experimental que representa controlar a quantidade de
agua absorvida por um substrato em atmosferas com atividade de acima de aproximadamente 0,98. Nestas
atmosferas pequenos gradientes de temperatura podem drenar vapor de agua de um ponto a outro, o que torna
o controle das condigbes experimentais muitissimo exigentes para o estabelecimento do equilibrio de absorgio
de agua pela proteina. Apesar disto, este método oferece inumeras possibilidades para o estudo de aspectos
estruturais e dinamicos de biopolimeros [32].
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mudangas conformacionais e a energia cooperativa oriunda da re-estruturagdo da primeira
camada de agua de hidratagdo de proteinas.

A segunda estratégia experimental utilizada para estudar e quantificar o papel
da hidratagdo sobre as caracteristicas funcionais da Hb foi adicionar solutos neutros a
solugdo na qual as isotermas de ligagdo de oxigénio a Hb sdo determinadas. Este método,
tem sido cada vez mais reconhecido na literatura pela designagdo de método de stress
osmotico [2,16]. Estas investigagdes possibilitaram a publicagdo de trés artigos,
reproduzidos no Capitulo III.

No primeiro artigo, Capitulo III - parte A, estuda-se o efeito de diferentes
solutos sobre a afinidade da Hb por oxigénio. Mostrou-se que a adigdo destes solutos a
solugdo de Hb induz a diminuigdo da afinidade da Hb por O2 proporcional a concentragdo
de particulas dissolvidas e, independente da natureza dos solutos adicionados [2].
Utilizando relagdes de linkage de Wyman [20,21] foi possivel encontrar evidéncias
indicando que o efeito observado se deve a mudangas de hidratagdo da proteina que sdo
sensiveis a mudanga na atividade de agua impostas pela adig¢do de solutos, €, ndo a um efeito
direto de ligagdo daqueles solutos a Hb. Ademais, foi possivel determinar o namero de
moléculas de agua associadas a oxigenagdo da Hb a partir: a) da analise da dependencia da
afinidade global da Hb por O com a atividade de agua, e independentemente; b) da variagdo
do grau de saturagdo da Hb por O, ,a atividade de O, constante, devido a variagdo da
atividade da agua, através de uma analise derivada a partir da equagdo de Gibbs-Duhen.
Destaque-se, que com este trabalho foi possivel demonstrar que a variagdo de hidratagdo
associada a oxigena¢do da Hb, medida por stress osmoético e calculada com os modelos

acima mencionados, concorda bem com os a diferenca entre a superficie acessivel ao

solvente da oxi-Hb em relagdo a desoxi-Hb, calculadas a partir das estruturas

cristalograficas destas formas da Hb. A descoberta desta correlagdo direta, entre os nossos
resultados funcionais com a Hb e os dados estruturais de cristalografia de difragdo de Raios-
X para as duas formas desta proteina, tem contribuido muito para quebrar o ceticismo
anteriormente existente quanto a utilidade do método de stress osmético para o estudo do
papel da hidratagdo em macromoléculas bioldgicas.

O segundo artigo que compde o Capitulo III, parte B, explora a descoberta de

que a agua ¢ um efetor da oxigenagdo da Hb, e, portanto sensivel a variagdes na sua
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atividade. Neste artigo descreve-se o re-estudo do efeito alostérico de Cl” sobre a afinidade
da Hb. E bem conhecido na literatura que o ion cloreto liga-se preferencialmente ao estado
desoxigenado da Hb, o que desloca o equilibrio conformacional da proteina em dire¢do a
conformagdo protéica com menor afinidade por oxigénio. Entretanto, a afinidade deste ion
pelos sitios alostéricos da proteina é bastante baixa. Consequentemente, a medida do efeito
deste ion sobre a afinidade da Hb por O2 exige que a concentragdo do sal de cloreto na
solugdo seja significativamente alta. Em experimentos tipicos, descritos na literatura, a
concentragdo de Cl” varia entre 0,1 e 1 molar, o que implica que a concentragdo de
particulas na solugdo varia duas vezes mais, impondo, portanto, uma grande varia¢do da
atividade de agua. Partindo deste raciocinio, buscou-se aferir a possibilidade de analisar se
o efeito do ion Cloreto sobre a afinidade da Hb por O2 nido teria embutido, também, o efeito
da variagdo da atividade de agua. Um experimento muito simples, mas fundamental, foi
idealizado: medir o efeito de CI' em condigdes tais que a atividade de agua é mantida
constante enquanto a atividade do ion varia. Com este experimento mostrou-se que, de fato,

o efeito de CI” a sobre oxigenagdo da Hb € menor que aquele anteriormente atribuido. Neste

trabalho, também, apresentamos pela primeira vez um formalismo que permite quantificar

simultaneamente, e com sucesso, a variagdo do numero de ions e de moléculas de agua
associados a uma transi¢do conformacional, a partir de resultados de equilibrio medidos com
ambas as atividades variaveis.

No terceiro artigo desta série, Capitulo III - parte C, reconsideramos
criticamente a hipétese de que o soluto, utilizado para tamponar a atividade da agua,
pudesse interagir diretamente com a Hb, e, estendemos nossas investigagdes para avaliar a
possivel contribuigdo que as mudangas induzidas na constante dielétrica da solugdo, pela
adi¢do de solutos, pudesse alterar o equilibrio conformacional da Hb. A pridri, estas
questdes sdo intrinsicamente relevantes desde que se deseja distinguir claramente se o efeito
da adig¢do de soluto a solugdo de uma proteina € um efeito indireto, através do potencial
quimico da agua, ou se este efeito deriva da ligagdo direta do ligante ou da modificagdo das
caracteristicas de solugdo que podem alterar interagdes protéicas de origem eletrostatica.
Ademais, a realizagdo do trabalho descrito neste artigo teve como motivagdo extra responder
a sugestdo de Belleli et.al. (J.Biol.Chem., (1993), 268, 4742-4744) de que o efeito de solutos

neutros na Hb seria devido ou a mudanga da constante dielétrica do meio o a ligagdo
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especifica do soluto. Para resgatar estas questdes do campo especulativo decidimos
investigar o efeito do soluto sobre a oxigenagdo da Hb utilizando solutos como glucose, que
diminue, e glicina, que aumenta a constante dielétrica da solugdo. Quanto a possibilidade de
o efeito da adigdo de solutos ser proveniente da ligagdo preferencial do soluto a proteina,
nds testamos esta hipotese ajustando os dados de oxigenagdo obtidos com glucose e glicina
com a equagdo que haviamos derivado para descrever o efeito concomitante de ligagdo de
CI' e H,O. Desta maneira, pudemos mostrar criteriosamente que estes solutos nio se ligam
e que o efeito observado com a Hb ndo se deve a constante dielétrica da solugdo.

Os trabalhos acima descritos ndo esgotam o tema do efeito da agua sobre as
caracteristicas de oxigenagdo da Hb, e, nem esta limitado ao efeito de agua sobre esta
proteina unicamente. No Capitulo V, discutimos brevemente os principais resultados que
tem sido compilados em estudos recentes do efeito de agua em diversas reagdes como

estabilidade conformacional de proteinas e DNA, interagdo de drogas e proteinas com DNA

e RNA, e atividade enzimatica. Ainda neste capitulo so discutidas as perpectivas de

avango na compreensdo do papel termodinamico da agua em reagdes biologicas.
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The equilibrium and kinetics of melhcmoglobm conversion to hemichrome induced by dehydration were investigated: py,visible
absorption spoctrompy Below about 0.20 g water per g hemoglobin only hemichrome was preseat in the sample; above this value,
an increasing propdrtion of methemoglobin -appeared with the incréasd in hydration. The transition betweerd'the two denvamrcs
showed a time-dependent biphasic behavior and was observed to be reversible. The rates obtained for the transition of methemoglo-

bin to hemichrome were 0.31 and 1.93 min~

! and for hemichrome to methemoglobin 0.05 and 0.47 min

~1. We suggest that

hemichrome is a reversible conformational state of hemoglobin and that the two rates observed for the transition between the two

derivatives reflect the a- and B-chains of hemoglobin.

1. Introduction

Water is a key element in biological systems.
The nature of the biological role played by water
is unclear, however, it is certainly essential to
establish the structural and dynamical aspects of
the macromolecules.

The interactions of a protein with water are
crucial in stabilizing its native structure, although
dehydration does not necessarily imply that un-
folding occurs. Based mostly on studies using
lysozyme [1-3], it is believed that a dehydrated
protein is in a latent functional state, i.e., biologi-
cal function can be restored if the protein is
rehydrated above a certain critical hydration value.

Several types of experimental results have ap-
peared in the literature concerning the dehydra-
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tion of proteins. Some data indicate the occur-
rence of minor conformational changes in the
protein (ref. 3 and references therein), while none
were observed in ref. 2. These conformational
changes, when they occur, are reversible upon
rehydration. It is now accepted that the lack of
activity of a dried protein sample is correlated (at
least in part) with the lack of structural flexibility,
which is recovered when the protein is rehydrated
above a critical threshold value. Proteins are cur-
rently considered as dynamical systems whose
structures fluctuate around an average value de-
termined by X-ray diffraction, proceeding through
several different conformational states [4,5]. The
fluctuations are ‘frozen’ at low temperatures,
where it is possible to follow the kinetics of differ-
ent conformational substates. Structural flexibility
is also affected by dehydration, however, very few
experiments have been focussed on correlating
hydration with conformational states. The present
work is aimed in this direction.

0301-4622/90,/503.50 © 1990 Elsevier Science Publishers B.V. (Biomedical Division)
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We have investigated the equilibrium and kinet-
ics of the conformational transitions induced by
dehydration of human hemoglobin (Hb) in a film
using visible absorption spectroscopy. Previous
studies on hemoglobin dehydration have shown
that the dried protein forms a derivative that is
optically and magnetically distinct from that ob-
served in solution [6,7]. This state is known as
hemichrome or hemochrome depending on the
heme iron being in the ferric or ferrous state,
respectively. It was proposed that in this deriva-
tive the iron is coordinated to the proximal and
distal histidines [8—10]; thus, the term bis-His has
also been used to designate this derivative. The
bis-His state has been observed in solution in
several investigations [11-17]. However, it is un-
clear as to whether this conformational state is a
stable Hb structure or a step in the process of
protein denaturation. In this study, we have de-
termined the critical hydration values for Hb, its
conformational states and the dependence of
structural flexibility on the degree of hydration.

2. Materials and methods

Hb in the oxy form was prepared from human
blood according to a standard procedure [18]. The
Met derivative was prepared by addition of potas-
sium ferricyanide to HbO, at neutral pH and in
very small excess over the heme (10%). The ferro-
cyanide formed was removed by gel filtration [19].

In order to follow the formation of the film,
15-20 pl of a 5-8 mM MetHb solution was
spread on a glass slide and located in a closed
sample holder in the presence of a desiccant (P,Oq
and saturated salt solutions were used [20]). The
sample holder was introduced into a Cary 17
spectrophotometer keeping the glass slide in the
horizontal position. Several spectra were recorded
as a function of time until no further spectral
changes were observed. To rehydrate the film, the
desiccant was substituted by distilled water.

Measurements were also made on samples equi-
librated for 24 h in environments with different
relative humidities (R.H.). Hydration and dehy-
dration were also followed at a fixed wavelength.
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3. Results

3.1. Sorprion and desorption of water in MetHb

Fig. 1 shows the optical absorption spectra of
MetHb (pH 6.8) in the range 450-700 nm. The
hemoglobin was initially in solution and its dehy-
dration in an environment of 11% R.H. was fol-
lowed as a function of time. The spectra drawn as
continuous lines (fig. 1a-c) show absorption bands
at 500 and 630 nm, typical of the MetHb deriva-
tive in solution [21]). Analysis of these spectra
indicates a decrease in the absolute spectral inten-
sity, while the relative intensities of the bands and
the shape of the spectra are invariant; this effect is
probably due to the migration of Hb to the border
of the film. After this time period, different spec-
tra (drawn as broken lines; fig. 1d-g) were re-
corded. A decrease in intensity of the bands at 500
and 630 nm and a simultaneous increase at about
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Fig. 1. Dehydration process: absorption spectra obtained dur-
ing dehydration of a MetHb solution in an 11% R.H. environ-
ment. Spectra were taken (a) 14, (b) 30, (c) 39, (d) 45, (e) 48, ()
51, (g) 60, 83 and 122 min after the beginning of the process.

Scan time, 2 min.
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Fig. 2. Rehydration process: absorption spectra obtained dur-
ing the rehydration of a Hb film initially at 75% R.H. and
transferred to a 100% R.H. environment. Spectra were taken
(a) 0, (b) 3, (c) 6, (d) 9, (e) 12, (N 15, (g) 18, (h) 23, (i) 31, (§) 39,
(k) 53, (1) 72 and 115 min after the beginning of the process.
Arrows indicate directions of the changes with time. Scan time,
2 min.

535 nm were observed. After about 1 h this spec-
tral transition was completed and no further
changes were observed. On protein dehydration
reaching completion, the spectrum shows an ab-
sorption band at 536 nm and a shoulder near 565

nm, characteristic of the hemichrome observed in
hemoproteins [6).

The reversibility of the MetHb to hemichrome
transition was verified by rehydration of a film
equilibrated at 75% R.H. The film was transferred
to a 100% R.H. environment and the spectra re-
corded as a function of time, as shown in fig. 2.
The characteristic hemichrome bands decrease in
intensity as a function of time, while the bands at
500 and 630 nm increase in intensity, indicating
the tendency of the hemichrome to undergo recon-
version to MetHb. Even after reaching equi-
librium at 100% R.H., a mixture of hemichrome
and MetHb is observed; complete conversion was
achieved only when water was dropped onto the
film.

Another characteristic of the spectra shown in
fig. 2 is the presence of four isosbestic points at
485, 519, 595 and 660 nm, suggesting that only the
two derivatives, hemichrome and MetHb, are pre-
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sent in the film, Isosbestic points very close to
these were also observed in the MetHb to
hemichrome transition induced by sodium salicy-
late in solution [22].

Measurements were also made for samples
equilibrated in environments of differing relative
humidity at room temperature. For these spectra,
the ratio R of the absorbance at 630 nm to that at
595 nm (one of the isosbestic points) was calcu-
lated, giving the MetHb fraction in the film. In the
absence of MetHb R = 0.4, as obtained for a film
equilibrated in P,Os, while R = 1.3 corresponds to
100% MetHb in the film, as determined for the
spectrum of MetHb in solution. A plot of R as a
function of relative humidity is presented in fig. 3.
Below about 75% R.H. the protein is totally in the
hemichrome form and, as the R.H. increases the
fraction of MetHb increases; however, at 100%
R.H., the protein does not revert completely to the
MetHb form. The midpoint of the transition (cor-
responding to a 50:50% mixture of the two de-
rivatives) is observed at about 93% R.H. The R.H.
values can be converted to water content (h) in g
water per g protein using the Hb hydration iso-
therms determined by Brausse et al. [23]. From the
20° C isotherm, 75% R.H. corresponds to & = 0.20,

0.3
60
RELATIVE HUMIDITY
Fig. 3. Hemichrome-MetHb transition: rauo R of the ab-
sorbance at 630 nm to that at 595 nm as a function of
hydration (R.H.). Results from several experiments are plotted
and the bars denote the errors in the mean values.
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Fig. 4. Dehydration process: change in absorbance at 540 nm for a MetHb film as a function of dehydration time on (a) linear and
(b) logarithmic scales. The lines in panel b were fitted to the experimental points and correspond to rates of 0.31 and 1.93 min~".

93% R.H. to h=0.35 and 100% R.H. to A > 0.50.
Our results indicate, therefore, that below about
0.20 g water per g protein, only hemichrome is
present in the film and above this value hemi-
chrome can be converted to MetHb. Equal pro-
portions of the two derivatives are observed for a
degree of hydration of about 0.35 g water per g
protein and hemichrome is present even at values
above about 0.50 g water per g protein.

3.2. Kinetics of the MetHb-hemichrome transition

The transition from one derivative to the other
was investigated following the changes in ab-
sorbance at a chosen wavelength. The hydration
and dehydration processes were initiated by trans-
ferring the humid film (100% R.H.) to a dry

environment (P,Os), or a dried film (in P,Os) to a
humid environment (100% R.H.).

Figs. 4a and 5a show the change in absorbance
at 540 nm as a function of time for the dehydra-
tion and hydration processes, respectively. It is
observed that 50% of the transition occurs during
the first minute for dehydration, while about 10
min are necessary for 50% of the transition in the
time course of hydration. Figs. 4b and 5b show
plots vs. time of the ratio [A(7) — A(e0)]/[A(0) —
A(co)] obtained from figs. 4a and 5a, respectively.
A sum of two exponentials was fitted to these data
and the transition rates obtained are given in the
legends to figs. 4 and 5.

These results are typical of two independent
conversion processes, reflecting the existence of
either two distinct Hb populations or an inter-
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Alt)-Aloo)
A(O)-A(o0)

T

20
t{min)

Fig. 5. Rehydration process: change in absorbance at 540 nm for a Hb film as a function of rehydration time on (a) linear and (b)

logarithmic scales. The lines in panel b were fitted to the experimental points and correspond to rates of 0.05 and 0.47 min

mediate state in the MetHb-hemichrome transi-
tion. The latter possibility, however, is incon-
sistent with the sorption/desorption experiments
that indicate only two states and no intermediate.

4. Discussion

Our results on sorption/desorption are indica-
tive of a reversible MetHb-hemichrome transition.
A reversible process was also observed for the

deoxyHb-hemochrome transition, deoxyHb re-
taining its oxygen-binding ability after rehydra-
tion [24). Thus, the dehydration-induced confor-
mational state cannot be considered as a dena-
tured derivative of Hb, but, rather, represents a
thermodynamically accessible conformation of Hb.
Our results suggest, therefore, that Hb dehydra-
tion induces a reversible conformational change at
the distal side of the heme group that facilitates
binding of the distal His to the heme iron. This
view is in accordance with Raman scattering stud-
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HbCO indicating that dehydration effects on the
Hb conformation are localized main at the distal
side of the heme group [25]. Preliminary results
with horse and sperm whale myoglobins (Mb) also
suggest a bis-His conformation at low degrees of
hydration [24].

The picture that is emerging is that dehydration
induces a structural state in which the imidazole-N
of His E7 is sterically accessible for binding to the
iron ion, competing with the ligand for the sixth
coordination position. Data from photoacoustic
spectroscopy agree with this interpretation, since
they show that the conversion to the bis-His con-
formation induced by lyophilization is of smaller
extent for ligands with higher affinity for Hb in
solution [26].

The critical hydration values obtained from fig.
3 indicate that the Hb structure is sensitive to
perturbations in the water at high hydration levels
such as 0.50 g water per g protein. This value is
much greater than those obtained using different
techniques for determining the ‘water of hydra-
tion’ for this protein, namely, in the range 0.32-
0.42 g water per g Hb [27,28]. We believe that
such procedures underestimate the real degree of
hydration, since they are based on the freezing of
water. DSC data show that during a slow freezing
process, the hydration water can be transformed
partially into crystalline ice [29], therefore, part of
the water of hydration is also considered as being
in the ‘free’ state. This also explains the formation
of his-His observed during the slow freezing of
Met and deoxy solutions of Hb and Mb [17,30,31].

Several lines of evidence from spectroscopy such
as optical absorption [24,32], infrared absorption
[33]), Raman scattering [25] and EPR [34] suggest
that at high hydration levels the hemoproteins
exhibit two conformations, one of which is the
solution conformer and the other the conformer
observed in the dehydrated state. These results,
therefore, are in agreement with our observations
at high water contents, and corroborate the idea
that at these hydration levels the conformational
dynamics of the protein begin to occur on a slower
scale, allowing the detection of conformers that
are not observed in solution.

Concerning the low hydration limit, &= 0.20
corresponds approximately to the amount of water

necessary to saturate the charged and polar groups
in the protein [27]. The hemichrome-MetHb tran-
sition therefore occurs only when the electrostatic
effects are balanced, an essential condition for
attaining the solution conformation of the protein.

The dehydration and hydration kinetics shown
in figs. 4 and 5 demonstrate biphasic behavior
which may be indicative of the existence of either
an intermediate in the MetHb-hemichrome transi-
tion or two structurally distinct Hb populations.
The presence of isosbestic points in our previous
spectra suggests that only two chromophores are
involved in the transition. Therefore, there are
probably two distinct MetHb populations that
undergo conversion to hemichrome at different
rates. Preliminary results indicate monophasic
kinetics for the Met to hemichrome transition in
Mb [24]. It is reasonable to suggest, therefore, that
the two populations in Hb originate from its a-
and B-chains, although the possibility of some
other heterogeneity in the protein cannot be ex-
cluded. Consequently, in such a case, the two
forms of kinetics indicate different rates of transi-
tion from the a- and B-chains of MetHb to the
hemichrome derivative.

Studies with isolated ferric a- and f-chains
indicate a rate of spontaneous conversion to
hemichrome that is 20-times faster for a- than for
B-chains [22]. This value is of the same order as
those observed in our studies for the two forms of
kinetics. Analysis of the MetHb heme pocket
structure indicates that Val-11 is closer to the
water coordinated to the iron in the B-chains as
compared to the a-chains [35), which may explain
the ease with which the B-chains undergo reduc-
tion compared to the a-chains. Taking all of the
results together, it is highly tempting to relate the
two observed populations to the existence of two
distinct chains of Hb, although conclusive evi-
dence remains to be obtained.
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Protein Solvation in Allosteric Regulation:
A Water Effect on Hemoglobin

Marcio F. Colombo,* Donald C. Rau, V. Adrian Parsegian

The oxygen affinity of hemoglobin varies linearly with the chemical potential of water in the
bathing medium, as seen from the osmotic effect of several neutral solutes, namely
sucrose, stachyose, and two polyethyleneglycols (molecular weights of 150 and 400). The
data, analyzed either by Wyman linkage equations or by Gibbs-Duhem relations, show that
~60 extra water molecules bind to hemoglobin during the transition from the fully deox-
ygenated tense (T) state to the fully oxygenated relaxed (R) state. This number, inde-
pendent of the nature of the solute, agrees with the difference in water-accessible surface
areas previously computed for the two conformations. The work of solvation in allosteric

regulation can no longer go unrecognized.

The regulation of protein or enzymatic
activity is often accomplished through the
control of equilibrium among allosteric
conformations. Differences in binding afhn-
ities of small effector molecules to specific
regulatory sites among these conformations
modulate this equilibrium. For hemoglobin
(Hb), the prototypic allosteric protein,
equilibrium between R and T conforma-
tions, and consequently its oxygen (O,)
affinity, is modulated by the binding of
several small molecules and ions, such as
H*, CO,, phosphates, and Cl~. The struc-
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tures of the two limiting conformations
show that several direct contacts between
subunits are broken and exposed to solvent
during the transition from deoxy T state to
the fully oxygenated R state (I). This
change in structure implies a difference in
hydration or water binding between the two
conformations. However, the energetic
consequences of solvation regulating pro-
tein activity are usually neglected.

Such water sensitivity can, in fact, be
probed through the dependence of O, af-
finity on water activity or, equivalently,
osmotic pressure. This “osmotic stress”
method (2) has been used to measure inter-
molecular forces (3), to map the thermody-
namics of Hb S assembly (4), to measure
the change in aqueous volume of a large,
voltage-gated ionic channel (5), and to
modify the electron transfer reaction in
cytochrome C oxidase (6).

The linkage between O, uptake and
ligand concentration is most often analyzed
by relations developed by Wyman (7). The

* 1 MAY 1992




common usage of these equations, howev-
er, implicitly assumes that the activity of
one solution component is varied while all
others are held constant. It is, of course,
not possible to change the concentration of
a single solute without also affecting the
activity of water. Thus, changes in the
affinity of Hb for O, with the concentration
of small solutes reflect the energetics not
only of removing bound solutes from the
bulk solution, but also of removing hydra-
tion water. An important criterion for dis-
criminating between direct solute binding
and osmotic effects is the sensitivity to the
chemical nature of the solute. A strictly
osmotic effect would not depend on solute
identity. A dependence of Hb O, affinity on
the concentration of several small, neutral
solutes has been observed previously (8),
but it has not been specifically analyzed for
the indirect effect on water activity.

In this report, we explicitly consider the
linkage between water activity and O, affin-
ity. We infer from the data that ~60 extra
water molecules are bound in the deoxy-to-
oxy transition. These water molecules act
thermodynamically as allosteric ligands and
provide an essential energetic contribution
to the functional regulation of Hb.

The ligand binding properties of Hb can
be well described by the Gibbs-Duhem re-
lation. At constant temperature and hydro-
static pressure, we have for an Hb solution
with an average number of O, (ng ), water
(n,), and other solute molecules (n, ) asso-
dated per mole of protein:

dpmy, = nudp, — Enidp, (1)

vhere pyyy,, Bo,» By, and p are the chem-
ial potentials ‘of protein, oxygen, water,
and other solutes in solution, respectively
(9). Equivalently, soluticn components can
be considered as surface-active compounds
regulating the free energy of a protein sur-
fce (10).

Several Maxwell relations can be writ-
ten based on Eg. 1, relating changes in {n}
w changes in {p}. If there is no change in
binding of solute with oxygenation, that is,
fn/dpi ), = 0, then a particular Max-
wll relation connecting changes in the
mumber of associated waters n, and oxygens
%o, with changes in O, and water chemical
putenuals is:

[mwi’d#n),‘w. A (a”k‘h_."’ap'w}p.“:. o))

This basic linkage relation allows one to
measure changes in water binding, or pro-
ein hydration, due to molecular events
riggered by changes in O, binding. For a
mmple osmotic stress effect, the chemical
dentity of the solute is unimportant and
wly the osmolality matters.

The term (dno,/0p.) .0, is the experi-
rentally measurable change in O, binding
# constant O, activity with a change in

_ﬂozdlﬂ-o, =

cm 1 2 3 4 5 6

water activiry. Integrating this quantity over
all O, prf:ssurcs gives the total change of
water, An, = () — nden) Cassociated with
Hb in thc transit from the fully deoxygenated
to the fully oxygenated state, that is,

Anw == j(anaffapw)un__du'()} (3}

Several reciprocal differential relations
like Eq. 2 can be derived to describe the
interplay of O, activity and binding with
ligand activity and binding. The linkage
equations presented by Wyman (7) have in
particular been widely applied to Hb oxy-
genation thermodynamics. A general rela-
tion for the coupling of Ko, and n, with
the binding of any solution” component n,
and its chemical potential, py, is

(o /uxy, = (Bnxfing,),, (@)

Wyman (7) introduced a median ligand
activity, p_, to describe the full transition
from deoxy to oxy form. For An, =4, Eq.
4 can then be expressed as

dlog(p.)/dlog(ax) = —Anx/4 (5)

To good approximation p, is ps,, the
oxygen partial pressure at half saturation of
Hb. The slope of log(ps,) versus log(ay)
gives Any, the difference between the num-
ber of X associated with oxy and deoxy Hb.

Table 1. Sensitivity of log(p,,,/p5,) on osmolic
stress for Hb determined by fitting Eq. 5 to the
expenmental dala.

Standard
deviation
x 10% (atm~")

dlog(p.y/Psol/
dil x 10°

(atm=")

Solute

0.25
0.51
0.38
0.54
0.13

4.74
4.42
491
4.78
4.7

Sucrose
Stachyose
PEG-150
PEG-400
Mean value

When X refers specifically to water, Any is
equivalent to the An,, of Eg. 3.

The presence of neutral solutes in the
Hb solution changes its O, affinity. In Fig.
1, the fraction of O, saturation of Hb, no,
versus log(pg), is :Juwvn for different su-
crose concentrations. Similar experiments
with other solutes, PEG-150, PEG-400,
and stachyose, display the same behavior,
that is, a decrease in O, affinity with the
increase of neutral solute concentration.
Calculated Hill cocefficients are indepen-
dent of solute concentrations over the rang-
es measured.

For consideration below, we further plot
the data in two different ways. In Fig. 2, the

Fig. 1. Influence of osmotic
pressures (I1) from differ-
ent sucrose concentrations
on Hb oxygenation: 1.8
(0), 7.7 (V), 17.3 (0), 34.4
(0), and 43 atm (m). He-
moglobin  samples (21)
were buffered with 0.1 M
NaCl/0.05 M tris, pH 6.93,
at 37°C. Sucrose (Ullra
pure, BRL), stachyose
(Sigma), triethylene glycol
(molecular weight 150),
and polyethylene glycol
(PEG). average molecular
weight 400 (both from
Fluka Chemika), were used
without further purification.
Hemoglobin concentration
and met-Hb content were
measured spectrophoto-
metrically using published
extinction coefficients (9).

The osmolalities of the var-
lous solutions were mea-
sured with a Wescor 5100
C Vapor Pressure Osmom-

Log (pO,) (mmHg)

eter. Hemoglobin O, binding curves were measured at 37°C and a protein concentration of about
1 mM tetramer [a concentration high enough lo obviate problems of dimerization (13)] using a
Hemo-O-Scan Oxygen Dissociation Analyser (SLM-Aminco, Silver Spring, Maryland). The samples
were lypically deoxygenated by 5.6% of CO, in nitrogen and reoxygenated with 25% O,, 5.6% CO,
in nitrogen. The same sensitivities of ps, 10 0smotic pressure were obtained using gasses with no
CO.. Concern over any small leaks was allayed by the observalion of identical results with the
unmodified Hemo-O-Scan and a modification sealing with silicone grease and enclosure in a plastic
bag. Manual operation of the gas valves to give a very slow rate of oxygenation showed that the
measured curves are equilibrnium curves. The onginal curves were digitized in a Nunomics 2200
digitizer (Jandel Scientific) for further analysis. To within the accuracy allowed by the Hemo-O-Scan,
the oxygen loading of myoglobin showed no sensitivity to osmotic stress.
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og of the ratio of O, partial pressures at half
aturation with and without added solute,
ogl pso/Psol, is shown versus osmotic pres-
ure I1 for the four neutral solutes. In Fig. 3,
e plot the same data as log| pso/psol versus
og|X] where [X] is the molar solute concen-

These data show that 50 to 70 solute-
xcluding water molecules become part of
e Hb tetramer in its transition from the
eoxy to oxy form. We consider several

sibilities for the action of the neutral
olutes and use linkage relations to convert

e osmotic sensitivity of Hb into a measure
f protein hydration change.

Within the solute concentration ranges
sed, no change in the visible spectrum of
he protein is observed, indicating that
either direct competition between solute
d O, nor the formation of hemi- or

ochrome derivatives, which occurs at
higher solute concentration (11) and lower
ater activity (12), can explain the results
own in Fig. 1. Neither can changes in
fimer-tetramer equilibrium. At 1 mM tet-
amer concentration, dimer concentration

is extremely low (13). Even at much lower
concentrations, the tetramer-dimer equilib-
rium appears not to change with added
sucrose (14).

The change in O, affinity reflects either
direct interaction between the neutral sol-
utes and the protein or changes in solution
properties. One may think of different
amounts of solute bound to each of the two
forms of Hb or one may view the action of
solute primarily through its effect on water
activity and changes in protein hydration
for the different conformational states.

To examine the possibility of direct sol-
ute interaction with the protein, we plot-
ted, in Fig. 3, loglpso/psol versus loglX],
where [X] is the molar solute concentra-
tion. This procedure is typical for analyzing
data assuming only a change in direct solute
binding. Unless there is strong cooperativ-
ity or very weak solute binding, the depen-
dence of pg, on log|X] should be linear. Itis
not.

Still, if we force a linear fit to the data
and apply the Wyman linkage relation, Eq.
5, then an approximate difference in aver-

L

I1 (atm)

0.05

000]

2. The relative shift in pg,, at half saturation, log(p.,/P5), with increasing solute concentra-

is shown as dependent on solution osmotic pressure (I1) due to the action of different solutes:
sucrose, (B) stachyose, (C) PEG-150, and (D) PEG-400. The solid lines are the best nonlinear
ol the data with parameters shown in Table 1. The PEG-150 data does not extrapolate to pg, at
=0. There is a shift in oxygen affinity that occurs at very low PEG-150 concentration. We do nol

the origin of this. The slope of this plot, dlog(p.,/pPs)/dll, however, is unaffected within the

ntal error.
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Fig. 3. The relative shift log(ps/pS) with in-
creasing solute concentration is shown as de-
pendent on solute activity, log(X), for sucrose
(O), stachyose (@), PEG-150 (O), and PEG-400
().

age number of bound solutes in the full oxy
and full deoxy of Any, = =1.0 = 0.3 is
found for all four solutes.

Superficially, this last result obtained
assuming only solute binding could be con-
sidered quite reasonable. However, a closer
look at the data and at the measured inter-
action energies between sugars or PEGs and
protein surfaces makes this interpretation
improbable. The linkage plots in Fig. 3 for
all four solutes closely superimpose. Unlike
the expected common water linkage curve
in Fig. 2 for all solutes (to be considered
further below), the common plot here
means that binding characteristics are inde-
pendent of the chemical nature of the
solute. Not only must there be binding of
the sugars and the PEGs, but also the
binding characteristics, that is the number
of sites, and binding constants, must be
closely and improbably similar for polyol
sugars and for polyether PEGs despite their
very different chemical properties.

The indirect action of solute through
water activity is tested by plotting the shift

Table 2. Change in the number of water mole-
cules per tetramer of Hb from fully deoxy to fully
oxy form as determined in different solvents.

an,, = An,,
standard determined
deviation by
determined integrating
from Eq. 5* Eq. (3)t

60 = 3.2
56 + 6.4
62+48
60 = 6.8
60 = 2

Sucrose
Stlachyose
PEG-150
PEG-400
Mean value +
standard
dewviation

*Wyman equation tintegration of Gibbs-Duhem

equation

657




loglpso/pSol versus II for all four solutes
Fig. 2). Here the plots are clearly linear,
dicating a linkage to a well-defined and
onstant difference in number of bound
aters. Slopes are the same for all four
folutes (Table 1).

Differential hydration of the protein
ith no direct solute binding is sufficient to
Hescribe the suppression of O, uptake. The
effect of the solute on O, affinity is indirect,
hcting through its effect on water activity.

From Eq. 5, the slope of the common
ine in Fig. 2 gives the difference in the
umber of bound water molecules between
e R and T conformations, that is, the
otal number of waters acting as allosteric
flectors. Values of An, = n2¥ — ndeox
ith standard deviations, from the Wyman
inkage relation applied to the data for each
bolute, are summarized in Table 2. Averag-
g the An, over the different solutes, we
nd An, = +60 = 2 waters.

One finds essentially the same number of
hinding water molecules using Eq. 3 derived
om the Gibbs-Duhem equation. The nu-
erical evaluation of the partial derivative
g /op,)|[ko, from the oxygenation data

straightforward. The dependence of n,,
)N sucrose osmotic pressure at five po
alues is shown in Fig. 4. Intr:restmg[y.

ese plots are all well described by a linear
orrelation between O, binding and water
hemical potential.

The number of water molecules linked
with full oxygenation is obtained by inte-
grating this osmotic sensitivity of Hb O,
binding at fixed O, activity over the entire
range of O, chemical potentials. The de-
pendence of (dng faﬂ)|p.0 on log(pg) is
shown in Fig. 5. The area defined under
this curve gives An,. The results of integra-
tion for each of the four solutes are summa-

fzed in Table 2. The average number of

07

I1 (atm)

fg. 4. The fraction of O, saturation, ng,, Is
fown as dependent on sucrose osmolic pres-
we shown for five pg, values: 7.2 (O), 11.2
8. 15.2 (m), 19.2 (O), and 23.2 mmHg (V).
e slopes of the linear fits give (dng,/dIl)|pg,.

cm 1 2 3 4 5

6

extra water molecules bound in the deoxy
to full oxy transition calculated by this
method is 65 * 4.

This value is somewhat larger (~10%)
than that calculated with the Wyman equa-
tion from the sensitivity of pg, on osmotic
pressure. The integration method, howev-
er, is more sensitive to small systematic
errors in estimating Hb O, saturation and
O, activities than the psy method. The
difference is probably not experimentally
significant. There is also about the same
difference in average An, between the sug-
ars and PEGs; again, the difference is com-
paratively small. In general, values of An,,
estimated by the two methods agree quite
well. The binding of some 50 to 70 extra
water molecules is linked to the transition.

Arakawa and Timasheff (15) have di-
rectly measured the thermodynamics of sug-
ar-protein and PEG-protein interactions for
several different proteins with results perti-
nent to our observations. Sugars and PEGs
are preferentially excluded from protein
surfaces. In the range of sucrose concentra-
tions examined here, the unfavorable inter-
action energies between sucrose and protein
surfaces appear predominantly osmotic,
that is, linearly dependent on solute con-
centration or water chemical potential, not
on solute chemical potential. Solute exclu-
sion energies can be correlated with in-
creased protein stability and decreased sol-
ubility, states that minimize solute exposed
surface area.

JArakawa and Timasheff (15) have also
shown that preferential exclusion interac-
tions of several sugars are approximately
linearly dependent on accessible protein
surface area. Analyzing these data as an
osmotic stress results in an estimated one
water molecule per 7 to 10 A? protein
surface arca that excludes sugars. Unless the
extra surface exposed in the T — R transi-
tion has a greatly different character from
that of most other protein surfaces, one
should expect a similar exclusion/arca cor-
relation for Hb.

1Several calculations of the difference in
accessible surface areas (ASA) berween the
deoxy T and oxy R of Hb have been
reported (16) showing that the ligated oxy
protein exposes from 500 to 800 A? more
surface to the solvent than the unligated
deoxy form. The rotation of the a3, dimer
relative to the a,B, alone exposes 700
(16). The range of surface areas reported
results from different estimates for the
changes in a,a, contacts. There is also
considerable  disagreement  about  the
change in ASA along the highly flexible
B,B, interface. Considering only the more
firmly established changes on a,a, and
a,B,/a,B3, interfaces, and that one water
molecule can cover about 9 to 10 A2 of a
surface, one finds that 55 to 90 water
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Log(pO,) (mmHg)

Fig. 5. The dependence of (dng,/dll)|, o, ON
log of partial pressure is shown. The area
defined under this curve gives (1/4) An,, V,,/
2.303 AT (R, gas constant; T, temperature). The
factor 4 accounts for the 4 oxygen bound per
mole of Hb tetramer at full saturation.

molecules are necessary to hydrate the extra
surface on oxy-Hb. The 60 water molecules
we infer agree well with the estimated
accessible surface area change.

There are two basic contributions of
these 60 water molecules to the energy
difference between T and R states. The

energy from transferring these waters from
bulk solution to the new protein surface of
the R state is the osmotic work we measure.
There is also the very large energy associat-
ed with the interaction energies of these
water molecules with the protein surface.
Transfer energies alone can be significant.

Compared to pure water, the osmotic work
for binding these 60 water molecules to the
R state is about 0.2 kcal/mol Hb in a
physiological medium (~0.28 osmol or
some 6 atm). This 0.2 kcal/mol is an
increase in allosteric energy of interaction
due to the natural osmolyte concentration
in the red cell.

Water formally acts as any allosteric
ligand, but, unlike any other ligand, water
is the only one that is always active. It is
doubtful that the R state would even exist
without the stabilization promoted by hy-
dration of the extra surface. We are forced
to recognize the importance of solvation in
protein regulation.

From here we are led to think in several
new directions. Recent measurements of
forces acting between many biopolymers
(3) show the importance of water structur-
ing to macromolecular interactions. Can
the enormous energies derived from these
measured hydration forces now be connect-
ed with the solvation energies of protein
surfaces that act in allostery? These hydra-
tion energies, perhaps acting to spread sol-
vent-exposed surfaces, can be an excellent
candidate for the delocalized energies pos-
tulated by Hopfield (17) to explain changes

13 14 15 16 17 18
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in O, affinity without large changes in
sructure (18).

It is clear that thermodynamically/ener-
gtically significant waters of solvation are
mt equivalent to the much more tightly
tound waters that can be seen by x-ray or
xutron diffraction although these “visible”
wters can be among those seen thermody-
umically.

Intermediate states have been recently
wstulated for the R-T transition in Hb
19). Can the total 60 water molecules we
neasure be assigned to specific molecular

nts and the osmotic stress method able
o recognize structural intermediates?

The action of other ligands must be

xamined to recognize their concomitant

uence on water activity. Here'we have
anly considered the two extreme cases: that
here is only direct solute binding (An, =
) or only an indirect effect of solute on
er binding (Any = 0). Considering only
ter binding gives the best agreement
een thermodynamic expectations and
experimental data for these solutes. A
general treatment for solutes that do

as well as change water properties

Id include both direct and indirect ac-
ons. We will present elsewhere work re-
lyzing the effect of ClI~ on Hb in terms

both water and ion binding (20).

Solvent influence on regulation of Hb-

d artificial blood preparations can differ
that of the highly controlled intracel-
milieu of erythrocytes. Water activiry

t be a consideration in system design.

Finally, one can see a unity between
teric proteins and the several transport
eins (5, 6) where different functional
es have measurably difterent levels of
sdration.
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water. Debris was removed by 15,000-rpm cen-
tntugation at 4°C lor 1 hour with a Sorvall RC-58
Centrifuge. Protein solutions were eluted over a
PD10 Sephadex G-25M column (Pharmacia) in
0.1 M NaCl, 0.05 M tns, pH 7.5, and Hb was
concentrated by centrifugation with a Centricon-
30 microconcentrator (Amicon). All pH measure-
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Communicated by Charles Tanford, July 7, 1994

ABSTRACT We have measured hemoglobin oxygen up-
take vs. the partial pressure of oxygen, with independently
controlled activities of chloride and water. This control is
effected by combining different concentrations of NaCl and
sucrose in the bathing solution to achieve: (i) water activities
were varied and Cl— activity was fixed, (ii) both water and CI~
activities were varied with a traditional NaCl titration, or (iii)
C1~ activities were varied and water activity was fixed by
adding compensating sucrose. Within this analysis, the CI~-
regulated loading of four oxygens can be described by the
reaction Hb-Cl~ + 4 O; + 65 H,0 = Hb-40,-65H;0 + CI-.
The dissociation of a neatly integral chloride, rather than the
nonintegral 1.6 chlorides inferred earlier from simple salt
titration, demonstrates the need to recognize the potentially
large contribution from changes in water activity when titrat-
ing weakly binding solutes. The single-chloride result might
simplify structural considerations of the action of CI™ in

hemoglobin regulation.

Among the ‘‘allosteric effectors’’ regulating hemoglobin ox-
ygen affinity, C1~ has long been known to have a significant
physiological role. From in vitro studies of the relation
between O, binding and Cl~ activity, it has been thought that
some 1.6 chlorides bind to stabilize the deoxy or T form (1-4),
although this stoichiometry is puzzling when one attempts to
locate it on the x-ray structure (4, 5). We recently reported (6)
that the oxygen affinity of hemoglobin correlates with water
activity in the presence of several neutral solutes. We in-
ferred a change of some 60-65 waters in protein hydration
when hemoglobin goes from the deoxy T state to the fully
oxygenated R state. The water activity in physiological salt
solutions is comparable to the water activities used with the
peutral solutes that showed the contribution of protein hy-
dration. Therefore, we now have reexamined the regulatory
ation of chloride, explicitly including changes in protein
hydration and the dependence of water activity on added salt.
We now find that an alternate description of the data has only
asingle allosteric Cl~ (Ang)- = —1.02 = 0.02) directly linked
with oxygenation during the deoxy-tc-oxy transition, while
some 65.2 *+ 2.4 additional water molecules bind to the
protein.

Most, perhaps all, weakly binding effectors such as chlo-
nde necessarily work at high enough concentrations that their
presence also significantly changes the activity of water.
Ligand regulation of hemoglobin and other allosteric proteins
should be reevaluated with regard for the activity of water
and molecular hydration, as first anticipated by Tanford (7).

MATERIALS AND METHODS

Freshly drawn human blood was washed three times in
sotonic salt solutions and the erythrocytes were then lysed

The publication costs of this article were defrayed in part by page charge
pyment. This article must therefore be hereby marked *‘advertisement™
nacordance with 18 U.S.C. §1734 solely to indicate this fact.
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with distilled water. Debris was removed by centrifugation
(Sorvall RC-5B, 27,000 x g for 1 h at 4°C). The resulting
hemoglobin solution supernatants were then eluted overa PD
10 Sephadex G-25M (Pharmacia) column equilibrated with
0.1 M NaCl/0.05 M Tris-HCI, pH 7.5. The protein solution
was next passed over an AG-501-X8 deionization column
(Bio-Rad). Final hemoglobin solutions were concentrated by
centrifugation with a Centricon-30 microconcentrator and
buffered to pH 7.0 with 0.05 M Bis-Tris-acetic acid.

Hemoglobin oxygen binding curves were measured at 25°C
by using a Hem-O-Scan oxygen dissociation analyzer (SLM
Aminco, Rochester, NY) as described (6). Hemoglobin sam-
ples were deoxygenated with a 5.6% CO,/94.4% N; gas
mixture and subsequently oxygenated with a 25% 0,/5.6%
C0,/69.4% N2 mixture. The oxygen partial pressures at
hemoglobin half-saturation (Pso values) were determined
from standard Hill plots.

Hemoglobin samples at fixed water activity and various
Cl- activities (aw-constant) were prepared combining NaCl
and an appropriate amount of sucrose (Ultrapure Grade,
BRL) at each NaCl concentration. Sample osmolalities were
measured with a vapor pressure osmometer (Wescor model
5100C, Logan, UT). When NaCl was titrated and water
activity was allowed to vary with salt concentration (a.-free),
no sucrose was added.

THERMODYNAMIC ANALYSIS

The number of Cl- ions allosterically coupled to hemoglobin
oxygenation is typically extracted from the sensitivity of the
P50 value to Cl~ concentration by applying a standard Wyman
linkage relation (7-9),

d(In Pso) % Ang-

d(In[CI"))  Ang, B
The slope of In Pso vs. In[Cl~] gives the change in the number
of Cl~ ions bound to the hemoglobin tetramer, Ancy-, linked
to the binding of four oxygens, Ano,, and to the transition
from the deoxy-T to the oxy-R state. This straightforward
interpretation assumes that the activities of all other “‘allo-
steric’' solution components are held constant.

Changing the activity of one solution component, however,
also changes the activity of water. Previously, we used this
coupling of solute and water activities to show that water
itself can be considered an allosteric ligand (6). We extracted
an apparent change in hemoglobin water binding associated
with oxygenation from the sensitivity of P50 to water activity.
The Wyman linkage relation coupling oxygen uptake and
water activity is homologous to Eq. 1,

d(ln Ps0) An,,

dina,) Ang, hL
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In that earlier work, we used four neutral solutes (sucrose,
stachyose, triethylene glycol, and 400-Da polyethylene gly-
col) as osmotic agents. We concluded that their action was
better described as a function of the activity of water rather
than as a function of direct solute~hemoglobin interaction
(though both possibilities were quantitatively evaluated).
Since the effect scaled as a function of water activity rather
than solute type or concentration, it is also unlikely to be due
to solute-specific changes in solution dielectric constant, as
suggested by Bellelli er al. (10). On the strength of that
previous analysis, therefore, we use the convention that there
is no allosteric effect from direct binding of these solutes to
hemoglobin.

Osmotic stress effects rely on an exclusion of solutes from
waters hydrating macromolecules, either due to steric inter-
actions (solutes are simply too large to penetrate water-filled
cavities) or to repulsive chemical interactions with exposed
surfaces [as reflected in the preferential interaction coeffi-
cients introduced by Timasheff (11)]. It is essential in osmotic
stress studies to work with solutes not only of different sizes
but also of different chemical natures to distinguish solute-
independent osmotic effects from solute-specific binding and
from solute-dependent exclusion from specific exposed sur-
faces.

Two methods can be used for now reevaluating the effect
of C1~ on hemoglobin oxygen binding that explicitly consider
not only the allosteric action of direct Cl~ binding but also the
effect of salt on water activity and the consequent allosteric
action of water. In the aw-constant method, as the CI-
concentration is changed, sufficient sucrose is added to keep
the water activity constant, (equaling that of the highest salt
concentration used, 0.8 M NaCl). In this case, Eq. 1is strictly
applicable. Alternatively, in the a.-free case, salt is added
but the water chemical potential is not clamped by compen-
sating sucrose. The data can be analyzed for changes in both
Cl- and water binding, however, by applying Gibbs—-Duhem
relations.

Changes in the chemical potential of hemoglobin (pyp) can
be related to changes in Oz, Cl~, and water chemical poten-
tials, po,, puc1-, and pu, respectwely. through the number of
each allosteric species, no,, nci-, and n., associated with the
protein

=dpyy = +noduo, + noi-duci- + Ny dpw. (3]
The chemical potentials of oxygen and Cl~ are given by
duo, = RT d(In Po,)

d(In ¥
d(In[NaCl])

}d(ln[NaCl})
[4]

duq- = RT d(In y[NaCl]) = RT{I

We assume that both Na* and Cl~ contribute equally to the
activity coefficient, y, of NaCl. Over the range of salt
concentrations we examine, d(In y)/d(In[NaCl]) is almost
constant (12), with I' = {1 + d(In y)/d(In[NaCl])} = 0.937 for
molar salt concentration units.

Salt and water chemical potentials in the bulk solution are
not independent but are coupled by another Gibbs-Duhem

relation,

9

2[TNaCl
P - -(xmm)d#mm = -RT(M)LMD[NECID» [5]
X 55:5

w

where xn.ci and x,, are the mole fractions of salt and water,

respectively. The protein and oxygen contributions to du.,

have been omitted since xo,, Xub << XNacl << Xw.
Incorporating Eqgs. 4 and 5 into Eq. 3, we have

cm 1 2 3 4 2] 6 il

AVA
8unesp T2 13

Proc. Nutl. Acad. Sci. USA 91 (1994)

_dﬂl'[b — RTnold{ln PO:]

+ RT(Cngy- = ®ny[NaCl))d(In[NaCl]), [6]

where ¢ = 2['/55.5 = 0.033.
The change in bound oxygen with salt concentration is
described by a Maxwell crossrelation,

ano, - ®n,[NaCl))

a(In[NaCl) [\, p,, d(In Poy) In{NaCl]

In practice, then, the observed sensitivity of oxygen bind-
ing to the solution NaCl concentration can be converted into
the change in both chloride and water binding during oxy-
genation at constant salt activity. Transforming this equation
into a standard linkage relation (8, 9) gives

d(In P50) An,[NaCl]

d(n[NaCl]) B 3

_of
ney- (]

Ang-

AHO:

where Pso0 is taken as the median ligand activity, py,, defined
inrefs. 8 and 9. This equation, describing the coupling of both
direct solute binding and osmotic effects, is analogous to one
derived by Tanford (7) and applied by Haire and Hedlund (13)
to the dependence of hemoglobin O, aﬂimty on ethylene
glycol concentration. Both Anc-(n&}Y — n25°*) and An(nS*Y
— nde°xY) contribute to the slope d(In Pso),/d(ln[NaCI]) By
definition, Anci- and An,, are changes in the numbers of
bound CI- ions and water molecules associated with binding
of four oxygens to hemoglobin, stabilizing one or the other
form of the protein, and therefore, regulating oxygenation.

RESULTS

The change of In Pso with added salt is shown in Fig. 1 for the
two cases: with water activity held constant and with water
activity allowed to change with salt concentration. With fixed
water activity (aw-constant), the linear dependence of In Pso
on CI~ chemical potential implies a constant Ancgy- over the
salt concentration range examined. The slope, d(In Ps0)/
d(In[NaCl]), corresponds to the release of 1.06 = 0.06 chlo-
rides per hemoglobin tetramer in the transition from fully
deoxygenated to fully oxygenated states. When the same
equation is applied to the data with water activity allowed to
vary with added salt (aw-free), the average slope over the salt
concentration range 0.05-0.8 M gives the previously inferred
1.6 chlorides per hemoglobin (1-4). The curvature in the plot
has generally been interpreted to indicate that there are at
least two allosteric chloride binding sites, one of which binds
Cl- only weakly.

The difference between the aw-constant and the a.-free
CI~ titration results reflects the potentially large contribution
to the deoxy-T = oxy-R transition from differences in the
number of solute-excluding water molecules solvating the
two states. If, in addition to differences in the number of Cl~
ions directly bound to the T and R states, salt also acts
‘*osmotically’’ as do the neutral solutes investigated previ-
ously (6) so that salt too is excluded from hemoglobin-
solvating water, then the aw-constant experiment is the
proper one for extracting the allosteric effect of direct Cl~-
binding only. The a.-free experiment would in this case
probe not only changes in Cl~ binding but also changes in
hemoglobin hydration, a situation corresponding to Eq. 8.

The best two-parameter fit of Eq. 8 to the au-free Cl™
titration data of Fig. 1 is shown in Fig. 2. The adjustable
parameters Ang- and An,, are assumed to be independent of
chloride concentration. We find the curve is best described
by Anc- = =1.02 = 0.02 and Any = +65 = 2.4. The
nonlinearity of the data is now seen to be a natural conse-
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Fic. 1. Effect of chloride concentration on the oxygen partial
pressure at half saturation of hemoglobin, Pso, is shown for two
cases: a simple salt titration without controlling water activity and a
salt titration under conditions of fixed water activity (e). Measure-
ments were made in the usual way with water activity allowed to
change freely with added salt. The best fitting straight line to the data
gives an apparent release of 1.6 C1- per hemoglobin tetramer during
the deoxy-to-oxy transition, in accord with earlier reports (1-4) (D).
The activity of water was maintained at 1.50 = 0.05 osmoles/kg of
water by combining NaCl with an appropriate amount of sucrose.
Osmotic pressures of sucrose and NaCl were found to be additive to
within about 5%. The data points shown are the average of three sets
of measurements. The slope here gives a release of only 1.06 = 0.06
chloride ions associated with the fully deoxy T to fully oxy R state
ransition. Data sets at other constant water activities ranging from
1.0 to 1.5 osmoles/kg of water gave identical results.

quence of the nonlinear dependence of water chemical po-
tential on In[NaCl].

DISCUSSION

By recognizing changes in water activity, we are able to
generate self-consistent results for changes in the numbers of
(- ions (Anc-) and water molecules (Any) during the
geoxy-T = oxy-R transition. From preparations with fixed
(I~ activity and varied water activity, we previously found
[in, = +60 to 65 molecules of water per hemoglobin tetra-
mer. Now, with water activity fixed and Cl~ activity varied,
wefind Ang)- = =1 (Fig. 1). A separate nonlinear fit to data
with both Cl~ and water activities allowed to vary closes the
arcle with Ancy- = —1 and An,, = +65 per tetramer (Fig. 2).
By recognizing the importance of water activity, one sees
fat about 40% of the previously inferred Ancy- = —1.6 could
xally reflect the association of an additional 65 waters. The
mergetics of binding this extra water with oxygenation
#pends on Cl~ concentration only indirectly, through the
dfect of added salt on water activity.
The changes in chloride and water binding we infer are
ffferences in the association of these ligands to particular
emoglobin conformations. Given the sensitivity of protein
sucture and dynamics, in general, to ligand binding, we
mst emphasize that these results are strictly applicable only
b the particular range of solution conditions (pH, NaCl
wncentration, CO; partial pressure, water activities, tem-
prature, etc.) and hemoglobin species examined here. The
wthod used to prepare the hemoglobin, for example, does
ot remove all organic phosphates. It has previously been
wserved that the chloride dependence of O, affinity is

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91 (1994)
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-2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0
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Fi1G. 2. Dependence of hemoglobin oxygenation to chloride con-
centration with water activity allowed to vary with salt concentration
is well described by recognizing a contribution from changes in water
binding. Each point is the average of four chloride titration experi-
ments. The dotted line is the linear fit to the data used with Eq. 1 for
calculating Anc)- neglecting the contribution from changes in water
activity with added salt. The solid line is a nonlinear fit to the data
using the integrated form of Eq. 8 that recognizes the concomitant
change in water activity with chloride activity. The best fit to the data
gives the changes in both Cl~ and water binding associated with the
fully deoxy to fully oxy form transition. The change in bound
chloride, Anc)- = —1.02 = 0.02 C1- per hemoglobin tetramer, agrees
with that measured under conditions of constant water activity
(shown in Fig. 1). The concomitant change in bound water is
calculated as Any = + 65.2 = 2.4 H,0 molecules per hemoglobin
tetramer, agreeing well with the hydration change measured by the
application of neutral solutes (6).

sensitive to the binding of organic phosphates to hemoglobin
(14). The osmotic sensitivity of O, binding might well also
depend on the binding of organic phosphates.

It is conceivable that the osmotic equivalence of NaCl and
neutral solutes is only a coincidence and that a different 65
water molecules exclude salt and sugar. It might even be that
chloride is not acting osmotically at all, that the traditional
weak Cl~ binding picture still holds, and that the constant-
water-activity result is simply an additive effect of sucrose.
It is possible that the apparent single extra bound chloride is
really the aggregate of fractional chlorides at different mu-
tually excluding sites that happen to add up to one or that it
is reflecting differences in proximity of neutralizing chloride
ions to positive hemoglobin charges in the central cavity in
the two forms (4).

Nevertheless, there is now a pleasing possibility that the
correlation of Hb oxygenation and hydration extends beyond
the neutral solutes used previously and that many solutes as
salt act osmotically on the T = R transition. If this is true,
then one must now reexamine the action of all weakly binding
effectors to gauge the extent of their own activity rather than
that of solvent water still so neglected in protein regulation.
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We have previously proposed a role of hydration in
he allosteric control of hemoglobin based on the effect
of varying concentrations of polyols and polyethers on
he human hemoglobin oxygen affinity and on the solu-
ion water activity (Colombo, M. F., Rau, D. C., and Par-
egian, V. A. (1992) Science 256, 655-659). Here, the orig-
nal analyses are extended to test the possibility of
roncomitant solute and water allosteric binding and by
ntroducing the bulk dielectric constant as a variable in
pur experiments.

We present data which indicate that glycine and glu-
rose influence HbA oxygen affinity to the same extent,
despite the fact that glycine increases and glucose de-
ereases the bulk dielectric constant of the solution. Fur-
hermore, we derive an equation linking changes in ox-
ygen affinity to changes in differential solute and water
binding to test critically the possibility of neutral solute
heterotropic binding. Applied to the data, these analy-
es support our original interpretation that neutral sol-
ites act indirectly on the regulation of allosteric behav-
or of hemoglobin by varying the chemical potential of
yater in solution. This leads to a displacement of the
equilibrium between Hb conformational states in pro-
portion to their differential hydration.

It is well established that differential water binding occurs
between distinct conformations of a protein. Hence, whether or
not differential water binding contributes to the energetic of
protein reactions, as some ions and metabolites do, is a key
guestion to fully comprehend the mechanism ol biological con-
wol. The role of water on allosteric regulation had been previ-
msly investigated, using Hb oxygenation as a model, by the
wcalled osmotic stress method (1, 2). The concept of this
method is to use solutes, which are potentially excluded from
the protein surface, to set the bulk water activity a,, (3). Haire
nd Hedlund (4), using ethylene glycol, observed that at a low
mncentration range ethylene glycol decreases Hb oxygen affin-
ity while at a higher concentration causes the opposite effect.
Tney interpreted these results as reflecting preferential bind-
ng of ethylene glycol to Hb at the low solute concentration
ange, whereas, at high ethylene glycol concentration range,
e increased O, binding affinity of Hb was attributed to an

*This work was supported by Fundagao de Amparo a Pesquisa do
itado de Sao Paulo (FAPESP) and Conselho Nacional de Desenvolvi-
eto Cientifico e Tecnologico (CNPq) (Brazil). The costs of publication
dthis article were defrayed in part by the payment of page charges.
his article must therefore be hereby marked “advertisement™ in ac-
dance with 18 U.S.C. Section 1734 solely to indicate this fuct
$To whom correspondence should be addressed: Depto. de Fisica,
QILCE-UNESP, Rua Cristovao Colombo 2265, Sao José do Rio Preto
8P.CEP 15054 -000, Brazil. Tel.: 55-0172-244966 (ext. 59); Fax: 55-
2-248692; E-mail: marcio@ibilce.unesp.br.
§Recipient of a CNPq postdoctoral fellowship.
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effect of water activity on the R to T allosteric equilibrium (4).
In our former studies of the effect of water activity on Hb O,
binding properties, we have used chemically different solutes
like sucrose, stachyose, and polyethylene glycols to distinguish
solute from water binding to Hb (1). Besides finding evidences
for an indirect effect of solutes through water on the deoxy- to
oxy-Hb conformational equilibrium, we have also determined
quantitatively this solvation effect on Hb allosteric transition
in terms of the differential number of water molecules bound
between the two extreme conformations of Hb. By using two
different model approaches, the Wyman linkage equation or
the Gibbs Duhem equation, we found that 65-72' water mole-
cules are linked to the binding of four oxygen molecules to
human Hb under the experimental conditions used. Further-
more, this hydration change was found to be in agreement with
the difference between the solvent-accessible surface areas of
deoxy- and oxy-Hb computed from x-ray structures by Clothia
et al. (5, 6).

The experimental approach and analyses originally used by
us to assess and quantify the role of water on the allosteric
control of Hb have been tested in several other biochemical
systems (7-14). A standard linear dependence of equilibrium
and kinetic free energy parameters on water activity rather
than solute activity has been lately reported. It has been also
found that this phenomenon is independent of the nature of the
solute used to set the chemical potential of water. However, it
can be dependent on solute size for certain processes used to set
the chemical potential of water, g, (11-14). In parallel with our
work, these solute cffects have been interpreted as a solvation
cltect and have been used by several authors to measure the
apparent number of water molecules involved in biochemical
reactions.

However, the proposed role for water in allosteric control has
been recently challenged with results which indicate that su-
crose has no effect on the energy of trout Hb-I oxygen binding
(15). In addition, it was shown that 1.45 M sucrose causes
increased dissociation of human Hb-CO into dimers, as meas-
ured by flash photolysis. In contrast to our proposition, these
results were interpreted by the same authors in terms of sol-
ute-specific differential binding to Hb, i.e. that sucrose acts as
a weak allosteric effector or, alternatively, that the change in
the oxygen affinity of Hb is due to the decreased dielectric
constant of the water/sucrose solution as compared to pure
water.

In this report, we consider these two proposed hypothesis.
Initially, to assess a possible role of bulk dielectric constant on

" In our lormer caleulation of the number of allosteric water mole-
cules bound to the Hb due to oxygenation, we had converted changes in
osmotic pressures to changes in the chemical potential of water at the
temperature of 273.2 Kelvin degrees, which resulted in 60-65 water
molecules. Here, we present the corrected number using the actual
temperature at which the previous measurements were carried out.
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the allosteric control of Hb, we present oxygen binding exper-

‘iments with human Hb in the presence of either glycine or

glucose. These solutes cause opposite changes in the bulk di-
electric constant of the solution. To evaluate the hypothesis of
direct allosteric solute binding, we treat our data with an
extended linkage equation that accounts for the global effect of
changes in the differential binding of solute and of water mol-
ecules to Hb on oxygen binding. This equation, which is devel-
oped here in detail, has recently been applied to re-analyze the
effect of chloride ions in human Hb (16), where it proved to be
appropriate to quantify coupled anion and water heterotropic
binding to Hb. Similar equations, as the one proposed by Tan-
ford (17) to account hydration effects on ligand binding, have
been applied to analyze the effect of water differential binding
on the free energy of binding of lac-rep to DNA (18) and charged
peptides to synthetic polynucleotides studied at varying salt
concentrations (19).

MATERIALS AND METHODS

Experimental Procedures—Blood was collected from healthy non-
smoking adults by vein puncture using heparinized syringes. All sub-
sequent steps were performed at 4 °C. pH measurements were made at
23 °C with a Corning model 350 pH meter. Red blood cells were washed
four times in 10 volumes of cold buffered (50 mm Tris-HCI, pH 7.6) 0.9%
saline containing 1 mym EDTA. The packed red blood cells were lysed
with 50 mMm Tris-HCI buffer, pH 7.6, containing 1 mm EDTA and
dialyzed twice against 4 liters of the same buffer. Cellular debris were
removed by centrifugation (20,000 x g for 30 min). HbA, was purified
on DEAE-Sephadex following the procedure of Williams and Tsay (20),
and purity was checked by electrophoresis on cellulose acetate. The
purified hemoglobin was further stripped of organic and inorganic ions
by several passages through a Dowex AG 501-X8(D) column (Bio-Rad).
The concentration was raised to about 8.5 mM heme using Amicon
concentrators and stored in liquid nitrogen until use.

Oxygen binding experiments were performed with 60 uMm (heme)
hemoglobin solutions in 50 mM bis-Tris acetate buffer, pH 7.0, at room
temperature by the tonometric method (21, 22). The functional param-
eters P, (O, partial pressure at half saturation) and cooperativity (ng,)
were calculated from the Hill Plot by linear regression around half
saturation. Py, represents P,, obtained in the absence of neutral sol-
utes. Hemoglobin and methemoglobin (Hb") concentrations were esti-
mated using the extinction coeflicients of Benesch et al. (23). At the end
of the experiments, Hb' concentration was below 5%.

The solution osmolalities (Osm) of Hb samples were determined from
freezing point depression measurements using a Osmette A model 5002
osmometer (Precision Systems, Inc.) after O,-binding experiments. The
logarithm of water activity was then obtained through the following
relation:

| A  —0sm ]
0 X Mo oM Lt
where A is the freezing point depression, K, = 1.86 K Kg mol ' is the
cryoscopic constant, and M, is the molarity of pure water (24).

Thermodynamic Analvsis of the Linkage between either Oxygen and
Solute or Oxygen and Water Binding to Hemoglobin—The effect of a
single heterotropic ligand X coupled with Hb oxygenation is typically
analyzed with the Wyman linkage equation (25, 26),

An,

4

= —(ny = nyv™) (Eq. 2)
from the sensitivity of P, the oxygen pressure at Hb half saturation,
on ay, the activity of X. Therefore, the slope of In Py, versus In ay gives
the difference in the number of X bound to oxy and deoxy structures of
Hb, An,. This analysis is strictly correct when only the activity of a
single heterotropic ligand varies, t.e. the activity of any other hetero-
tropic ligand than X present in the solution, a,, is maintained constant.
In our previous analysis of the effect of neutral solutes on b binding
characteristics using Equation 2, we considered two extreme cases: (i)
direct solute binding only or (ii) considering only the indirect effect of
solute on water activity (1). We made the distinction between these two
cases using different solutes and found a common dependence of In Py,
on In a,, with a, adjusted using sucrose, stachyose, or polyethylene
glycols. This independence on the different chemical natures of the

Solvation and Allosterism in Hemoglobin

solutes supported the assumption of the exclusion of these solutes from
protein hydration water and from any specific interaction with deoxy or
oxy Hb structure.

Thermodynamic Analysis of the Linkage between Oxygen, Solute, and
Water Binding to Hemoglobin—To derive a more general linkage equa-
tion to couple solute, water, and oxygen binding to hemoglobin, we
recognize that the solution activities of water, a,,, and of solute, a,, are
not thermodynamically independent quantities; they are connected by
the Gibbs-Duhem equation that, applied to a solution of m, moles of
solute per kg of water, is given by

55.51d Ina, + m,d Ina, =0 (Eq. 3)

even in a presence of tens of micromolar of protein. Another Gibbs-
Duhem relationship, the one including protein, can be also used to
correctly describe changes in the chemical potential of a protein due to
ligand binding (17, 27). Specifically, at constant temperature and hy-
drostatic pressure, the effect of O,, water, and solute binding on Hb
chemical potential, du,, is given by the following:

(Eq. 4)

dp,
- HL;: =ny,dlnp0,+n,dlna, + n,dlna,

where: n, accounts for the number of each of these ligands bound to Hb
and dy, for the change in their chemical potentials (1, 16). Combining
Equations 3 and 4, we obtain the following:

~dup, - 55.51n,
”RTF‘ = [ng]dIn p0O, + [(-—T“ + u,,)]dln a, (Eq.5)

enabling us to write the following Maxwell relation:

55.51 in,

in,
m, 9in pO,* * iln pO, -

gy,

iln a, b0 = LT
which correlates the measured change in O, saturation due to changes
in a,, at fixed oxygen partial pressure with changes in solute and water
saturation due to changes in pO, at constant a,. If Hb oxygen affinity
depends solely on cither n_or n,, it is possible to integrate this equation
over the saturation isotherm to determine the differential binding of
either n_or n, (1).

However, to quantify the concomitant binding of solute and water,
Equation 6 has to be rearranged. We start re-writing

an,

r'rln-p_o-:l"' (Eq. T)

i, iy,

| i,
aln pO,= rrn“‘_l“' aln pO,

(Eq. 8)

Since n,,, depends only on pO, and a,,, ny,, = n,, (pOya,), we take its
differential at constant n, , which rearranged gives

d In p0O,
" iln p0,* dlna, .

iy, = iy,

(Eq. 9)

aln a, """
Inserting Equations 8 and 9 into Equation 6 produces the following:

an,

ang, "

alnpO, 555 an,,

m, ing,*

.Jl[l_-t;;, Enii (Eq, 10)
Integrating Equation 10 from fully deoxygenated to fully oxygenated
state of Hb, following Wyman and his definition of the median ligand
activity, P, (25, 26), we find the relationship we have used to analyze
concomitant changes in solute and water binding upon allosteric regu-
lation, as shown in the following example:

55.5
=4|——-An,— 4n,

m,

d In_ i s
dlna,™

(Eq. 11)

Thus, the slope of a plot InP,, (or to a good approximation InPy,, the
logarithm of the oxygen pressure at hall suturation) versus In a,,
reflects the apparent difference in the number of solute and water
molecules (An,_and An, respectively) bound to the fully oxygenated and
fully deoxygenated hemoglobin molecules. These same results can be
obtained from the plot of In P, versus In a,, as a consequence of the
interdependence of dina,, und dlna, expressed by Equation 3. In such a
case, Equation 11 becomes the following:

5 O
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s f Sl s
| n, + g0 ddn,

e (Eq. 12)

Tanford (17) has originally derived an equation similar to this start-
ing from the definition of the equilibrium constants for ligand and water
binding to a macromolecule.

RESULTS

The effect of glucose and glycine on Hb oxygen affinity in 50
mM™ bis-Tris/acetate, pH 7.0, expressed as In(P,/P;,), is pre-
sented in Figs. 1-3 representing three distinct linkage plots.

First, we considered a linkage between O, and heterotropic
water binding by plotting In(P;/P;,) versus In(a,), the loga-
rithm of water activity varying glucose (Fig. 14) and glycine
(Fig. 1B), both in a Cl -free buffer solution. Measurements
carried out with Hb in the presence of 0.1 m NaCl and glucose
are shown in Fig. 1C. We also measured the effect of glycine
with Hb in a buffer containing 0.1 M NaCl (data not shown).
The observed effect on In(Ps;y/P;,) was in this case much
smaller than that shown in Fig. 1B, measured also with glycine
but in the absence of Cl . This effect is probably caused by a
decrease on the activity coefficient of ion chloride with added
glycine (27).

The plots in Fig. 1, A-C, show that In(P;/P%,) varies linearly
with changes in the chemical potential of water, in agreement
with our previous report on the effect of sucrose, polyethylene
glycols, and stachyose on Hb O, affinity (1). Following the
Wyman linkage equation (Equation 1), the rate of change of
In(P5o/P¢,) on In(a,,) gives the apparent number of water mol-
ecules (An, ) involved with the allosteric transition from the
fully deoxygenated to fully oxygenated state of Hb. The meas-
ured hydration change for each set of data is shown in the third
column of Table I and appears to be constant within the exper-
imental error and independent of the chemical differences be-
tween glycine and glucose.

Fig. 2 illustrates the same data shown in Fig. 1, A-C, plotted
as a function of the logarithm of solution osmolality, a quantity
which is directly proportional to the solute activity. In such a
case, the analyses of these plots based only on the Wyman
linkage equation (Equation 1) could be interpreted as reporting
a weak allosteric solute binding since we assume no energetic
contribution from water differential binding promoted by the
indirect effect of solutes on the chemical potential of water.
However, these data can be better analyzed by the extended
linkage Equation 12, which avoids any assumption about bind-
ing identity (water, solute, or both). This allows us to quantify
the separated contribution of solute and water binding to the
regulation of O, binding to Hb. The continuous lines drawn in
Fig. 2, A-C, represent the best fit of the data to Equation 12.
The adjusted parameters An,, and An_, the heterotropic contri-
bution of solute and water binding to the control of Hb oxygen-
ation, respectively, are also shown in Table I.

We have further analyzed the correlation between changes
in O, affinity and changes in dielectric constants. In Fig. 3, we
plotted the free energy change of oxygenation (expressed as In
P, as a function of the solution bulk dielectric constant with
increasing glycine (27) and glucose (28) concentrations. As seen
in Fig. 3, the Hb-O, affinity cannot be attributed to electro-
static differences between R and T Hb conformations, since the
changes in In P, are in opposite directions for changes in
dielectric constant below and above its value in pure water.
Clearly, the dielectric hypothesis can be ruled out on the basis
of these experiments.

DISCUSSION

The data shown in Figs. 1-3 clearly resolve part of the
controversy raised by Bellelli et al. (15), who have challenged
our interpretation of the effect of neutral solutes on Hb oxy-
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FiG. 1. Relative shift in P,,, In(P, /P;,) as a dependent on solu-
tion water activity (a ) at different conditions (glycine (A), glu-
cose (B), and glucose in the presence of 0.1 M sodium chloride
(C)). The straight lines are a linear fit of the data using the integrated
form of Wyman linkage equation (Equation 2). We subtracted buffer
contribution from the measured osmolality. Experimental conditions:
50 mm bis-Tris acetate buffer, room temperature.
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Fic. 2. Relative shift in P,, with increasing solute osmolality
for glycine (A), glucose (B), and glucose in the presence of 0.1 M
NaCl (C). The solid lines are a nonlinear fit of the data using the

integrated form of the extended linkage equation (Equation 12). Exper-
imental conditions: 60 mMm bis-Tris acetate buffer, room temperature.
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FiG. 3. The dependence of In(P,, /P;,) on the dielectric constant
of a solution imposed by glucose (empty circles) and glycine
(filled circles). The dielectric constants were evaluated with the fol-
lowing equations: €,,,,.. = 78.54 — 4.46 M (21) and €., = 78.54 +
22.58 M (22). M is the molar solute concentration. The dashed lines were
drawn by hand.

genation via protein solvation. These authors suggested that
the lowering of the solvent dielectric constant produced by
sucrose promotes increased stability of the deoxy T form of Hb.
The decreased oxygen affinity of Hb in neutral solutes (Figs. 1
and 2) is independent of the changes in the dielectric constant
of the solution produced by glycine (27) and glucose (28) as
indicated in Fig. 3. In agreement with this finding, results
reported by Ackermann et al. (29) have shown that the rate
constants for the reaction of carbon monoxide with HbO, are
also insensitive of changes of bulk dielectric constant produced
by addition of glycine, glycerol, and sucrose. The lack of a
dielectric effect on Hb binding characteristics appears to be
widespread among macromolecular reactions. Other studies of
the effect of cosolvents on protein-DNA (9) and drug-DNA (30)
interactions have also shown no correlation between solution
dielectric constant and the energy of binding.

Furthermore, the lack of sensitivity of Hb cooperative oxygen
binding toward bulk diclectric constant provides extra evidence
for the exclusion of polyols, polyethers, and glycine from the
protein surface, in agreement with the experimentally meas-
ured enhancement of preferential hydration of proteins in coso-
lutions of these neutral solutes (31).XFrom the experimental
point of view, this is an important observation since the osmotic
stress method, as a tool to measure the water effect on bio-
chemical reactions, relies on our ability to separate direct from
indirect effects of solutes. The more effective the solute exclu-
sion from protein the simpler the analyses of its effect.

Hb oxygen uptake depends on solvent and solute allosteric
binding. A common allosteric mechanism controlling oxygen
binding to Hb by glucose and glycine is suggested by the close
superposition of the experimental points shown in Fig. 1, A-C
(and Fig. 2, A-C), a characteristic already observed in our
previous report on the effect of sucrose, polyethylene 200 and
400, and stachyose Hb affinity (1). These plots analyzed with
the traditional Wyman linkage equation (Equation 1) offer two
distinct interpretations of the effect of solutes on O, uptake: (a)
Fig. 1 indicates the role of water, linking a fixed differential
change in hydration between the structures of the fully oxy-
genated and fully deoxygenated state of Hb with oxygen affin-
ity; (b) Fig. 2 indicates an identical heterotropic binding of
glucose and glycine, despite their different chemical structures.
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TaBLE I
Linkage para neters between O, and heterotropic water and solute binding

Change in the number of water (An, ) and solute molecules (An,) = S.D. in the transition of fully deoxy to fully oxy forms measured per tetramer

in different solvents as estimated from Equations 1 and 12. “r” represents the lincar regression cocllicient.

Fitting to extended linkage (Equation 12)

Experimental condition

Fitting to Wyman linkage
{Equation 1)

An, = S.D.

an, = S.D. An,, = 8.D. r

Glucose, no chloride 75.2x 1.6

Glucose in 0.1 M chloride 624 =28
Glycine, no chloride 63.2 = 3.6

832+ 2.8 0.99
79.2 + 5.6 0.97
726~ 176 0.96

-0.10 = 0.02
-0.12 = 0.04
-0.024 = 0.12

We have previously indicated that the discrimination be-
tween these two hypotheses, in favor of the water effect, is
possible by using different solutes to set water chemical poten-
tial. All the solutes we tested, although chemically distinct,
belong to the class of cosolvents that are excluded by protein
and macromolecular surfaces. This phenomenon is supported
by different experimental approaches, like hydration forces (3)
and density measurements (31), as well as by equilibrium
dialyses of sucrose and proteins (32). However, solute exclusion
does not imply the non-existence of solute specific binding. For
instance, we have shown that when titrating Hb with NaCl to
measure the heterotropic chloride effect on this protein, both
Cl™-specific heterotropic binding and water differential bind-
ing are operative in the control of the energy of O, saturation
(16). Similarly, water-cation combined effects have been con-
sidered in the interpretation of the non-linear dependence of
AG of protein (18) and peptides (19) on salt activity. Thus, the
functional profile of the linkage plots, illustrated in Figs. 1 and
2, carries considerable information about the mechanism of
heterotropic action of ligand- and non-ligand-soluble species.

The curved dependence of In P;, on In (m,) seen in Fig. 2 is

appropriately analyzed with the extended linkage (Equation
12). As described under “Materials and Methods,” this equation
rontains both the energetic contribution of water and solute
binding to Hb oxygen affinity. The differential numbers of
water (An,,) and solute molecules (An,) linked with full oxygen-
ation found by the fitting procedure are shown in the second
and third columns of Table I, respectively. They show, in aver-
age, that An, = —0.08 = 0.06 glucose or glycine and An,, = 66.8
* 2.8 water molecules per Hb are involved in the equilibrium
between deoxy and oxy Hb”While this number of water mole-
tules agrees with that previously reported by us (1), the num-
ber of glycine and glucose molecules coupled with the allosteric
equilibrium remains near zero, independent of the chemical
nature, size, and charge of these “inert” solutes. Table I also
shows a slight increase in An,, measured with glucose in a
(1" -free medium compared to An,, measured in the presence of
the anion. It is not clear, however, if this change in An,, reports
some conformational change of the deoxy T structure produced
by the neutralization of positive charges in the central cavity
by diffusive, unbound chloride ions, as recently proposed by
Perutz et al. (33). If our analysis of the data by Equation 12
does not allow a molecular interpretation of small changes in
in,, it permits, however, to state that the magnitude of An,
fbund through this equation indicates a rather negligible spe-
dfic solute binding, if it exists at all. Therefore, we found extra
widence favoring our original interpretation that the effect of
the neutral solutes on Hb binding energy is indirect, i.e.
through changes in the chemical potential of water and not
through “weak” allosteric binding as proposed by Bellelli et al.
(15).

! O
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The effects of ligands acting as allosteric regulators of bio-
chemical reactions have its importance long recognized. With-
out this knowledge, it is inconceivable to fully understand the
mechanisms of protein regulatory interactions. While one can
strip almost any ligand off macromolecules, we cannot strip
solvent. Often it is difficult to maintain the activity of the
solvent constant, especially when studying processes involving
binding of weak ligands. The work presented here, along with
others (1, 7-14, 17-19, 27), shows some strategies, by choosing
appropriated inert solutes and thermodynamic models, that
can be useful to reveal and quantify the role of solvation on
biochemical regulation.
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CAPITULO 1V - Agua como Ligante:

Descri¢do termodiniamica da hidratacio macromolecular em
solucio e de sua contribui¢do para o equilibrio de reacdes

bioquimicas

Os trabalhos apresentados no Capitulo III demonstram que a energia livre de
oxigenagdo da Hb responde linearmente a variagdes do potencial quimico da agua. Neste
capitulo apresentamos os modelos termodindmicos que mostram que a medida da
dependéncia da variagdo da energia livre da reagdo, AG, com a variagdo do potencial
quimico da agua, du,, , possibilita determinar a variagdo de hidratagdo aparente associada a
uma rea¢do. Ademais, pretendemos demonstrar que quando o unico ligante com atividade
variavel é a agua, a dependéncia linear entre AG e dp,, observada nas reagdes com Hb

descritas no Capitulo III, ¢ uma assinatura do efeito de agua em reagdes biologicas.

Teoria de ligacdo de multiplos ligantes 2 uma macromolécula.

Frequentemente nos deparamos com reagdes bioquimicas que envolvem a
interagdo de uma macromolécula com mais de um tipo de ligante. Dentre estas, estaremos
interessados naquelas reagdes onde nao ha competigdo entre ligantes distintos pelo mesmo
sitio de ligagdo na macromolécula. Esta ndo competigdo, entretanto, ndo implica na
auséncia de interagdes de longo alcance através das quais a afinidade de um dado ligante
pelo seu sitio pode ser controlada pelo grau de saturagdo de outros sitios equivalentes ou
ndo. Este tipo de interagdo de longo alcance, denominada de interagdo alostérica, esta na
base de varios eventos moleculares tipicos ao sistema biolégico. Dentre outros, a Hb € um
exemplo tipico de proteina alostérica, onde a ligagdo sequencial das primeiras moléculas de
oxigénio a forma estrutural desoxi do tetramero de Hb impde pequenas mudangas na
conformagdo local de seu sitio de ligagdo. Este stress estrutural localizado € transmitido
pela cadeia protéica até a interface entre as cadeias que formam a Hb e induz mudangas na

estrutura quaternaria da forma desoxi (T) para formar a estrutura oxi (R) desta proteina

AVA
AVAVAL

12 13 14 15 16 17 18

1 2 5 4 5 6 7 8unesp

19



1 2 5 4 5 6 7 8‘]'1‘3!;‘)

[22,23]. Como consequéncia, a afinidade dos sitios dos sitios de ligagdo de O2 ndo
ocupados aumenta em relagdo aos sitios ja ocupados, pontes salinas, que ocorrem na
interface entre as cadeias da proteina na forma T, sdo desfeitas expondo novos sitios de
ligagdo para protons na forma R e desfazendo um sitio de ligagdo especifico para fosfatos
organicos e para ions cloreto que ocorrem na forma T e ndo na forma R da proteina. Estas
mudangas estruturais implicam, ainda, no desmanche de varias interagdes intramoleculares e
consequente exposi¢do de grupos protéicos ao solvente com consequente mudangas de
hidratagdo da macromolécula [22-26]. Portanto, a oxigenagdo da Hb, além de envolver a
ligagdo de moléculas de O2 aos quatro grupos heme, processa-se com a participagdo de
outros ligantes, conhecidos como ligantes alostéricos heterotropicos, que se ligam com
estequeometrias e afinidades diferentes a diferentes conformagdes da proteina em solugéo
[21,21,27]. A ocupagdo destes sitios heterotropicos determina, adicionalmente, a diferenga
de energia entre as diferentes conformagdes da proteina e, consequentemente, a sua
afinidade por O2 [20,21]. Um outro exemplo, no qual a ocupagdo de sitios distintos por
diferentes ligantes determina o equilibrio da reagdo, € o efeito da ligagdo de prétons, ions e
agua na reagdo de enovelamento / desenovelamento de proteinas. Nestas reagoes a ligagdo
de prétons em meio acido, ou seu desligamento em meio alcalino, geralmente leva ao
rompimento das interagdes entre grupos laterais e do esqueleto polipeptidico e sua
exposigdo ao solvente, criando novos sitios de protonagdo e de um numero imenso de novos
sitios de hidratagdo. No re-enovelamento, ambos prétons e agua de hidratagdo devem ser
liberados pelo polimero permitindo o re-estabelecimento dos contatos intramoleculares
rompidos na desnaturagdo. Portanto, tambem neste caso, a ligagdo de diferentes ligantes a
sitios distintos da macromolécula, proton e agua, e o equilibrio entre diferentes isomeros
conformacionais ndo sao fenomenos independentes.

O modelo mais popular para descrever o efeito de ligagao multipla a diferentes
estados conformacionais de uma macromolécula sobre o equilibrio da reagdo se deve a
J.Wyman, em sua teoria de equagdes de “linkage” quimico [20]. Nos proximos paragrafos
pretendemos apresentar os aspectos fundamentais desta teoria ao considerar incialmente a
interagdo de um unico ligante X a nx sitios de uma macromolécula M, e, em seguida a

interagdo de dois ligates X e Y que se ligam a nx e ny sitios desta macromolécula. Destas

expressoes derivaremos as relagdes de “linkage” que permitem considerar o efeito da ligagdo

16

AVA
AVAVAL

12 13 14 15 16 17 18 19



1 2 5 4 5 6 7 8lj|1‘a£;F)

de um ligante sobre a afinidade de outro ligante ou sobre o equilibrio conformacional de
uma macromolécula.

Interacdo de um ligante X a ny sitios de uma macromolécula M.

O processo de ligagdo de nx moléculas de X a ny sitios de ligagdo pode ser

descrita por uma sequencia de ligagdes por passo, como se segue

M+ X oM, K, = [Mi]/([Mo] o [X])

M +XeM, K;=o [M]/([Mi] e [X])

Ks=o [Ms]/ ([Mz] o [X]) (1a)

M(nx—l) i & X = Mnx Knx = [Mnx] / ([M(nx-l}] ® [X])

onde [X] representa a atividade do ligante X em solugdo, M; a concentragido da
espécie com 1 ligantes ligados, e, K; a constante de associagdo macroscopica sequencial para
0 1-ésimo ligante.

Outra descrigdo equivalente deste processo de ligagdo € considerar a reagdo da

macromolécula M, com i moléculas do ligante X com as constantes de equilibrio integrais [3;

M, +iX oM, Bi= [M]/(IMo]. [X]') (1b)

E facil mostrar que as constantes, sequéncial e global, estdo relacionadas

através da igualdade

Bi =K1. Kz...Ki com 1 variando deOénxe Bg =K0= 1
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Geralmente, em experimentos de ligagdo de ligante a quantidade experimental
determinada € a fragdo de saturagdo da macromolécula em fungdo da atividade do ligante,
expressa pela razdo entre o numero de sitios ocupados pela concentragdo total d

macromolécula, x, dada por
x={(M 2. Mx+,..+tnx. M)}/ { (Ma+M, + ... + My )} (2)
Nesta equagdo, a concentragdo de cada espécie macromolecular M; pode ser
expressa em fun¢do da concentragdo da macromolecula sem nenhum ligante ligado, M,, das

constantes de equilibrio, K, , e da atividade do ligante X, através das equagdes 1,

Mo. (K;. X+2. K1 Ky . X2+ ... +nx . K. Koo Kug . X™)

Mo.(1+ K. X+K Ky X2+ ... + K. Ky Koy - X™)

ou através das equagdes 1b e em fungdo das constantes integrais jB; ,

Mo. (B . X+2.8;. X*+ ... +nx. Bux . X™)

Mo ..( 17+ By X+ B3 X2t oo™ P e X )

E facil notar que a expressio do numerador nas equagdes 3a ou 3b

corresponde a derivada do denominador multiplicada pela atividade do ligante, i.¢,

—d nx nx
>t (il Br Xt Py X+ Bux. X*™ )= (B X280 X i Bt X™)

ou, de forma sintética, escrevendo o polindmio do denominador como o somatério

(DDt e e equagdo acima reduz-se a
i=0
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X—;—’X—(i B x)=E ipi.X)  compo=1

dividindo esta expressio pelo somatorio do denominador e rearranjando

reconstituimos a expressdo para o numero de sitios ocupados da proteina ligada, x, dado por

dZBi.X") din(z. B;. X') Y iBi. X

C8.X) dX din(X) ¥ 8. X

Esta expressdo mostra que podemos expressar o numero de sitios saturados da

proteina pela derivada do logaritimo do (O Bi.X') em relagdo ao logaritimo da ativiade
i=0

do ligante. Por outro lado, nés tambem notamos que este somatorio corresponde a razio
entre a concentragdo da proteina total Mt pela concentragdo da proteina sem ligante algun

ligado M, . Em virtude desta propriedade vamos definir a fungdo
P=[Mi]/[Mo] =2 Bi. X (5)

conhecida como o Polinomio de Ligagdo do ligante X a macromolécula M
com ny sitios de ligagdo. A equagdo 5, que define o polinémio de ligagdo junto a equagéo 4,
que motiva esta definigdo, mostram que se for possivel medir experimentalmente a
concentragdo da proteina sem ligante algum ligado, M,, em fungdo da atividade do ligante,
este polinomio fica automaticamente definido, as constantes de equilibrio relevantes do
sistema podem ser determinas por métodos de ajuste numérico dos parametros 3; a estes
dados, e, a saturagdo da proteina ode ser obtida por simples derivagdo deste dados.

O polinémio de ligagdo tem uma série de outras propriedades importantes,
muito bem discutidas no livro de Gill e Wyman [21], e que ndo serdo discutidas aqui.
Excessdo, entretanto, sera feita a propriedade, originalmente demonstrada por Schellman, de
que este polinomio é também uma medida direta da contribuigdo da energia livre de ligagdo
do ligante ao potencial quimico da macromolécula [28]. Também ndo repetiremos a elegante

19
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derivagdo de Schelmann, e a leitura do artigo original ¢ altamente recomendada. Para os
nossos propositos basta considerar o potencial quimico da proteina na auséncia e na
presenga do ligante e relaciona-los com o potencial de ligagdo, como se segue.

Considere uma macromolécula em solugdo, na auséncia de ligantes outros que
ndo o solvente a concentragdo M, . A excessdo ao solvente sera feita so temporariamente,
uma vez que é nele que estamos principalmente interessados. O potencial quimico desta

macromolécula na auséncia de ligante esta definida por
pp= pp + RT In ([Mo)) (6)

onde pp’ é o potencial quimico da proteina no estado de referéncia, normalmente
atribuido a concentragdo de proteina unitaria. Na presenca de ligantes, encontraremos a
proteina ndo s6 sem ligante algum, mas distribuida entre diferentes estados de saturagéo,
com distribuigdo expressa pelo polindmio de ligagdo P, definido pela equagdo 5. Nesta

circunstancias a concentragdo de M, €, por rearranjo da equagdo 5, dada por
In([Mo]) = In([Mr]) - In(2. B; . X))

onde, lembramos, [Mr] representa a soma de todas as espécies em solugdo e portanto
a concentragdo total de proteina dissolvida. Substituindo esa equagdo na equagdo 6,

obtemos

p = p°+In((My]) - RT In (i 8. X ) (7)

que ¢ o potencial quimico da proteina na soluciio a atividade de ligante X. E
importante notar que, desde que o processo de ligagdo de ligante € um processo
energéticamente favoravel o potencial quimico da proteina deve diminuir com o aumento da
saturagdo em consequéncia do aumento da atividade do ligante. E exatamente isto o que esta

mostrado na equagao 7.
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Um outro aspecto que pode ser mostrado € que , a diferenga de energia livre
entre a proteina na presenga € na auséncia do ligante fornece AG;, , a variagdo de energia
de interagdo da macromolécula com o ligante por mol de macromolécula. Esta quantidade
pode ser calculada subtraindo-se a equagdo 7 de 6 e, lembrando que na auséncia de ligante

[Mo] = [M1], temos

AGim=(up-up°)=-RTln(2 B..X )=-RTIn(P) (8)

que ¢ diretamente proporcional ao logaritimo do polindmio de ligagdo P.
Estes resultados, que sdo absolutamente gerais, serdo explorados mais adiante, quando

iremos considerar a agua como ligante.

Interacdo de ligantes X e Y a ny e ny sitios de uma macromolécula M.

O procedimento para a determinagdo do polinomio de ligagdo de dois ligantes
distintos, X e Y, a nx e n, sitios de uma macromolécula é equivalente aquele utilizado para
um ligante a n sitios. Consideremos o equilibrio entre i moléculas de X e j moléculas de Y

com a macromolécula M
M+1X+)Y o MX.Y;
com constante de equilibrio de associagdo global dada por
B;=[MX.Y;]/ [ML[XT.[Y} (10)

O grau de saturagdo da macromolécula por X a atividade de Y constante é

dada por

cm 1 2 5 4 5 6 7 8unespw 12 13 14 15 16 17 18 19



1 2 5 4 5 6 7 8lj|1‘a£;F)

> (Mpj+ My; +My; +...+ My;)

=0

em termos das constantes de equilibrio macroscopicas definida pela equagdo 10,

temos,

(B1. XY +2.B,. X° .Y+ ... +nx . Bux . X™.Y)

(1+ B . X.Y+B2. X2 Y + ... +Bux. X™.Y)

(iSpIFE )

S S Eps.x v

=0

Como no caso de um tunico ligante, nés definimos o potencial de ligagdo para
a interagdo de X e Y a ny e n, sitios de ligagdo, respectivamente, pela razdo entre a
concentragdo de proteina total Mt e a concentragdo de proteina sem ligante algum ligado,

Myo , como segue

LY

POCY) =Ml Mul = 2 2 (B X' Y) (13)

=0

E, como anteriormente, o numerador da equagdo 12 iguala-se ao produto de X

pela derivada de In( P(X,Y)) em relagdo a X com Y constante, i.e.,
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e a saturagdo de x € obtida devidindo-se a expressdo acima por P(X,Y)

X SIn(P) 31n(P)

X=p r=x= ] (14)

De maneira absolutamente equivalente podemos obter a saturag@o da proteina

por Y, y, a atividade constante de X, que vem dada por

_YomP)| _2nP)
YEPTa |, T am), (15)

Uma propriedade importante deste polinomio de ligagdo é encontrada quando
se calcula as derivada de x em relag@o a In(Y) mantendo a atividade de X constante, e, de y

em relagdo a In(X) mantendo a atividade de Y constante.

& dnPXY) 2> (ijK;.X.Y) dn(P(X.Y)) dx

i=0 j=0

din(X)  din(X) din(Y) i i (K X' ¥ din(Y) din(X) din(Y)

i=0 =0

ou simplesmente

el (RS T
ZIn(Y)|, ~ Jln(X)|, (16)

Esta equagdo estabelece uma das equagdes de linkage de Wyman,
demonstrando a variag@o no grau de saturagdo da macromolécula por Y devido a mudanga

na atividade de X ¢ igual a variag@o no grau de saturagdo da macromolécula por X devido a

23
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mudanga na atividade de Y. A utilidade de relagdes deste tipo, ao estudo da interagdo de
multiplos ligantes a uma macromolécula, esta em que com elas ¢ possivel quantificar o
efeito de um determinado ligante, Y por exemplo, mesmo que ndo seja possivel a
determinagdo experimental da saturagdo de Y a macromolécula. Para tanto, basta determinar
como a saturagdo do outro ligante, X neste exemplo, responde a mudangas na atividade de
Y. Um exemplo de como a relagdo 16 pode ser usada, na determinagdo da diferenga de
hidratagdo entre as conformagdes totalmente oxigenada e totalmente desoxigenada da

hemoglobina a partir das medidas da variagdo da saturagdo desta proteina por O, €

mostrado no artigo que perfaz a parte A do Capitulo III. E importante notar que, a despeito

de a expressdo 16, naquele artigo, ter sido derivada baseada em outras suposigdes, 1.€.,
através da equagdo de Gibbs-Duhen, o resultado final ¢ perfeitamente equivalente ao
encontrado acima.

A forma da equagdo de linkage 16, ndo ¢ unica. Pode-se, usando as
propriedades de diferenciais exatas, obter outras relagdes por transformagdes de Legendre
desta equagdo [20,21]. Um exemplo de uma transformagdo deste tipo esta descrito,
detalhamente, na se¢do de Termodinamica do artigo que compde a parte C do Capitulo III.
Neste e no artigo apresentado na parte B do Capitulo III, a equagdo de linkage 16 é usada
como ponto de partida para a derivagdo de uma outra equagdo para descrever uma situagao
mais complexa, qual seja, a do efeito da ligagdo diferencial de dois ligantes distintos, cujas

atividades ndo sdo variaveis independentes, sobre a afinidade global da Hb por oxigénio.
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AOQUA ABSORVIDA (g de bpua/p de proieing)

A contribuicdo da hidratacdo ao potencial quimico de uma macromolécula em

solucdo via o polindmio de ligacdo de moléculas de agua.

Historicamente, a energética da

hidratagio de macromoléculas tem sido
estudada através da obtengdo experimental de
isotermas de hidratagio, 1.¢, da determinagdo da
massa de agua absorvida por massa de polimero,
em equilibrio com uma atmosfera controlada de

vapor de agua, em fungdo da pressdo de vapor

- . . - , [29 e ref.incluidas]. A descrigdo tedrica destas

PRESSAOC RELATIVA DE VAPOR DE AQUA

isotermas tem sido realizada, principalmente, a

partir de modelos de absorgdo isotérmica de

gura 4 1 - Grifico da quantidade de dgua absorvida em

funcdio da pressio relativa de vapor de agua.  4gua pela superficie da macromolécula. Uma

it ok otoey ampla revisio da literatura concernente a
estudos de hidratagdo de proteinas e polipeptideos, incluindo resultados relevantes obtidos
através da analise de isortermas de hidratagdo, foi publicada por Kuntz e Kauzmann em
1972 [29] . Apesar desta revisdo ter mais de 20 anos, ela continua uma referencia bastante
atual neste topico. Como exemplo, a Figura 4.1 mostra uma isoterma de hidratagdo de
proteina tipica. Em esséncia, a analise de isotermas de hidratagdo experimentais deste tipo,
com o auxilio de modelos tedricos como o de Langmuir e BET, indica:

1) a existéncia de uma monocamada de hidratag@o fortemente associada a superficie

protéica. Na figura 4.1, esta monocamada corresponde ao trecho inicial da curva de

hidratag@o, que se completa em torno da atividade de agua em torno de 0.20 e quantidade de

agua absorvida de aproximadamente 0.1 grama de agua por grama de proteina.

2) para valores de atividades de agua acima de 0.20 a agua absorvida pela proteina
forma varias multicamadas associadas muito mais fracamente a macromolécula que a agua
da primeira camada de hidratagdo. Os valores de entalpia e entropia de absor¢do de agua
pela proteina rapidamente se aproximam dos valores de entalpia e entropia de vaporizagido
de agua pura, atingindo este valor a hidratagdes correspondentes a aproximadamente 0.3-0.4

gramas de agua por grama de proteina [29].
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Estes resultados tem levado
varios autores a considerar a proteina em
solugdo como representado pictoricamente
na figura 4.2, [30]. A camada de
e hidratagdo A, mais proxima a proteina,

representaria a monocamada de hidratagéo.
Nesta camada ndo haveria a solubilizagdo
de componentes de solutos presentes na

solugdo. A camada B, corresponde aquela

que faz a transigdo entre a primeira camada

Figura 4.2- Representacdo das camadas de de hidratagdo e a agua do volume da

hidratacdio de uma proteina solugdo. Dinamicamente, esta camada de

hidratagdo ¢ arrastada pela proteina em seu
movimento de translagdo e difusdo. Este modelo concorda, qualitativamente, mais ou
menos bem com varias caracteristicas fisicas da agua de hidratagdo de proteinas medidas por
diversas técnicas, tais como medidas de capacidade térmica, ponto de congelamento, tempo
de correlagdo de protons medido por RMN, medidas de densidade especifica de proteinas
em solugdes ternarias, viscosidade hidrodinamica, entre outros [1,29,30,31 e refs. incluidas
nestas]. Entretanto, nenhum dos modelos de isotermas de absorgdo de agua a superficies
protéicas, entre elas as de Langmuir e BET, possibilitam a analise do papel da agua em
reagdes bioquimicas. A dificuldade, neste caso, advem do fato de que estas teorias de
hidratagdo consideram unicamente o equilibrio do polimero hidratado em matriz sélida com
o vapor de agua. Com estes modelos, aspectos importantes como a ocorréncia de possiveis

mudangas conformacionais induzidas no polimero devido a desidratagdo / rehidratagdo sdo

impossiveis de serem modelados’.

Entretanto, ao considermos os aspectos moleculares responsaveis pela
termodinamica de reagdes bioquimicas aqueles relativos ao rearranjo nas camadas de

hidratag@o dos polimeros e ligantes envolvidos na reagdo ndo podem ser desconsiderados.

*Talvez, a Uinica excegdo a esta regra seja a teoria de Flory-Huggins que é uma teoria de solugdo e ndo de
superficie como as de Langmuir e BET
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Portanto, seria fundamental podermos descrever como o potencial quimico de
macromoléculas e de seus ligantes variam com a atividade de agua haja visto que diferentes
conformagdes macromoleculares e diferentes graus de associagdo macromolécula - ligantes
tem a si associadas diferentes quantidades de agua de hidratagdo. Uma possibilidade,
alternativa as isotermas, seria considerar a agua como qualquer outro ligante porventura
dissolvido na solug@o, como a seguir.

Vamos retomar, entdo, a descrigdo da interagdo de um ligante X com ny sitios
de uma macromolécula conforme as equagdes 1b, 5 e 7, e, simplesmente substituir o ligante
qualquer X por H,O e, onde consideramos a atividade de X passemos a considerar a
atividade de agua. Com estas mudangas, a interagdo de moléculas de agua com n,, sitios de

hidratagdo da macromolécula fica

Mo +i. a, &M, Bi= [Mi]/(IMo] . [au]') (17)

P,, = [M:] / [Mo] = Zo B; . (ay) (18)

pp = pp +In([Mr]) - RT In (Py,) (12:)

Portanto, se pudermos determinar o potencial de ligagdo representado na
equagdo 18, a contribuigdo da energia livre devido a interagdo de agua com a
macromolécula para o potencial quimico desta fica automaticamente determinada via
equagdo 19. Existem duas possibilidades de se determinar o polindmio de ligagdo P, para a
agua. Uma seria determina-lo experimentalmente. Entretanto esta tarefa parece impossivel,
visto que estamos interessados em conhecer os parametros que descrevem a ligagdo de agua
a uma macromolécula bioldgica dissolvida em meio aquoso. Nestas circunstancias, todos os
sitios de hidratagdo expostos ao solvente estardo sempre saturados qualquer que seja a
atividade de agua da solugdo. A outra possibilidade, é propor um modelo de ligagdo de

agua a macromolécula que xom base nas evidéncias experimentais existentes.
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Modelo para a hidratagdo energéticamente relevante ao potencial quimico de

uma macromolécula em solugdo.

Ao nos propormos formular um modelo para a contribui¢do energética da agua
sobre o potencial quimico de macromoléculas bioldgicas em solugdo ndo pretendemos
descrever este potencial em todo o intervalo de atividade de agua, nem mesmo alimentamos
a expectativa de poder descrever os detalhes moleculares desta interagdo. Nosso interesse,
entretanto, estara focalizado naquela parcela da hidratagdo macromolecular cuja perturbagéo
¢ capaz de alterar o equilibrio de uma determinada reagdo bioquimica. Portanto, nos
limitaremos a considerar no calculo do potencial de ligagdo de agua, equagdo 19, sdbmente os
sitios da primeira camada de hidratagdo, que sdo aqueles com maior probabilidade de
promover um débito energético significativo a energia livre da reagdo. Qualquer outra
contribui¢gdo de agua de hidratagdo ao potencial quimico da macromolécula, mas que néo
contribui energéticamente para reagdes, estara automaticamente incluida no potencial
quimico de referencia desta macromolécula.

Em sintese, o modelo consiste em:

1) considerar somente as aguas que formam a primeira camada de hidratagdo
da macromolécula. A justificativa para esta proposi¢do esta em que varios estudos
demostraram que as moléculas de agua desta camada estdo associadas muito mais
fortemente a4 macromolécula que a aguas que constituem para a formagdo das multicamadas
de hidratagdo, e

2) supor, tambem, que a agua liga-se a superficie macromolécular em sitios
idénticos e independentes. Em outras palavras, vamos supor que a constante de afinidade
intrinsica da agua pelo sitio na superficie da macromolécula, k,, é a mesma para todos os
sitios existéntes na superficie e cuja magnitude independe da fragdo de saturagdo dos sitios
vizinhos. Esta suposi¢do encontra respaldo pelos resultados da analise de dados de absorgdo
de agua por proteinas e polipeptideos com diversos modelos de isoterma de hidratagio.

Segundo Kuntz e Kauzmann [ 29 pag 251], as curvas de absorgdo de agua por proteinas e

polipeptideos sdo bastante bem descritas por um pardmetro que mede a afinidade da ligagdo

e um outro um fortemente correlacionado a superficie macromolecular exposta ou, ao
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numero de moléculas de agua associadas a primeira camada de hidratagdo. Este resultado
independe, inclusive, do modelo utilizado para a analise em questdo.

Com estas suposigdes, o problema que temos que resolver para extrair a
contribui¢do da agua ao potencial quimico da macromolécula é um problema de ligagdo de
um ligante com constante intrinsica ( ou microscopica ) k,, a n,, sitios de ligagdo. Para
tanto, nés podemos fazer uso das equagdes de equilibrio e das constantes de equilibrio
macroscopica K; definidas pelas equagdes (1a). Se adotarmos este procedimento temos que
considerar os fatores estatisticos que acoplam a constante macroscopica K; com a constante
microscopica k,, em virtude de o numero de maneiras de se associar uma molécula do
ligante a ( n, - 1) sitios de ligagdo desocupados no passo 1 diminue com o aumento da
saturagdo. Este procedimento esta descrito na referéncia [32] por Cantor & Schimell. Aqui,
vamos optar uma derivagédo alternativa. Vamos calcular, inicialmente, a fragdo de saturagao

de um unico sitio e, entdo, multiplicar esta fragcdo pelo numero total de sitios, resultando na

saturagdo total. O resultado € idéntico ao descrito na referéncia [32].

Vamos considerar o equilibrio entre um sitio desidratado, Sy, com um sitio

hidratado, S;,, a atividade de agua a,, e constante k., , descritos pela equagdes abaixo

s
" [s.]al]

So+H,O < Sy, com constante microscopica (20)

a ocupagdo fracional deste sitio é dada pela razédo

Sils)]Em
AN

Substituindo o valor de S;, obtido com a equagdo 20 na expressdo acima, encontramos

k,.a, din(+k,) din(P,)

o= l+k,.a, din(a,) ~dlin(a,)

(21a)

A‘A
AVAVEAY

2 5 4 5 6 7 8unespw 13 14 15 16 17 18

19



onde P, = ( 1 + ky.ay) € o polindmio de ligagdo para um sitio. A fragdo de
saturagdo de n,, sitios na macromolécula, 4, € entdo obtida multiplicando-se o numero de

sitios pela saturagdo de um tnico sitio, como segue

din(1+k,) din(1+&,)™ dIn(P,)
din(a,)  dlIn(a,)  dIn(a,)

h=n_0O=n.

e, por comparagdo obtemos o polindmio de ligagdo para 4gua a macromolécula

Pw=(1+ky.aw)™ (22)

Substituindo este resultado na equagdo 19 poderemos obter o potencial

procurado

pp= pp’+RT In([M1])-RT.ny . In (1 +k, .ay ) (23)

Uma simplificagdo pode ser feita nesta relagdo reconhecendo que na regido de

atividade de agua biologicamente relevante, 0.9 < a,, < 1, os sitios de hidratagdo estdo
saturados, e, (ky.aw) >>1. Comisto, In(1+k, .ay )~In(ky .ay )=In(ky )+In(ay),

e a equagdo 23 pode ser aproximada por
pp = pp’ + RT In(|Mq]) - RT. n,, .In(a,) (24)

onde o termo en In(k,,) foi incorporado ao potencial quimico do estado de referéncia,

1.6, pp =pp +RT.n,.In(ky).

A equagdo 24 ¢é o resultado relevante desta seg¢do. Ela mostra, que em

decorréncia do modelo de hidratagdo aqui proposto, o potencial quimico da proteina é

proporcional ao numero de sitios de hidratagdo e a In(a,).

Este expressdo demonstra que com a diminuigdo da atividade de agua, pela

adi¢do de solutos a solugdo por exemplo, ocorre o aumento do potencial quimico da

30
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macromolécula em relagdo a seu potencial em agua pura. Esta predigdo, decorrente do
modelo proposto, concorda muito bem com os resultados de Timasheff e colaboradores [33
e refs. citadas] que, por mais de 20 anos tem mostrado por técnicas densimétricas, o
potencial quimico de diversas proteinas dissolvidas em solugdes ternaria, de agua, proteina e
solutos, aumenta com o aumento da concentragdo de solutos. Este fenomeno € atribuido a
hidratagdo preferencial da macromolécula originada pela exclusio dos solutos pela
superficie protéica das camadas de hidratagdo proximas a proteina. Estes autores tem
monstrado, também, que o aumento do potencial quimico destas proteinas é proporcional a
sua hidratagdo, e, provavelmente a concentragdo do soluto adicionado. Estes aspectos sdo,
também, reproduzidos pelo modelo proposto, pois n,, ¢ uma medida aparente dea hidratagdo

da Proteina e In(a,,) € proporcional a concentragdo de particulas dissolvidas em solugao.

Sobre o efeito da atividade de agua sobre alguns equilibrios simples

Nesta se¢do vamos considerar o efeito da atividade de agua sobre o equilibrio
em dois tipos de reagdo bastante comuns a sistemas bioquimicos: a) isomerizagao

conformacional e b) ligagdo de uma macromolécula com um ligante.

a) Isomerizagdo conformacional

O tipo mais simples de equilibrio envolvendo isomeros conformacionais de
uma macromolécula € representado pela reagdo de enovelamento / desenovelamento de uma
proteina. Entretanto, tambem € muito comum que macromoléculas em seu estado nativo

apresente mais de uma conformagéo em equilibrio em solugéo e, use estas diferentes formas

conformacionais para a regulagdo de sua interagdo com o ligante. Este tipo de

macromoléculas sdo conhecidas como macromoléculas alostéricas. Vamos entdo considerar,
o equilibrio entre dois estados conformacionais, N e D, em uma solugdo que contenha sé
agua e proteina e, supor que o numero de hidratagio destes estados seja ny e n,

respectivamente.
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N D e constante de equilibrio aparente K = [D]/[N]

A variagdo da energia livre desta reagdo, AG é dada pela diferenga de
potencial quimico da proteina no estado D em relagdo ao estados N, QLR R N
equilibrio

AG= pP

substituindo a potencial quimico dado pela equagao 24

AG = {up’ + RT In([Dq]) - RT . n,” .In(a,)}

- {umn’ + RT In([N{]) - RT . n, .In(a,)}=0

e rearranjando
In( [D)/ [N1]) =-AGo/RT + (n,”-n,") . In(ay) (25)

Reconhecendo que a razdo de concentragdes [Dr]/ [Nt] € igual a constante de
equilibrio aparente, que pode ser medida, por exemplo, através de tecnicas espectroscopicas,

e - AGy / RT a constante de equilibrio K no estado de referéncia, temos que
In(K) =In(Ko )+ (0> -ny" ). In(ay) (26)

Esta relagdo mostra, portanto, que o logaritimo da constante de equilibrio da
transi¢do conformacional observada varia proporcionalmente ao logaritimo da atividade de
agua com constante de proporcionalidade definida pela diferenga de hidratagdo entre o
estado D e o estado N. Portanto, se D for o estado mais hidratado da proteina, a diferenga
entre 0 numero de moléculas de agua associadas ao estado D e o numero de moléculas de
agua associadas ao estado N é positivo. Consequentemente, esta expressdo prediz que a
diminuigdo da atividade de agua desloca o equilibrio para o estado menos hidratado e, vice e

versa.
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Antes de passar a discussdo da equagdo de equilibrio acima, vamos analisar

um outro exemplo simples.

b) Equilibrio de ligagdo entre uma Macromolécula M e um ligante L.

A reagdo de uma macromolécula M com um ligante L qualquer geralmente
envolve a substitui¢do de contatos moleculares do sitio de ligagdo na macromolécula e da
molécula ligante com moléculas de agua por contatos diretos entre a macromolécula e seu
ligante. Consequentemente, a diferenga dos graus de hidratagdo da macromolecula e
ligante livres em relagdo ao complexo deve sensitizar o equilibrio da reagdo a mudangas na
atividade de agua. Como no exemplo anterior, vamos escrever a reagao

M + L & ML  com constante de equilibrio K =[ML}/[M].[L]
e calcular a variagdo da energia livre, no equilibrio

AG = LlML _uM_“Lzo

em fungdo dos potencial quimico dos reagentes e produtos. Substituindo a potencial

quimico dado pela equagdo 24

AG= {pm’+RT In([ML{]) - RT . n,™" .In(ay)}

- {up’ + RT In([Mq]) - RT . n,™ .In(ay)}

- {u.° + RT In([L1]) - RT . n," .In(ay)}

e rearranjando

In( [ML1)/ [Mq] . [L1]) =-AGo/RT+ (@, -n,M -n,") . In(ay)
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Reconhecendo os diversos termos, como anteriormente, tem-se

In(K) =In(Ko)+ (M -nM - n,") . In(ay) (28)

que prediz a dependéncia da constante de equilibrio com a atividade de 4gua via a
diferenga de hidratagdo entre o produto e os reagentes. Um exemplo tipico de reagdo
bioquimica a qual esta relagdo se aplica ¢ a reagdo de interagdo de uma enzima com seu

substrato ou a ligagdo de uma droga ou proteina a acidos nucléicos.

Sobre a linearidade observada entre o logaritimo da constante de equilibrio e o

logaritimo da atividade de agua.

Ambos os exemplos considerados mostram que a taxa de variagdo do
logaritimo da constante de equilibrio com a variagdo do logaritimo da atividade da agua é
proporcional a variagdo da hidratagdo que acompanha a reagdo. Esta assertiva pode ser
quantitativamente representada pela derivando qualquer uma das equagdes 26 ou 28, que

fornecem

din(K)
dln(aw)F T

onde K € a constante de equilibrio da reagdo e An,, a diferenga de hidratagéo
aparente entre o estado final e inicial da reagcdo que envolve a presenga exclusiva da
macromolécula, no caso da isomerizagdo, e de macromolécula mais ligante, no segundo
exemplo, ambos em solugdo aquosa. Esta é uma simplificagdo ao problema do equilibrio
uma vez que uma macromolécula frequentemente interage com outros componentes da
solugdo, como protons, ions e outros ligantes. Esta limitagdo, entretanto, pode ser facilmente
retirada, mesmo para solugdes mais complexas, se a medida da constante de equilibrio for
realizada mantendo a atividade de todos os outros possiveis ligantes da solugdo com
atividade constante. Neste caso, a derivada acima sera representada pela derivada parcial

abaixo
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omK)| _

dna,)|, "
i

Esta derivada, nos informa que a constante de equilibrio da reagdo varia com a
atividade de agua em proporgdo a variagdo da hidratag@o entre os estados inicial e final da
reacdo desde que as atividades a; de todos os outros i ligantes da proteina em solugédo sejam
mantidas extritamente constante. E importante notar, que se considerarmos a ligagdo de
qualquer outro ligante, como prétons, por exemplo, e mantivermos a atividade de agua
constante, a depéndencia de In(K) com o pH, sera descrita por uma relagdo de linkage
equivalente a equagdo 29. Para tanto, basta substituir a,, pela atividade de protons, a; , €
An,, pelo numero de protons diferencialmente ligados ao estado final e inicial da reagéo,
Any, e econontrar a relagdo de linkage utilizada nestes casos [34]. Este tipo de equagdes,
propostas por Wyman, tem sido amplamente utilizadas na analise do efeito de ligagdo
diferencial de ligantes ordinarios sobre o equilibrio quimico de reagdes biologicas.

Um aspecto importante a ser notado, em relagdo a equagdo de linkage 29, ¢
que a variagdo de hidratagdo aparente An,, pode ser diretamente medida pela inclinagdo do
grafico de In(K) em fungdo de In(a,). Os exemplos experimentais, descritos nos artigos
apresentados no capitulo III, mostram que a constante de associagdo de oxigénio a
Hemoglobina varia linearmente com a atividade de agua. Isto porque no intervalo de
atividade de agua no qual a afinidade da Hb por O, foi medida, o numero de moléculas de
agua envolvidos na reagdo € constante. De fato, ja adiantamos que esta linearidade deve ser
uma caracteristica do efeito de agua de hidratagdo sobre reagdes bioquimicas em solugdo
aquosa. A justificativa para esta conclusio esta no fato de que a agua ndo ¢ um ligante
ordinario. Dada as suas caracteristicas de solvente, qualquer que seja o grupo protéico
exposto a solugdo devera estar solvatado. Portanto, qualquer que seja o estado
conformacional de uma proteina todos os n,, sitios de hidratagdo, que contribuem para a
variagdo An, medida pela equagdo de linkage, estardo saturados independentemente da
atividade da agua. Consequentemente, o logaritimo da constante de equilibrio da reagdo

deve variar linearmente com o logaritimo da atividade de agua. A linearidade entre estas
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duas grandezas foi originalmente apontado por nds como uma das caracteristicas do efeito
de agua de hidratagdo em reagoes biologicas e, tem sido confirmada por diversos autores nos

mais distintos tipos de reagao.

Sobre o efeito da adicdo de solutos neutros a solucdo e seu papel na medida do

efeito de agua sobre o equilibrio quimico de reacdes.

A agua, a despeito de ser o solvente bioldgico universal, ndo é um liquido
inerte a adigdo de solutos. Suas propriedades termodindmicas mudam e, apesar disto, sua
capacidade de solvatagdo ¢ plenamente mantida . Isto ndo quer dizer, entretanto, que a
energia livre dos componentes solvatados por agua ndo variem quando as propriedades
termodindmicas da agua variam. Um exemplo disto foi apresentado ao considerarmos,
hipotéticamente, o efeito da atividade da agua no equilibrio de isomerizagio transcorrendo
em uma solug@o bindria simples de agua e macromolécula, ou no equilibrio de ligagdo de
ligante em uma solug@o ternaria de agua, macromolécula e ligante. Entretanto, o que nio
consideramos naqueles casos foi a magnitude das perturbagdes no potencial quimico da agua
sobre a energia livre da reagdo nem a origem da variagdo da atividade de agua. Nesta segdo

estas questdes serdo analisadas.

a)_Depéndencia da atividade de agua na concentracido de solutos dissolvidos

em solucdo [35.36].

Vamos considerar, inicialmente, uma solugdo binaria composta por N,, moles

. 3 . m - . .
do solvente mais N, moles do soluto”, com potenciais quimicos dados, respectivamente, por

ty =ty + RT In (ay) (30)

ps = ps’ + RT In (as) (31)

°A partir de agora vamos reservar letras maiusculas para designar o numero de moles de soluto e solvente
dissolvido na solugdo, enquanto manteremos a notagao minuscula para designar o numero de moles do ligante
ligado a macromolécula
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onde uio sd0 os potenciais quimicos dos elementos puros e, a; as atividades destes

componentes em solugdo. Estes potenciais quimicos ndo sdo variaveis independentes, como

veremos a seguir. Para tanto vamos considerar a energia livre de Gibbs total da solugéo
G=Ny.puw*+Ns. ps

e calcular o diferencial desta fungdo, que nos informa como a energia livre da

solugdo varia com a composigdo e potenciais quimicos de seus componentes
dG =N,, . duw +. pw. dN, + Ns . dus + ps . dNg (32)

Por outro lado, a fungdo energia livre de Gibbs é uma fungdo de estado que
depende exclusivamente da temperatura, pressdo e composig¢do do sistema, 1., G = G( T, P,
N; ) . Portanto, a variagdo desta fungdo s6 depende de como G varia com a variagdo de cada
uma destas variaveis, mantidas as restantes constantes. Para solugdo binaria, a temperatura e

pressdo constantes, a variagdo da energia livrte G=G( T, P, N; ) é também dada por

onde, em virtude de G ser uma fungdo de estado, as derivadas parciais correspondem

aos potenciais quimicos de we S, i.é
dG = py .dNy, + .us .dNg (33)

As equagdes 32 e 33 descrevem exatamente 0 mesmo processo, €, se 0 sistema
esta em equilibrio, dG € igual a zero, e ambas as expressdes sdo nulas. Portanto, para manter

a identidade entre estas as expressdes 32 e 33 temos que

N“- . d}.l.“- nE Ns . dus =0
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que € a equagdo de Gibbs-Duhen, para uma solugdo de soluto mais solvente, que
estabelece a interdependéncia entre os potenciais quimicos do soluto e do solvente em
solug@o. Substituindo os potencias quimicos do soluto e do solvente, definidos pelas
equagdes 30 e 31, nesta expressdo, obtemos como a atividade da agua varia quando a

atividade do soluto varia pela equagao
din(ay, )= - Ng/N,. din(ag)

a baixas concentragdes do soluto, a atividade do soluto se aproxima de sua

concentragdo na solugdo, 1.€,

N N

5

a,. = ~
PN N ON

que substituido na expressdo anterior, e apos usar das propriedades da derivada do In,

fornece

N,
din(a,)~—d——F7T—=-dy,

N.+N

5 w

onde xs € a fragdo molar do soluto em solugdo. Integrando esta equagdo de N, = 0

até N, , tem-se

In(ay) = -xs (35)

A relagdo 35 mostra que o logaritimo da atividade de agua é aproximadamente
proporcional a fragdo molar do soluto. E bom notar que esta expressio ndo faz distingdo
sobre a homogeinidade ou ndo do soluto adicionado. Assim, se mais de um tipo de soluto
esta presente na solugdo, desde que eles tenham comportamento proximo do ideal, a

contribui¢do de cada um a atividade do solvente sera aditiva. Portanto, ao considermos o
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efeito da agua sobre uma reagdo bioquimica devemos levar em conta dois aspectos: 1)
quando uma proteina, por exemplo, ¢ isolada de seu meio fisiolégico para ser estudada em
solugdo, provavelmente, a atividade da solug@o de estudo ndo reproduz a fisioldgica, e, 2) a
presenca de sais e tampdes, utilizados para reproduzir a forga ionica e pH fisioldgico
contribuem para a diminuigdo da atividade de agua, e, muitas vezes, ao variar a
concentragdo de um componente da solugdo, para estudar-se seu efeito na reagdo, a

atividade de agua também varia.

Sobre o controle experimental da atividade de agua via utilizacdo de

osmolitos.

Se por um lado, a atividade de agua varia por condigdes impostas pelo proprio
experimento, por outro, o possivel efeito desta variadvel termodinamica para a energética das
reagdes exige seu controle. Para tanto utilizamos, também, solutos, que potencialmente ndo
interagem diretamente com os componentes da reagdo, que, em concentragdo variada
permite o ajuste do potencial quimico da agua dentro do intervalo de interesse. Dentre estes
solutos, a propria natureza se incumbiu de selecionar agucares, poliois e amino-acidos, para
o controle da osmolalidade de células e organelas [37]. Estes solutos, conhecidos como
osmolitos, compartilham duas propriedades notaveis. Entre elas: eles sio acumulados
quando células sdao sujeitas a stress osmotico ou de temperatura exercendo um papel
protetivo sobre os componentes celulares. Sabe-se, atualmente, que entre outras coisas
estes osmolitos  estabilizam macromoléculas biolégicas contra desnaturagdo. Esta

propriedade tem sido atribuida ao fato deste osmolitos ndo interagirem diretamente com

macromoléculas, ficando excluidos da superficie e das camadas de hidratagdo mais

proximas a proteina [33]. Dai, a proposigdo de que na presenga de solutos, macromoléculas
sdo preferencialmente hidratadas. Segundo Timasheff, cujas referéncias devem ser
consultadas para a descrigdo da base experimental e termodindmica do fenomeno de
hidratagdo preferencial, a estabilizagdo de formas mais compactas de proteinas na presenga
de osmolitos ocorre devido ao aumento da tensdo superficial de solugdes com estes
componentes [33]. Entretanto, com o objetivo de utilizarmos osmolitos como tampdes da

atividade de agua ndo € necessario, para o momento, entrar em detalhes sobre os
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mecanismos de exclusdo de solutos e de hidratagdo preferencial de macromoléculas, mas
sim, estarmos ciéntes deste fendmeno. Na proxima se¢do vamos considerar o modelo de
exclusio de solutos para construir a descrigdo alternativa da termodindmica do efeito de

agua sobre reagdes bioldgicas via a equagdo de Gibbs-Duhen.

Analise do efeito de ligacdo de agua e ligantes sobre o potencial quimico de

uma macromolécula via equilibrio de fases: a fase macromolecular e a do volume da

solugdo.

O fenomeno de exclusio do soluto e hidratagdo preferencial da

macromolécula em solugdo esta representado esquematicamente na Figura 4.3.

FASE 1 FASE 2 5
MACROMOLECULAR VOLUME DA SOLUGAO

macromolécula soluto S Ns

ligante L ligado  n, ligante L livre N

agua Nw
agua Nw

Gi=pm+nL. P+ Ny . pw G2=Ns .ps + N_. p + Ny .pw

Figura 4 3 - Representaciio esquematica da fase macromolecular e da fase do volume da

solucdo, separados por uma membrana (:) semipermeavel.

Esta representagdo € equivalente a considerar a existéncia de uma membrana
semipermeavel hipotética em torno da macromolécula que separa-a do volume da solugdo.
Esta membrana, ademais, ¢ permeavel a agua e seletivamente permeavel aos ligantes
especificos da macromolécula, na medida em que deixa passar unicamente ligantes que irdo

se ligar a macromolécula e ndo ligantes que irdo se dissolver na camada de hidratagdo da
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macromolécula, supostamente interna a membrana. Estas caracteristicas permitem
considerar, entdo, a existéncia de duas fases da solugdo em equilibrio: a fase
macromolecular e a fase do volume da solugdo. Vamos, a seguir, considerar o equilibrio
entre estas duas fases.

O equilibrio termodindmico entre fases de um sistema € adequadamente
analisado via a equagdo de Gibbs-Duhen escrita para ambas as fases. Conforme a figura 4.3
a fase do volume da solugdo esta constituida por N, moles de agua, N; moles de um
ligante, ¢ Ns moles de um soluto neutro e, a fase macromolecular composta pela
macromolécula, n,, moles de agua e hidratagdo e n; moles de ligante ligados por mol de

proteina.

A temperatura e pressdo constantes, as equagdes de Gibbs-Duhen associadas a estas

fases sdao dadas por

dp.M +np. d}JL +ny .d}.l.“- =) ( 36 )

Ns .dps + NL . du[, + N“- .d}.lw =0 ( 37 )

Se soluto for adicionado na fase 2, o potencial quimico da agua diminue
(eventualmente o potencial quimico do ligante tambem muda, mas por questdes de
simplicidade vamos supor um caso em que ele ndo mude ), conforme a equagdo 37. Dado
que no equilibrio o potencial quimico dos componentes comuns as fases deve ser 0 mesmo
em todas as fases, a variagdo negativa do potencial quimico dgua na fase 2 serd a mesma na
fase 1, a da macromolécula. Para compensar esta variagdo, e manter a igualdade
representada na equagdo 36, o potencial quimico da macromolécula deve aumentar. Este
aumento do potencial quimico da proteina pode ocorrer tanto devido a variagdo de sua
hidratagdo quanto devido a mudangas induzidas no numero de ligantes L associados a
proteina, o que pode ocorrer independentemente do fato de a atividade do ligante L
permanecer constante durante o processo. Esta impressionante maleabilidade que
macromoléculas, como proteinas e acidos nucléicos e ribonucléicos, apresentam para

modular sua interacdo com ligantes, aparentemente sO ocorre gragas a capacidade
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desenvolvida por polimeros de acoplar distintas interagdes para o efetivo controle de sua

fungdo bioldgica’. Dentre estas interagdes, a interagdo com 4agua pode, segundo o modelo

acima discutido, ter participag@o nao desprezivel.

Um exemplo da utilizagdo deste esquema, para a determinagdo da variagdo de
hidratagdo da Hemoglobina durante sua oxigenagdo, esta apresentado no artigo apresentado
na parte A do Capitulo IIl. A utilizagdo destas duas equagdes, para a determinagido do
efeito acoplado de ligagdo de dois ligantes e agua a Hemoglobina esta exemplificada nos

dois artigos subsequentes apresentados no Capitulo III.

*No decorrer da analise que acabamos de fazer apontamos que mesmo que a atividade do ligante nio mude ha
a possibilidade do numero de ligantes associados a macromolécula variar. Esta passa a ser uma interpretagao
corriqueira a partir do momento em que passamos a quantificar a conecgao entre a ligagao de agua e outros
efetores sobre a ligagao de ligantes a proteinas. Entretanto, so agora eu me dei conta de que a aplicagao este
conceito ndo esta restrita s6 ao numero de ligantes ligados, n; , mas, também, deve ser extendido para a
entropia S e o volume V da fase, variaveis estas que estdo escondidas na equagao de Gibbs-Duhem sob a
condi¢do de Temperatura e Pressdo constantes, como segue

-$,dT + V,dP + dpy + n w.dpw + 0 .dpy = 0 para a fase macromolecular, e
-S,dT + V,dP + N5 .dus + N ,.dps + Ni .dp; = 0 para a fase do volume da solugio

Como os casos analisados até entio sdo condicionados a dT e dP = 0, estes termos desaparecem,
reproduzindo as equagdes 36 e37. Entretanto, nos ndo podemos nos esquecer que, ao considerar um sistema
de fases fechado e em equilibrio termodinamico, a entropia total do sistema, St=(S;+S;) ¢ maxima, e
portanto

dSr= d(S,+S,;)=0 implicando que dS; = - dS,

De fato, esta € a condigdo de equilibrio de fases. Entretanto, o que devemos considerar é que como a
fase macromolecular troca particulas de agua e ligantes com o volume da solugao, pode ocorrer que a
entropia destes ligantes na fase do volume da solugdo nio seja a mesma quando diferentes solutos sdo
utilizados para tamponar a atividade da agua. Se isto ocorrer, quanto maior o ganho de entropia ao
tranferirem-se An moléculas de agua da fase macromolecular para o volume da solugdo, mais positivo dS; e,
portanto, mais negativo dS, ,1.€, maior sera a diminuig3o de entropia na fase macromolecular,. Realmente,
como demonstrado por J.H. Hildebrand ( J.Chem.Phys., 15, 225-228, (1947) ), a entropia molar do solvente
com volume molar v,, em uma solu¢do com soluto de volume molar vs, aumenta com o volume molar deste
ultimo.

Este efeito de tamanho de solutos na medida do efeito de agua tem sido observado em varias reagées
estudadas, pos nos e por outros autores.

42

AVA
AVAVAL

12 13 14 15 16 17 18

> 3 4 5 s 4 UNESP

19



CAPITULO V - Discussio

Neste capitulo, destinado a apreciagdo dos estudos apresentados sobre o papel
da agua de hidratagdo macromolecular sobre as caracteristicas estruturais e funcionais da
Hemoglobina, pretendemos tragar ainda, nossa visdo perspectiva das questdes suscitadas
pelas observagdes do efeito da atividade de agua sobre diversas outras reagdes bioquimicas
que tem sido recentemente investigadas com a técnica de stress osmotico e analisadas

conforme a metodologia descrita no Capitulo I'V deste texto.

Analise do papel da hidratacdo no equilibrio conformacional Hb em filmes: o

papel da ligacdo de agua a sitio especifico e a contribuicdo da agua de hidrataciio para a

energia livre conformacional.

Um exemplo muito claro da contribuigio 4agua para a estabilidade
conformacional de proteinas € apresentado no artigo que constitui a parte A do Capitulo II.
Ali, estdo relatados experimentos demostrando que a Hemoglobina sofre mudangas
conformacionais reversiveis, entre os estados metaHb e hemicromo, induzidas pela variagdo
da atividade da agua da atmosfera em equilibrio com a proteina. Estas mudangas
conformacionais s3o mais significantes quando reconhecemos que elas ocorrem diretamente
no centro ativo da Hb, modificando drasticamente suas caracteristicas funcionais,
particularmente sua reatividade com oxigénio (resultados ndo mostrados) [38]. E notavel,
neste exemplo, que a perturbagdo estrutural em questdo ocorre em uma faixa de atividade de

agua relativamente alta, entre 0.7 e 1 ( ou em termos de umidade relativa, entre 70 e 100 %),

conforme Figura II-3, pag.11. Estudos de isotermas de hidratagdo demonstram que nesta

regido de atividade de 4gua a primeira camada de hidratagdo da proteina esta completa e, a
variagdo do contetdo de dgua de hidratagdo da proteina se deve 4 mudangas na quantidade
de moléculas de agua associadas as multicamadas de hidratagdo [30,31]. Varios autores tem
apontado que proteinas sofrem mudangas conformacionais irreversiveis quando sujeitas a
desidratagdo / rehidratagdo, baseados na observagdo de que as isotermas de desor¢do e
reabsorgdo de agua apresentam histerese nitida. Os resultados espectroscopicos por nés

obtidos aparentemente ndo mostram esta irreversibilidade para a hemoglobina. Uma
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possivel explicagdo para esta discrepancia pode estar no fato de que as isotermas de
hidratagdo medem o conteudo de agua total absorvida pela proteina, podendo ser sensivel a
varios niveis de mudangas estruturais, enquanto as mudangas espectrais por nds observadas
refletem absor¢do/desabsor¢do de agua ligadas a sitios especificos na Hb e, portanto,
induzidas por um numero reduzido de moléculas de agua estratégicamente localizadas na
estrutura proteica. Esta possibilidade pode ser analisada determinando o nimero de
moléculas de agua associadas a transi¢do meta-Hb hemicromo, o que € possivel a partir dos
dados de variagdo espectral, mostrados na figura 3, medida em fungdo da atividade de agua.
Esta analise ndo esta incluida naquele artigo, mas pode ser facilmente acompanhada. A
transi¢do metaHb / hemicromo apresenta indicando uma transi¢gdo entre dois estados.
Nestas circunstancias a constante de equilibrio aparente da transi¢do conformacional €
facilmente calculada a partir da variagdao espectral medida [33]. Conhecendo como a
constante de equilibrio conformacional varia com a atividade de agua, podemos, através da
equagdo 29, pag. 35, calcular o numero de moléculas de agua associadas a esta transi¢do. O
resultado desta analise mostra que a transi¢do metaHb / hemicromo envolve um unico sitio
de liga¢do de agua por monomero de Hb cuja ocupagdo estabiliza a estrutura terciaria da
metaHb. Nossos resultados ndo permitem localizar este sitio conquanto saibamos que este
sitio ndo € a 6a. posigdo de coordenagdo do ferro-Ill, por comparagdo com resultados
obtidos com desoxi-Hb [39]. Entretanto, estes dados permitem calcular a constante de
afinidade da agua por este sitio estrutural e, considerar o possivel mecanismo para a

transigdo conformacional observada. Dado que a equagdo 29 indica a existéncia de um

unico sito responsavel pela transi¢do, podemos escrever a constante de associagdo aparente

da agua a este sitio como
k. = [meta-Hb]/[(hemi-Hb].[a ]

O valor desta constante de associagdo iguala-se, segundo a equagdo acima, ao
valor da atividade da agua onde se observa 50% da transigdo conformacional. Conforme o

grafico da figura 3, pag.  , este valor é aproximadamente igual a 0,93 e,

ky=1/0.93 =1,075
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A diferenga de energia livre entre a agua ligada ao sitio e a agua livre, correspondente

a este valor de constante de associagdo, ¢ dada por

AGy = - RT.In(ky) = - 43 cal/mol de agua/monomero de Hb

E interessante notar que esta variagdo de energia de ligagdo de 4gua ¢ bastante

pequena, ainda mais se considerarmos que a ocupagdo do sitio em questdo € responsavel
pela estabilizagdo de diferentes conformagdes da Hb. Cabe perguntar como uma
perturbagdo energética tdo pequena ¢ capaz de induzir mudangas conformacionais tdo
significativas na regido do grupo heme, o centro ativo da Hb. Uma explicagdo possivel é
considerarmos que a reorganizagdo da primeira camada de hidratagdo, que acompanha a
transi¢do conformacional, seje a fonte de energia de cooperagdo acoplada a esta transigao.
De fato, a existéncia de mecanismos de transdugdo de energia de cooperagdo associados a
energia armazenada na estrutura de proteinas e, disparados pela ligagdo de ligantes, ndo é
um fato novo. A propria Hb usa energia armazenada nos contatos moleculares entre os
dimeros para, com a mudanga de conformagdo entre os estados R e T disparada pela ligagdo
de O,, aumentar a afinidade da proteina por este ligante [40]. Se esta suposi¢do é valida
para a transicdo meta / hemicromo, ndo s6 uma molécula de agua estaria envolvida
energéticamente nesta transi¢do conformacional, mas, dezenas delas. Se cada uma contribui
com cerca de 40 cal por mol para a reagdo, a participagdo de poucas dezenas de moléculas
de agua pode facilmente gerar uma variagdo de energia livre da ordem de kilocalorias,

energia suficiente para induzir a transi¢gdo conformacional em questdo.

Anilise do papel da hidratagdo em alosterismo: o efeito da atividade de agua

sobre as caracteristicas energética da oxigenag¢do da Hemoglobina em solugio.

A seguir, passamos a considerar os resultados das investigagdes do efeito da
atividade de agua sobre as propriedades funcionais de Hb em solugdo, descritos nos trés
artigos que compdem o Capitulo III desta tese, e, que demonstram a participagdo de cerca

de 70 moléculas de agua na transigdo entre as estruturas oxi e desoxi da Hb.
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Os estudos que descrevem o efeito de atividade de éagua sobre as
caracteristicas espectrais da Hb em filmes indicam uma participagdo energética coletiva das
moléculas de agua da primeira camada como fonte de energia livre para a transi¢ao meta /
hemicromo. A extensdo natural destes estudos foi passar a estudar o efeito da variagdo da
atividade de agua sobre as propriedades funcionais de Hemoglobina em solugdo. Neste
meio, a Hb tem sua afinidade por oxigénio determinada por um mecanismo de controle
alostérico, que faz uso do equilibrio entre pelo menos duas conformagdo distintas da
proteina: a conformagdo desoxi T e a conformagdo oxi R. Este equilibrio esta sujeito ao
controle de diversos ligantes, que, ao se ligarem diferencialmente entre estruturas distintas
da proteina, alteram a estabilidade relativa entre estas conformagdes, aumentando ou
diminuindo a afinidade global da Hb pelo O, . Dada a ocorréncia de mudangas
conformacionais e consequentes mudancas de hidratagdo, a atividade da agua poderia
desempenhar um papel no controle da afinidade da Hb pelo oxigénio. Para investigar esta
proposigdo, foram estudados o efeito da adigao de diversos solutos neutros, como agucares e
poliois, a solugdo de Hb sobre sua afinidade por oxigénio. O primeiro artigo reproduzido no
Capitulo III descreve os resultados obtidos. Em sintese, a contribuigdo descrita neste
trabalho foi: a) demonstrar que o efeito da adigdo de solutos a solugdo sobre a afinidade da
Hb por O, ¢é um efeito indireto, via varniagdo da atividade da agua, e; propor métodos para
analizar quantitativamente o efeito de solutos sobre a oxigenagao da Hb que permitiram que
cerca de 70 moléculas de agua ligam se & Hb com a ligagdo de 4 moléculas de O,. Pela
primeira vez, foi possivel determinar a variag@o de hidratagdo durante uma reagao alostérica
e correlacionar esta medida com dados estruturais. A ligagdo de 70 moléculas de agua a
estrutura oxi-R a mais que a estrutura desoxi-T ésta de acordo com a diferenga de superficie
acessivel ao solvente entre estas estruturas da Hb, quantidade esta calculada com base nas
estruturas cristalograficas destas duas formas da proteina. Ao determinarmos a variagdo de

hidratagdo acoplada a mudanga de conformagdo induzida pela ligagdo de O, a Hb pode-se

também determinadar a contribui¢io energética, associada a estas moléculas de agua, para a

estabiliza¢do do estado desoxiHb em solugdes com solutos. Estes estudos iniciais deram
origem a outros estudos, onde estendemos o tratamento termodindmico originalmente
proposto para analisar situagdes mais complexas onde o soluto, além de variar a atividade da

agua, também pode se ligar diferencialmente a Hb e, assim, alterar a afinidade da proteina

46

AVA
AVAVAL

12 13 14 15 16 17 18

> 3 4 5 s 4 UNESP

19



pelo O, tanto por ligagdo diferencial de soluto quanto de dgua as conformagdes oxiHb e
desoxiHb. Dois destes trabalhos foram apresentados nesta compilagdo, e compdem as
partes B e C do capitulo IIl. Esta série de trabalhos, demonstrou que os resultados obtidos
com método de stress osmotico uma vez submetidos a uma analise termodinamica rigorosa,
pode fornecer informagdes importantes sobre o papel da agua de solvatagdo em reagdes
bioquimicas e, auxiliar na compreensio das relagdes entre a estrutura e a funcdo de

macromoléculas bioldgicas.

Analise do papel da hidratagdo em reagdes bioquimicas diversas

A importancia da agua como agente energético ativo em reagdes bioquimicas ¢é

ubiqua. Ela nio esta restrita 4 hemoglobina. E largamente conhecido que sua substituigdo

por outros solventes frequentemente desestabiliza a estrutura de proteinas e enzimas; que
solugdes aquosas com diferentes solutos induz diferentes perturbagdes sobre as propriedades
estruturais e funcionais de proteinas e acidos nucleicos, indo da completa desnaturagdo ao
aumento da reatividade ou da estabilidade conformacional destas macromoléculas. Dissecar
estas propriedades e descobrir os mecanismos de agdo do solvente aquoso sobre moléculas
bioldgicas tem sido um objetivo longamente perseguido. Diversas estratégias experimentais
tem sido elaboradas para investigar a energética de ligagdo de agua a proteinas, desde a mais
simples que € a obtengdo de isotermas de hidratagdo de macromoléculas na forma de p6 ou
filmes [30], até experimentos de partigdo de pequenas moléculas como amino-acidos,
nucleotideos e acidos graxos entre a fase aquosa e cristalina [41] ou, entre a fase aquosa e
organica [42]. Adicione-se a estas técnicas, medidas de estabilidade estrutural de proteinas
mutantes com o objetivo de modificar o seu conteudo hidrofébico ou hidrofilico [43], e,
medidas da perturbagdo do potencial quimico de proteinas em solugdo pela adi¢do de
solutos [34,45], além de uma infinidade de estudos tedricos que buscam definir um
potencial de ligagdo de agua ou atribuir pardmetros fenomenoldgicos para a estabilizagdo de

estruturas associados a maior ou menor exposi¢do de grupos protéicos ao solvente [45].

As metodologias acima arroladas, entretanto, ndo propiciam quantificar

diretamente o numero de moléculas de agua associadas a reagdes bioquimicas que ocorrem
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em solugdes. Portanto, ndo possibilitam, também, a determinagdo da contribuigdo
energética da agua para a diferenca de energia livre entre diferentes estados de conformagao,
saturagdo e/ou associagdo de macromoléculas em solugdo. Diferentemente, nossa
proposi¢do de usar os modelos de linkage quimico e a equagdo de Gibbs-Duhen permite a
obtenc¢do destes parametros a partir de medidas da variagdo de energia livre de reagdes em
fung¢do da atividade de agua, ajustada pela adig@o de solutos. Estes modelos, apresentados
no Capitulo IV sdo absolutamente gerais, e, ndo fazem nenhuma distingdo entre reagdes
com macromoléculas biologicas ou reagdes entre moléculas organicas ou inorganicas
pequenas que se processem em solugdo aquosa. A relativa insisténcia com relagdo a reagdes
envolvendo macromoléculas tem, entretanto, justificativa no fato de que as variagdes de
hidratagdo associadas a estas reagdes sdo bastante mais acentuadas que aquelas envolvendo
pequenas moléculas. Provavelmente, estas variagdes significativas de hidratagdo que
acompanham reagdes bioquimicas podem perfeitamente servir como uma fonte de energia
cooperativa para reagdes e, estar envolvidos em processos de reconhecimento e
especificidade molecular. Um exemplo desta possivel transdugdo de energia quimica foi
apresentado no inicio deste capitulo. Ali, avaliamos que a energia de ligagdo de uma
molécula de agua a um sitio estrutural da Hb ¢ de cerca de 40 calorias por mol. Notamos
que esta é uma variagdo de energia bastante pequena, insuficiente para induzir a transigdo
conformacional meta / hemicromo. Entretanto, se esta transigdo conformacional, disparada
pela ligagdo de agua a um sitio especifico, estiver acoplada com o rearranjo da primeira
camada de hidratagdo devido a mudanga conformacional, a pequena contribuigdo energética
de cada molécula de agua multiplica-se pelo grande numero de moléculas de agua

rearranjadas na transigao.

A contribuigdo energética da hidratagdo macromolecular para o potencial
quimico de proteinas, acidos nucléicos e ribonucléicos em solugado foi descrita com base nos
modelos termodindmicos apresentados no Capitulo IV. A equagdo 24 descreve este

potencial, e prediz que o potencial quimico da macromolécula em solugdo aumenta com o

aumento do numero de moléculas de agua associadas a macromolécula e, com a diminuigdo

da atividade de agua. Este comportamento tem sido medido por outros autores, com técnicas

de densimetria [34] e equilibrio de dialise [45], desde o final da década de 60, em solugdes
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ternarias de agua, proteina e osmolitos' . O modelo apresentado também reproduz a

linearidade observada entre a variagdo da energia livre de varias reagdes com a variagdo do
potencial quimico da agua, observada quando a atividade de outros ligantes a
macromolécula é mantida constante [34]. Outra qualidade, intrinsica aos modelos
apresentados, € que eles permitem descrever reagdes mais complexas, envolvendo a ligagdo
concomintante de ligantes e moléculas de agua, quando consideramos interagdes de proteina
com ligante de baixa afinidade. Nestas circunstancias, a medida da interagdo do ligante com
a macromolécula requer a utilizagdo de altas concentragdes deste ultimo.
Consequentemente, ndo s6 a atividade do ligante varia mas também a atividade da éagua.
Dois exemplos deste uso sdo relatados nos artigos mostrados nas partes B e C do Capitulo
III. Particularmente, deve se destacar a utilizagdo deste formalismo para a analise criteridsa
da possibilidade de ligagdo dos solutos utilizados para o ajuste da atividade da agua. Como
haviamos adiantado, um dos aspectos que mais despertavam ceticismo em relagdo a
utilizagdo do método de stress osmotico para a investigagdo do papel da solvatagdo em
reagdes biologicas era a inexisténcia de modelos termodindmicos que permitissem a analise
rigorosa da possibilidade de o soluto agir ligando-se diretamente a macromolécula, ou
indiretamente, através da pertubagdo da atividade de agua. A teoria apresentada permite

esta analise como demonstrado no artigo apresentado na parte C do Capitulo III.

Apesar do pouco tempo transcorrido desde a proposigdo de utilizagdo da
técnica de stress osmotico acoplada a analise termodinamica apresentada no Capitulo 1V,
esta metodologia ja tem sido utilizada para investigar a contribui¢do da hidratagdo em
diversas reagdes bioquimicas, além da de oxigenagdo de Hb. Dentre elas, podemos citar os
estudos do efeito de agua sobre : a interagdo de drogas e proteinas com DNA
[9,12,14,16,17], a cinética de reagdes enzimaticas [8,10], a estabilidade e o enovelamento
de proteinas [11,46], a transi¢gdo conformacional em DNA [13], o transporte de elétrons em

citocromo [7], o grau de superenovelamento de plasmideos [47], o potencial de oxi-redugédo

*No presente estagio, estamos considerando que a concordancia entre 0 comportamento previsto
pela equagdo 24 e os resultados de medidas densimétricas do potencial quimico de proteinas na
presenca de osmolitos € apenas qualitativa. Uma comparagio quantitativa pode ser realizada
procedendo a analise quantitativa dos resultados publicados na literatura com a utilizagio da referida
equacgao.
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de hemoproteinas [19], entre outros. Os resultados até entdo complilados ja permitem
reconhecer algumas caracteristicas gerais do efeito de stress osmoético sobre estas reagdes

bioquimicas:

1) A relagdo linear entre a variagdo da energia livre de reagdo com a variagdo
da atividade de agua é uma caracteristica comum a estas reagdes. Em alguns poucos casos,
nao publicados, tem sido observado que a altas concentragdes de solutos dissolvidos

observa-se uma tendéncia de reversdo do efeito com o aumento da concentragio do soluto.

Esta ultima observagdo ndo tem, ainda, uma explicagdo satisfatéria e especula-
se que a diminui¢gdo muito acentuada da atividade de agua possa estabilizar outras estruturas
protéicas, normalmente ndo observadas em solugdes com atividade de agua mais altas.
Entretanto, outras possibilidades, como mudangas da atividade dos ligantes com o aumento
da concentragdo de solutos também devem ser consideradas. Porém, desde que se mantenha

a,, acima de 0.96 o efeito linear é caracteristico.

2) Em alguns casos, como a interagdo de Actinomicina a sitios de ligagdo de
baixa afinidade em DNA de timo de bezerro [12], na interagdo do repressor ga/ @ uma
sequéncia inespecifica de bases de DNA e [17], na interagio de RNA com 2 -3’-Citidina

mono Fosfato [10], a energia livre de reagdo € insensivel a mudangas na atividade de agua.

Nestes trés exemplos a insensibilidade da energética da reagdo com a atividade

de agua ja esta relativamente bem estabelecida. E interessante notar que, aparentemente, esta

ndo susceptibilidade da interagdo de droga e proteina com certas sequéncias de DNA e do
substrato com RNA esta associada com a nao especificidade destas interagdes. Por outro
lado, ao considerarmos a interagdo de Act-D e gal com as sequéncias especificas de ligagdo
e, a interagdo da RNase com RNA, que também € especifica, o efeito de agua é claro e
mensuravel. Ao desenvolvermos os modelos de interagdo de agua com macromoléculas
descritos no Capitulo IV ndo foi necessario fazer nenhuma suposigdo a cerca de
especificidade ou ndo da ligagdo. Entretanto, é notavel que o método de stress osmotico,

junto a analise termodinamica proposta, possa eventualmente ser desenvolvido a ponto de
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podermos relacionar a especificidade de reconhecimento molecular € a energética de

sovatagdo destes sitios.

3) Para as reagdes: de oxigenag¢do de Hemoglobina humana e bovina [2-6,48];
de ligagdo de glucose a Hexokinase [8]; de oxi-redugdo de Hb [19]: equilibrio de associagdo
dimero / tetramero de Hb [49], entre outras, a variagdo de hidratagdo aparentemente medida
independe do tamanho do soluto utilizado para tamponar a atividade de agua. Entretanto,
para uma série de outras reagdes, como: re-enovelamento de proteinas [11]; intercalagdo de
Actinomicina a DNA [12]; cinética de clivagem de RNA por Rnase [10] e, transi¢do B-Z em
DNA sintético [13], apesar da relagdo de linearidade entre a energia livre de reagdo com o
potencial quimico da agua ser mantida para um dado soluto, 0 que permite determinar a
variagdo de hidratagdo aparente, esta sensibilidade, ou seja a variagdo de hidratagio aparente
cresce proporcionalmente com o volume especifico do soluto usado para tamponar a

atividade da agua em solugdo.

A depéndencia linear da variagdo de hidratagdo medida com o tamanho, ou
volume molar, do soluto utilizado para tamponar a atividade de agua é um fenémeno
claramente demonstrado em pelo menos 3 reagdes distintas: re-enovelamento de
apoMioglobina em solugdo acida, intercalagdo de Act-D a sitio de intergdo forte do DNA e
na transi¢do B-Z de polimeros sintéticos de DNA. Além disto, este efeito esta sendo

observado para a interagdo entre RNase e RNA. Deve-se notar que, entre outros aspectos,

este efeito esta relacionado com interagdes especificas seja na re-estruturagdo de proteinas

ou DNA, seja na interagdo de droga ou proteina com acidos nucléicos e ribonucléicos.
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CAPITULO VI - Conclusées e Perspectivas

O conjunto destas observagdes demonstram que a contribuigdo da hidratagao
para a energética de reagdes bioquimicas ndo ¢ desprezivel e, nem mesmo, restrita a algums
poucos tipos de interagdo. Esta contribuigdo parece estar presente em uma gama bastante
representativa das diversas reagdes que ocorrem para o controle e funcionamento do sistema
bioldgico. Como insistimos anteriormente, a termodindmica por nds proposta para a
descrigdo destes fendmenos ¢ adequada para a sua quantificagdo. Do ponto de vista formal,
a determinagdo termodinamica dos agentes que participam ativamente de uma dada
transformagdo € independente de modelos. Entretanto, a racionalizagdo dos mecanismos
moleculares envolvidos em uma transformagdo termodindmica requer a elaboragdo de
modelos. O modelo por nés apresentado, permite, ao considerar o fendmeno de exlusio do
soluto da fase macromolecular, compreender o mecanismo pelo qual perturbagdes na
atividade de componentes da fase do volume da solugdo sdo transmitidas para a fase
protéica, via a troca de moléculas de agua e ligantes entre estas duas fases, e, quantificar o
trabalho quimico exercido sobre a macromolecula através da determinag¢do do numero de
moléculas de agua transferidas de uma fase para a outra. Entretanto, ndo sabemos até que
ponto este mesmo modelo pode ser elaborado para explicar porque reagdes aparentemente
inespecificas entre proteinas e DNA com ligantes sdo insensiveis a mudangas na atividade
da agua, e, porque para uma série de reagdes importantes como enovelamento de proteinas e
a interagdo drogas e proteinas com DNA e RNA a medida da variagdo da hidratagdo nestas
reagdes dependente do volume molar do soluto utilizado nestes experimentos para sondar o

efeito de agua.

As questdes acima formuladas apontam para a necessidade de aprofundar na
elaboragdo e interpretagdo do modelo termodinamico proposto para descrever e quantificar
o papel da agua sobre a funcionalidade de macromoléculas biologicas. A despeito de ndo
termos respostas a estas questdes, os estudos por nds iniciados e, logo seguido por outros
pesquisadores em seus sistemas de estudo proprios, ja permitiu a observagdo da

intermediag¢do da agua no controle do mecanismo de ag@o alostérico de proteinas e, de sua
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participagdo efetiva no mecanismo de reconhecimento molecular, seja ela favorecendo a

interagdo de uma proteina com acidos nucleicos seja ela favorecendo o enovelamento
proteico. Um dos desafios que o método de stress osmotico no coloca, entretanto, é o de
responder o porque o efeito de agua depende linearmente do tamanho dos solutos presentes
em solugdo. Esta resposta, provavelmente, podera nos levar a conhecer como o meio
intracelular, tipicamente congestionado por macromoléculas, metabdlitos, sais e osmalitos,
contribue, via modulagdo da atividade da agua, para o controle das transformagdes
bioquimicas que mantém estes sistemas vivos. Um dos paradigmas da vida bioldgica é
considerar a agua elemento insubstituivel. O outro ¢ que a organizagio bioldgica se produz e
reproduz alimentada pelo aumento de entropia do universo. Quiga, estes dois paradigmas
estariam vinculados um ao outro via a troca de moléculas entre a macromolécula reagente e

o volume da solugdo, conforme sugerido pela nota de rodapé 3, pagina 42 ?
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