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CAPITAO, R. C. DETERMINACAO DA ENTALPIA E DA ENTROPIA DE SOLVATACAO
DA SUPERFICIE PROTEICA A PARTIR DA ENERGETICA DE OXIGENACAO DE
HEMOGLOBINAS. SAO JOSE DO RIO PRETO, 2007, 138P. TESE DE DOUTORADO
EM BIOFISICA MOLECULAR. INSTITUTO DE BIOCIENCIAS LETRAS E
CIENCIAS EXATAS, CAMPUS DE SAO JOSE DO RIO PRETO. UNIVERSIDADE
ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”.

RESUMO

A hemoglobina (Hb) ¢ uma proteina tetramérica cuja principal fun¢do é o transporte de oxigénio.
As moléculas de O, se ligam cooperativamente a proteina, com afinidade crescente com a
saturagdo. O favorecimento a energia de ligagdo se deve a mudanca da estrutura quaternaria da
proteina, ou seja, da conformagdo T de baixa afinidade para a conformag¢@o R de alta afinidade,
induzida pela ligagdo do ligante. Decorrente desta mudanca conformacional ha um aumento da area
de superficie protéica acessivel ao solvente (ASA), na transi¢do do estado totalmente desoxigenado
(T) para o estado totalmente oxigenado (R). Esta variagdo de ASA pode ser medida, em solucdo,
utilizando-se o método de estresse osmotico (COLOMBO et al., 1992). Neste trabalho,
determinamos o nimero de moléculas de agua (An,,) que se liga a diferentes espécies de Hb na
transi¢do desoxiHb—oxiHb. Este valor varia de espécie para espécie, e dentro de cada espécie €
maior na presenga de NaCl do que na auséncia deste sal. A ligagdo preferencial do anion cloreto a
conformagdo T da Hb altera sua estrutura terciaria, o que reflete em mudancas no valor de An,, de
oxigenacdo medidos na auséncia e na presenga deste anion. Como referenciado, os valores de An,,
de oxigenacdo foram determinados em solugdo pelo método de estresse osmotico, isto &, a partir da
determinacdo da dependéncia de Psy com a atividade de agua (a,). Mostramos que diferentes
espécies de Hb, em diferentes condi¢des de solucdo, além de terem valores de An,, de oxigenagdo
distintos, apresentam valores diferentes de AH de oxigena¢ao (AHpservado). Os valores de Any, e de
AH,pservado, determinados para as espécies de Hb Eqiiina adulta (HbEq), Bovina adulta (HbBov,g) €
fetal (HbBovg,) em diferentes condi¢cdes experimentais, em conjunto com valores de An, ¢
AHgpservado para as hemoglobinas das espécies Humana (HbA,) e do molusco Scapharca
inaequivalvis (Hbl) foram correlacionados e analisados com o objetivo de determinar o valor da
variagdo de entalpia e da entropia de solvatagdo, OHsowatagio © OSsolvamcaos I€SpECtivamente.
Determinou-se que Holvatagao € aproximadamente -0,57Kcal/mol.H,O. Este parametro representa o
custo entéalpico de hidratagdo protéica em meio aquoso. Por sua vez, o custo entropico, dSgvatacios
determinado foi de aproximadamente -2,89cal/mol.K.H,O, e a energia livre de hidratacéo,

OGisolvatagios aproximadamente 290cal/mol.H,O. Com a finalidade de determinar a natureza da
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energética de hidratagdo que esta associada com a oxigenacdo das espécies de Hb, confrontamos
através de graficos de compensagio, os valores de AHgpservado © d€ ASopservado, cOM 0s valores dos
pardmetros de solvatagdo calculados a partir da transferéncia de pequenos compostos quimicos de
liquidos hidrofobicos (ou da fase gasosa) para a agua. O resultado encontrado mostra que o
AHgpservado € ASgpservado qUE acompanham as mudangas conformacionais das espécies de Hb segue a
mesma linha de compensacdo associada com a transferéncia de grupos hidrofobicos de liquidos
apolares para a agua. Isto sugere que a energética de hidratagdo associada com a oxigenagdo das
espécies de Hb possui caracteristica hidrofobica. Porém, o AC, obtido experimentalmente para as
espécies de Hb de animais adultos (Bovina adulta ¢ Equina) indica que ha o predominio da

solvatacdo de grupos polares. Ainda ndo é conhecida uma causa especifica para tal divergéncia.

Palavras chave: hemoglobina, hidratagdo, entalpia, entropia, capacidade calorifica.
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ABSTRACT

Hemoglobin (Hb) is a tetrameric protein whose main function is oxygen transport. Four O,
molecules bind cooperatively to the protein. The cooperative stepwise increasing in O,-affinity
with protein saturation is bound to the change in the protein's quaternary structure from the low O,-
affinity conformation (T-state) to the high O,-affinity conformation (R-state) induced by ligand
binding. Upon the T—R transition, the water accessible surface area (ASA) of the protein increase,
with a consequent binding of extra water molecules to the protein. The change in hydration
associated with the AASA can be determined in solution using the osmotic stress method
(COLOMBO et al., 1992). In this work, we determined the number of water molecules (An,,) that
bind to different Hb specie in the T—R transition. This value changes from specie to specie, and is
larger in presence of NaCl than in absence for all specie. In this work we had also determined the
enthalpy change of Hb oxygenation (AH,,) for the different specie and at varied conditions where
the value of An,, of oxygenation were observed to vary. An,, and AH, values determined for the
Equine adult (HbEq), Bovine adult (HbBov,q) and fetal (HbBovg,) Hb in different experimental
conditions, and An, and AH,,s values previously determined for Human (HbA,) and for the
mollusk Scapharca inaequivalvis (Hbl) hemoglobins, we correlated and analyzed in order to
determine the enthalpy and entropy changes associated with the binding of extra water molecules to
the newly exposed protein surface upon oxygenation. We have found that dHy,, the heat change of
protein hydration, is approximately -0,57Kcal/mol.H,O. This parameter represents the enthalpic
cost of protein hydration in aqueous solution. The entropic cost, Sy, was estimated as
approximately -2,89cal/mol.K.H,O. At 298K, the free energy change of protein surface hydration,
3Gy, is approximately 290cal/mol.H,O. Plots of enthalpy-entropy compensation were used to
analyze the character, hydrophobic or hydrophilic, of the energetics of protein hydration
determined in this work. We found, by comparing AH and AS values of Hb oxygenation with
tabulated AH and AS values of transfer of small hydrophobic and hydrophilic groups into water that
the energetics of protein hydration associated with Hb oxygenation have hydrophobic
characteristics. However, AC, experimentally obtained for Bovine adult and Equine adult Hb
indicate that there is a prevalence of polar groups' solvation. A specific cause is still not known for

such divergence.

Key words: hemoglobin, hydration, enthalpy, entropy, heat capacity.
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1. INTRODUCAQO



1.1. A molécula de hemoglobina

1.1.1. Estrutura

A hemoglobina (Hb) ¢ uma proteina tetramérica, encontrada principalmente
nos glébulos vermelhos do sangue de animais vertebrados. Nos humanos adultos, ha duas
fragoes de hemoglobinas: a HbA, e a HbA,, correspondendo a aproximadamente 98% e
2% do total da proteina, respectivamente (STRYER, 1996). A HbA, possui uma massa
molecular de aproximadamente 65KDa (EXPASY PROTEOMICS SERVER, 2007; IMAI,
1982) e uma estrutura quaternaria composta por duas cadeias o e duas cadeias B (ci2p32)
(figura 1) com 141 e 146 residuos de aminoacidos cada, respectivamente, onde tanto a
subunidade o quanto a 3 sdo formadas de oito hélices nomeadas de A a H (STRYER, 1996;

BALDWIN, 1975).

Figura 3. Molécula de Hb de um animal vertebrado. Esta proteina ¢ encontrada principalmente dentro dos

gldobulos vermelhos dos vertebrados (MEDLINEPLUS, 2005).



Cada uma de suas quatro cadeias polipeptidicas possui um grupo prostético
heme, encaixado em uma cavidade hidrofobica entre as hélices E ¢ F, que é um complexo de
protoporfirina IX, cujo centro contém um Fe™, onde o oxigénio é reversivelmente ligado
(figura 2) (STRYER, 1996). O sistema de anel heterociclico do heme ¢ um derivado
porfirinico, contendo quatro grupos pirrolicos (marcados de A a D) (VOET et al., 2002;

MATHEWS e VAN HOLDE, 2000).

Figura 2. Estrutura da protoporfirina IX (a) e do heme (b) (VOET et al., 2002).

A reversibilidade da ligacdo do oxigénio ¢ possibilitada pelas hélices das
cadeias polipeptidicas que circundam o grupo prostético heme, mantendo-o em um bolsdo
hidrofébico, que impede a oxidacdo do Fe™ (BALDWIN, 1975). O Fe** ¢ coordenado por
quatro atomos de nitrogénio dos anéis pirrdlicos que formam a protoporfirina € a um atomo
de nitrogénio da cadeia lateral da His-F8, denominada histidina proximal. Uma molécula
de O, atua como um sexto ligante ao atomo de ferro, fazendo uma ponte de hidrogénio com

a His-E7 (histidina distal), auxiliando na estabilizago deste ligante ao ferro.



Na forma oxidada da Hb, metaHb, o estado de oxidacdo do ferro é +3, e ndo
ha ligacdo com o oxigénio. Nos globulos vermelhos dos vertebrados hd um sistema
enzimatico denominado meta-hemoglobina redutase, que converte pequenas quantidades

de metaHb formadas espontaneamente ao estado ferroso (VOET et al., 2002).

Figura 3. Bolsdo do heme. A coordenagdo octaédrica do atomo de ferro, com os quatro nitrogénios da
porfirina com o Fe?" no plano do heme e, a His-F8 ¢ 0 O, na posi¢io axial (MATHEWS ¢ VAN HOLDE,
2000).

1.2.1. Funcio

A funcdo principal da Hb € o transporte de oxigénio dos érgaos captadores
para os tecidos e de parte do dioxido de carbono (CO,) dos tecidos para os Orgdos

captadores (BALDWIN, 1975).



A ligagdo do oxigénio a Hb ocorre de modo cooperativo, ou seja, a ligagdo
de uma molécula de O, ao primeiro sitio de ligacdo, aumenta a afinidade de ligacdo das
demais moléculas de O, aos sitios livres remanescentes. Este efeito de alteracdo da
afinidade de ligacdo de um sitio devido a ligacdo do ligante em outro sitio distante ¢
conhecido como fendmeno alostérico. A origem molecular da cooperatividade da ligacdo
de O, a Hb esta relacionada com as mudangas nas conformagdes terciaria e quaternaria da
estrutura da Hb induzidas pela ligagdo de O,.

As estruturas cristalograficas dos estados totalmente oxigenado e totalmente
desoxigenado, assim como de estados parcialmente oxigenados de hemoglobinas de varias
espécies sdo conhecidos. Além de pequenas diferengas na estrutura terciaria, ¢ notavel
nestas estruturas a diferenga no arranjo quaternario do tetrdmero da desoxiHb em relacdo a
oxiHb. Para a HbA,, por exemplo, a diferenca de orientagdo relativa entre seus dimeros ¢
de cerca de 15° nestas estruturas. Além disto, pontes salinas existentes na estrutura da
desoxiHb encontram-se rompidas na estrutura da oxiHb (PERUTZ, 1989; BALDWIN,
1975). Estudos termodindmicos, por outro lado, sugerem que a mudanga conformacional
na estrutura quaternaria da proteina é responsavel pela cooperatividade entre os sitios de
ligacdo de O, a Hb (ACKERS et al., 1992; IMAI, 1982).

As mudangas na estrutura da Hb, induzidas pela ligagdo de O,, geram ainda
mudangas no numero de prétons, ions monovalentes e divalentes, e moléculas de agua
associadas a Hb, de forma que a atividade destas moléculas em solu¢do atuam na regulacdo

da afinidade global da proteina pelo oxigénio.



1.2. Regulacio alostérica

1.2.1. Ligacio de O,

Quando a ligagcdo de um ligante X a um sitio protéico interfere na ligacdo de
uma outra molécula de X a outro sitio protéico, entdo a interagdo alostérica sera
homotrdpica, ou seja, uma interagdo entre ligantes do mesmo tipo. A ligacdo de O, (efetor
homotrdpico) a Hb ¢ um exemplo deste tipo de interag@o, pois sua ligacdo a um sitio da
proteina facilita a ligacdo aos demais sitios livres. Quando a ligagdo de um ligante Y altera
a afinidade da ligacdo de um outro ligante Z a mesma proteina, entfio a interagéo alostérica
sera heterotropica, ou seja, uma interacdo entre ligantes distintos. Para a Hb, o cloreto
(CI), os fosfatos organicos (IHP, ATP, 2,3-BPG), o CO,, os protons (H") e a agua (H,0)
sdo efetores heterotropicos, pois influenciam na afinidade da Hb pelo O,, variando de
acordo com a concentragdo destes ions, com o pH e com a atividade de 4gua (ay) em
solucdo (COLOMBO et al., 1992; ROLLEMA et al., 1975; ANTONINI ¢ BRUNORI,
1971; MONOD et al., 1965; WYMAN, 1964).

O efeito das interacdes alostéricas nas propriedades funcionais das proteinas
cooperativas € explicado pelos modelos de simetria (modelo MWC) (MONOD et al., 1965)
e pelo modelo sequencial (modelo KNF) (KOSHLAND et al., 1966).

No modelo de simetria proposto por Monod e colaboradores (figura 4), as
proteinas cooperativas sdo formadas por mais de uma subunidade, cada uma com um sitio
de ligacdo para cada ligante. Além disso, apresentam dois arranjos quaterndrios diferentes,
cujo equilibrio é regulado pela saturacdo do ligante. Em uma dessas estruturas,
denominada T, as subunidades estdo amarradas por ligagdes que dificultam as mudancas

tercidrias necessarias a ligacdo do substrato. Na outra estrutura, denominada R, as



subunidades estdo relaxadas, facilitando a ligacdo do ligante (MONOD et al., 1965). No
caso da Hb, estes dois arranjos quaternarios seriam as conformagdes T (desoxiHb) e R
(oxiHb), de baixa e alta afinidade por O,, respectivamente (VOET et al., 2002; STRYER,

1996). O equilibrio entre estas conformagdes protéicas quaternarias ¢ dado por,

T+40, & R )

onde, & medida que a Hb ¢é oxigenada, a afinidade da proteina pelo O, aumenta devido ao

deslocamento do equilibrio, T<>R, na dire¢do da estrurura R.

Figura 4. Esquema do modelo de simetria (modelo MWC). Os quadrados representam as subunidades de
uma proteina tetramérica no estado T e os circulos, no estado R. Os estados T e R estdo em equilibrio,
independentemente do nimero de ligantes S que tenham ligado a proteina. Se o ligante S ligar mais
fortemente a estrutura R do que a T, induzira a transicdo T—R, aumentando a afinidade das subunidades

livres. Neste modelo, a simetria da proteina é conservada (VOET et al., 2002).



No modelo sequencial proposto por Koshland e colaboradores
(KOSHLAND et al., 1966), a liga¢do do ligante provoca uma alteragdo conformacional na
subunidade a qual se liga, ¢ devido a essas mudancas conformacionais sobre as
subunidades vizinhas surgem interagdes cooperativas. As mudancas conformacionais
ocorrem sequencialmente a8 medida que mais sitios de ligagdo estdo sendo ocupados, como

mostra a figura 5.

Figura 5. Esquema do modelo seqiiencial (modelo KNF). A ligacdo progressiva do ligante provoca
mudangas conformacionais nas subunidades, sendo as maiores mudangas nas subunidades que recebem o

ligante. Neste modelo, a simetria da proteina ndo ¢ preservada (VOET et al., 2002).

A ligacdo de O, a Hb exibe caracteristicas de ambos os modelos, pois a
mudanga conformacional quaternaria T—R ¢ combinada, de acordo com o modelo de
simetria, enquanto que a ligacdo do ligante a conformacgdo T causa mudangas estruturais
terciarias, segundo o modelo sequencial.

Assim, a interagdo dos ligantes heterotropicos regula a afinidade da proteina
por O, através de mudangas no equilibrio alostérico (STRYER, 1996). Consequentemente,
¢ possivel determinar o numero de moléculas dos ligantes heterotropicos liberados ou
associados a estrutura protéica com a ligacdo do oxigénio, através da dependéncia da
afinidade da proteina com a atividade do ligante heterotropico. Esta propriedade da
oxigenacdo da Hb ¢é explorada neste trabalho para determinar as diferengas de hidratacdo

entre os estados oxigenado e desoxigenado da proteina.



1.2.2. Efeito de agua

A ligacdo de O, a Hb provoca uma mudanga na estrutura da proteina (T—R)
e vem acompanhada pela liberagdo de prétons e anions (ligados a sitios heterotropicos), em
pH fisiolégico, e pelo aumento da superficie protéica exposta ao solvente .

Esta variacdo de superficie protéica exposta ao solvente ¢ necessariamente
acompanhada pela ligagdo de um numero extra de moléculas de dgua a proteina, uma vez
que a estrutura R € mais hidratada que a estrutura T (COLOMBO et al., 1992; LESK et al.,
1985). Este efeito se reflete na dependéncia da afinidade da Hb por O, com ay,.

A fim de estudar o efeito de 4gua na afinidade da proteina por O,, Colombo
e colaboradores, propuseram um método de estresse osmatico para estimar estas variagdes
de hidratagdo que freqlientemente acompanham rea¢des de macromoléculas biologicas em
solugdo, e demonstraram sua aplicabilidade ao determinarem a diferengca de hidratagio
entre os estados totalmente oxigenado e desoxigenado da HbAy, (COLOMBO et al., 1992).
O principio do Método de Estresse Osmotico consiste em perturbar o equilibrio das reacdes
bioquimicas modulando as interagdes agua-macromolécula, através de mudangas na
atividade do solvente. Como o equilibrio quimico ¢ determinado pelas atividades dos
reagentes e produtos, uma reacdo envolvendo a ligagdo ou liberagdo de moléculas de agua
terd sua posi¢do de equilibrio também determinada pela atividade de 4gua na solugdo. O
método de estresse osmotico utiliza solutos neutros, como agucares e polidis
(TIMASHEFF e ARAKAWA, 1982), para variar ay, € determinar seu efeito na constante

de equilibrio K de reacdo (PARSEGIAN et al., 1995; COLOMBO et al., 1992).

* Quando a Hb ¢ oxigenada em pH em torno de 5,5, ocorre o Efeito Bohr reverso, ou seja, a oxigenagio é acompanhada pela absorgdo de
um préton por mol (BENESCH e BENESCH, 1961).



A andlise do efeito de solvatacdo utiliza a relagdo de /inkage quimico
(equacdo 2) derivada tanto a partir do Potencial de Ligacdo de Wyman (WYMAN e GILL,
1990; WYMAN, 1964) ou através de Equagdes de Gibbs-Duhem (COLOMBO e

BONILLA-RODRIGUEZ, 1996; COLOMBO et. al., 1994, 1992),

dinK _ (n;fnal _ il ): An, ()

dna, .

Para uma dada reacdo, a equagdo 2 prevé que a taxa de variacdo do
logaritmo da constante de equilibrio (K) com a variagdo do logaritmo de a,, seja uma
constante igual a variacdo de hidratacdo (Any). Esta equagfo, aplicada a oxigenacdo de

hemoglobinas, K assume o valor de Ps,

oxi desoxi
_a’lnPso‘ (nw - n, )_An,
dna,

= = b 3
J Z 3)

a;

onde, a; é a atividade de um ligante i que ndo a 4dgua, n’" e n™""

w

sdo os numeros de

moléculas de dgua ligadas as estruturas R e T, respectivamente, e 4 € o nimero de sitios de
ligagdo de O, existentes na proteina (SALVAY, 2001; COLOMBO et al., 1992).

A partir da analise da dependéncia de Psy da HbA( com a, e da andlise
destes dados com a equagdo 3, Colombo e colaboradores mostraram que cerca de 70
moléculas de 4agua estdo envolvidas na oxigenacdo da Hb na presenca de NaCl
(COLOMBO et al., 1992) e, independente da natureza de qualquer outro soluto neutro, o
Any, permanece sempre proximo de 70 moléculas de dgua (COLOMBO e BONILLA-

RODRIGUEZ, 1996) durante todo o processo de oxigenagdo. Na analise do efeito dos
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solutos neutros sobre as caracteristicas de ligacdo de oxigénio a Hb ¢ levado em
consideragdo a possibilidade de ligacdo direta do soluto com a proteina e o efeito indireto
do soluto sobre ay,.

Salvay e colaboradores estimaram o An,, da HbA,, pesando um filme de Hb
em uma microbalanca de quartzo, na sua oxigenagdo (SALVAY et al., 2003). Em uma
atmosfera de 98% de umidade relativa no ambiente interno da microbalanc¢a, monitorando
espectrofotometricamente, os autores desoxigenaram e oxigenaram a proteina, € a
hidratacdo, por medidas de freqiiéncia de ressonancia do cristal de quartzo. A massa seca,
eles determinaram, equilibrando, apdés a oxigenag¢do, o filme de Hb em uma atmosfera de
0% de umidade relativa. Assim, os autores determinaram simultaneamente o An, € as
cinéticas de oxigenag¢do da HbA,, mostrando que a variagdo de hidratacdo obtida pela
microbalanga de quartzo concorda com aquela determinada com o método de estresse
osmotico (COLOMBO et al.,, 1992). Além disso, as medidas diretas do aumento de
hidratacdo da Hb com a oxigenagdo, espectrofotometricamente, permitiram a determinacéo
concomitante das cinéticas de oxigenagdo e de hidratacdo da proteina. Esta combinagéo de
métodos abriu a possibilidade de determinar que o passo limitante da reagdo cooperativa de

oxigénio a Hb ¢ a transi¢do conformacional entre os estados alostéricos T e R.

1.2.3. Efeito do CI'

O CI, além de ser um efetor alostérico fisiologicamente importante,
contribui para a regulagdo da afinidade da Hb por O, de forma a diminui-la, estabilizando a

estrutura T (PERUTZ et al., 1994).
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Muitos estudos foram realizados para identificar o sitio de ligacdo do cloreto
a Hb. Durante anos sugeriu-se que essa ligacdo se daria em sitios especificos da Hb,
localizados no residuo N-terminal Val 1 B2 e no grupo guanidino da Arg 141 al do
residuo C-terminal (KILMARTIN et al., 1980, 1978; CHIANCONE et al., 1975, 1972).
Entretanto, Perutz e colaboradores sugeriram que os efeitos do CI” na afinidade da Hb
ocorre devido a uma condensagdo ionica (PERUTZ et al., 1994, 1993), ou seja, nio
existiria um sitio especifico para a ligagdo do CI. Além disso, o excesso de cargas
positivas na cavidade central da desoxiHbA, se deve a presenca de oito residuos de
aminoécidos catidnicos” e trés residuos de aminoacidos anidnicos’ (PERUTZ et al., 1993).

Neste caso, o excesso de cargas positivas promove o aparecimento de uma repulsio

eletrostatica, deslocando o equilibrio de T para R.

Figura 6. Corte transversal da cavidade central da espécie HbA,. Os residuos e @ representam os

s cA s ; g sa s t
aminoacidos cationicos, e os residuos @, representam os aminoacidos aniénicos* (SILVA et al., 1992).

* Cadeia o - Val 1, Lys 99, His 103; Cadeia p - Val 1, His 2, Lys 82, Arg 104, His 143

T Cadeia o - Asp 94, Asp 126; Cadeia - Glu 101

¥ Os residuos apresentados correspondem somente as cadeias o e B;. Estes mesmos residuos também sdo encontrados nas cadeias o, e
B2, que juntos somam dezesseis cargas positivas e seis cargas negativas.
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Em solugdes com concentragdes maiores que 10mM de NaCl, o CI interage
com a Hb, fazendo ay, variar de forma significativa, podendo alterar o equilibrio entre as
estruturas T e R devido a diferenga de hidratagdo entre elas. Colombo e colaboradores
mostraram que a transicilo T—>R na HbAy ¢ acompanhada pela ligagdo de
aproximadamente 70 moléculas de agua, para concentragdes de NaCl acima de 50mM
(COLOMBO et al., 1994).

Em um trabalho posterior Colombo e Seixas (1999), verificaram como Any,
de oxigenacdo das espécies HbA, e HbBov,q varia com a concentragdo de NaCl, mostrando
que a varia¢do de hidratacdo associada a oxigenacdo da Hb ¢ modulada pela ligagdo
preferencial de anions a estrutura T. Também, que a mudanga conformacional T—>R em
solucdes na auséncia de NaCl ou em concentragdes menores que 1mM, é acompanhada por
uma variagdo de hidratagdo de aproximadamente 25 moléculas de agua para a HbA,. Neste
mesmo trabalho, Colombo ¢ Seixas propuseram que a estrutura desoxiHb coexiste em duas
conformagdes alostéricas distintas, ou seja, uma estrutura T, estabilizada quando os ions
cloreto estdo ligados a ela e uma outra estrutura T, sem anions ligados (COLOMBO e
SEIXAS, 1999).

Durante a transicdlo T—>R, na presenca de 4anions, hda um estado
intermediario Ty, no qual estes &nions s@o liberados da estrutura conforme ocorre a
oxigenacdo. Ja na auséncia de anions, o estado Ty ¢ estabilizado e a transicdo passa a ser
To—R, com uma pequena variagio de hidratagfo. Estes resultados levaram a proposigdo do

modelo de oxigenagéo da Hb a seguir,

To+ 40+ 50— RR2
nXx"

Ve

Tx+ 40, + A
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onde X ¢ o ligante anidnico, por exemplo, CI', 2,3-BPG ou IHP; 6 ¢ A representam a
diferenca de hidratagéo entre os estados To—R e Tx—R, respectivamente; Ky é a constante
de equilibrio aparente para a ligagcdo de X ao estado T da Hb e nX" € o numero aparente de
X ligados.

A estrutura R também ¢ afetada pela presenca da concentragdo salina da
solugdo, definida pela for¢a idnica da mesma. Silva e colaboradores cristalizaram a
carbomonoxi-hemoglobina (estrutura semelhante a oxiHb) em um ambiente de baixa forca
ionica e encontraram uma estrutura diferente da R. Este estado, denominado R2, possui
uma diferenga de rotagéo entre o dimero o3, em relagio a forma R. Enquanto na transi¢io
T—R, a rotagdo do dimero é de 15° esta rotagdo ¢ cerca de 22,7° na transicio T—>R2
(SILVA et al., 1992). Apesar desta diferenga, os dois estados possuem afinidades
intrinsecas ao O, muito parecidas e sdo praticamente indistinguiveis em solu¢fo. Desta
forma, existe ainda uma discussdo para se definir qual seria o estado oxigenado final da
Hb.

Imaizumi e colaboradores estudaram a influéncia da presenga de anions em
solugdo nas constantes Kr (oxiHb) e Kt (desoxiHb) (IMAIZUMI et al., 1979). Segundo os
autores, a presenca de anions em solug@o parece ndo alterar a constante de ligagdo Kg,
diferente do que acontece com a Kr, sustentando que a presenca de um estado
intermediario estabilizado na ausé€ncia de anions seria um estado desoxigenado alternativo.

A presenca de um novo estado estrutural alostérico para a desoxiHb foi
posteriormente confirmada por outros grupos, em experimentos de oxigenacdo da HbA,
encapsulada em silica-gel, o que impede mudangas quaterndrias na proteina, sustentando
que este processo ocorre com mudangas terciarias (BRUNO et al., 2001; SHIBAYAMA e

SAIGO, 1995).
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1.2.4. Efeito da temperatura

Durante a transi¢do estrutural T—>R da Hb, varias pontes salinas sao
quebradas e os contatos presentes nas estruturas terciaria e quaternaria sdo refeitos, tal que
varios grupos sdo expostos ao solvente. Em conseqiiéncia, ligantes heterotropicos que
interagem preferencialmente com o estado T sdo liberados e uma quantidade extra de agua
liga-se a nova superficie exposta ao solvente pelo estado R. Em fung¢ao desta reorganizacdo
estrutural da proteina e do solvente, variagcdes de calor, entropia e energia livre de
oxigenacdo da Hb s3o medidas. Para quantificar as variagdes das grandezas
termodinamicas citadas acima se faz necessario verificar a dependéncia mutua entre as
curvas de oxigenagdo obtidas em diferentes temperaturas ¢ na presenga de efetores
alostéricos.

A determinagdo do efeito da temperatura no equilibrio e na cinética de
ligacdo de O, a Hb permite determinar, respectivamente, a variacdo de entalpia de reacéo e

de entalpia de ativacio destas reagdes. Estes valores de AHgpservado cONtém contribuigdes

devido a ligagdo de O, (AH,, ), a mudangas estruturais na Hb (AHconfiguragao), & ligagdo de

um numero Any, extra de moléculas de dgua a superficie protéica (Any, x AHy,) € a liberacdo

de An; prétons e dnions que ocorrem na transigdo T—R (X An; x AH;, onde i = H, CIl), isto

¢ (ATKINS e DE PAULA, 2002),

AH,

observado

=AH, +AH,

configuragio

+An,xAH  +Y An,x AH, (4)

Nesta equagdo, o termo de entalpia de solvatagdo corresponde a soma,
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AH = AH +An, xAH, (5)

solvatagdo configuragdo

que ¢ proporcional & variagdo de hidratagio associada a oxigenagio (CAON FILHO,
2003).

Existem evidéncias sugerindo que o termo de entalpia, associado a liberagao
de ions da estrutura da Hb, seja praticamente nulo, uma vez que estas intera¢des sdo de
origem eletrostatica (BUCCI e FRONTICELLI, 1985). Entao, desprezando este termo tem-

se,

AH

observado

=AH, +AH,

configuragio

+An, xAH (6)

Trabalhos anteriores mostraram que o numero de moléculas de agua,
determinado por estresse osmotico, é diretamente proporcional a variacdo de superficie
acessivel ao solvente (ASA) na transicdo T—>R (COLOMBO et al., 1992). Como esta
variacdo de area também reflete as mudancas conformacionais que contribuem para a
entalpia conformacional, ¢ possivel supor que a variacdo de entalpia de solvatacdo ¢

proporcional a Any, € a equacdo 6 se simplifica,

AH

observado — AH02 + Anw X (AH +AH w) (7)

configuragio

onde AHconfiguracao + AHy, representam a soma da variag¢do de entalpia conformacional e da
entalpia de hidratagdo por molécula de agua, respectivamente, tal que a variagdo de

entalpia de solvatagdo por molécula de agua sera dada por,
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o0H

solvatagdo = ( configuragio

+AH,,) ®)

Substituindo a equagdo 8 em 7,

AH

observado

= AHOZ + Anw X 5 H solvatagdo (9)

Esta expressdo prevé que a energia de solvatacio da superficie exposta pela
Hb devido a transi¢do entre as estruturas T e R pode ser obtida a partir da correlagdo
existente entre a variagdo de entalpia de hidratagdo de diversas espécies de hemoglobinas.

Caon Filho (2003) determinou valores de Any, e de entalpia de oxigenagio
da HbA, em func¢fo da concentragdo de CI’, e demonstrou que AHgpservado €5t4 linearmente
correlacionado com An,,. A partir destas medidas foi possivel fazer a determinagdo inicial
de SHsohatacio € SSsovatacio (CAON FILHO e COLOMBO, manuscrito). Estes resultados

apontam que é possivel relacionar AHgpservado € Ay, de oxigenacdo através da equagdo 09.

1.3. Hemoglobinas estudadas

A variag@o de hidratacdo, bem como as variagdes de entalpia e entropia
associadas a reacdo da proteina com o O,, variam entre as diferentes espécies de Hb e,
dentro de cada espécie, com a concentracdo de anions. Assim, as espécies de hemoglobinas
estudadas foram: Bovina adulta (HbBov,,) e fetal (HbBovy), Equina (HbEq) e do molusco
Scapharca inaequivalvis (Hbl), cujos dados experimentais foram obtidos na literatura,
permitindo comparar e estender os estudos anteriormente realizados com a espécie

Humana adulta (HbA) (CAON FILHO, 2003).
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A seqliéncia de residuos de aminoacidos que compdem as cadeias
polipeptidicas destas espécies de Hb, uma descri¢do de cada uma delas e o alinhamento

com as cadeias da HbA, (HbBov,q ¢ HbEq) e da HbF~ (HbBovy,) estdo no Anexo A.

* Hemoglobina humana fetal
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2. OBJETIVOS



O estudo experimental da contribuicdo energética da solvatacdo para a
estabilidade de macromoléculas bioldgicas e para o controle de reagdes bioquimicas tem
sido bastante explorado, devido a sua importancia para o entendimento dos mecanismos de
acdo destas moléculas, através do método do estresse osmotico proposto por Colombo e
colaboradores (COLOMBO et al., 1992). Esta metodologia permite determinar a variagdo
de hidrata¢do de uma proteina associada aos rearranjos moleculares que acompanham a
associacdo de um ligante. Isto ¢ possivel porque a variagdo de hidratagdo da superficie
macromolecular estd associada a uma variag¢io de energia livre de Gibbs, que ¢ modulada
pela atividade da 4gua do tampdo, e € proporcional ao numero estequiométrico de
moléculas de agua que participam da reagao.

A oxigenagdo das espécies HbA; e HbBov,y promove mudancas
conformacionais na proteina com o conseqiiente aumento de suas superficies expostas ao
solvente. Os numeros de moléculas de agua associados a estas reagdes tem sido
determinados em diversas condi¢des experimentais ¢ na auséncia ou na presenga dos
efetores alostéricos CI', 2,3-BPG e IHP. Estes resultados mostraram que a variagdo de
hidratagdo das espécies de Hb com a oxigena¢do, depende da espécie considerada e da
interagio destas espécies com aqueles efetores alostéricos (TOSQUI, 2004; CAON
FILHO, 2003; COLOMBO ¢ SEIXAS, 1999; COLOMBO ¢ BONILLA-RODRIGUEZ,
1996; COLOMBO et al., 1994, 1992).

Conforme proposto por Colombo e Seixas (1999), a dependéncia de Any,
com a concentragdo de efetores anidnicos se deve as mudancas tercidrias na estrutura
quaternaria T, induzidas pela ligacdo preferencial do Cl” a esta conformagdo (TOSQUI,
2004; SALVAY et al., 2003; CAON FILHO, 2003; CASTRO, 1999; COLOMBO e
SEIXAS, 1999; SEIXAS et al., 1999; COLOMBO et al., 1994). Além disso, hd evidéncias

na literatura que o An,, de oxigenacdo varia também para hemoglobinas de outras espécies,
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por exemplo, do bagre Hoplosternum litoralle (PERES et al., 2004), da truta Oncorhyncus
mykiss (HUNDAHL et al., 2003), da enguia Anguilla anguilla (HUNDAHL et al., 2003),
do molusco Scapharca inaequivalvis (CHIANCONE e BOFFI, 2000), da cascavel C.
durissus terrificus (LOMBARDI et al, 2006) ¢ em hemocianinas, como por exemplo da
tarntula” Eurypelma californicum (HELLMANN et al., 2003).

Além dos valores de Any, de oxigenagdo variarem de espécie para espécie de
Hb e devido a interagdes especificas com efetores alostéricos, os valores de entalpia de
reagdo também variam. Em estudo prévio, Caén Filho (2003) determinou os valores de
hidratacdo e de entalpia de oxigenagdo da espécie HbA( em funcdo da atividade de ions
cloreto. Estes resultados demonstraram que a varia¢do de entalpia de oxigenagdo desta
espécie estd linearmente correlacionada com o An,, da reagdo. A analise destes dados
considerou as diversas contribuigdes para o calor de reagdo, levando a preposicdo de que o
efeito do CI” sobre o valor de AH de oxigenacdo ¢é indireto, e estd associado a variagdo do
numero de moléculas de agua que se liga a Hb na transicdo T—R. A partir destes
resultados, Cadn Filho avaliou SHsolvatagio € OSsolvatagio-

Com base nestas informagdes, exploraremos os valores de Any, e AH de
oxigenacdo das espécies HbBov,g, HbBovg, € HbEq, além da Hbl, em diferentes condi¢des
de solu¢do, o que nos permitird estender os estudos anteriormente realizados com a espécie
HbA, (CAON FILHO, 2003), verificando se a correlagdo entre estes pardmetros pode se
aplicada para as demais espécies de Hb. Como objetivo geral, buscaremos determinar a

entalpia e a entropia associada a solvatagdo de superficies protéicas em meio aquoso.

* Nesta espécie, a hemocianina ¢ o transportador de oxigénio e esté presente dentro da hemolinfa de muitos artrépodes e moluscos. A
principal diferenga da hemoglobina dos vertebrados para a hemocianina ¢ o fato de em vez do ferro, possui cobre onde o O, ¢
reversivelmente ligado. A oxigenagdo causa uma mudanga de cor da solugdo, ou seja, sua forma desoxigenada ¢ incolor (Cu") enquanto
que sua forma oxigenada é azul (Cu™?) (HELLMANN et al., 2003).
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3. MATERIAIS E
METODOS



3.1. Purificacido da Hb

O procedimento experimental utilizado na purificagdo das hemoglobinas ¢
baseado na metodologia proposta por Williams e Tsay (1973). As amostras de sangue de
cavalo, boi e bezerro recém-nascido para a preparacdo da HbEq, HbBov,s ¢ HbBovyg,
respectivamente, foram cedidas pelo Hospital Veterinario do Centro Universitario de Rio
Preto (UNIRP - S3o José do Rio Preto). O sangue dos animais foi coletado por pun¢do
intravenosa com seringas heparinizadas. Apds a coleta do sangue, o plasma foi retirado por
centrifugacdo a 489xg em 4°C. As hemadcias foram lavadas cinco vezes em uma solucéo
salina tamponada (0,9% NaCl + 50mM Tris-HCI + 1mM EDTA pH 8,5), onde o volume
de tampido adicionado ¢ trés vezes maior do que o volume de globulos vermelhos
decantados.

A hemolise ocorre com a adi¢do de uma solucdo hipotdnica (50mM Tris-
HCI + ImM EDTA pH 8.,5). A retirada dos debris” ocorreu com a adi¢do de cloroférmio
(MERCK), no mesmo volume que a solucdo da amostra, sob agitagdo constante. Neste
ponto, o sistema forma duas fases, sendo uma polar (com as proteinas) e outra apolar (com
os debris). Em seguida, o sobrenadante foi coletado e centrifugado a 414xg por 2 horas em
4°C. Novamente, o sobrenadante foi coletado e a amostra foi dialisada em 2 litros de
tampdo de didlise (50mM Tris-HC1 + ImM EDTA pH 8,5) por 12 horas em 10°C para a
remogao de fosfatos.

Na cromatografia de troca ionica os tampdes utilizados foram: um tamp@o

inicial (15mM Tris-HCI pH 8,4) e outro tampdo final (15mM BisTris-HCI pH 7,0).

* Fragmentos da membrana que envolve o glébulo vermelho
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Cerca de 4,5g da resina DEAE-SEPHADEX A-50 PHARMACIA foi
adicionada em aproximadamente 350ml do tampdao inicial por 12 horas em 25°C, sendo
este o tempo indicado pelo fabricante para a hidratagdo da resina. Apds a hidratagdo da
resina, a coluna XK-50 PHARMACIA ¢ montada em 25°C e equilibrada em uma cdmara
fria a temperatura préxima de 10°C com o tampdo inicial. Com a coluna equilibrada, a
amostra de Hb foi aplicada a coluna e lavada com tampao inicial (=700ml) por 12 horas.
Em pH 8,4 a proteina possui carga efetiva negativa, o que resulta na retengio da Hb pelos
cations da resina. O passo seguinte foi acoplar a coluna a um sistema de FPLC modelo
LKB da PHARMACIA e a um banho térmico de circulagio NESLAB RTE 111 com a
temperatura mantida constante em 4°C.

O FPLC forma um gradiente de pH devido a mistura dos tampdes inicial e
final, permitindo a elui¢do da amostra pela coluna. O gradiente foi iniciado em 50% (V/V)
de tampao inicial e final, sendo que a concentragdo do tampao final foi gradativamente
elevada até atingir 100%, onde ocorre o desprendimento da fracdo de interesse de cada Hb.
O fluxo de saida de tampao pela coluna foi de 4ml/min.

A HbBov,q (FRONTICELLI e BUCCI, 1994; NAGEL e CHANG, 1981) e a
HbBovy possuem apenas uma fragéo protéica. Ja a HbEq possui 2 fragdes, sendo uma com
ponto isoelétrico em 6,5 (fragcdo de interesse) e outra entre 6,7-6,8, correspondendo a 80%
e 20%, respectivamente, do total de Hb (GIARDINA et al., 1990).

Apos a eluigdo da fragdo de interesse de cada espécie de Hb, as amostras
foram concentradas por ultrafiltracdo em 4°C, utilizando concentradores CENTRIPREP®
MILLIPORE até um volume de aproximadamente 30ml. Posteriormente, uma coluna de
troca ionica mista AMBERLITE MB-1 SIGMA foi equilibrada com &gua destilada,

deionizada, e filtrada em filtro MILLI-Q PLUS MILLIPORE gelada (25°C) e entdo, as
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amostras foram passadas por, no minimo, cinco vezes para que quaisquer ions contidos nas
mesmas ficassem ligados a resina.

Em seguida, as amostras foram novamente concentradas por ultrafiltracdo a
4°C em concentradores CENTRIPREP® MILLIPORE até atingirem uma concentracdo de
aproximadamente 3mM/heme e entdio, foram armazenadas em aliquotas de 250ul em N,
liquido. Ao final destes procedimentos, a pureza das amostras foi checada através de uma
eletroforese ndo desnaturante PAGE, corada por impregnacdo de nitrato de prata

(LAEMMLI, 1970).

3.2. Determinacio da concentracio protéica e fracoes oxiHb e metaHb

A determinag¢@o da concentragdo protéica foi realizada com base no método
quantitativo espectrofotométrico (RIGGS, 1981). O espectrofotometro de varredura
utilizado nos experimentos foi um VARIAN CARY 3E UV-VISIBLE.

A equagdo 10 possibilita o calculo da concentragdo da proteina, [Hb], a
partir das absorbancias (Abs) medidas em um dos picos caracteristicos da oxiHb (A = 540

ou 576nm) e do valor correspondente a linha de base (700 nm),

[Hb] = (Abs 35 — Abs100)-(V gitsicao + Vi) W
(8576 N VHb )

onde a concentragdo da Hb € expressa em mM/heme, o termo (Vginigao = Vib) representa o
volume total de amostra na cubeta (tampdo + Hb) e &s75 € o coeficiente de extingdo molar

para a oxiHb em A = 576nm (BENESCH et al., 1973).
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O atomo de ferro presente nos grupos heme da Hb, pode sofrer auto-
oxidagdo, passando de Fe>—Fe". Quando isso acorre forma-se a metaHb, que ndo liga O,
(VOET, et al., 2002). In vivo, os niveis de metaHb sdo mantidos baixos pelo sistema
enzimatico meta-hemoglobina redutase. In vitro, como este sistema enzimatico nio esta
presente, entio aliquotas de catalase’ e superéxido dismutase’ foram adicionadas as
solugdes para evitar a formacdo de radicais livres, e assim, impedir a auto-oxidagdo do F e
(BENESCH et al., 1973). Como a presenca de metaHb acima de 5% pode adulterar os
resultados, ¢ importante checar ao final da purificagdo, assim como ao final de cada
experimento, a concentragdo de metaHb presente.

Para isso, utilizamos as equagdes descritas abaixo,
Ay =[oxiHb) 2 | +[metaHb) £ | (11)
Agyy =[oxiHDb) e85 1 +[metaHb) g5 | (12)
onde [metaHb] e [oxiHb] sdo as concentragdes molares da proteina oxidada e ndo oxidada,
respectivamente, ¢ 1 ¢ o caminho otico da cubeta (RIGGS, 1981). Os valores dos
coeficientes de extin¢do molar determinados em pH 7,2 e nos comprimentos de ondas em

630nm e em 576nm, tanto para a oxiHb quanto para a metaHb, utilizados nos calculos sdo

aqueles determinados por Benesch e colaboradores (BENESCH et al., 1973),

oxi

eae = 0,14 mM.heme™ .cm™ e et =158 mM.heme™ .cm™ para a oxiHb

ehat =376 mM .heme Tem™ e endt =414 mM .heme ™ cm™ para a metaHb

* Extraida do figado bovino C-9322 SIGMA
T Extraida do eritrécito bovino S-2515 75KU SIGMA
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3.3. Medidas de osmolalidades

As osmolalidades das solugdes contendo Hb foram determinadas por
medidas de depressdo do ponto de congelamento da solugdo, utilizando um osmometro
OSMETTE A 5002 PRECISION SYSTEM INC.. Apdés a obtengdo das curvas de
oxigenagdo da Hb, em cada condi¢do experimental, utilizando a sacarose como soluto
neutro para variar a osmolalidade, ou seja, para variar ay, das solugdes, as osmolalidades
sdo medidas. O logaritmo de a, foi entdo calculado através da relagio (COLOMBO e

BONILLA-RODRIGUEZ, 1996),

Ina_ = = (13)

onde Agyc € 0 decréscimo do ponto de congelamento, K. € a constante crioscopica dada por

1860K g/mol, My, ¢ a molaridade da 4agua pura (55,5) (ATKINS e DE PAULA, 2002).

3.4. Determinacio das curvas de oxigenacio

Para estudar a saturagdo de O, da Hb em funcéo da pO,, é acompanhada a
variagdo espectral que a Hb apresenta em seus estados oxigenado e desoxigenado (figura
7). O espectro de absor¢do de luz visivel caracteristico da Hb em seu estado totalmente
oxigenado apresenta picos em 540nm e 576nm e o espectro absor¢do da Hb totalmente
desoxigenada apresenta um pico em 550nm. Como pode ser observado na figura 7,

conforme a Hb passa de seu estado oxigenado para o desoxigenado, ¢ observada uma
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variagdo de absor¢do espectral caracteristica do grupo heme na regido do espectro visivel

(450 a 700nm).

Figura 7. Espectros de absor¢do da desoxiHb (linha tracejada) e da oxiHb (linha continua) na regido do
visivel para a espécie HbEq (60uM/heme) em 10mM Hepes pH 7,2, obtidos com um espectrofotometro de
varredura VARIAN CARY 3E UV-VISIBLE. As regides intermedidrias entre os espectros sao referentes as

diferentes saturagdes que a Hb apresenta durante o processo de desoxigenagio e/ou de oxigenagao.

A absorbancia de uma espécie cromoéfora € dada pela Lei de Beer-Lambert,

ou seja,

I
Abs=10g7°=g/1.£.C (14)

onde I, e I s2o as intensidades da luz incidente e emergente da amostra, respectivamente, C

¢ a concentragdo molar da amostra, 1 é o caminho optico percorrido pela luz na amostra,
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dado em cm, &, € o coeficiente de extingdo molar do cromé6foro, no comprimento de onda

A dado em M'.cm™ e Abs & a absorbancia anteriormente definida (TINOCO JR. e
SAUER, 1995).

A absorbancia de uma amostra no comprimento de onda A, contendo duas

espécies cromoforas de coeficientes de extingdo molar ¢, e ¢, , e concentragdes C e Cy,

respectivamente, ¢ dada por,

Abs ; =¢, -Ci.l+g, -C,- L (15)

Para uma reacdo na qual ocorre a interconversao da espécie 1 em 2 ou vice €
versa, a absorbancia medida varia, dependendo de quanto ¢, difere de ¢, , portanto, pode
ser acompanhada espectrofotometricamente.

Neste estudo acompanhamos a oxigenacdo das espécies de Hb pela variagio
da absor¢do em A = 576nm, que corresponde a um dos picos da absor¢do da oxiHb. Neste
comprimento de onda, o coeficiente de extingdo molar da oxiHb é 15,8heme/mM.cm e da
desoxiHb ¢ 0,98heme/mM.cm (BENESCH et al., 1973). As curvas de oxigenag@o foram
determinadas pelo método tonométrico-espectrofotométrico (ROSSI-FANELLI e

ANTONINI, 1958; RIGGS e WOLBACH, 1956).

3.5. Método tonométrico-espectrofotométrico

O tondmetro é formado por um corpo principal de vidro, uma véalvula que
controla a entrada e a saida dos gases, uma saida conectora vedada com uma tampa de
borracha por onde sdo feitas as adi¢des de oxigénio, e uma cubeta acoplada, onde fica a
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amostra com volume de 2500ul. A figura 8 mostra a representacdo esquematica de um

tonometro.

Figura 8. Representagdo esquematica do tondmetro utilizado nos experimentos. Com uma seringa, injeta-se

um volume conhecido de ar dentro do tonémetro (TOSQUI, 2004).

Apos preparar a amostra nas condi¢des desejadas para o experimento, esta &
aplicada no tonometro e ¢ medido um espectro de absor¢do da solugdo contendo a Hb
oxigenada. Em seguida, é feito vacuo dentro do tondmetro e esta solucdo ¢ desoxigenada
através da passagem de nitrogénio gasoso, por cerca de 3 minutos. Em seguida, novamente
¢ feito vacuo dentro do tondometro. Entdo, o tonometro é colocado em um banho
termostatizado por 6 minutos para a estabilizacdo da amostra na temperatura desejada para
0 experimento e, entdo, outro espectro de absor¢do ¢é medido, agora com a Hb totalmente
desoxigenada. Logo, os valores de absor¢cdo da Hb nas duas condi¢des extremas sdo
obtidos e, dessa maneira, é possivel calcular a fragdo de saturagio com qualquer outro
espectro intermediario. Assim, iniciam-se as adi¢gdes de O, por meio de uma seringa e,

apos cada adi¢do, o tondmetro foi agitado por 6 minutos dentro do banho termostatizado,
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para que a solugdo fique equilibrada e na temperatura de trabalho. Em seguida, um novo
espectro ¢ medido. Este processo se repete até que a solucdo fique totalmente oxigenada.
A pO; no tonémetro foi calculada a partir do volume de ar injetado V;, da

pO; na atmosfera (Po*) ¢ do volume da fase gasosa no tonometro Vi,

(16)

O grau de saturacdo Y foi calculado em cada valor de pO, a partir das
leituras de absorbancia da oxiHb e da desoxiHb no comprimento de onda de 576nm.
Os parametros funcionais Psy e nso foram calculados a partir do grafico de

Hill, definido a partir do equilibrio hipotético (HILL, 1913),

Hb+n0, «*~Hb(0,), (17)

onde n ¢ o nimero de moléculas de oxigénio que se ligam a proteina e K é a constante de

dissociagdo de O, dada por,

(18)

onde [Hb(O,),] € a concentragcdo de Hb totalmente oxigenada, [Hb] é a concentracdo da Hb
totalmente desoxigenada, [O,]" € a atividade do oxigénio livre em solu¢gdo (BALDWIN,

1976).

* O valor da pressdo ambiente utilizado nos experimentos foi 147,25mmHg e ndo foi corrigido com a pressio de vapor ambiente.
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Sua saturacio fracional de O, (Y ),

n[Hb(0,),]

r =l [ (0,),])

(19)

onde expressando-se [O,] em termos de pO,, combinando as equa¢des 18 e 19, fazendo
alguns rearranjos e expressando a equag@o na sua forma logaritmica, chega-se a Equagdo de

Hill (FERMI et al., 1984; PERUTZ, 1979; BALDWIN, 1976),

log (Yy}nlog (pO,)-log(K) (20)

Com os valores de Y e de pO,, o Grdfico de Hill é construido, como mostra
a figura 6. O grafico log (IYYJ versus log(pO,), chamado Grafico de Hill, descreve a

ligacdo de O, a Hb. O grau de cooperatividade ¢ representado pelo Coeficiente de Hill, nso,

obtido pela inclinagio do Grafico de Hill no ponto médio ¥ = 0,5, conforme a expressio,
2]

A determinag@o de nso ocorre no intervalo de saturagdo de O, de 20 a 80%.
(IMALI, 1982). Para n5p > 1, a equacdo 19 descreve uma sigmoide, indicando a presenga de
sitios idénticos com diferentes afinidades pelo ligante. Quando nsp = 1, a equacdo 19

descreve uma hipérbole, representando uma reagio de ligacdo de O, ndo-cooperativa ou
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auséncia de cooperatividade (VOET et al., 2002). Para a Hb de mamiferos em condi¢des
fisildgicas normais, o valor de ns esta entre 2,8 e 3,0, indicando que a ligagdo do O, a Hb

¢ altamente cooperativa (VOET et al., 2002; STRYER, 1996).

Figura 9. Grafico de Hill para uma solugdo contendo a espéciec HbBovyg, (60uM/heme) em 10mM Hepes
100mM NaCl pH 7,2 a 298K. A afinidade (Ps,) é obtida da intersecdo deste grafico com o eixo log(pO,) e a

cooperatividade (nsp) ¢ calculada a partir da inclinagdo do mesmo.

A afinidade da Hb por O,, Psy, ¢ a pressdo correspondente a 50% de

saturagdo dos sitios de ligacdo de O,. O valor de Psy ¢ obtido da interseg¢do do grafico de

_ - 7
log [IYYJ com o eixo de log(p0O,), quando log (WJZO (IMAI, 1982; BALDWIN,

1976).

-33-



Considerando que o ambiente interno do tondmetro apresenta uma pequena
diferenca de temperatura em relagdo ao ambiente externo, entdo para as diversas condigdes
experimentais uma correg¢@o do calculo da Psg foi necessaria.

Da primeira lei da termodindmica, a equagdo de estado de um gas perfeito ¢

definida por,

PV =nRT (22)

Quando uma quantidade de gas (n) esté sujeita a temperaturas (T) e pressdes
(P) diferentes, ocupando um mesmo volume (V) e sabendo que R € a constante universal
dos gases, entdo, reescrevendo e rearranjando a equagdo 22 para as condig¢des inicial (1) e

final (2) deste gas,

T.
P, =P = 23
2 =1 T (23)
Reescrevendo a equagdo 23 em termos de Psy,
Tcxp
Py, . Py, - T (24)

onde T, € temperatura em que o experimento estd sendo realizado e Ty € a temperatura do

ar injetado no tonometro (298K).

-34 -



3.6. Determinacio dos parametros termodindmicos através das Equacoes

de van’t Hoff

A analise do efeito da temperatura na afinidade das espécies de Hb pelo
oxigénio foi realizada considerando que a variagdo de energia livre de oxigenacdo da Hb

(6G,, ), calculando o trabalho para transferirdn, moléculas de oxigénio do estado de
referéncia, onde o potencial quimico do ligante ( /“82) para a proteina em meio no qual o

potencial quimico do ligante € x,, , através da expressdo (WYMAN, 1964),

5(;02: ('uoz - ’ugz )51/102 = (RTln pOZ )57102 (25)

Considerando um mol de Hb, o trabalho total de oxigenagdo ou a variagdo
de energia livre total de oxigenagfo da proteina entre o seu estado totalmente desoxigenado

e seu estado totalmente oxigenado, ¢ dado pela integral,

AG, =G

oxi

4
=G i = [RTIn pO,61, = RTINP, 26)
0

onde R ¢ a constante universal dos gases dada por 1,987cal/mol.K, T ¢ a temperatura em
Kelvin e Py, ¢ a atividade média do ligante.

Para curvas de oxigenac¢do simétricas em torno do valor de pO, onde a Hb
encontra-se 50% oxigenada, P,, ¢ numericamente igual a Pso. Psp, por sua vez, esta
relacionado com a constante de equilibrio de associacdo de quatro moléculas de Oa,
definida no modelo de liga¢do seqiiencial de Adair (WYMAN e GILL, 1990; IMAI, 1982),

K=k;k,ksky4, onde k; € a constante de liga¢do do i-ésimo ligante, pela relagdo abaixo,
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Combinando as equagdes 26 ¢ 27, tem-se que a variacdo de Energia Livre

de Gibbs (AG) de oxigenagdo da Hb e dada por,
AG = RTIn(P,) (28)

A equagdo 28 fornece o valor de energia livre de Gibbs de oxigenagdo por
mol de O, ligado por heme da Hb. Para se obter o valor de AG para ligar as quatro
moléculas de O, a Hb deve-se multiplicar este valor por quatro.

Da segunda lei da termodindmica, a variagdo da Energia Livre de Gibbs ¢

definida por,

AG=AH -T-AS (29)
Combinando as equagdes 28 e 29, a expressio ¢ obtida,
RTIn(P,y)=AH ~T-AS (30)
Que reescrita,

)_AH

RIH(I)SO _?—AS (31)
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Derivando a equagdo 31 em fungdo da temperatura,

Ra’lnPSO _dAH 1 AH 32)
dT dar T T?

Quando a variagdo de capacidade calorifica (ACp) € nula, ou seja, quando
AH ¢ independente da temperatura, integrando a equacio 32 em func¢do do inverso da

temperatura, e derivando a equacdo resultante também em fun¢do do inverso da

temperatura, tem-se a Equacdo de van’t Hoff,

(33)

A inclinag¢do do gréfico de In(Psy) em fungéo de % fornece o valor do calor

de oxigenacao por grupo heme (AH).
Quando AH ¢ dependente da temperatura, sabendo-se que na temperatura de
referéncia Ty, os valores da entalpia de van’t Hoff em Ps, sdo dados por AHy, e integrando

a equacdo 32 em fungdo da temperatura, chega-se a Equacdo de van’t Hoff Integrada,

= (34

In ﬁ
Py
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Além da variagdo de entalpia de oxigenag@o (AH), é possivel estimar a
variagdo de capacidade calorifica associada a esta rea¢do (AC,) (DOYLE e HENSLEY,
1998; WEBER, 1995; LIU e STURTEVANT, 1995; NAGHIBI et al., 1995), a partir do
ajuste ndo linear da equagdo 34 aos dados experimentais apresentados nos graficos de
In(Psp) em fungéo de T.

O subscrito aj, nas equacdes 33 e 34, determina que a afinidade de oxigénio
seja mantida constante as atividades de quaisquer outros ligantes alostéricos presentes na
solucdo, por exemplo, pH, concentragdo ionica, entre outros (TINOCO JR. e SAUER,
1995; IMAI, 1982).

A variagdo de entropia de oxigenagdo (AS) foi estimada através da equagéo
29, utilizando-se os valores de AGy (equagdo 28) e AH,, obtidos na temperatura de

referéncia Ty.
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4. RESULTADOS



4.1. Efeito de a, sobre a afinidade da Hb de diferentes espécies por O,

O efeito da adi¢do de solutos neutros sobre a afinidade das espécies
HbBov,q (Bovina adulta), HbBovg (Bovina fetal) e HbEq (Equina) foi medido em tampao
10mM Hepes pH 7,2 (Hepes 7,2) e 10mM Ches pH 9,0 (Ches 9,0) a 298K, na auséncia ¢
presenca de 100mM NaCl em varias concentragdes de sacarose. Todos os dados foram
obtidos pelo método tonométrico-espectrofotométrico.

A figura 10 mostra as curvas de saturagfo parcial de O, da espécie HbBovy
em funcdo do log(pO;) determinadas em diferentes concentra¢des de sacarose. Estes
experimentos foram realizados com o objetivo de determinar Any, da proteina durante a sua
oxigenac¢do, na auséncia e na presenga de 100mM NaCl. A figura 10(a) mostra as curvas
de oxigenacdo da espécie HbBovg na auséncia de NaCl. Os dados indicam que mudancas
na atividade de agua (a,) nfo alteram a afinidade da proteina pelo O,. Diferentemente
disto, a figura 10(b) mostra as curvas de oxigenagdo desta mesma espécie na presenga de
100mM NaCl. Observa-se um aumento em Psy com a diminui¢do de ay. Este efeito ocorre,
pois ao adicionar solutos neutros e, conseqiientemente, diminuir a,, da solugéo, o equilibrio
alostérico T<>R desloca-se na direcdo da estrutura menos hidratada e de menor afinidade

pelo Oy, ou seja, desloca-se para a estrutura T.
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Figura 10. Comportamento da afinidade da espécie HbBovy,, (60uM/heme) por O, em solugdes contendo (a)
Hepes 7,2 a 298K, em diferentes concentragdes de sacarose: 0% (), 10% (O), 20% (A) e 30% (V), com
osmolaridades 0,020, 0,356, 0,808 e 1,4410smol/Kg.H,0, respectivamente. O deslocamento das curvas para
valores maiores de Psy, a0 aumentar a concentragdo de sacarose, ndo é observado na auséncia de NaCl; (b)
Hepes 7,2 100mM NaCl a 298K, em diferentes concentragdes de sacarose: 0% (), 10% (O), 20% (A) e
30% (<), com osmolaridades 0,211, 0,542, 1,007 e 1,6070smol/Kg.H,0, respectivamente. O deslocamento
das curvas de oxigenagdo para valores maiores de Psy, com o aumento da concentragdo de sacarose, esta
associado a diminui¢do de ay, que desloca o equilibrio da rea¢do para o estado T, na presenga de 100mM
NaCl. As curvas representam o ajuste Logistico de Hill aos dados experimentais, permitindo uma melhor

visualizagdo do comportamento da espécie de Hb em cada condigido experimental.
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Nos experimentos realizados com as espécies HbBov,g ¢ HbEq, na auséncia
de NaCl, as mudangas em a, ndo alteram a afinidade da proteina pelo O,. Na espécie
HbA,, a afinidade da proteina por O, ¢é alterada pela concentracdo de sacarose, pois na
oxigenacdo desta espécie ha a ligagdo de moléculas de agua, em um ntimero menor (dny)
na auséncia deste sal (TOSQUI, 2004; CAON FILHO, 2003; SALVAY et al., 2003;
COLOMBO ¢ SEIXAS, 1999; COLOMBO et al., 1992). Na presenca de 100mM NacCl,
observa-se um aumento em Psy com a diminui¢do de ay para todas as espécies estudadas.
Os resultados referentes as espécies HbBov,qs ¢ HbEq em Hepes 7,2 ¢ Ches 9,0 a 298K, na
auséncia e presenca de 100mM NaCl em varias concentragdes de sacarose, além da
espécies HbBovg, em Ches 9,0 a 298K, também em varias concentragdes de sacarose,
estdo no Anexo C.

O efeito de ay, na afinidade da Hb, analisado com a equagdo de /inkage de
Wyman (WYMAN, 1964) conforme proposto por Colombo e colaboradores (COLOMBO

et al., 1992) (equacdo 3), fornece An,, entre os estados totalmente oxigenado e totalmente

oxi ndesoxi
w w

desoxigenado da Hb (n ). Os valores de Psy e nso foram obtidos a partir do Grafico

de Hill, isto €, dos graficos de log(%j em funcdo de log(pO,). O indice de

cooperatividade das espécies de Hb analisadas, nsp, também foi obtido a partir da
inclinagdo do mesmo grafico e todas as espécies apresentaram valores entre 1,97 e 3,0
(figuras 11 e 12).

As figuras 11 e 12 mostram os graficos dos valores de In(Psy), como
também, os respectivos valores de nsy, ambos em fun¢do de In(ay), determinados para as
espécies HbBov,y, HbBovyg: ¢ HbEq, ambas em Hepes 7,2 e Ches 9,0 a 298K. A figura 11
mostra os dados obtidos na auséncia de NaCl e a figura 12, os dados obtidos na presenca

de 100mM NaCl. Em ambas as figuras, nota-se que os valores de In(Psy) para cada uma
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destas espécies de Hb estdo linearmente correlacionados com o In(ay,). As retas que passam
através de cada conjunto de pontos experimentais representam o melhor ajuste linear a

estes pontos.

Figura 11. Grafico da dependéncia de Ps, com a,, a 298K, com seus respectivos nsy das espécies HbBov,y
(60uM/heme) Hepes 7,2 (@), HbBov,y (60uM/heme) Ches 9,0 (O), HbBovy, (60uM/heme) Hepes 7,2 (H),
HbBovy,; (60uM/heme) Ches 9,0 (O), HbEq (60uM/heme) Hepes 7,2 (A), HbEq (60uM/heme) Ches 9,0
(A). O ajuste linear por minimos quadrados destes graficos leva a um coeficiente angular igual a 0,1£2,1
(@), -0,44+3,2 (O), 0,1£1,8 (M), -0,7+3,1 (O), -0,1+£7,1 (A) e -0,8+8,2 (A), indicando em todos os casos
uma variagdo de hidratacdo nula ou indeterminada dentro do erro experimental. Além disso, através dos
valores de ns, observa-se um aumento da cooperatividade, independente da espécie de Hb com o aumento do

pH (7,2—9,0). Cada ponto representa a média e o desvio padrio de pelo menos 8 experimentos.
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Figura 12. Gréfico da dependéncia de Ps, com a,, na presenga de 100mM NaCl a 298K, com seus respectivos
nsy das espécies HbBov,y (60uM/heme) Hepes 7,2 (@), HbBov,y (60uM/heme) Ches 9,0 (O), HbBovg,
(60uM/heme) Hepes 7,2 (M), HbBovy, (60uM/heme) Ches 9,0 (), HbEq (60uM/heme) Hepes 7,2 (A),
HbEq (60uM/heme) Ches 9,0 (A).O ajuste linear por minimos quadrados destes graficos leva a um
coeficiente angular igual a 12,6+0,6 (@), 13,2+0,6 (O), 14,5+0,8 (W), 13,7+1,5 (O), 11,8+1,2 (A) e
12,4£1,9 (A), indicando que cerca de 51+2, 5343, 58+3, 55+6, 4715 e 5014, respectivamente, moléculas de
agua se ligam por Hb. Além disso, observa-se um aumento nos valores de ns,, independente da espécie de
Hb, com o aumento do pH (7,2—9,0). Cada ponto representa a média e o desvio padrdo de pelo menos 8

experimentos.

Nas condi¢des experimentais apresentadas na figura 11, observamos que Ps

ndo varia com ay, concordando com os resultados anteriormente obtidos para a HbBov,g
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(TOSQUI, 2004). Consequentemente, o An,, das espécies HbBov,q, HbBovg ¢ HbEq na
auséncia de NaCl é nulo, pois o coeficiente angular do ajuste de In(Psy) versus In(ay) ¢
indeterminado dentro do erro experimental. Estes resultados mostram que a hidratagéo
intrinseca dos estados oxigenado e desoxigenado destas espécies de Hb ¢ equivalente na
auséncia de anions ligados. Além disso, observamos que os resultados independem do pH
utilizado nos experimentos.

Na figura 12, que mostra as espécies HbBov,, HbBovg, ¢ HbEq na
presenca de 100mM NaCl, observamos que Psy varia com a,, ¢ assim, ocorre a ligacdo de
um nimero extra de moléculas de agua. O aumento de An,, de oxigenagdo destas espécies
de Hb pode ser atribuido a ligagdo preferencial de ions cloreto a conformagio T da Hb,
como ocorre com a espécie HbA, (TOSQUI, 2004; CAON FILHO, 2003; SALVAY et al.,
2003; COLOMBO e SEIXAS, 1999). Observamos também que a afinidade da espécie de
Hb aumenta com o aumento do pH (7,2—9,0), implicando que o equilibrio conformacional
desloca-se no sentido da conforma¢do de mais alta afinidade por O, a conformacdo R.
Portanto, a transicio T—R é seguida pela liberacdo de protons. Porém, o nimero de
moléculas de agua que liga a estas espécies de Hb independe do pH utilizado. Nestas
condig¢des, nas espécies HbBov,q, HbBovg ¢ HbEq ocorre a ligacdo de 5142, 5843 ¢ 4745
moléculas de agua por Hb, respectivamente em pH 7,2 e, 5343, 5546 e 50+4 moléculas de
agua por Hb, respectivamente em pH 9,0.

Nota-se também na figura 12, que o valor de In(Psg) varia linearmente com
o In(ay) na preseng¢a de NaCl, concordando com os resultados anteriormente publicados
para a espécie HbA, (CAON FILHO, 2003; SALVAY et al., 2003; COLOMBO et al.,

1996, 1994, 1992; PARSEGIAN et al., 1995).
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A tabela I mostra os valores de An,, obtidos para todas as espécies de Hb
analisadas além dos dados existentes na literatura, a partir do ajuste do Grafico de Hill, nas

variadas condigdes experimentais.

Tabela I - Comparacgio entre os valores de An, na auséncia e na presenga de 100Mm NaCl para varias

espécies de Hb. Os valores obtidos e os da literatura concordam dentro do erro experimental.

L An,, (H,O/Hb) An,, (H,O/Hb)
Espécie 0mM NaCl 100mM NaCl Autor
COLOMBO ¢ SEIXAS, 1999;
HbA, 2541 7243 COLOMBO ¢ BONILLA-
pH 7.3 - - RODRIGUEZ, 1996; COLOMBO et al.,
1992
HbAo - 2642 5242 CAON FILHO, 2003
pH 7,3
HbA, 25+1 711 CAON FILHO, 2003
pH 9,0
HbAox 26+1 51+1 CAON FILHO, 2003
pH 9,0
HbI
- -7+1 CHIANCONI e BOFFL 2000
pH 7,2
HbBovyy 0 5142 TOSQUI 2004: Resultado do Autor
pH 7,2
HbBov,g
pH 9,0 0 53+3 Resultado do Autor
HbBOert
pH 7.2 0 58+3 Resultado do Autor
HbBowvg,
pH 9,0 0 55+6 Resultado do Autor
HbEq
pH 7.2 0 4745 Resultado do Autor
HbEq
pH 9.0 0 50+4 Resultado do Autor

* Dependéncia de An,, na constante de ligagdo da primeira molécula de O, a Hb.
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4.2. Determinacio da entalpia de oxigenacio de diferentes espécies de Hb

A entalpia de oxigenacdo das espécies HbBov,;, HbBovg, ¢ HbEq foi
determinada através dos graficos de van’t Hoff, isto é, pelo ajuste do grafico de In(Psy) em
funcdo da temperatura através da equagio 34, que fornece o valor do calor de oxigenacdo
por grupo heme (AH) e a variag@o de capacidade térmica associada a reagcdo de oxigenacao
(AC,). Estas espécies de Hb foram estudadas nas condi¢cdes Hepes 7,2 e Ches 9,0, na
auséncia e na presenga de 100mM NaCl. Além disso, os valores das respectivas entropias
de oxigenagdo (AS) foram calculados com a equagdo 29 na temperatura de referéncia de
298K.

As figuras 13, 14 e 15 mostram os graficos de In(Psy) em funcdo de T, com
seus respectivos nsy para as espécies HbBov,q, HbBovg: ¢ HbEq, respectivamente. Os
dados obtidos pelos ajustes dos graficos apresentados nestas figuras, em conjunto com os
valores de entalpia e entropia existentes na literatura para as varias espécies de Hb em suas

diferentes condi¢des experimentais, estdo na tabela II.

-47 -



Figura 13. Graficos de In(Ps;) em fung@o da temperatura (T), com os seus respectivos ns, para a espécie
HbBov,y (60uM/heme) (a) Hepes 7,2 (@) e Ches 9,0 (O); (b) Hepes 7,2 (M) e Ches 9,0 (), ambos em
100mM NaCl. As curvas representam o melhor ajuste da Equacdo de van't Hoff integrada (equagao 34) aos
dados experimentais, fornecendo o valor do calor de oxigenagdo por grupo heme (AH) e a variacdo da
capacidade térmica associada a reagdo de oxigenagdo (AC,). Além disso, observa-se um aumento da
cooperatividade (nsg), independente da espécie de Hb, com o aumento do pH (7,2—9,0). Os valores dos

ajustes estdo na Tabela II. Cada ponto representa a média e o desvio padréo de pelo menos 6 experimentos.
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Figura 14. Graficos de In(Ps;) em fung@o da temperatura (T), com os seus respectivos ns, para a espécie
HbBovyg, (60uM/heme) (a) Hepes 7,2 (M) e Ches 9,0 (O); (b) Hepes 7,2 (@) e Ches 9,0 (O), ambos em
100mM NaCl. As curvas representam o melhor ajuste da Equacdo de van't Hoff integrada (equagao 34) aos
dados experimentais, fornecendo o valor do calor de oxigenagdo por grupo heme (AH) e a variacdo da
capacidade térmica associada a reagdo de oxigena¢do (AC,). Além disso, observa-se um aumento da
cooperatividade (nsg), independente da espécie de Hb, com o aumento do pH (7,2—9,0). Os valores dos

ajustes estdo na Tabela II. Cada ponto representa a média e o desvio padréo de pelo menos 6 experimentos.
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Figura 15. Graficos de In(Ps;) em fung@o da temperatura (T), com os seus respectivos ns, para a espécie
HbEq (60uM/heme) (a) Hepes 7,2 (A) e Ches 9,0 (A); (b) Hepes 7,2 (@) e Ches 9,0 (O), ambos em
100mM NaCl. As curvas representam o melhor ajuste da Equagdo de van't Hoff integrada (equagio 34) aos
dados experimentais, fornecendo o valor do calor de oxigenagdo por grupo heme (AH) e a variacdo da
capacidade térmica associada a reagdo de oxigenagdo (AC,). Além disso, observa-se um aumento da
cooperatividade (nsg), independente da espécie de Hb, com o aumento do pH (7,2—9,0). Os valores dos

ajustes estdo na Tabela II. Cada ponto representa a média e o desvio padréo de pelo menos 6 experimentos.
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Tabela II - Valores de AH e AS na auséncia ¢ na presenga de 100mM NaCl para as espécies de Hb, em
varias condigdes experimentais, calculados a partir do ajuste linear do grafico de In(Psy) em fungdo da
temperatura (T), além dos valores de AGy e AC,. Os valores de AG, foram obtidos na temperatura de

referéncia Ty (298K) e os valores de AH foram corrigidos pela contribui¢do do calor do oxigénio em solugdo

(-3Kcal/mol).

Espécie e AG, AH AC, AS

Condicao Kecal/ Kcal/ Kecal/ cal/mol.K Autor

Experimental mol.heme mol.heme mol.K *

HbA, -

10mM Hepes 033£0,02 | -3,5940,07 | 0,060,02 | -1330+0,85 | CAON FILHO,
2003

pH 7,3

HbA, )

10mM Hepes 109£0,02 | -10,65:041 | 0172024 | -30.40x145 | CAONFIHHO:

100mM NaCl pH 7,3

HbA, ]

10mM Ches 00940,02 | -34940,14 | -0,03£0,01 | -1247x047 | CAON FILHO.
2003

pH 9,0

HbA, -

10mM Ches 027£0,02 | -11,23£0,13 | -0,07£0,04 | -38,72+1,00 CAOI;Og;LHO’

100mM NaCl pH 9,0

HbAO_Kl* N

10mM Hepes 0724002 | -3.58£0,14 | 0014004 | -14,7040,54 | CAON FILHO.
2003

pH 7,3

HbA(x; .

10mM Ches 024£0,02 | -3274030 | -0,09£0,09 | -13,00£0,31 | AN FILHO:
2003

pH 9,0

Hbl

10mM Hepes - +4,0£0.10 - 170,10 | GOS0

100mM NaCl pH 7,2 :

HbBOVad

10mM Hepes 103001 | -6.60:037 | 0132006 | -18,67:094 | <Euadodo
utor

pH 7,2

HbBOVad

10mM Hepes 163001 | -3.68:037 | 0.05:008 | -680:0.73 | <evuadodo

100mM NaCl pH 7,2

HbBov,g

10mM Ches 0,6040,01 | -12,59+0,97 | -0,37+0,08 | -40,29+1,98 Resiltado do
utor

pH 9,0

HbBov,g

10mM Ches 1,0640,01 | -6,24+0,01 | -0,46+0,02 | -17,43+0,58 Resl‘é‘}fft‘gf do

100mM NaCl pH 9,0

HbBowvg

10mM Hepes 090001 | -1L67£025 | -001£0,05 | -36,14£090 | <Eadodo
utor

pH 7.2

HbBOer[

10mM Hepes 146£0,01 | -8,1040,73 | -0,14%0,16 | -22,29+1,14 Resrxligf do

100mM NaCl pH 7,2

* Dependéncia de AH e AS na constante de ligagio da primeira molécula de O, 2 Hb. Os demais resultados sdo na dependéncia com Ps,
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Continuagdo da Tabela II.

Espécie e AG, AH AC, AS
Condicéo Kcal/ Kcal/ Kcal/ cal/moL.K Autor
Experimental mol.heme mol.heme mol.K :
HbBovg,
10mM Ches 0494001 | -503£0.85 | -0,06+0,14 | -1526+2,08 | Resultadodo
Autor
pH 9,0
HbBOert
10mM Ches 0,7940,01 | -6,99+0,62 | -0,11£0,10 | -20,86+1,39 Res{‘fﬁgf do
100mM NacCl pH 9,0
HbEq
10mM Hepes 0,4740,02 | -1326£1,31 | -0,33+0,28 | -42,92+2,58 Reszltado do
utor
pH 7,2
HbEq
10mM Hepes 1,23£0,02 -7,9740,37 -0,1140,08 | -22,65+0,85 Resllilltlez:)i;) do
100mM NaCl pH 7,2
HbEq
10mM Ches 0412001 | 2063273 | -056£023 | 70,63:1,30 | o do
utor
pH 9,0
HbEq
10mM Ches 0,39+0,01 | -8,12+0,21 | -0,53%0,04 | -2591x1,71 Resffft‘gf do
100mM NaCl pH 9,0

4.3. Relacao entre An,, e AH de oxigenacao

A partir dos dados apresentados nas tabelas I e II, o grafico de AH de
oxigenacdo em func¢do de Any, foi construido (figura 16), para as espécies de Hb, em suas
respectivas condigdes experimentais: Hbl Hepes 7,2 100mM NaCl; HbAq Hepes 7,3; HbA,
Hepes 7,3 100mM NaCl; HbAy Ches 9,0; HbAy Ches 9,0 100mM NaCl; HbAyx; Hepes
7,3; HbAox1 Ches 9,0; HbBov,y Hepes 7,2; HbBov,q Hepes 7,2 100mM NaCl; HbBov,g
Ches 9,0; HbBov,g Ches 9,0 100mM NaCl; HbBovg: Hepes 7,2; HbBovyg: Hepes 7,2
100mM NaCl; HbBovg: Ches 9,0; HbBovg: Ches 9,0 100mM NaCl; HbEq Hepes 7,2;

HbEq Hepes 7,2 100mM NaCl; HbEq Ches 9,0 e HbEq Ches 9,0 100mM NacCl.
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Figura 16. Grafico de AH de oxigenagdo em funcdo de Any, cujos circulos numerados correspondem as
espécies de Hb em suas respectivas condi¢gdes experimentais: (1) Hbl Hepes 7,2 100mM NaCl; (2) HbAyx;
Ches 9,0; (3) HbA, Hepes 7,3; (4) HbA, Ches 9,0; (5) HbAyx; Hepes 7,3; (6) HbBov,y Hepes 7,2 100mM
NaCl; (7) HbBov, Ches 9,0 100mM NaCl; (8) HbBovg, Ches 9,0 100mM NaCl; (9) HbEq Hepes 7,2
100mM NacCl; (10) HbEq Ches 9,0 100mM NaCl; (11) HbA, Hepes 7,3 100mM NaCl; (12) HbA, Ches 9,0
100mM NaCl; (13) HbBovg, Hepes 7,2 100mM NacCl; (14) HbBovg, Ches 9,0; (15) HbBov,qy Hepes 7,2; (16)
HbBov,y Ches 9,0; (17) HbBovg, Hepes 7,2; (18) HbEq Hepes 7,2 € (19) HbEq Ches 9,0. A inclinag@o deste
grafico, para as espécies que estdo com os seus valores de AH correlacionados linearmente (1 a 13) com An,
fornece o calor necessario para deslocar um mol de moléculas de agua do volume da solugdo e liga-las a
superficie da proteina durante o processo de oxigena¢do, SHggameao- O ajuste linear aplicado aos dados

fornece -0,57+0,01K cal/mol.H,0.

Na figura 16 observamos a presenca de treze circulos (1 a 13), os quais
estdo com seus valores de AH de oxigenagdo correlacionados linearmente com Any,. Estes
circulos representam as entalpias de oxigenacdo das espécies, em suas respectivas
condig¢des experimentais: (1) HbI Hepes 7,2 100mM NaCl; (2) HbAy.x; Ches 9,0; (3) HbAy
Hepes 7,3; (4) HbAy Ches 9,0; (5) HbAox:1 Hepes 7,3; (6) HbBov,g Hepes 7,2 100mM
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NaCl; (7) HbBov,g Ches 9,0 100mM NaCl; (8) HbBovg Ches 9,0 100mM NacCl; (9) HbEq
Hepes 7,2 100mM NacCl; (10) HbEq Ches 9,0 100mM NacCl; (11) HbA, Hepes 7,3 100mM
NaCl; (12) HbAy Ches 9,0 100mM NaCl e (13) HbBovg: Hepes 7,2 100mM NaCl.
Observamos também, a presenga de seis circulos (14 a 19), os quais, ndo estdo
correlacionados aos demais. Estes circulos representam as entalpias de oxigenacdo das
espécies, em suas respectivas condi¢des experimentais: (14) HbBovg: Ches 9,0; (15)
HbBov,g Hepes 7,2; (16) HbBov,g Ches 9,0; (17) HbBovg, Hepes 7,2; (18) HbEq Hepes
7,2 ¢ (19) HbEq Ches 9,0.

De acordo com a equagdo 4, os valores de AH obtidos neste trabalho sdo
compostos pelo calor intrinseco de oxigena¢do do grupo heme (AHo,) do calor associado a
variacdo conformacional alostérica da estrutura da Hb induzida pela ligag¢do do ligante em
determinada condi¢do experimental (AHconfiguragio), além de X An; x AH; que € o calor
intrinseco de ligagdo de um ligante i que pode ser fons H' ou CI".

Os valores correlacionados linearmente na figura 16 (1 a 13), levam a um,

dAH
= observado — _(y 57+0),01Kcal/mol. H,O.

solvatagéo d A}’lw
Este valor corresponde a entalpia de solvata¢@o (8Hsolvatagao), OU s€ja, o calor
necessario para a transferéncia de grupos enterrados na superficie da proteina para a agua,
caso outras contribuigdes como a liberagdo de H' e/ou a ligagio de CI" ( An; x AH;) sejam
nulas ou préximas de zero. Em outras palavras, desde que ndo haja qualquer outra
contribui¢do de calor para AHgpservado durante a ligacdo de O, este pardmetro representa o
custo energético de hidratacdo protéica em meio aquoso. Concordando com as analises

anteriormente realizadas em nosso grupo de pesquisa (CAON FILHO, 2003; CAON
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FILHO e COLOMBO, manuscrito), a entalpia de oxigenagdo destas espécies de Hb
analisadas estd linearmente correlacionada com seus respectivos Any, possibilitando a
determinagdo do calor que esta associado com a transferéncia de um mol de agua do
volume da solugéo para a superficie protéica.

Quanto aos valores, que ndo estdo correlacionados linearmente na figura 13
(14 a 19), uma entalpia de oxigenag¢do esperada para estas espécies de Hb seria,
aproximadamente, +2,5Kcal/mol.H,O. Entretanto, observa-se para as espécies HbBov,g
Hepes 7,2 ¢ Ches 9,0; HbBovyg: Hepes 7,2 e Ches 9,0; ¢ HbEq Hepes 7,2 ¢ Ches 9,0,
valores de -6,60+0,37 e -12,59+0,97; -11,67+0,17 e -5,03+0,85; -13,26%1,31 e
-20,63+2,73Kcal/mol.H,0, respectivamente. E descrito na literatura que o Efeito Bohr nio
ocorre em pH acima de 8,5 (BUSCH e HO, 1990; BUCCI ¢ FRONTICELLI, 1981;
AMICONI, et al., 1981) e, além disso, que a liberagdo de préton com a oxigenacdo da
espécie HbA( ¢ dependente da concentracdo de NaCl (FRONTICELLI et al., 1994;
KILMARTIN et al., 1980). Como estas espécies de Hb estdo na auséncia de CI, para
verificar se hd contribui¢io do calor de liberagio de H' durante a oxigenacio destas
proteinas, o numero de prétons liberados na solugdo foi determinado (Efeifo Bohr), durante
a oxigenagdo das espécies HbBov,s, HbBovy: ¢ HbEq na auséncia de éanions na
temperatura de referéncia (298K).

A figura 17 mostra o grafico de log(Psg) em fung¢fo do pH das espécies
HbBov,q4, HbBovg: € HbEq, nas condigdes experimentais: Hepes 7,0, Hepes 7,6, Ches 8,5 ¢

Ches 9,2, na auséncia de NaCl e concentracdo 60uM/heme.
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Figura 17. Variagdo do log(Pso) para as espécies: HbBov,y (@), HbBovy, (ll) ¢ HbEq (A), nos pHs
indicados na figura, ambas em 60puM/heme. As inclinagdes destes graficos indicam que na auséncia de
anions, 0,76+0,08, 0,96+0,08 e 1,12+0,08 moles de protons sio liberados por mol de Hb com a oxigenagio

das espécies HbBov,y, HbBovg, ¢ HbEq, respectivamente. As medidas foram realizadas na temperatura de

referéncia de 298K.

A figura 17 mostra que o log(Pso) diminui linearmente com o aumento do
pH, para as espécies analisadas. Em pH fisiologico, a desoxiHb tem uma afinidade maior
pelo H" e consequentemente, a afinidade da proteina pelo O, diminui com a sua
protonac¢do. Este fendmeno € conhecido por Efeito Bohr, que ¢ responsavel pela captacdo e
liberagdo de O, nos d6rglos captadores e nos tecidos, respectivamente (BALDWIN, 1975).
Também na figura 17, observa-se que ainda ha Efeito Bohr em pH acima de 8,5, ao
contrario do que é descrito para a HbAy (BUSCH ¢ HO, 1990; BUCCI ¢ FRONTICELLI,

1981; AMICONI, et al., 1981)
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Sendo a relagdo do nimero de prdotons que sdo ligados ou liberados da
proteina durante a transicdo T—R, com a afinidade da Hb pelo oxigénio, calculada pela

relagdo diferencial descrita por Wyman e Gill (1981),

d log PSO oxi desoxi
—_— =\n_. — L : = An N 35
d pH ( " " ) 9

a;

as inclinagdes das retas da figura 17 fornecem o An, ., ou seja, a diferenga do namero de
H' ligados as conformagdes da Hb totalmente oxigenada ( n;"f ) e desoxigenada (ngefo"" ). O
ajuste linear do grafico de log(Pso) em fun¢do do pH, forneceu um An, . de 0,76+0,08,

0,96+0,08 e 1,12+0,08 prétons para as espécies HbBov,s, HbBovi: e HbEq,
respectivamente, na auséncia de anions. A tabela III mostra os dados obtidos pelos ajustes

dos graficos apresentados na figura 17, em conjunto com os dados de An, . existentes na

literatura para estas mesmas espécies na presenga de 100mM NaCl, além da espécie HbA,.

Tabela III - Valores de Anhﬁ para varias espécies de Hb, na auséncia e na presenga de 100mM NaCl. Os

valores obtidos da literatura concordam dentro do erro experimental.

-An,, (H/Hb) -An,, (H'/Hb)
0mM NaCl 100mM NaCl

Espécie Autor

CASTRO, 1999; FRONTICELLI et al.,
HbA, 0,98+0,12 2,20+0,12 1994; BUCCI e FRONTICELLI, 1985;
ROLLEMA etal., 1975

HbA(x, 0,31+0,03 0,57+0,03 CASTRO, 1999; POYART et al., 1977
R v Resultado do Autor’; SASAGAWA et
HbBova 0,76+0,08 1,4420,16 al,, 2006'; CLEMENTI et al., 1996°
HbBovg, 0.9640,08" 2.0040,20° Resultado do Autl()grg;6gLEMENTI et al.,
HbEq 1,1240.0 g 2.55£0,26° Resultado do Autlo9r9;0?IARDINA etal.,
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A partir dos dados apresentados na tabela III, em conjunto com os respectivos
dados da tabela I, o grafico da diferenca do ntimero de protons na transicdo T—R em

funcdo da variacdo de hidratagdo de cada espécie de Hb é mostrado na figura 18.

Figura 18. Correlacdo da variagdo do nimero de prétons entre os estados T e R das espécies de Hb (O) na
auséncia: (1) HbEq; (2) HbBov,g; (3) HbBovy; (4) HbA, e (5) HbAox;; ¢ (@) na presenga de 100mM NacCl:
(6) HbEq; (7) HbAy; (8) HbBovy; (9) HbBov,y e (10) HbAyk;, em fungdo da variagdo de hidratagdo de cada
espécie. Os pontos apresentados neste grafico indicam que com a adi¢cdo de 100mM NaCl, o nimero de
protons ligados ou liberados pela Hb aumenta sistematicamente, sendo este aumento mais pronunciado na

espécie HbEq.

Notamos na figura 18 que An,, aumenta sistematicamente com a adigdo de

100mM NacCl. De acordo com o esquema,
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Hb(H"), + O, <> HbO, + nH" (36)

na auséncia de NaCl, durante a oxigenagdo da proteina, ha liberagcdo de aproximadamente
um préton, o que caracteriza o estado Ty, de menor hidratagdo (COLOMBO e SEIXAS,
1999; PERUTZ et al., 1994). Ja na presenca de NaCl, ha a liberagdo de aproximadamente 2
protons, o que caracteriza o estado Ty, também de menor hidratacio (SEIXAS e
COLOMBO, 1999). Isto mostra que a presenga de NaCl nas solu¢des de Hb, induz um
aumento na ligag¢do de protons na proteina e conseqiiente diminui¢do na afinidade pelo Oy,
caracterizando o Efeito Bohr alcalino.

Notamos também na figura 18 que a liberagdo de proton com a oxigenacao
das espécies ¢ dependente da concentracdo de NaCl, assim como ocorre com a HbA,
(FRONTICELLI et al., 1994; KILMARTIN et al., 1980).

Com estes resultados, supomos que além da contribui¢do do calor da liga¢do
de O, ¢ possivel que também haja uma contribuicdo do calor de protonacdo ou
desprotonagdo no AH de oxigenagio das espécies HbBov,q, HbBovs: ¢ HbEq na auséncia

de NacCl, as quais ndo se correlacionam com as demais espécies mostradas na figura 16.

4.4. Relacio entre Any, e AS de oxigenacio

A partir dos dados apresentados nas tabelas I e 11, foi construido o grafico de
TAScalculado de oxigenagio (T = 298K) em fungdo de Any, (figura 19), para as espécies de
Hb, em suas respectivas condi¢des experimentais: Hbl Hepes 7,2 100mM NaCl; HbA,
Hepes 7,3; HbA( Hepes 7,3 100mM NaCl; HbAy Ches 9,0; HbAy Ches 9,0 100mM NaCl;

HbAox; Hepes 7,3; HbAyx; Ches 9,0; HbBov,y Hepes 7,2; HbBov,y Hepes 7,2 100mM
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NaCl; HbBov,q Ches 9,0; HbBov,q Ches 9,0 100mM NaCl; HbBovg Hepes 7,2; HbBovy
Hepes 7,2 100mM NaCl; HbBovg Ches 9,0; HbBovg, Ches 9,0 100mM NaCl; HbEq

Hepes 7,2; HbEq Hepes 7,2 100mM NaCl; HbEq Ches 9,0 e HbEq Ches 9,0 100mM NaCl.

Figura 19. Grafico de TAS,,iculado de oxigenagdo em fungdo de An,, cujos circulos numerados correspondem
as espécies de Hb em suas respectivas condi¢des experimentais: (1) HbI Hepes 7,2 100mM NaCl; (2) HbA,.
k1 Ches 9,0; (3) HbA, Hepes 7,3; (4) HbA, Ches 9,0; (5) HbAy.x; Hepes 7,3; (6) HbBov,qy Hepes 7,2 100mM
NaCl; (7) HbBov,y Ches 9,0 100mM NaCl; (8) HbBovg, Ches 9,0 100mM NaCl; (9) HbEq Hepes 7,2
100mM NacCl; (10) HbEq Ches 9,0 100mM NaCl; (11) HbA, Hepes 7,2 100mM NaCl; (12) HbA, Ches 9,0
100mM NacCl; (13) HbBovg Hepes 7,2 100mM NaCl; (14) HbBovg,, Ches 9,0; (15) HbBov,4 Hepes 7,2; (16)
HbBov,4 Ches 9,0; (17) HbBov Hepes 7,2; (18) HbEq Hepes 7,2 e (19) HbEq Ches 9,0. A inclinacdo deste
grafico fornece a perda entrdpica da saida das moléculas de agua da solucdo para a superficie protéica,

T8Sso1vatagio- O ajuste linear aplicado aos dados fornece -0,86+0,01Kcal/mol.H,O em 298K.
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Na figura 19, assim como na figura 16, observamos a presen¢a de treze
circulos (1 a 13), os quais estdo com seus valores de TAScjculado de oXigenacdo
correlacionados linearmente com An,. Estes circulos representam as entropias de
oxigenacdo das espécies, em suas respectivas condigdes experimentais: (1) Hbl Hepes 7,2
100mM NaCl; (2) HbAyxk; Ches 9,0; (3) HbAy Hepes 7,3; (4) HbAy Ches 9,0; (5) HbA,.
k1 Hepes 7,3; (6) HbBov,y Hepes 7,2 100mM NaCl; (7) HbBov,q Ches 9,0 100mM NacCl;
(8) HbBovyg: Ches 9,0 100mM NaCl; (9) HbEq Hepes 7,2 100mM NaCl; (10) HbEq Ches
9,0 100mM NaCl; (11) HbA( Hepes 7,2 100mM NaCl; (12) HbA( Ches 9,0 100mM NaCl
e (13) HbBovg Hepes 7,2 100mM NaCl. Observamos também, a presenga de seis circulos
(14 a 19), os quais, ndo estdo correlacionados aos demais. Estes circulos representam as
entropias de oxigenagdo das espécies, em suas respectivas condigdes experimentais: (14)
HbBovy: Ches 9,0; (15) HbBov,q Hepes 7.,2; (16) HbBov,q Ches 9,0; (17) HbBovy: Hepes
7,2; (18) HbEq Hepes 7,2 e (19) HbEq Ches 9,0.

Do mesmo modo que o utilizado para a obtengdo de dHgolvatacao, @ inclinagdo
do grafico TAS aiculado Versus An,, fornece a perda entrdpica da saida das moléculas de agua
da solugéo para a superficie protéica (TdSsolvatacao). Os valores correlacionados linearmente

na figura 16 (1 a 13), levam a um,

T6Ssomvatacao = -0,86+0,01K cal/mol.H,O em 298K.

Assim como na figura 16, observamos valores, os quais nio estdo
correlacionados linearmente na figura 19 (14 a 19). Neste caso, como o AS ¢ calculado a
partir dos valores de AH de oxigenagdo (equagdo 29), entdo € possivel que a contribuigio
do calor de protonagdo ou desprotonagdo destas espécies Hb, esteja influenciando nos

resultados.
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4.5. Compensacio entalpia-entropia de oxigenacio

A natureza da energética de hidratagdo foi examinada relacionando
AHopservado € AScalculado de oXxigenagdo das hemoglobinas, obtidos em diferentes condigdes
experimentais. O grafico de compensag@o indica como a variagdo da entalpia de uma
reag@o bioldgica ou quimica é compensada pela variagdo concomitante da entropia desta
reacdo, ou seja, a contribui¢do das variagdes do AS para as variagdes de energia livre (AG)
da reagdo, ¢ compensada ao longo das variagoes simultdneas de AH (IMAI E YONETANI,
1975; IMALI, 1982).

O fendmeno de compensagdo entalpia-entropia vem sendo extensivamente,
estudado em reacdes entre hemoproteinas e moléculas de ligantes heterotropicos (IKEDA-
SAITO et al., 1983; IMAI, 1979, 1982; IMAI e YONETANI, 1975; ANTONINI et al.,
1965) e a origem deste fendmeno foi atribuida a interagdo das moléculas de proteina com
as de agua (LUMRY e RAJENDER, 1970), embora nenhuma confirmacdo direta disto
tenha sido encontrada. Assim como, as mudangas estruturais sdo induzidas por interagdes
i6nicas, os valores de entalpia e entropia de oxigenacdo podem ser atribuidos,
exclusivamente, a energética de hidratagdo da proteina, portanto, o grafico mostrado na
figura 20 confirma o papel fundamental da dgua sobre o fenomeno de compensacdo para as
espécies em suas respectivas condi¢des experimentais: HbA, Hepes 7,3; HbA, Hepes 7,3
3,5mM NaCl; HbA, Hepes 7,3 SmM NaCl; HbA( Hepes 7,3 10mM NaCl; HbA, Hepes 7,3
15mM NaCl; HbA Hepes 7,3 25mM NaCl; HbA( Hepes 7,3 100mM NaCl; HbA, Hepes
7,3 200mM NaCl; HbA( Ches 9,0; HbAy Ches 9,0 100mM NaCl; HbBov,y Hepes 7,2;
HbBov,g Hepes 7,2 100mM NaCl; HbBov,q Ches 9,0; HbBov,q Ches 9,0 100mM NaCl;
HbBovy; Hepes 7,2; HbBovy: Hepes 7,2 100mM NaCl; HbBovy; Ches 9,0; HbBovy; Ches

9,0 100mM NaCl; HbEq Hepes 7,2; HbEq Hepes 7,2 100mM NaCl; HbEq Ches 9,0 e
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HbEq Ches 9,0 100mM NaCl. Os valores de AHobservado € AScalculado d€ cada espécie de Hb,
em sua respectiva condi¢do experimental apresentada na figura 20, estdio nas tabelas II e

Iv.

Figura 20. Grafico de compensagao, AH,pservado VEISUS ASc;jcutado (dados mostrados nas tabelas II e IV), para a
oxigenacdo das espécies em suas respectivas condigdes experimentais: (1) HbBov,y Hepes 7,2 100mM NaCl;
(2) HbA, Ches 9,0; (3) HbA, Hepes 7.,3; (4) HbA, Hepes 7,3 3,5mM NacCl; (5) HbA, Hepes 7,3 SmM NaCl;
(6) HbBovg, Ches 9,0; (7) HbBov,y Ches 9,0 100mM NaCl; (8) HbBov,y Hepes 7,2; (9) HbBovg, Ches 9,0
100mM NacCl; (10) HbA, Hepes 7,3 10mM NaCl; (11) HbEq Hepes 7,2 100mM NacCl; (12) HbBovy,, Hepes
7,2 100mM NaCl; (13) HbEq Ches 9,0 100mM NacCl; (14) HbA, Hepes 7,3 15mM NaCl; (15) HbA, Hepes
7,3 25mM NaCl; (16) HbA, Hepes 7,3 100mM NaCl; (17) HbAy Ches 9,0 100mM NaCl; (18) HbBovg,
Hepes 7,2; (19) HbA, Hepes 7,3 200mM NacCl; (20) HbBov,y Ches 9,0; (21) HbEq Hepes 7,2 e (22) HbEq
Ches 9,0. O ajuste fornece a temperatura de compensagdo, cujo valor é de 267+4K. O valor do intercepto

deste ajuste é de -1,51 + 0,07.
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Tabela IV - Valores de AH e AS para a espéciec HbA, em 10mM Hepes pH 7,3, em varias concentragdes de
NaCl. Estes valores foram determinados em nosso grupo de pesquisa (CAON FILHO, 2003).

Concentracio AH AS
de NaCl (mM) | Kcal/mol.heme cal/mol.K
3,5 -3,67+0,01 -13,93+0,77
5,0 -4,42+0,13 -16,68+0,13
10 -7,05+0,26 -26,23+0,35
15 -7,78+0,75 -28,84+2,00
25 -9,54+0,34 -35,19+1,00
200 -11,23+0,19 -42,03+0,70

A linearidade entre os pontos de AH e AS manifesta o fendmeno de
compensagdo entalpia-entropia para a oxigenagao das espécies de Hb, como observado em
muitas rea¢des biologicas e quimicas (LUMRY e RAJENDER, 1970). A inclinagdo do
ajuste mostrado na figura 20 fornece a temperatura de compensagao, T, = 267+4K, que é a
temperatura onde a diferenca na energia livre entre a 4gua ligada a superficie protéica e a
dgua livre na fase liquida, ¢ nula. Isto, se observarmos que as variacdes na entalpia e na
entropia de oxigena¢do com as concentragdes de cloreto sdo atribuidas principalmente ao
custo energético para expor e hidratar a superficie protéica, durante a mudanga
conformacional.

Nas tabelas I e IV observa-se que com o aumento da concentracdo de NaCl,
o calor liberado com a oxigenagdo da Hb também aumenta, ou seja, o AH de oxigenacdo
torna-se mais exotérmico. Fato semelhante ¢ observado no An,, que € maior na presenca de
NaCl (tabela I). Concordando com estes resultados, Caén Filho (2003), analisando a

influéncia da concentragdo de NaCl no AH de oxigena¢do e no Any, da HbA,, determinou
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que as mudangas estruturais induzidas pela ligacdo de Cl” a desoxiHb sfo a causa principal
das variagdes de hidratagio, entalpia e entropia de oxigenagdo observados na proteina.
Caén Filho (2003), com a finalidade de distinguir quais grupos, se os
hidrofébicos ou os hidrofilicos, contribuem para a energética de hidratacdo protéica, fez
uma comparacdo com os valores observados das variagdes de entalpia e entropia de
oxigenacdo da espécie HbAy, com os valores da entalpia e entropia de transferéncia de
pequenos grupos quimicos de liquidos hidrofébicos (ou fase gasosa) para agua,
AHtransferéncia ©  AStransferencia, respectivamente (MURPHY, 1994; MAKHATADZE e
PRIVALOV, 1993; PRIVALOV ¢ MAKHATADZE, 1993; OOBATAKE e OOI, 1988;
OOl et al., 1987; BALDWIN, 1986). Neste trabalho, repetimos os experimentos de Cadn
Filho, acrescentando outras espécies de Hb em variadas condigdes experimentais, como

mostram as figuras 21 e 22.
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Figura 21. Comparagdo entre o (M) fendmeno de compensa¢do de oxigenagdo das espécies em suas
respectivas condigdes experimentais: (1) HbBov,y Hepes 7,2 100mM NaCl; (2) HbAy Ches 9,0; (3) HbA,
Hepes 7,3; (4) HbA, Hepes 7,3 3,5mM NaCl; (5) HbAy Hepes 7,3 SmM NaCl; (6) HbBovg,, Ches 9,0; (7)
HbBov,y Ches 9,0 100mM NacCl; (8) HbBov,y Hepes 7,2; (9) HbBovg, Ches 9,0 100mM NaCl; (10) HbA,
Hepes 7,3 10mM NaCl; (11) HbEq Hepes 7,2 100mM NaCl; (12) HbBovg, Hepes 7,2 100mM NacCl; (13)
HbEq Ches 9,0 100mM NaCl; (14) HbA, Hepes 7,3 15mM NacCl; (15) HbA, Hepes 7,3 25mM NaCl; (16)
HbA, Hepes 7,3 100mM NaCl; (17) HbA, Ches 9,0 100mM NaCl; (18) HbBovg, Hepes 7,2; (19) HbA,
Hepes 7,3 200mM NaCl; (20) HbBov,y Ches 9,0; (21) HbEq Hepes 7,2 e (22) HbEq Ches 9,0, com a
compensagdo de hidratagdo de residuos hidrofobicos. Os valores do AHansterencia © ASransferencia destes residuos
foram obtidos a partir de trabalhos que calcularam: (<) a compensagdo de hidratagdo de aminoéacidos (Ala,
Gly, Ile, Leu, Met, Pro, Val) da cadeia lateral expostos pela proteina com o seu desnovelamento
(MAKHATADZE e PRIVALOV, 1993); () os valores de AHnserencia € AStransterencia d€ transferéncia de
diferentes grupos (-CH,-, -CHj3;, -CH<, -CH=) da fase gasosa para a dgua (PRIVALOV e MAKHATADZE,
1993); (<) a energética de dissolugdo de alcanos da fase gasosa para agua (MURPHY, 1994); (X) as
propriedades termodindmicas de dissolu¢do de hidrocarbonetos liquidos na d4gua (BALDWIN, 1986); (O),
(A) e (V) que representam os pardmetros de solvatagdo de residuos da cadeia lateral (Ala, Gly, Ile, His, Leu,
Phe, Pro, Tyr, Val) que s@o derivados a partir de sistemas modelos de transferéncia (OOTBATAKE e OOI,
1988; OOI et al., 1987).
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Figura 22. Comparagdo entre o (M) fenomeno de compensa¢do de oxigenagdo das espécies em suas
respectivas condigdes experimentais: (1) HbBov,y Hepes 7,2 100mM NaCl; (2) HbAy Ches 9,0; (3) HbA,
Hepes 7,3; (4) HbA, Hepes 7,3 3,5mM NaCl; (5) HbAy Hepes 7,3 SmM NaCl; (6) HbBovg,, Ches 9,0; (7)
HbBov,y Ches 9,0 100mM NacCl; (8) HbBov,y Hepes 7,2; (9) HbBovg, Ches 9,0 100mM NaCl; (10) HbA,
Hepes 7,3 10mM NaCl; (11) HbEq Hepes 7,2 100mM NaCl; (12) HbBovg, Hepes 7,2 100mM NacCl; (13)
HbEq Ches 9,0 100mM NaCl; (14) HbA, Hepes 7,3 15mM NacCl; (15) HbA, Hepes 7,3 25mM NaCl; (16)
HbA, Hepes 7,3 100mM NaCl; (17) HbA, Ches 9,0 100mM NaCl; (18) HbBovg, Hepes 7,2; (19) HbA,
Hepes 7,3 200mM NaCl; (20) HbBov,y Ches 9,0; (21) HbEq Hepes 7,2 e (22) HbEq Ches 9,0, com a
compensagio associada a hidrata¢do de residuos hidrofilicos obtidos a partir: (<I) de aminoacidos (Arg, Asn,
Asp, Cys, Gln, Glu, His, Lys, Ser, Thr, Trp, Tyr) que sdo expostos da cadeia lateral da proteina com o seu
desnovelamento (MAKHATADZE ¢ PRIVALOV, 1993); (V) da transferéncia de diferentes grupos (-OH,
-NH,, >C=0, -COOH, -NH-, -S-, -CH=, >C<) da fase gasosa para a agua (PRIVALOV e MAKHATADZE,
1993); (O) dos parametros termodindmicos de hidratagdo, tendo como base interagdes interatdmicas que
ocorrem com o desnovelamento protéico; (<) AH ansferéncia € AStranseréncia d€ hidrata¢io de residuos (Asn, Asp,
Gln, Glu, His, Lys, Phe, Ser, Trp, Tyr) da cadeia lateral da proteina e (A) dos pardmetros de solvatagdo de
residuos da cadeia lateral (Arg, Asn, Asp, Cys, Gln, Glu, Lys, Ser, Thr) que sdo derivados a partir de
sistemas modelos de transferéncia (OOTBATAKE e OOI, 1988; OOl et al., 1987).
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A figura 21 mostra o grafico de compensacio (figura 20) em conjunto com
os valores estimados para a variacdo de entalpia e entropia dos grupos hidrofobicos.
Grafico equivalente ¢ observado na figura 22, com os dados de transferéncia dos grupos
hidrofilicos. Os valores numéricos de AHansferéncia € AStransferéncias Obtidos na literatura estdo
nas tabelas do anexo G.

Os valores das varia¢des de entalpia e entropia de transferéncia de diferentes
grupos hidrofébicos para a dgua, mostrados na figura 21, estdo localizados préximos e em
paralelo com a linha de compensagéo definida pelos valores experimentais de AHgpservado ©
AScaiculado- Supondo que as energias de hidratacdo dos grupos contribuem com a energia
livre total de uma macromolécula, estes resultados nos mostram que as mudangas em
AHgbservado © AScalculado S30 dominadas pela hidratagdo com caracteristica hidrofobica.

A figura 22 confirma os dados apresentados na figura 21, onde as entalpias
e entropias de transferéncia de diferentes grupos hidrofilicos para a agua, estdo bastante
espalhados e localizados na regido abaixo da linha de compensagdo definida por AHgpservado

€ Ascalculado‘

- 68 -



4.6. Relacio entre AC,. pH e NaCl

O efeito do pH e da concentragdo de NaCl sobre a variagdo da capacidade
calorifica de oxigenagdo, AC,, das diversas espécies de Hb estudadas pode ser observado
no grafico tridimensional de AC, versus pH e concentra¢cdo de NaCl, mostrado na figura
23. Os dados referem-se a pardmetros determinados (tabela II) para as espécies de Hb em
suas respectivas condigdes experimentais: HbA, Hepes 7,3; HbA, Hepes 7,3 100mM
NaCl; HbAy Ches 9,0; HbAy Ches 9,0 100mM NaCl; HbAyx; Hepes 7,3; HbAgk; Ches
9,0; HbBov,y Hepes 7,2; HbBovay Hepes 7,2 100mM NaCl; HbBov,q Ches 9,0; HbBov,g
Ches 9,0 100mM NaCl; HbBovg: Hepes 7,2; HbBovg; Hepes 7,2 100mM NaCl; HbBovg
Ches 9,0; HbBovgs Ches 9,0 100mM NaCl; HbEq Hepes 7,2; HbEq Hepes 7,2 100mM
NaCl; HbEq Ches 9,0 e HbEq Ches 9,0 100mM NaCl.

Observamos na figura 23 a presenga de seis circulos (1 a 6), os quais
apresentam um AC, aproximadamente nulo dentro do erro experimental. Cada um destes
circulos representa as espécies de Hb, em suas respectivas condi¢des experimentais: (1)
HbBov,g Hepes 7,2; HbBovg Hepes 7,2 ¢ HbEq Hepes 7,2; (2) HbA, Hepes 7,3 e HbAx;
Hepes 7,3; (3) HbBov,q Hepes 7,2 100mM NaCl, HbBovg; Hepes 7,2 100mM NaCl e
HbEq Hepes 7,2 100mM NaCl; (4) HbAy Hepes 7,3 100mM NacCl; (5) HbAy Ches 9,0,
HbAox1 Ches 9,0 ¢ HbBovy Ches 9,0; (6) HbAy Ches 9,0 100mM NaCl e HbBovg Ches
9,0 100mM NacCl. Observamos também, a presen¢a de quatro circulos (7 a 10), os quais
apresentam um AC, de aproximadamente -500cal/mol.K. Estes circulos representam as
espécies de Hb, em suas respectivas condi¢des experimentais: (7) HbBov,q Ches 9,0; (8)

HbBov,q Ches 9,0 100mM NaCl; (9) HbEq Ches 9,0 100mM NaCl e (10) HbEq Ches 9,0.
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Figura 23. Comparagdo entre os pardmetros AC,, pH e auséncia/presenga de 100mM NaCl, para as espécies
de Hb analisadas em variadas condigdes experimentais (tabela II). Cada circulo numerado representa as
espécies de Hb em suas respectivas condigdes experimentais: (1) HbBov,y Hepes 7,2; HbBovg,, Hepes 7,2 ¢
HbEq Hepes 7,2; (2) HbA, Hepes 7,3 ¢ HbA,x; Hepes 7,3; (3) HbBov,q Hepes 7,2 100mM NaCl, HbBovg,
Hepes 7,2 100mM NaCl e HbEq Hepes 7,2 100mM NaCl; (4) HbA, Hepes 7,3 100mM NaCl; (5) HbA, Ches
9,0, HbA,x; Ches 9,0 ¢ HbBovyg,, Ches 9,0; (6) HbA, Ches 9,0 100mM NaCl e HbBovg, Ches 9,0 100mM
NacCl; (7) HbBov,q Ches 9,0; (8) HbBov,y Ches 9,0 100mM NaCl; (9) HbEq Ches 9,0 100mM NacCl e (10)
HbEq Ches 9,0.

Segundo Prabhu e Sharp (2005), o sinal de AC, distingue a solvatag¢do dos
grupos apolares (AC, > 0) e polares da proteina (AC, < 0) (Anexo A), ao contrario do AH e
AS de hidratagdo que sfo sempre negativos, para ambos os grupos. Ainda, segundo estes
autores, a solvatagdo de grupos polares € caracterizada por ambos AC, e AS negativos na

temperatura de referéncia (298K).
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Nas espécies HbBov,y ¢ HbEq na auséncia e na presenga de 100mM NaCl
em pH 9,0 ocorre uma variagdo da capacidade calorifica, ou seja, AC, negativo. Estas
mesmas espécies de Hb nas mesmas condigdes experimentais, porém em pH 7,2,
apresentam um AC, aproximadamente nulo dentro do erro experimental. Isto sugere que
nestas espécies de Hb de animais adultos ha o predominio da solvatagdo de grupos polares
em pH 9,0 (PRABHU e SHARP, 2005; BALDWIN, 1986) e que AC, esta relacionado a
um evento molecular de desprotonagdo da proteina e ndo a sua hidratacdo durante a sua
oxigenagdo. As demais espécies de Hb analisadas na figura 23 apresentam um AC,
aproximadamente nulo dentro do erro experimental, independente da condigdo
experimental, indicando que ha uma compensag@o entre a solvatagdo de grupos polares e

apolares na proteina.
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5. DISCUSSAO



5.1. Efeito de a,, sobre a afinidade da Hb por O,

A diferenca de hidratagdo medida na transicdo conformacional entre os
estados T—>R de diferentes Hbs, varia com a espécie protéica investigada (tabela I). Estas
diferencas de hidratagdo refletem o impacto da ligacdo de anions e de modifica¢des de
residuos de aminoacidos nas cadeias que altera a area de superficie protéica exposta ao
solvente. Estas mudangas de hidratagio estdo associadas as mudangas na afinidade
intrinseca da desoxiHb por O,, mostrando que mudangas tercidrias na estrutura quaternaria
T atuam em conjunto com a transi¢do quaternaria T—R na regulacdo da ligacdo
cooperativa de oxigénio a Hb de diferentes espécies.

Pelos resultados obtidos em nossos experimentos podemos observar que as
espécies HbBov,y, HbBovg, € HbEq tem um comportamento semelhante ao da espécie
HbA, na presenca de NaCl. Porém, estas espécies de Hb possuem valores de hidratacdo
menores que os da espécie HbAj e, este fato pode ser atribuido as modificagdes de residuos
de aminoacidos na seqiiéncia primaria da proteina, que altera a distribuicdo de moléculas
de agua sobre a superficie protéica (Anexo A). Observamos também que com a
desprotonagdo das espécies de Hb a afinidade delas pelo oxigénio aumenta (AMICONI et
al., 1981; ANTONINI et al., 1965) e o nimero de moléculas de 4gua ligadas a superficie
protéica ndo ¢ alterado, e esta caracteristica pode ser comum 4&s hemoglobinas tetraméricas
de outras espécies, tais como, Humana A (CAON FILHO, 2003), peixe (PERES et al.,

2004) e serpente (LOMBARDI et al., 2006).
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5.2. Correlacio entre An,, AH e AS de oxigenacéo

O estudo da correlagdo entre Any, ¢ AH teve como base a analise dos termos
que contribuem para a entalpia de ligacdo de O,. A equagdo 4 mostra que, para cada
condi¢do experimental, a variacdo de entalpia observada ¢ dada pela entalpia de ligagdo de
oxigénio ao grupo heme (AHo,), pelo calor associado as mudangas conformacionais na Hb
(AHconfiguragio), induzida pela ligagdo de um ligante em determinada condi¢do experimental,
pela diferenca do numero de ligantes heterotropicos ligados entre os estados desoxi e
oxiHb (An;) e pelo calor intrinseco de ligagio do ligante i = H' ou CI" (AH;). Ainda nesta
equagdo, Any, e AH,, sdo mantidos em destaque das demais contribui¢des para enfatizar que
a soma AHconfiguragio + Any X AH,, representa o calor de solvatag@o (6Hsolvatacao)-

Na figura 16 nota-se uma correlacdo linear entre AHgpservado € Any, das
espécies, em suas respectivas condi¢des experimentais: Hbl Hepes 7,2 100mM NaCl;
HbA, Hepes 7,3; HbAy Hepes 7,3 100mM NaCl; HbAy Ches 9,0; HbA Ches 9,0 100mM
NaCl; HbAyk; Hepes 7,3; HbAok; Ches 9,0; HbBov,q Hepes 7,2 100mM NaCl; HbBovyg
Ches 9,0 100mM NaCl; HbBovyg: Hepes 7,2 100mM NaCl; HbBovg; Ches 9,0 100mM
NaCl; HbEq Hepes 7,2 100mM NaCl e HbEq Ches 9,0 100mM NacCl. Isto sugere que a
contribui¢io do calor de ligagio de H' ou CI” ¢ praticamente nula. Com isso, podemos
concluir que, durante a ligagdo de O, ao grupo heme, a transferéncia de grupos enterrados
na superficie da Hb para a superficie da proteina e a subsequente hidratagdo dos mesmos é
0 Unico termo que contribui para 0 AHgpservado NESte caso. Em outras palavras, desde que
ndo haja qualquer outra contribuicdo de calor para 0 AHgbservado, @ inclinag@o do grafico de
AHgbservado cOM Any, representa apenas o valor do calor de solvatagdo da superficie exposta
pela proteina em solugdo aquosa. Logo, o ajuste para os valores correlacionados

linearmente na figura 16 equivale a um,
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OHsolvatacao = -0,57£0,01Kcal/mol. H,O.

E descrito na literatura que com a ligagdo de O, a espécie HbA em pH 7,3,
o numero de H' que ¢ liberado pela proteina varia de aproximadamente 1, na auséncia de
CI', para aproximadamente 2, na presenca de S0mM a 200mM de NaCl (FRONTICELLI et
al., 1994; KILMARTIN et al., 1980; ANTONINI et al., 1965). Apesar de ser descrito que o
calor de ligagdo de H' ndio contribui para o AH de oxigenagdo, devido & auséncia de Efeito
Bohr em pH acima de 8,5 para a HbA, (BUSCH e HO, 1990; BUCCI ¢ FRONTICELLI,
1981; AMICONI et al., 1981), verificamos que as espécies HbBov,g, HbBovg: € HbEq na
auséncia de NaCl, tanto em pH 7,2 como em pH 9,0, ndo se correlacionam com as demais
espécies de Hb apresentadas na figura 16. Observamos também que para estas mesmas
espécies, em pH acima de 8,5 ainda ocorre Efeito Bohr (figura 17). Os resultados sugerem
que o calor de protonago contribui para 0 AHpservado destas espécies animais em pH 7,2.

O mesmo tratamento de dados foi dado para as espécies de Hb
correlacionadas linearmente no grafico de TAScaiculado VErsus Any, (figura 19). A inclinacdo

deste grafico forneceu um,

3Ssolvatagio = -2,89£0,01cal/mol.K.H,0,

que corresponde a variacdo de entropia associada a hidratagdo. Este valor de 6Ssovatacio €5ta
de acordo com o custo entrdpico para transferir um mol de moléculas de agua do liquido
para a superficie da proteina, avaliado entre -7 e Ocal/mol.K por Dunitz, a partir de dados
de entropia padrio de hidratacdo de sais anidros e hidratados (DUNITZ, 1994). Neste caso,

também observamos os mesmos valores, os quais no estio correlacionados linearmente na
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figura 16. Isto ocorre porque AS ¢é calculado a partir dos valores de AH de oxigenagdo
(equacdo 29).

A partir dos valores de SHsolvatagao € OSsolvatagao determinados na temperatura
de referéncia (298K), o valor da energia livre associada com a transferéncia e hidratagio de
grupos que sdo expostos durante a oxigenacdo, OGsolvawcio, Vale aproximadamente
290cal/mol.H,O, concordando com os dados obtidos em experimentos de transferéncia de
grupos quimicos de liquidos hidrofilicos para a 4gua (JUFFER et al., 1995; EISENBERG e

McLACHLAN, 1986).

5.3. Relacido entre os valores de AH e AS determinados neste trabalho

com 0s dados existentes na literatura

Os wvalores energéticos de solvatagdo existentes na literatura foram
estimados a partir de experimentos modelo de transferéncia de pequenas moléculas do
meio apolar para a 4gua. Normalmente, estes valores sdo relacionados a area de superficie
exposta ao solvente (ASA) destas moléculas. E descrito que a energia livre de transferéncia
de grupos hidrofébicos de liquidos ndo polares para a agua apresenta valores médios entre
16-35cal/mol.A? (JUFFER et al, 1995; EISENBERG ¢ McLACHLAN, 1986).
Considerando que uma molécula de 4gua cobre uma area de aproximadamente 10A% o
valor obtido neste trabalho para a variagdo da energia livre de solvatacdo por molécula de
agua de 290cal/mol.H,O em 298K, concorda com a literatura (JUFFER et al., 1995;
EISENBERG e McLACHLAN, 1986).

Para analisar se os valores obtidos de 8Gsolvatagaos OSsolvatagio € OHsolvatagio

apresentam caracteristicas hidrofobicas, hidrofilicas ou uma mistura destas, uma

-76 -



comparagio através de graficos de compensagéo foi realizada entre os valores observados
das variagbes de entalpia e entropia de oxigenagdo das espécies de Hb, AHobservado ©
AScalculado, T€Spectivamente, com os valores da entalpia e entropia de transferéncia de
pequenos grupos quimicos de liquidos hidrofébicos para a agua, AHirnsferancia € AStransferéncias
respectivamente (MURPHY, 1994; MAKHATADZE e PRIVALOV, 1993; PRIVALOV e
MAKHATADZE, 1993; OOBATAKE e OOI, 1988; OOl et al., 1987; BALDWIN, 1986).

De acordo com o grafico apresentado na figura 21, as entalpias e entropias
de transferéncia de diferentes grupos hidrofobicos para a dgua estio localizadas proximas e
paralelas da linha de compensac@o definida pelos valores experimentais de AHgpservado €
AScaiculado- Este resultado sugere que as mudangas em AHgpservado € AScalculado $80 dominadas
pela hidratacdo com caracteristica hidrofébica.

O grafico da figura 22 mostra uma discrepancia com os dados mostrados na
figura 21, onde as entalpias e entropias de transferéncia de diferentes grupos hidrofilicos
para a dgua estdo espalhadas e localizadas abaixo da linha de compensacéo. Esta concluséo
¢ reforcada pela magnitude de dHovatagio € 0Ssolvatacao, Mmostrando que, enquanto a mudanga
estrutural da espécie de Hb para a estrutura de maior superficie exposta ao solvente é
favorecida entalpicamente, OHsovatcao < 0, mas ¢é desfavorecida entropicamente,
OSsolvatacao < 0. Kauzmann sugeriu que tal distingdo entre uma energia favoravel e uma
entropia desfavoravel de grupos transferidos para 4agua, representa caracteristicas
hidrofobicas (KAUZMANN, 1959).

Assim, as variacdes de entalpia e entropia associadas com as mudancas
conformacionais das espécies de Hb sdo dominadas pela energética de hidratagdo, e possui
caracteristicas tipicas a de hidrata¢do de grupos hidrofébicos, ndo implicando, entretanto,
de que os novos sitios de hidratacdo expostos ao solvente sdo exclusivamente grupos

hidrofobicos.
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Se os valores de entalpia e entropia de solvatacdo, dHgolvatacao € OSsolvatagios
por mol de molécula de agua podem ser utilizados para quantificar as variag¢des de entalpia
e entropia de outras reagdes protéicas nas quais as variagdes de hidratagéio sdo conhecidas,
entdo é possivel estabelecer uma correlagdo entre 0 mecanismo estrutural e o funcional
destas proteinas.

Considerando a reagdo de oxigena¢do da Hbl (Scapharca inaequivalvis),
que liga duas moléculas de oxigénio cooperativamente, as variagdes de entalpia (AH;) e
entropia (AS;) desta ligagdo em cada passo da reag@o foram determinadas por Ikeda-Saito e
colaboradores (IKEDA-SAITO et al.,, 1983). O ganho de energia cooperativa sobre a
ligacdo do segundo ligante pode ser determinado pela diferenga entre o AH; e AS; entre
consecutivos passos. Considerando os valores apresentados por Ikeda-Saito e

colaboradores,

AAH; = AH; - AH,; = +4Kcal/mol

AAS; = AS| - AS; =+17cal/mol.K

a variagdo de hidratagdo associada a oxigenacgdo da HbI foi obtida através de experimentos
de estresse osmotico, determinado que aproximadamente 7 moléculas de agua sdo
liberadas apds a ligagdo de O, a Hbl (ROYER et al., 1996). Além disso, estimou-se que a
contribuicio da energia livre (AG) é de 2Kcal/mol. Com estes valores, Chiancone e Boffi
(2000) tentaram estimar a contribui¢do da energia de ligacdo de O, associada a hidratagdo
da proteina ao comportamento cooperativo da Hb. Utilizando a entalpia e entropia de
ligacdo de agua, -0,57Kcal/mol.H,O e -2,89cal/mol.H;O em 298K, respectivamente,

determinadas neste trabalho, e sabendo que 7 moléculas de agua sdo liberadas com a
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oxigenacdo da Hbl, a contribui¢@o da hidratagdo para o controle alostérico desta espécie de

Hb corresponde a,

AAH; = AH; - AH, = +3,99K cal/mol

AAS; = AS| - AS; =+12,42¢cal/mol.K

para a entalpia e a entropia, respectivamente. Dentro do erro experimental, estes valores
estdo em acordo com os valores de entalpia e entropia determinados por lkeda-Saito e
colaboradores (IKEDA-SAITO et al., 1983). Este exemplo mostra que os valores de
OHsolvatacio € OSsolvatacao determinados, podem proporcionar predigdes boas a respeito da

contribuicdo da solvatagdo associada a reatividade e controle alostérico da proteina.

5.4. Relacdo entre AC, e os parametros obtidos neste trabalho

Complementando as analises entre OHgonatagio € OSsolvatacao, analisamos
também a varia¢do da capacidade calorifica de oxigenacdo, AC,, de todas as espécies de
Hb estudadas neste trabalho e observamos que, tanto na auséncia como na presenca de
NaCl em pH 7,2 e 9,0, seus valores sdo nulos dentro do erro experimental, exceto para as
espécies de Hb de animais adultos (Bovina adulta e Equina) em pH 9,0, tanto na auséncia
quanto na presenga de 100mM NaCl, que apresentaram um AC, em torno de
-500cal/mol.K.

Quando ocorre a desprotonacio das espécies de Hb animais (Bovina adulta,
Bovina fetal e Equina), ou seja, nas mesmas condigdes experimentais em pH 9,0,

AHgpbservado fica mais negativo, ao contrario da espécie Humana, que permanece inalterado
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dentro do erro experimental. Isto sugere que ha contribui¢do do calor de protonacdo nestas
espécies de Hb animais em pH 7,2. Outro aspecto observado somente nas espécies de Hb
animais adultos (Bovina adulta e Equina), tanto na auséncia quanto na presenga de NaCl
em pH 9,0, ¢ a existéncia da contribui¢do do calor de hidratagdo, além da contribui¢cdo do
calor do protonagéo, pois o AC, € negativo.

Uma possivel causa para esta variagdo de AC, negativa pode ser explicada
através de estudos de hidratagdo dos grupos polares e apolares da proteina. E conhecido
que AC, positivo indica a solvatagdo dos grupos apolares e AC, negativo dos grupos
polares da proteina, ao contrario do AH e AS de hidratagdo que sdo sempre menores que
zero, para ambos os grupos. Além disso, a solvatagdo de grupos polares ¢ caracterizada por
ambos AC, e AS menores que zero na temperatura ambiente (298K) (PRABHU e SHARP,
2005).

O AC, de hidratagdo é composto pela drea exposta ao solvente aos grupos

apolares e polares da proteina (PRABHU e SHARP, 2005),

AC =C,, M, +C, A

P hidratagao %O po
onde Cypo € Cp, 530 0s coeficientes para a drea acessivel aos grupos apolares e polares da
proteina, respectivamente. Cyp, varia entre +0,24 e +0,48cal/mol.A> K, e C,, entre -0,096 e
-0,240cal/mol.A* K. AAqpo € AA,, sdo as dreas acessivels aos grupos apolares e polares na
proteina, respectivamente.

Considerando que uma molécula de agua cobre uma area da superficie
protéica de aproximadamente 10A? (EISENBERG e McLACHLAN, 1986), entio os
coeficientes C,po € Cp,o apresentardo uma variagdo entre 2,40 e 4,80cal/mol.K.H,O, e
-0,96 ¢ -2,40cal/mol.K.H,O, respectivamente. Da tabela I, a espéciec HbBov,g, na auséncia
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de NaCl, apresenta uma variagdo de hidrata¢do nula dentro do erro experimental, enquanto
que na presenca de 100mM NacCl, liga em torno de 51 moléculas de agua, durante a sua
oxigenagdo, independente do pH. Se AC, é estimado para a solvatagdo de grupos apolares e
polares desta proteina, na auséncia de NaCl, tanto AC,.spolar €OMO ACp polar S€rdo nulos
independente do pH. Isto sugere que ha uma compensagdo entre a solvatacdo dos grupos
apolares e polares da proteina nestas condigdes experimentais. Na presenga de NaCl, AC,
estimado para a solvatagdo de grupos apolares, serd 122 < ACp_apolar < 245cal/mol.K e para
a solvatac@o de grupos polares serd -122 < ACp_polar < -49 cal/mol.K, independente do pH.
Assim, considerando a solvatacdo de ambos os grupos, na auséncia de NaCl, AC, ¢
aproximadamente nulo e, na presenga de 100mM NaCl, -122 < AC, < 245cal/mol.K, tanto
em pH 7,2 como em pH 9,0. Esta mesma analise pode ser aplicada a qualquer outra espécie
de Hb da tabela I.

Experimentalmente, na auséncia e na presenca de 100mM NaCl em pH 9,0,
AC, estd em torno de -500cal/mol.K para as espécies de Hb de animais adultos (Bovina
adulta e Equina). Observa-se que este resultado experimental ¢ muito menor do que o
calculado segundo Prabhu e Sharp (2005) para a solvatagdo de ambos os grupos, apolares e
polares, da proteina. Isto indica que AC, referente a hidratagdo destas proteinas ¢
aproximadamente zero e esta diferenca ¢ devido a algum evento ainda desconhecido,
especificamente para estas espécies.

O AC, obtido experimentalmente para as espécies de Hb de animais adultos
(Bovina adulta e Equina) indica que hd o predominio da solvatagdo de grupos polares,
segundo Prabhu e Sharp (2005). Os resultados apresentados na figura 21 mostraram que as
entalpias e entropias de transferéncia dos grupos hidrofébicos para a agua, ao contrario dos
grupos hidrofilicos, estdo localizadas proximas e paralelas a linha de compensagio definida
pelos valores experimentais de AHopservado € AScalculado d€ todas as espécies de Hb estudadas.
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Este resultado sugere que as mudancas em AHgpservado © AScalculado S80 dominadas pela
hidratacdo com caracteristica hidrofébica, ou seja, que hd o predominio da solvatagio de
grupos apolares.

Ainda nio ¢ conhecida uma causa especifica para tal divergéncia. Uma
possibilidade seria obter o Any, partindo de um estado nativo para um estado desnaturado
da proteina, onde hd maior exposigdo de grupos apolares e polares ao solvente e

correlacionar com seu respectivo AH, comparando os dados obtidos com os dados deste

trabalho, onde o An,, é obtido na transi¢do entre dois estados nativos da proteina.
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6. CONCLUSOES



Os resultados permitem concluir que os valores da variagdo de hidratagio,
durante a oxigenagdo de varias espécies de Hb, os quais foram medidos na auséncia e na
presenca de NaCl em pH 7,2 ¢ 9,0, demonstraram que dentro do erro experimental, o Any,
de cada espécie de Hb ndo depende do pH, mas depende da presenga de NaCl. Observa-se
também que ha uma correlagdo entre um Efeito Bohr suprimido associado com um valor de
Any, menor e um Efeito Bohr normal associado com um valor de An,, maior. Além disso,
assim como Any, as variacdes de entalpia e entropia que acompanham a oxigenacdo das
espécies de Hb, também dependem da presenca de 100mM NaCl. Entéo, pressupde-se que
os responsaveis pela variacdo de calor de oxigenagdo das espécies de Hb sdo as variagdes
na conformacdo e na hidratagdo da superficie protéica.

Quanto as dependéncias de AH e AS com a presenca de 100mM NacCl, estas
mostraram-se idénticas dentro do erro experimental, tanto em pH 7,2 como em pH 9,0
somente na espécic HbA, (Humana). Nas mesmas condi¢des experimentais que as
utilizadas para estudar a espécie HbA,, nas espécies de Hb animais (HbBov,y, HbBovg e
HbEq), além da contribui¢do do calor da ligacdo de O,, ¢ possivel que também haja uma
contribuigio do calor de liberacio de H' nas variagdes de entalpia e entropia destas
espécies. Observamos que nas espécies de Hb de animais adultos (HbBov,qs ¢ HbEq) em
pH 9,0, AC, ¢ negativo, indicando o predominio da solvatagdo de grupos polares. Porém,
os estudos realizados através de graficos de compensacdo entre AH e AS das espécies de
HbD estudadas neste trabalho indicaram o predominio da solvatag@o de grupos apolares. Isto
sugere que seria necessario obter o An,, € o respectivo AH na transi¢ao de um estado nativo
para um estado desnaturado destas espécies protéicas e comparar com os dados obtidos
neste trabalho, para possivelmente explicar tal divergéncia.

Estendendo as andlises realizadas anteriormente em nosso grupo de

pesquisa, que utilizaram como modelo apenas a espécie HbA, (CAON FILHO, 2003;
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COLOMBO ¢ CAON FILHO, manuscrito) e, acrescentando outras espécies de Hb em
variadas condigdes experimentais, a energia necessaria para transferir grupos do interior da
proteina para o solvente e hidrata-los, ou seja, a energética de solvatacdo foi determinada e

seus valores sdo,

6Hsolvatagze“lo = '0,57KC&1/H101.H20

Sssolvatagﬁo = '2,89cal/m01KH20

para a oxigenagdo das espécies de Hb em 298K.
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methemoglobin/hemichrome transition induced by the alteration of the degree of hydration was investigated
in thin films exposed to controlled humidities. The conformation equilibrium between species and the
hydration isotherm were determined simultaneously, showing that the hemichrome/metHb conversion occurs
between 0.25 — 0.8g.water/g.Hb, with a half transition at the relative humidity of 82%. The first order
kinetics of hemichrome to metHb conversion is followed by a bi-exponential kinetics of hydration.
Moreover, the rate of conformational change is as fast as the faster rate of water sorption. The results indicate
that following the conformation transition triggered by the initial sorption of water molecules, a second kind
of process that takes up water slowly starts up. We interpret the slow kinetics of hydration as indicating a
further relaxation of protein structure after the release of his-E7 from heme iron. Histeresis produced by
complete drying are clearly seen in the isotherms of hydration as well as in the spectra indicating the

formation of irreversible hemichrome under this condition.
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Abstract: In this work, the enthalpy and entropy of solvation were obtained by combining measurements
enthalpy (AH) and hydration changes (An,) associated with oxygenation of different hemoglobins (Hb). The
number of water molecules associated with the change in water accessible protein surface during O, linked
change in Hb quaternary structure (the T-R transition) varies according to Hb specie, and within each species
with chloride concentration. The preferential binding of the anion chloride to the T conformation of Hb alters
its tertiary structure, reflecting the changes in the An,, value measured in the absence and in the presence of
this anion. These values of oxygenation An,, were obtained in solution by osmotic stress method, starting
from the determination of the dependence of Psg, the O, pressure at half saturation, with the water activity
(ay) in solution. Different Hbs, in different solution conditions, besides having different values of An,,
oxygenation, also have different values of AH. We have correlated AH and An,, values pertaining to Hb
Equine adult, Bovine adult and fetal, Human, and Scapharca inaequivalvis. From the linear correlation
between these thermodynamic parameters we found that the enthalpy of solvation the new protein surface
exposed to water during oxygenation is -0,58kcal/mol.H,O. This parameter represents the energy cost of

protein hydration in bulk solutions.
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Anexo A

Seqiiéncia dos aminoacidos que compdem as cadeias polipeptidicas das

espécies de Hb estudadas neste trabalho e alinhamento com as cadeias da

HbA, (HbBov,q ¢ HbEq) ¢ HbF (HbBovy,)

Tabela V - Abreviagdes dos aminoacidos e propriedades da cadeia lateral (URRY, 2004; VOET et al., 2002;
IUPAC-IUBMB JCBN NC-IUBMB, 1999; KYTE e DOOLITTLE, 1982; IUPAC-IUB CBN, 1968).

Aminoacido 3letras | 1letra Polar:ndade da Acidez ou'Baswldade Hidropatia
cadeia lateral da cadeia lateral
Alanina Ala A apolar neutra 1,8
Cisteina Cys C polar neutra -4,5
Acido aspartico Asp D polar acida -3,5
Acido glutamico Glu E polar acida -3,5
Fenilalanina Phe F apolar neutra 2,5
Glicina Gly G apolar neutra -3,5
Histidina His H polar (fracamente) basica -3,5
Isoleucina Ile 1 apolar neutra -0,4
Lisina Lys K polar basica -3,2
Leucina Leu L apolar neutra 4,5
Metionina Met M apolar neutra 3,8
Asparagina Asn N polar neutra -3,9
Prolina Pro P apolar neutra 1,9
Glutamina Gln Q polar neutra 2,8
Arginina Arg R polar (altamente) basica -1,6
Serina Ser S polar neutra -0,8
Treonina Thr T polar neutra -0,7
Valina Val \Y apolar neutra -0,9
Triptofano Trp Y apolar neutra -1,3
Tirosina Tyr Y polar neutra 4,2
Aminoscidos Ambiguos” 3letras | 1letra

Asparagina ou Acido aspartico Asx B

Glutamina ou Acido glutdmico Glx Z

Leucina ou Isoleucina Xle J

Desconhecido ou Néo-padréo Xaa X

* Quando dois aminoacidos sdo representados pelo mesmo simbolo. A asparagina ¢ a glutamina sdo facilmente hidrolisadas para acido
aspartico e acido glutdmico, respectivamente. A leucina e a isoleucina sdo isdbmeros estruturais, ou seja, t€m a mesma formula molecular,
mas formulas estruturais diferentes (VOET et al., 2002).
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Figura 24. Estrutura dos aminoacidos apolares (a) e polares (B) (VOET et al., 2002).
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A partir dos dados apresentados na tabela V, segue a seqiiéncia de
aminoacidos que compdem as cadeias polipeptidicas das espécies Bovina adulta
(HbBov,q), Bovina fetal (HbBovy), Equina (HbEq) e do molusco Scapharca inaequivalvis
(HbI), uma descricdo de cada uma delas e o alinhamento com as cadeias das espécies
Humana (HbAy) com HbBov, ¢ HbEq, ¢ da Humana fetal (HbF) com a HbBovy,. Para o

alinhamento das cadeias foi utilizado o aplicativo MULTALIN (CORPET, 1988).

a) HbBov,q4

Esta espécie de Hb possui uma massa molecular de aproximadamente
62KDa (EXPASY PROTEOMICS SERVER, 2007) e, assim como a HbA,, uma estrutura
quaternaria composta por duas cadeias o e duas cadeias B (o2f32) com 141 e 145 residuos
de aminoacidos cada, respectivamente.

Difere estruturalmente da HbAy em 17 e 23 residuos de aminoacidos nas
cadeias a e B, respectivamente (EXPASY PROTEOMICS SERVER, 2007; PROTEIN
DATA BANK, 2007), e funcionalmente por ter baixa afinidade ao O,. Esta caracteristica é
apontada como resultado de modificagdes de residuos de aminoécidos principalmente nas
cadeias 3, com hidropatia muito maior que a encontrada na HbA, (FRONTICELLI et al.,
1995), nas posigdes B2 (His—>Met), B5 (Pro—Ala), B9 (Ser—Ala), 51 (Pro—>Ala), B87
(Thr—>Ala), 112 (Cys—>Val), B125 (Pro—»>Val) e p130 (Tyr—>Phe) (tabela V), além do
residuo B1 deletado por comparagdo com as cadeias  da HbA,. Nas cadeias o, as
modificagdes sdo nas posi¢des a4 (Pro—Ala), a8 (Thr—Gly), a22 (Gly—>Ala), a60
(Lys—Ala), a64 (Asp—Ala), a76 (Met—Leu) e 78 (Asn—Gly), como pode ser visto na

figura 25.
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Figura 25. Seqiiéncia dos residuos de aminoacidos que compdem as cadeias polipeptidicas a (a) e B (b) da

HbBov,q, além do alinhamento com as respectivas cadeias da HbA,.
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Ainda na figura 25, tanto nas cadeias oo como nas cadeias 3, observa-se que
as modificagdes de residuos de aminoacidos se concentram na regido do heme, ou seja,
entre as histidinas distal (a58 e f62) e proximal (a89 e 91), e nas por¢des inicial e final
destas cadeias, sendo em maior nimero nas cadeias 3.

Esta hidrofobicidade causa uma tor¢ao nestas por¢des das cadeias o e 3,
causando uma diminui¢do na afinidade da Hb pelo O, (RAZYNSKA et al., 1990) e

consequente diminui¢do de ASA, reduzindo o An,, quando comparado ao da HbA, (tabela

0.

b) HbBovr.:

Esta espécie de Hb possui uma massa molecular de aproximadamente
62KDa (EXPASY PROTEOMICS SERVER, 2007) e uma estrutura quaternaria composta
por duas cadeias a e duas cadeias y (oy2) com 141 e 145 residuos de aminoacidos,
respectivamente (BABIN et al., 1966).

Quando comparada a HbBov,q, suas cadeias a sdo idénticas. J& suas cadeias
v, quando comparadas as cadeias y da HbF, diferem em 40 residuos de aminoacidos, além
de um residuo a menos localizado na posi¢do yl por similaridade (SCHROEDER et al.,
1967). Quando esta espécie de Hb passa a adulta (HbBovg—>HbBov,g), suas cadeias v se
transformam em f, através da modificacdo de 22 residuos de aminoacidos nas cadeias y

(figura 26).
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Figura 26. Seqiiéncia dos residuos de aminoacidos que compdem a cadeia polipeptidica y da HbBovg,, além

do alinhamento com a cadeia y da HbF (a) e com a cadeia 3 da HbBov,4 (b).
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Estas modificagdes de residuos de aminoacidos nas cadeias y ¢ P, com
hidropatia muito maior que a encontrada na HbF e HbBov,y, respectivamente, sdo nas
posig¢oes y2 (His—>Met), y5 (Glu—Ala), y10 (Thr—Ala), y15 (Trp—Phe), y16 (Gly—>Ala),
v19 (Asn—Lys), y27 (Thr—Ala), y47 (Asn—Asp), Y75 (Ille—>Leu), y84 (Thr—Ala), y104
(Lys—Arg), y117 (His—>Arg), y120 (Lys—Ser), y126 (Val—>Leu), Y130 (Trp—>Phe) e y142
(Ser—Ala), além do residuo y1 deletado por comparagdo com as cadeias Y da HbF; e nas
posicoes P13 (Trp—Phe), B14 (Gly—Ala), B53 (Val—>lle), 54 (Met—Leu), B55
(Asn—Gly), B72 (Asn—Glu), 74 (Met—Leu), 76 (His—>Gln), B83 (Thr—Ala), 116
(Asn—Arg), B119 (Lys—>Ser) e 128 (Asp—Ser), respectivamente, como pode ser visto
na figura 26.

Ainda na figura 26, observa-se que as modificagdes de residuos de
aminoacidos se concentram na regido do heme, ou seja, entre as histidinas distal (y62) e
proximal (y91), e nas porg¢des inicial e final das cadeias y. Esta hidrofobicidade causa uma
tor¢do nestas por¢des das cadeias polipeptidicas, reduzindo a afinidade da proteina por O,
(BABIN et al., 1966), além de uma mudanga na sua superficie de solvatagdo, resultando

em um An,, maior do que o obtido para a HbBov,g ¢ menor do que para a HbA, (tabela I).

¢) HbE

Esta espécie de Hb possui uma massa molecular de aproximadamente
63KDa (EXPASY PROTEOMICS SERVER, 2007) e, assim como a HbA,, uma estrutura
quaternaria composta por duas cadeias o e duas cadeias  (a232) com 141 e 146 residuos
de aminoacidos cada, respectivamente (SHYBAYAMA et al., 2002; PELLEGRINI et al.,

2001; MUESER et al., 2000).
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Apesar da similaridade estrutural, a HbEq apresenta 18 e 26 modificagdes
de residuos de aminoacidos, nas cadeias o e [3, respectivamente, quando comparada a
HbA, (figura 27) (PROTEIN DATA BANK, 2007). Estas modifica¢des na seqiiéncia de
residuos de aminoacidos desta Hb acarretam em uma mudanga na superficie de solvatagio
da proteina, resultando em um An,, menor que o da HbA, (tabela I). Além disso, esta Hb
apresenta uma afinidade maior pelo O, em relacdo a HbA,. Estas caracteristicas sdo
apontadas como resultado de modificagdes de residuos de aminoacidos nas cadeias o e 3,
com hidropatia muito maior que a encontrada na HbA, (tabela V), nas posi¢cdes a4
(Pro—Ala), a35 (Ser—Gly), a57 (Gly—>Ala), 068 (Asn—Leu), a76 (Met—>Leu), a78
(Asn—Gly) e alll (Ala—>Val) nas cadeias o, e nas posicdes B5 (Pro—Gly), B9
(Ser—Ala), 12 (Thr—Leu), B52 (Asp—>Gly), B72 (Ser—Gly), B75 (Lys—Val), 87
(Thr—>Ala), B112 (Cys—Leu) e B114 (Leu—Val), nas cadeias f.

Ainda na figura 27, tanto nas cadeias oo como nas cadeias 3, observa-se que
as modificagdes de residuos de aminoacidos se concentram na regido do heme, ou seja,
entre as histidinas distal (a58 e f63) e proximal (a89 e 92), e nas por¢des inicial e final
destas cadeias, sendo em maior nimero nas cadeias 3.

Na HbAj a forma de menor solubilidade e afinidade por O, ¢ a forma
desoxiHb (TISEL et al., 1980), ao contrario da HbEq, que apresenta menor solubilidade na

forma oxiHb que é de maior afinidade por O,.
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Figura 27. Seqiiéncia dos residuos de aminoacidos que compdem as cadeias polipeptidicas a (a) e B (b) da

HbEq, além do alinhamento com as respectivas cadeias da HbA,.
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Esta espécie de Hb ¢ uma proteina homodimérica cooperativa proveniente
dos globulos vermelhos do molusco Scapharca inaequivalvis (CHIANCONE e BOFFI,
2000; COLETTA et al., 1999). Possui uma massa molecular de aproximadamente 64KDa
(EXPASY PROTEOMICS SERVER, 2007) e uma estrutura composta por duas cadeias o
com 146 residuos de aminoacidos cada (figura 28).

Esta Hb, ao contrario das hemoglobinas tetraméricas (HbAy, HbBov,,
HbBovy, HbEq, por exemplo), ¢ formada por dois grupos heme, sendo cada um deles,
carregados pelas hélices E e F, os quais estdo sempre em contato direto e ndo expostos ao
solvente (CHIANCONE e BOFFI, 2000; COLETTA et al., 1999).

Durante sua oxigenagdo, ocorre o deslocamento do 4tomo de Fe™ na diregdo
do plano do heme em um movimento que puxa a His-F8 e resulta em uma mudanca da
hélice F. Entéo, as mudangas terciarias na subunidade ligada sdo propagadas para a outra
subunidade do mondmero através da interface dimérica (CHIANCONE e BOFFI, 2000).

Ao contrario das hemoglobinas previamente descritas que ligam moléculas
de agua durante a oxigenacdo, estudos cristalograficos e medidas de variag¢ao de hidratacdo
desta Hb mostram que cerca de 7 moléculas de agua sao liberadas da proteina na ligacdo
do segundo O, (CHIANCONE e BOFFI, 2000), devido a mudanga estrutural induzida pela

ligacdo do segundo O, (ROYER et al., 1996).
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Figura 28. Seqiiéncia dos residuos de aminoacidos que compdem a cadeia polipeptidica o da Hbl.
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A figura 29 mostra o alinhamento das seqiiéncias de residuos de
aminoacidos que compdem as cadeias polipeptidicas das espécies HbAy, HbF, HbBov,,,
HbBov: ¢ HbEq. Observa-se que nestas espécies de Hb, as modificagdes de residuos de
aminodcidos ocorrem sempre nas mesmas posicdes das cadeias e, além disso, o maior
numero de modifica¢des ocorre nas cadeias 3 e y das espécies de Hb analisadas.

Na figura 29(a), que mostra o alinhamento das cadeias polipeptidicas a das
espécies HbA, HbF, HbBov,g, HbBovy: ¢ HbEq, observa-se que as modificagdes sdo nas

posigoes,

a4 a8 als al9 a2 a3s as57 a60 a64 ab5 a68 a7l
a73 a76 a78 a82 a5 ald4d | al07 | alll all5 | all6 | ol30 | al3l

Ja a figura 29(b), que mostra o alinhamento das cadeias polipeptidicas B

(HbA, HbBov,q e HbEq) e y (HbF e HbBovs), as modifica¢des sdo nas posigdes 3 ou v,

1 2 3 4 5 7 9 10 12 13 14 15
16 19 20 21 22 23 27 43 47 50 51 52
54 55 56 69 70 71 72 73 74 75 76 71
80 84 87 104 111 112 114 116 117 120 121 123

125 126 129 130 133 135 139 142 143 144

Observa-se também que estas modificagdes de residuos de aminoacidos,
tanto na figura 29(a) como na figura 29(b), ocorrem, na sua maioria, nas por¢des inicial e
final® das cadeias, e na regido do heme?.

Assim, acreditamos que esta seja uma caracteristica evolutiva comum as

espécies de Hb tetraméricas em geral.

* Residuos de aminoécidos nas posigdes 1 a 27 de ambas as cadeias polipeptidicas a, B ¢ y.
T Residuos de aminoacidos na posigdo 104 até o término de ambas as cadeias polipeptidicas o, B e .
¥ Residuos de aminoacidos nas posigdes 58 a 89, e 63 a 92, das cadeias polipeptidicas o, B e .
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Figura 29. Alinhamento das seqiiéncias dos residuos de aminoacidos que compdem as cadeias polipeptidicas

das espécies HbA,, HbF, HbBov,y, HbBovg, e HbEq. Em (a) ha o alinhamento das respectivas cadeias o e

em (b) das respectivas cadeias 3 e y.
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Anexo B

Equacées de van't Hoff

Como mencionado na pagina 37, as Equagdes de van't Hoff sdo obtidas a

partir da equagéo 32,

RdlnPSO_dAH_l_ﬂ )
dT ar 7 T?

onde o termo,

——=AC (37

representa a variagdo de capacidade calorifica de oxigenacdo.
Quando AC, ¢ nulo dentro do erro experimental entdo, reescrevendo a

equagdo 32,

dinky,  AH
dT RT?

(38)

Integrando a equago 38 em fung¢do da temperatura,

[dinp, = J.—?H dT (39)

T2
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Resolvendo a equacdo 39,

InP, =— 40
50 RT ( )

Derivando a equagdo 40 em relagdo inverso da temperatura, chega-se na

Equacdo de van’t Hoff (mencionada na pagina 37),

dinP, AH
Y T ' 63

{2,

Quando AH depende da temperatura e sabendo-se que na temperatura de
referéncia Ty, os valores da entalpia de van’t Hoff em Psy sdo dados por AHy, reescrevendo

a equagdo 32,

RdInPy _ AC,(T-T,) AH, )
ar T T?

Reescrevendo a equagdo 41,

LY Al—io LAC, Asz- T, w)
dT T T T

Integrando a equagio 42 em fung@o da temperatura,
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RfodlnPso =—K—JZA£° dT]+UZA§P de—(fo%dTﬂ 43)

Resolvendo a equagéo 43,

RIH[P_ng:AHO[i_Lj_ACP m(zj_Ac,,.T{i_Lj )
Py T T, T, T T,

Rearranjando os termos da equacio 44, chega-se a Equagdo de van’t Hoff

Integrada (mencionada na pagina 37),

= (34

al

ln(ﬁJ
Py
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Anexo C

Comportamento da afinidade das espécies de Hb por O,

Conforme descrito anteriormente (paginas 40 a 42), seguem os resultados do
efeito da adicdo de solutos neutros sobre a afinidade das espécies HbBov,g € HbEq em
Hepes 7,2 e Ches 9,0 a 298K, na auséncia e presenca de 100mM NaCl em vdrias
concentracdes de sacarose, além da espécie HbBovg, em Ches 9,0 a 298K, também em

varias concentragdes de sacarose.
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visualizagdo do comportamento da espécie de Hb em cada condigo experimental.

Figura 30. Comportamento da afinidade da espécie HbBovg,, (60pM/heme) por O, em solucdes contendo (a)
Ches 9,0 a 298K, em diferentes concentragdes de sacarose: 0% (), 10% (O), 20% (A) e 30% (V), com
osmolaridades 0,022, 0,367, 0,865 e 1,581osmol/Kg.H,0, respectivamente. O deslocamento das curvas para
valores maiores de Pso, a0 aumentar a concentra¢do de sacarose, ndo ¢ observado na auséncia de NaCl; (b)
Ches 9,0 100mM NaCl a 298K, em diferentes concentragdes de sacarose: 0% (), 10% (O), 20% (A) e 30%
(<), com osmolaridades 0,209, 0,559, 1,032 e 1,8130smol/Kg.H,0, respectivamente. O deslocamento das
curvas de oxigenagdo para valores maiores de Psy, com o aumento da concentracdo de sacarose, esta
associado & diminui¢do de a,, que desloca o equilibrio da reagdo para o estado T, na presenga de 100mM

NaCl. As curvas representam o ajuste Logistico de Hill aos dados experimentais, permitindo uma melhor
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Figura 31. Comportamento da afinidade da espécie HbBov,4 (60pM/heme) por O, em solugdes contendo (a)
Hepes 7,2 a 298K, em diferentes concentragdes de sacarose: 0% (), 10% (O), 20% (A) e 30% (V), com
osmolaridades 0,021, 0,363, 0,856 e 1,5660smol/Kg.H,0, respectivamente. O deslocamento das curvas para
valores maiores de Pso, a0 aumentar a concentra¢do de sacarose, ndo ¢ observado na auséncia de NaCl; (b)
Hepes 7,2 100mM NaCl a 298K, em diferentes concentragdes de sacarose: 0% (), 10% (O), 20% (A) e
30% (<), com osmolaridades 0,208, 0,538, 0,982 € 1,5990smol/Kg.H,0, respectivamente. O deslocamento
das curvas de oxigenagdo para valores maiores de Psy, com o aumento da concentragdo de sacarose, esta
associado & diminui¢do de a,, que desloca o equilibrio da reagdo para o estado T, na presenga de 100mM
NaCl. As curvas representam o ajuste Logistico de Hill aos dados experimentais, permitindo uma melhor

visualizagdo do comportamento da espécie de Hb em cada condigo experimental.
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Figura 32. Comportamento da afinidade da espécie HbBov,4 (60pM/heme) por O, em solugdes contendo (a)
Ches 9,0 a 298K, em diferentes concentragdes de sacarose: 0% (O), 10% (O), 20% (A) e 30% (V), com
osmolaridades 0,021, 0,376, 0,861 e 1,5400smol/Kg.H,0, respectivamente. O deslocamento das curvas para
valores maiores de Pso, a0 aumentar a concentracdo de sacarose, ndo é observado na auséncia de NaCl; (b)
Ches 9,0 100mM NaCl a 298K, em diferentes concentragdes de sacarose: 0% (), 10% (O), 20% (A) e 30%
(<©), com osmolaridades 0,208, 0,544, 1,055 ¢ 1,7010osmol/Kg.H,O, respectivamente. O deslocamento das
curvas de oxigenagdo para valores maiores de Ps,, com o aumento da concentragdo de sacarose, esta
associado a diminui¢do de ay, que desloca o equilibrio da reagdo para o estado T, na presenga de 100mM
NaCl. As curvas representam o ajuste Logistico de Hill aos dados experimentais, permitindo uma melhor

visualizagdo do comportamento da espécie de Hb em cada condigdo experimental.
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Figura 33. Comportamento da afinidade da espécie HbEq (60puM/heme) por O, em solugdes contendo (a)
Hepes 7,2 a 298K, em diferentes concentragdes de sacarose: 0% (), 10% (O), 20% (A) e 30% (V), com
osmolaridades 0,020, 0,345, 0,795 e 1,4390smol/Kg.H,0, respectivamente. O deslocamento das curvas para
valores maiores de Psy, a0 aumentar a concentracdo de sacarose, ndo é observado na auséncia de NaCl; (b)
Hepes 7,2 100mM NaCl a 298K, em diferentes concentragdes de sacarose: 0% (), 10% (O), 20% (A) e
30% (<), com osmolaridades 0,207, 0,538, 0,971 e 1,6390smol/Kg.H,0, respectivamente. O deslocamento
das curvas de oxigenagdo para valores maiores de Psy, com o aumento da concentracdo de sacarose, estd
associado & diminui¢do de ay, que desloca o equilibrio da reagdo para o estado T, na presengca de 100mM
NaCl. As curvas representam o ajuste Logistico de Hill aos dados experimentais, permitindo uma melhor

visualizagdo do comportamento da espécie de Hb em cada condigio experimental.

-118 -



Figura 34. Comportamento da afinidade da espécie HbEq (60pM/heme) por O, em solugdes contendo (a)
Ches 9,0 a 298K, em diferentes concentragdes de sacarose: 0% (), 10% (O), 20% (A) e 30% (V), com
osmolaridades 0,022, 0,365, 0,865 e 1,5550smol/Kg.H,0, respectivamente. O deslocamento das curvas para
valores maiores de Pso, a0 aumentar a concentra¢do de sacarose, ndo ¢ observado na auséncia de NaCl; (b)
Ches 9,0 100mM NaCl a 298K, em diferentes concentragdes de sacarose: 0% (), 10% (O), 20% (A) e 30%
(<), com osmolaridades 0,213, 0,563, 1,028 e 1,9530smol/Kg.H,O, respectivamente. O deslocamento das
curvas de oxigenagdo para valores maiores de Psy, com o aumento da concentracdo de sacarose, esta
associado a diminui¢do de a,, que desloca o equilibrio da reagdo para o estado T, na presengca de 100mM
NaCl. As curvas representam o ajuste Logistico de Hill aos dados experimentais, permitindo uma melhor

visualizagdo do comportamento da espécie de Hb em cada condigo experimental.
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Anexo D

Comparacéo entre os parametros de oxigenacio obtidos através do

Grdfico de Hill e com a Equacdo de Adair

Como descrito anteriormente, os pardmetros funcionais nsy ¢ Psy foram
obtidos através do Grdfico de Hill (paginas 31, 32 e 33). Deste mesmo grafico também ¢
possivel determinar os valores das constantes de ligagdo da primeira e quarta molécula de
0, a Hb, K; e K4, respectivamente. Estes valores sdo obtidos extrapolando as retas que

interpolam os valores de ligacdo de O, nas extremidades do Grdfico de Hill. O intercepto

= Y
da reta que passa pelos pontos a baixa saturagdo (Y < 10%) quando log (ﬁ] =0 define

log(K;); Ja o intercepto da reta que passa pelos pontos a alta saturagdo define log(Ky)
(IMALI, 1994; 1981; 1982).

Na figura 9 (pagina 33), a reta que passa pelos valores de

log (%J< -0,96, na interse¢do com o eixo de log(pO,), fornece o log(K;). Trabalhos

realizados em nosso grupo de pesquisa mostraram que a determinacdo da constante de
associacdo da quarta molécula de O, a Hb, € critica por se tratar de um valor muito
préximo a 100% de saturagdo de O, (TOSQUI, 2004; CAON FILHO, 2003).

Nos nossos experimentos, ndo conseguimos obter K; através do Grdfico de
Hill por ndo termos pontos suficientes na regido de baixa saturacdo, entdo, na tentativa de
obter K; e comprovar os dados obtidos através do Grdfico de Hill, utilizamos a Equac¢do de

Adair.
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Adair (1925) propos descrever a curva de oxigenacdo da Hb, considerando a

ligagdo sequencial de O, a Hb, com uma constante de equilibrio para cada passo,

Hb + 0, <~ HbO,
HbO, + 0, «—2— Hb(0,),
Hb(0,), + 0, <3 Hb(0,)s

Hb(0,); + 0, <—+— Hb(0,),

Se a expressio da Hb pode ser descrita em termos de constante de

equilibrio,

[HbX] = K[Hb][X] (45)

onde X ¢ a concentragdo de O,.
A curva de oxigenagdo pode ser descrita em termos da saturagio fracional

de 02,

= sitios ligados
F=— R (46)
numero total de sitios de ligagdo

Portanto podemos escrever a equacdo da saturagdo da hemoglobina por

oxigénio como,
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(160, ]+ 2[10(0,), |+ 3| (0, ), |+ 4[ (0, ),

"= il 00,1+ [0(0,), - T, vl

]
) “

Se expressada em termos das constantes de dissociagio,

KX +2K,X* +3K, X +4K X"

}7: 2 3 4
A+ KX +KX+KX +K,X*)

(48)

onde K, Kj, K3 e K4 sdo as constantes multiplicadas para cada passo da ligacdo de O,. A
solucdo destas equagdes para descrever a saturagdo fracional da Hb por O, é a Equacdo de
Adair. O ajuste dos pardmetros desta equacdo as curvas de oxigenacdo obtidas
experimentalmente em condigdes fisioldgicas, mostra que a quarta constante, ¢ cerca de
300 vezes maior que a primeira, fato que ilustra a cooperatividade.

A partir do conjunto de espectros obtidos durante a oxigenagdo da Hb pelo
método tonométrico-espectrofotométrico (paginas 30 e 31), a pO; foi calculada. Utilizando
estes dados no aplicativo MATLAB, as componentes principais foram obtidas, seguindo a
rotina descrita na figura 35. As componentes principais representam as informacdes

embutidas na varia¢do espectral obtida durante a oxigena¢do da Hb.
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Figura 35. Tela do aplicativo MATLAB com a rotina utilizada para o calculo das componentes principais.

A Equagdo de Adair foi implementada no aplicativo ORIGIN para ajustar o
grafico de pc2corrigida* versus pO, e obter K;, Ky, K3 e K4. De acordo com a equacdo 27

(péagina 36), Psg foi calculada a partir da relagdo,

Py, = (K4) 4 (49)

e assim, possibilitou uma comparacdo com a Psy obtida pelo Grdfico de Hill.
A variagdo de hidratag@o associada a ligagdo do primeiro oxigénio foi obtida

pela equagio,

" O ajuste Logistico de Hill aos dados do grafico de pc2 versus pO, permite corrigir a pc2 e ajustar seus valores entre 0 e 100% de O,.
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dinK,
dina,

An

w

(50)

A tabela VI mostra uma comparagdo entre os valores obtidos de Psy pelo

Grdfico de Hill e com a Equagdo de Adair, e a tabela VII, os valores de Any, em K;, com

Psp calculada a partir de K4 ¢ com Psy obtida diretamente do Grdfico de Hill, para a

HbBov,s, HbBovg, ¢ HbEq na auséncia e na presenca de 100mM NaCl, tanto em pH 7,2

como em pH 9,0.

Tabela VI - Comparagdo entre os valores de Ps, obtidos pelo Grdfico de Hill e com a Equagdo de Adair,

além dos valores de K, obtido da Equagdo de Adair, na auséncia e na presenga de 100Mm NaCl para varias

espécies de Hb.
Ps Ps Pso-k4 Pso.x4 K, K,
Espécie (mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg)
OmM NaCl| 100mM NaCl | 0mM NaCl | 100mM Nacy | 9™M NaCl | 100mM NaCl
EISB;)ZVM 5,45+0,24 15,59+0,58 4,85+0,98 17,5344,15 2,03£1,92 0,57+0,41
HbBov,4
pH 9,0 2,1310,12 5,48+0,03 2,39+0,53 4,99+0,89 0,89+0,78 1,02£0,93
HbBOVfCt
pH 7.2 4,68%0,19 13,71+0,69 3,76£1,28 18,80+4,35 0,04+0,08 0,03£0,03
HbBov
pH 9,0 1,72+0,09 3,68+0,09 1,74%0,17 4,64+1,58 0,27+0,15 1,45+1,58
HbEq
pH 7.2 1,84%0,26 8,09£0,69 1,77£0,18 6,69£1,67 0,09£0,06 0,07+0,06
HbEq
pH 9,0 0,63%0,12 0,69+0,02 0,67£0,16 1,03£0,39 1,43£1,57 0,67+0,42

Observa-se na tabela VI que os valores de Psy obtidos pelo Grdfico de Hill

apresentam uma precisio maior quando comparados aos valores de Psy obtidos a partir dos

valores de K4 (Equacdo de Adair).
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Tabela VII - Comparagdo entre os valores de An,, com Psy obtida do Grdfico de Hill, em K; e com Ps

calculada a partir de Ky, na auséncia e na presenga de 100Mm NaCl para varias espécies de Hb.

Bopécie | (m,0iiny | A GLOMD) | (st | S | anoim | o
0mM NaCl 0mM NaCl | 100mM NaCl | OmM NaCl | 100mM NaCl
EEB{’; xd 0 5142 0 0 0 55+9
E}l{)%?ov w 0 5343 0 0 0 49+17
EﬁB&V fo 0 58+3 0 0 0 60+18
EEBQ?J fe 0 5546 0 0 0 58422
15113]57?2 0 4745 0 0 0 75425
;';EQ?O 0 5044 0 0 0 59+15

Resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, utilizando uma cela
espectropolarimétrica (CAON FILHO, 1997), para a HbBov,q mostraram que na auséncia
de NaCl, Any,k; € aproximadamente zero dentro do erro experimental e que, na presencga
de 100mM NaCl, Anyxk; é 712 (TOSQUI, 2004). Assim, os resultados apresentados na
tabela VII mostram que através do método tonométrico-espectrofotométrico ndo € possivel
obter K; com a mesma precisdo da cela espectropolarimétrica, pois este método fornece
poucos dados na regido de baixa saturacdo da Hb (10% O,). Além disso, observamos que o
Any, obtido a partir dos valores de Psy do ajuste linear do Grdfico de Hill apresenta uma
precisdo maior do que o Any obtido a partir dos valores de Ky (Equacgdo de Adair). Isto
ocorre porque no ajuste com a Equagdo de Adair sdo determinadas quatro variaveis (K,
K,, K3 e K4), 0 que proporciona uma propagacdo de erro maior, quando comparado aos

dados obtidos pelo Grdfico de Hill, onde sdo obtidas apenas duas variaveis (nsg € Psp).
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Anexo E

Comparacio entre os parametros termodinamicos determinados com a

Equacdo de van't Hoff e a Equacdo de van't Hoff Integrada

Como evidenciado em trabalhos anteriores realizados em nosso grupo de
pesquisa (CAON FILHO, 2003), o AH de oxigenagio independe da temperatura para a
espécie HbAy. No entanto, comportamento contrario é observado nas espécies HbBov,q €
HbEq na auséncia e na presenca de 100mM NaCl pH 9,0, indicando que a variacdo de
capacidade térmica (AC,) associada a reacdo de oxigenacdo ¢ influenciada pela
temperatura (tabelas II e VIII).

Utilizando as equagdes 33 e 34, obtivemos os valores de AH de oxigenacdo
a partir da Equacdo de van’t Hoff (AHyant 1ofr) © da Equagdo de van’t Hoff Integrada
(AHjpntegrada), TeSpectivamente para as espécies HbBov,s, HbBovg, € HbEq. A tabela VIII
mostra os valores de AH obtidos para as espécies de Hb analisadas nas variadas condi¢des

experimentais, além dos valores de AGo, AS e AC,.
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Tabela VIII - Comparacdo entre o AH de oxigenacdo obtido pela inclinacdo do grafico de In(Psy) x 1/T
(AHyup 1ofr) € 0 calculado pela Equagdo de van’t Hoff Integrada (AHiyegrada), além dos valores de AGy, AC, e
AS. Os valores de AG,, foram obtidos na temperatura de referéncia T, (298K) e os valores de AH,ay¢ Hotr ©

AHiyegrada foram corrigidos pela contribuigdo do calor do oxigénio em solugéo (-3Kcal/mol).

ESPéCie e AGO van’t Hoff AGU integrada AHvan'i Hoff AHinlegrada ACp ASvan AS;
Condigio Kecal/ Kecal/ Kecal/ Kecal/ Kcal/ cal}"l‘;(‘);*"l'é cal /n‘ﬂfﬂ“K
Experimental mol.heme mol.heme mol.heme mol.heme mol.K : :

HbBOVud
10mM Hepes 1,05£0,01 1,03£0,01 -6,23+0,34 -6,60+0,37 -0,128+0,079 | -17,38+0,91 | -18,67+0,94
pH 7,2
HbBov.g
10mM Hepes 1,6240,01 1,63£0,01 -3,83+0,27 -3,68+0,37 0,05240,080 -7,41+0,63 -6,89+0,73
100mM NaCl pH 7,2
HbBovyy
10mM Ches 0,60+0,01 0,60£0,01 -10,64+0,66 | -12,59+0,97 | -0,371+0,081 | -33,68+1,65 | -40,29+1,98
pH 9,0
HbBov,g
10mM Ches 1,04+0,01 1,0620,01 -3,8240,78 -6,24+0,01 -0,459+0,02 -9,27+1,34 | -17,4340,58
100mM NaCl pH 9,0
HbBovgy
10mM Hepes 0,90+0,01 0,9040,01 -11,67+0,17 | -11,67+0,25 | -0,003+0,054 | -36,11+0,82 | -36,14+0,90
pH 7.2
HbBovi
10mM Hepes 1,47£0,01 1,4620,01 -7,71£0,55 -8,10+0,73 -0,135+0,157 | -20,94+0,96 | -22,29+1,14

100mM NaCl pH 7,2

HbBovg
10mM Ches 0,4840,01 0,4940,01 -4,74+0,35 -5,03+0,85 -0,056+0,141 | -14,27+1,58 | -15,26+2,08
pH 9,0

HbBovyy
10mM Ches 0,78£0,01 | 0,79£0,01 | -6,39+0,32 | -6,9940,62 | -0,114%0,104 | -18,82+1,08 | -20,86+1,39
100mM NaCl pH 9,0

HbEq
10mM Hepes 0,50+0,01 0,4740,02 -12,30+1,08 | -13,26+1,31 || -0,333+0,281 | -39,58+2,25 | -42,92+2,58
pH 7,2

HbEq
10mM Hepes 1,21£0,01 1,23£0,02 -8,29+0,32 -7,97+£0,37 || -0,108+0,079 | -23,73+0,81 | -22,65+0,85
100mM NaCl pH 7,2

HbEq
10mM Ches -0,39+0,01 -0,41£0,01 | -17,71£1,10 | -20,6342,73 | -0,557+0,228 | -60,74+2,61 | -70,63+1,30
pH 9,0

HbEq
10mM Ches -0,3940,01 -0,41+0,01 | -17,71£1,10 | -20,634+2,73 | -0,557£0,228 | -60,74+2,61 | -70,63+1,30
pH 9,0

HbEq
10mM Ches 0,42+0,02 0,39+0,01 -5,3240,91 -8,1240,21 -0,531+0,035 || -16,47+2,34 | -25,91+1,71
100mM NaCl pH 9,0
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Observando a tabela VIII nota-se que, dentro do erro experimental, os
valores de AH para as espécies HbBov,g Hepes 7,2; HbBov,g Hepes 7,2 100mM NaCl;
HbBovy: Hepes 7,2; HbBovy: Hepes 7,2 100mM NaCl; HbBovy; Ches 9,0; HbBovg Ches
9,0 100mM NaCl; HbEq Hepes 7,2 e HbEq Hepes 7,2 100mM NaCl sdo os mesmos, € 0s
valores de AC, sd3o muito pequenos ou menores que O proprio erro experimental.
Comportamento contrario ¢ observado para as espécies HbBov,g Ches 9,0 ¢ HbEq Ches
9,0, ambos na auséncia e na presenca de 100mM NacCl, cujos valores de AH séo alterados
devido a influéncia de AC,.

A figura 36 (mesmo grafico da figura 16) mostra os graficos de: AHyapt otr €
AHinegrada para as espécies em suas respectivas condi¢des experimentais: Hbl Hepes 7,2
100mM NaCl; HbA, Hepes 7,3; HbAy Hepes 7,3 100mM NaCl; HbA, Ches 9,0; HbA,
Ches 9,0 100mM NaCl; HbAox; Hepes 7,3; HbAgkx; Ches 9,0; HbBov,y Hepes 7,2;
HbBov,q Hepes 7,2 100mM NaCl; HbBov,g Ches 9,0; HbBov,q Ches 9,0 100mM NaCl;
HbBovy: Hepes 7,2; HbBovyg, Hepes 7,2 100mM NaCl; HbBovy, Ches 9,0; HbBovg Ches
9,0 100mM NaCl; HbEq Hepes 7,2; HbEq Hepes 7,2 100mM NaCl; HbEq Ches 9,0 e

HbEq Ches 9,0 100mM NaCl, ambos em fungio de An,,.
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Figura 36. Grafico de AHineegrada (1, 2-13) € AHyant notr (1, 20-31) de oxigenagdo, ambos em fungdo de An,,
para as espécies em suas respectivas condi¢des experimentais: (1) HbI Hepes 7,2 100mM NaCl; (2)(20)
HbA(k; Ches 9,0; (3)(21) HbA, Hepes 7,3; (4)(22) HbA, Ches 9,0; (5)(23) HbA(x; Hepes 7,3; (6)(24)
HbBov,y Hepes 7,2 100mM NacCl; (7)(25) HbBov,y Ches 9,0 100mM NaCl; (8)(26) HbBovy, Ches 9,0
100mM NaCl; (9)(27) HbEq Hepes 7,2 100mM NacCl; (10)(28) HbEq Ches 9,0 100mM NaCl; (11)(29) HbA,
Hepes 7,3 100mM NacCl; (12)(30) HbA, Ches 9,0 100mM NaCl; (13)(31) HbBovy Hepes 7,2 100mM NaCl;
(14)(32) HbBovy Ches 9,0; (15)(33) HbBov,y Hepes 7,2; (16)(34) HbBov,y Ches 9,0; (17)(35) HbBovg,
Hepes 7,2; (18)(36) HbEq Hepes 7,2 e (19)(37) HbEq Ches 9,0. A inclinagéo destes graficos, para as espécies
que estdo com os seus valores de AHyuy¢ posr (linha tracejada) e AHjyeegrada (linha continua), correlacionados
linearmente, fornece um 8Hj,jyatagso = -0,5720,01Kcal/mol. H,O, utilizando tanto a equagido 33 como a 34 para

a obtengdo dos valores de AH.

Os valores de Any, e de AH de oxigenacdo, correlacionados linearmente na
figura 36 das espécies de Hb, levam a um 6Hjowatagao = -0,5710,01Kcal/mol.H,O quando os
valores de AH sdo obtidos tanto com a Equacgdo de van’t Hoff (equacdo 33) como com a

Equacdo de van’t Hoff Integrada (equagio 34).
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A figura 37 (mesmo grafico da figura 16) mostra o grafico de TASqpservado N
temperatura de referéncia de 298K, em fun¢do de Any, com ASyan Hoff € ASintegrada Para as
espécies em suas respectivas condi¢des experimentais: Hbl Hepes 7,2 100mM NaCl; HbA,
Hepes 7,3; HbAy Hepes 7,3 100mM NaCl; HbAy Ches 9,0; HbAy Ches 9,0 100mM NaCl;
HbA,x; Hepes 7,3; HbAopk; Ches 9,0; HbBov,q Hepes 7,2; HbBov,q Hepes 7,2 100mM
NaCl; HbBov,q Ches 9,0; HbBov,q Ches 9,0 100mM NaCl; HbBovy, Hepes 7,2; HbBovg
Hepes 7,2 100mM NaCl; HbBovg; Ches 9,0; HbBovg Ches 9,0 100mM NaCl; HbEq
Hepes 7,2; HbEq Hepes 7,2 100mM NaCl; HbEq Ches 9,0 ¢ HbEq Ches 9,0 100mM NaCl.

Os valores de Any e de TASciundo de oxigenagfio, correlacionados
linearmente na figura 37 das variadas espécies de Hb, levam a um TOSsvatacao =
-0,86x0,01Kcal/mol.H,O em 298K quando ASy.nt nosr (equagdo 29) € calculado a partir de

AHyant 1ot (equag@o 33) e TOSsohvatacao = -0,8710,01Kcal/mol.H,O em 298K quando

ASintegrada (€quagao 29) € calculado a partir de AHiniegrada (€quagao 34).
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Figura 37. Grafico de ASiyegraga (1, 2-13) € ASyan¢ Horr (1, 20-31), ambos em fungdo de An,, para as espécies
em suas respectivas condi¢des experimentais: (1) HbI Hepes 7,2 100mM NaCl; (2)(20) HbAk; Ches 9,0;
(3)(21) HbA, Hepes 7,3; (4)(22) HbA, Ches 9,0; (5)(23) HbA(k; Hepes 7,3; (6)(24) HbBov,y Hepes 7,2
100mM NaCl; (7)(25) HbBov,y Ches 9,0 100mM NaCl; (8)(26) HbBovg, Ches 9,0 100mM NaCl; (9)(27)
HbEq Hepes 7,2 100mM NaCl; (10)(28) HbEq Ches 9,0 100mM NacCl; (11)(29) HbA, Hepes 7,3 100mM
NaCl; (12)(30) HbA, Ches 9,0 100mM NaCl; (13)(31) HbBovg Hepes 7,2 100mM NaCl; (14)(32) HbBovy
Ches 9,0; (15)(33) HbBov,y Hepes 7,2; (16)(34) HbBov,y Ches 9,0; (17)(35) HbBovg; Hepes 7,2; (18)(36)
HbEq Hepes 7,2 e (19)(37) HbEq Ches 9,0. A inclinag@o destes graficos, para as espécies que estdo com os

seus valores de ASyunt potr (linha tracejada) € ASiyrada (linha continua), correlacionados linearmente, fornece

um T3S vatacao de -0,8720,01 e -0,86+0,01K cal/mol. H,O em 298K, respectivamente.
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Anexo F

Tabelas com valores de entalpia e entropia de solvatacio obtidos da

literatura

As tabelas a seguir mostram os valores da entalpia e entropia de solvatagdo
dos aminoacidos das cadeias laterais, de varios grupos quimicos, hidrocarbonetos e de
alcool, que foram utilizados na comparagdo com o fendmeno de compensagio das espécies

de Hb estudadas neste trabalho (figuras 21 e 22).

-132-



Tabela IX - AH, AG e AS de hidratacdo de diferentes grupos, estimados a partir da area de superficie
acessivel ao solvente (MAKHATADZE e PRIVALOV, 1993). As varia¢des de energia livre de hidratagdo
foram calculadas a partir de dados experimentais de transferéncia de grupos determinados por Cabani e
colaboradores (CABANI et al., 1981) e citadas por Makhatadze e Privalov, 1993. Os valores de AS foram
calculados, pelos autores deste trabalho, obedecendo a expressdo, AS = (AH-AG)/298. Os grupos marcados
(*) referem-se aqueles que estdo alinhados com o fendmeno de compensagdo da oxigenagdo das espécies de

Hb.

Grupo | AG(Kcal/mol) | AH (Kcal/mol) | AS (cal/mol.K)
-CH,-" 0,17 -0,81 -3,30
-CH;" 0,89 -1,98 9,63
-OH -6,13 9,47 -11,22
-NH, -5,65 9,24 -12,02
>C=0 -5,53 -5,99 -1,54
-COOH -7,59 -10,51 9,82
-NH- -6,15 9,27 -10,43
-CH<"" -0,39 0,68 -3,57
>C< -1,16 2,02 -10,68
-S- -3,45 -4,68 4,13
-CH=" -0,14 -0,63 2,59
-C= -1,09 -4,86 -12,63
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Tabela X - Pardmetros de solvatagdo de residuos de aminoacidos apresentados por Oobatake e colaboradores
(OOBATAKE et al, 1988). Estes pardmetros foram calculados a partir da ASA de 7 grupos atomicos. Os
valores de AS foram calculados, pelos autores deste trabalho, obedecendo a expressdo AS = (AH-AG)/298. Os

grupos marcados (*) referem-se aqueles que estio alinhados com o fendmeno de compensagio da oxigenagdo

das espécies de Hb.
Residuo | AG(Kcal/mol) | AH (Kcal/mol) | AS (cal/mol.K)
Ala® 0,38 -1,16 -5,17
Asn 3,11 -5,13 -6,78
Arg -5,39 -9,72 -14,53
Asp 2,42 -3,88 -4,90
Cys -1,07 -2,68 -5,40
Gln -3,34 -5,52 731
Glu -3,13 -4,94 -6,07
Gly"” 0,00 0,00 0,00
His -2,80 -6,10 -11,07
e® 0,99 -3,04 -13,52
Leu®” 0,88 -2,72 -12,08
Lys -1,63 -4,35 9,13
Met"”) 0,02 -3,36 -11,34
Phe -0,58 4,42 -12,88
Pro” 0,05 -1,55 5,37
Ser -3,06 -5,07 -6,74
Thr -1,39 -3,69 7,72
Trp 3,22 -8,21 -16,74
Tyr -5,19 -10,01 -9,73
Val® 0,78 -2,39 -10,64
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Tabela XI - Energética de dissolugdo de alcanos (substincias ndo-polares) da fase gasosa para a dgua em
298K. Os dados experimentais de AH foram obtidos calorimetricamente por Dec e Gill (1985) enquanto que
AG foram tabelados por Cabani e colaboradores (CABANI et al., 1981), usando o estado padrdo molar da
fase gas e solugdo, conforme citacdo de Murphy (MURPHY, 1994). Os valores de AS foram calculados por
obedecendo a expressdo AS = (AH-AG)/298. Todos os grupos referem-se aqueles que estdo alinhados com o

fendmeno de compensagio da oxigenagdo das espécies de Hb.

Alcano | AG(Kcal/mol) | AH (Kcal/mol) | AS (cal/mol.K)

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

Etano 1,83 -4,67 -21,8
Propano 1,96 -5,56 -25,2
Butano 2,08 -6,20 -27,8

Tabela XII - Pardmetros termodindmicos de transferéncia de substincias ndo-polares (hidrocarbonos)
liquidas para a agua em 298K. Os valores experimentais de AH foram obtidos por Gill e colaboradores (GILL
et al., 1976), enquanto que AH e AG foram calculados por Baldwin (1986). Todos os grupos referem-se

aqueles que estdo alinhados com o fendmeno de compensacdo da oxigenacdo das espécies de Hb.

Hidrocarboneto | AG(Kcal/mol) | AH (Kcal/mol) | AS (cal/mol.K)
Benzeno 0,541 0,50 -0,14
Tolueno 0,461 0,41 -0,17

Etilbenzeno 0,537 0,48 -0,19
Ciclohexano 0,048 -0,02 -0,23
Pentano -0,409 -0,48 -0,24
Hexano 0,077 0 -0,26
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Tabela XIII - AG e AH de hidratagdo obtidos a partir da transferéncia da fase gasosa para a agua e de
residuos de aminodcidos da cadeia lateral da proteina (PRIVALOV ¢ MAKHATADZE, 1993). Os valores da
variacdo de entalpia foram calculados com base em valores de area acessivel ao solvente (ASA) publicados
por Miller e colaboradores (MILLER et al., 1987). Os valores de AS foram calculados, pelos autores deste
trabalho, obedecendo a expressdo: AS = (AH-AG)/298. Os grupos marcados (*) referem-se aqueles que estio

alinhados com o fenomeno de compensacdo da oxigenagdo das espécies de Hb.

Residuo | AG(Kcal/mol) | AH (Kcal/mol) | AS (cal/mol.K)
Ala® 0,89 -1,98 9,62
Arg -10,99 -16,01 -16,85
Asn 7,39 -11,30 -13,12
Asp -2,06 -5,48 -11,46
Cys -10,81 -16,82 20,17
Gln 7,21 -12,11 -16,44
Glu -11,36 -16,63 -17,67
His"” 1,57 -4,09 -18,98
Ne® 1,57 -4,09 -18,98
Leu 5,11 -11,65 21,95
Lys 2,19 -8,27 -20,38
Met -1,63 -6,05 -14,81
Phe"” 0,54 2,43 9,95
Pro -5,94 -10,27 -14,52
Ser -5,62 -10,76 -17,26
Thr 9,97 -14,04 -13,67
Trp -8,70 -13,70 -16,78
Tyr™ 1,39 3,27 -15,67
Val -11,67 -14,22 -8,58
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Tabela XIV - Pardmetros termodindmicos de hidratacdo determinados tendo como base interagdes
interatdmicas que ocorrem com o desnovelamento protéico. Estes parametros foram calculados a partir da
ASA de todos os grupos atdmicos das 8 proteinas citadas abaixo por Ooi e colaboradores (OOI et al, 1988).

Todos os grupos referem-se aqueles que estdo alinhados com o fendmeno de compensagdo da oxigenagdo das

espécies de Hb.
Proteina | AG(Kcal/mol) | AH (Kcal/mol) | AS (cal/mol.K)

4PTI -1,00 -2,27 -4,29
1CPV -2,11 -4,79 -9,00
SRSA -2,94 -6,16 -10,81
2LYZ -2,84 -6,36 -11,80
2MBN -2,99 -7,38 -14,86
2LZM -3,62 -8,43 -16,14
8PAP -4,56 -10,80 -20,95
2CAB -5,96 -13,71 -26,03
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Tabela XV - AG e AH de hidratagio de residuos de aminoacidos da cadeia lateral da proteina obtidos por
Ooi e colaboradores (OII et al., 1987). Os valores de AS foram calculados, pelos autores deste trabalho,
obedecendo a expressido: AS = (AH-AG)/298. Os grupos marcados (*) referem-se aqueles que estdo alinhados

com o fendmeno de compensagio da oxigenagdo das espécies de Hb.

Residuo | AG(Kcal/mol) | AH (Kcal/mol) | AS (cal/mol.K)
Ala® 0,60 -0,37 -3,26
Asn -6,63 9,12 -8,36
Asp -6,76 -9,04 -7,65
Gln -6,69 -9,87 -10,67
Glu -6,93 -10,03 -10,40
Gly® 0 0 0
His -5,56 9,91 -14,60
e 1,52 -2,06 -12,01
Leu" 1,41 2,16 -11,98
Lys 4,92 -10,52 -18,79
Phe -0,88 -435 -11,64
Pro"” 0,52 -0,63 -3,86
Ser 5,15 -7,54 -8,02
Thr 3,41 -6,20 9,36
Trp 4,20 9,47 -17,68
Tyr 7,95 -13,37 -18,19
Val® 1,16 -1,65 -9,43
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