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Dissertação de Mestrado Resumo

Muitos peixes apresentam iso­hemoglobinas (isoformas de Hbs), as

quais eventualmente exibem uma grande variedade no comportamento funcional

quando comparado com as hemoglobinas de mamíferos, em termos de

cooperatividade na ligação do ligante e controle alostérico exercido por uma

variedade de fatores químicos, tais como H*, CI, CO,, 2,3­bifosfoglicerato (BPG) e

água.

O sangue do peixe Hoplostemum littoralle mostra duas

hemoglobinas, uma com migração eletroforética catódica e outra anódica. Tais

hemoglobinas foram investigadas com relação ao efeito de solvatação, por

aplicação do método de estresse osmótico, e com relação à constante de ligação de

adenosina tnifosfato, a fim de se analisar uma proposta da literatura parae um

segundo sitio para a ligação deste efetor.

Juntamente com estas análises, descreve­se aqui um modelo

molecular para a hemoglobina catódica nos estados oxigenado e desoxigenado. Os

modelos foram determinados pelo método de modelagem molecular comparativa

baseados em estruturas cristalográficas de alta resolução.

Foi observado neste trabalho que à água afeta potencialmente a

afinidade pelo oxigênio de ambas hemoglobinas, na presença de sacarose. À

afinidade por oxigênio é diminuída à menores valores de atividade de água. Nota­se

que a adição de efetores aniônicos aumenta significantemente o número diferencial

de moléculas de água ligadas, e assim, é proposto que a forma desoxigenada
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destas hemoglobinas, coexiste em duas conformações alostéricas, as quais

dependem da presença ou não de ânions, como ocorre para a hemoglobina

humana. Porém, foi observado que a variação do número de moléculas de água

com o processo de oxigenação é quantitativamente diferente do encontrado para

hemoglobina humana.

Não foram encontradas evidências da existência de um sitio

adicional de ligação de fosfato para ambas hemoglobinas.
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Abstract

Mostly fish are considered to present iso­hemoglobins (isoforms of

Hbs) that exhibit a greater variety of functional behavior compared with mammalian

hemoglobins, in terms of cooperative ligand binding and allosteric control exerted by

a variety of chemical factors, such as H*, CI, CO», 2,3­biphosphoglycerate (BPG),

and water.

The blood of Hoplosternum littorale show two hemoglobins,

differents electrophoretically, one cathodic and other anodic. The hemoglobins were

investigated solvation effects by means of the osmotic stress method and was

reported the binding constant to adenosine triphosphate, for confirmed a propose of

literature by a additional binding site to phosphate.

Here is also described a molecular model for the cathodic

hemoglobin in the unliganded and liganded states. The models were determined by

molecular modeling based on the high­resolution crystal structure of hemoglobins.

Were demonstrate that water potential affects oxygen affinity of two

hemoglobins in the presence of sucrose. The oxygen affinity is decrease in smaller

values of water activity. Addition of cofactors strongly increases the differential

number of water molecules bound, and we propose that the deoxy­hemoglobin

coexists in two allosteric conformations which depends on whether anion is bound or

not, as occurs in the human hemoglobin. However, We show that the number of

water molecules upon oxygenation is different quantitatively those find to human

hemoglobin.
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Were not found evidence to confirmed the propose of a additional

binding site to phosphate.
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1. Introdução

1.1 Aspectos Gerais

1.1.1 Estruturas Protéicas

As estruturas secundárias de um polímero são definidas como a

conformação local do seu esqueleto. Para proteínas estas estruturas são construídas ao

redor de unidades planares de ligações peptídicas. Os grupos peptídicos têm uma

estrutura planar rígida, a qual é uma consequência da interação ressonante que fomece

à ligação peptídica um caráter parcial de dupla ligação (Figura 1) (Fersht, 1999).

Ca
CaA DÁNÓ Ea Xv

H H

Ca

Figura 1. Representação esquemática da ligação peptídica.

Carbono a
Carbono da carbonila
Hidrogênio
Nitrogênio
Oxigênio
Cadeia lateral

Figura 2. Porção da cadeia polipeptídica indicando o grau torcional de liberdade

de cada unidade peptídica. (http//cwx prenhall.com/horton).
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Assim pode ser especificada a conformação do polipeptídio pelos seus

ângulos de torção sobre as ligações CN (6), Cx­C (y) de cada um de seus resíduos de

aminoácidos (figura 2).

Choques estéricos restringem o número de conformações disponíveis

para as cadeias polipeptídicas. Conformações assumidas quando alguma distância

interatômica entre átomos não ligados até o terceiro vizinho, é menor que suas

distâncias de van der Waals, são proibidas estericamente (Ramachandran ef a/., 1963).

As informações sobre as conformações expressas como combinações dos ângulos 4 e

y assumidas pelo resíduos de aminoácidos, são apresentadas em um diagrama de

Ramachandran (figura 3).

180

P
si

(d
eg

re
es

)

Phi (degrees)

Figura 3. Diagrama de Ramachandran mostrando a combinação dos ângulos
4 e y estericamente permitidos e proibidos. No diagrama de

Ramachandran as regiões A, B, e L são favoráveis, as regiões a, b
e | são permitidas e ­a, ­b e ­| são generosamente permitidas. À
região vazia é proibida.
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1.2 Hemoglobinas

A hemoglobina (Hb) humana A; (a qual representa 98% do total de

Hbs) (Stryer, 1995) é uma proteína tetramérica de constituição a2B>2 (figura 4), com

um diâmetro de aproximadamente 55Ã. Para os mamíferos cada cadeia o. possui

141 resíduos de aminoácidos, enquanto que a cadeia B possui 146. Cada cadela a

está em contato com ambas cadeias RB, porém há pouca interação entre duas

cadeias a ou duas cadeias B. Os dímeros «BB estão relacionados simetricamente por

um eixo de rotação binário, e as subunidades o e B por uma pseudo­simetria de

segunda ordem (Voet & Voet, 1995). As quatro cadeias do tetrâmero são unidas por

ligações não covalentes (interações hidrofóbicas, pontes de hidrogênio e pontes

salinas).

De uma forma geral, as estruturas secundárias presentes na

molécula de Hb, são predominantemente a­hélices. Cada cadeia polipeptídica

constituinte do tetrâmero possui oito segmentos helicoidais principais que foram

designados por letras maiúsculas (A,B,C até H) de acordo com a nomenclatura

proposta por Kendrew et a/., (1961) e são vistas regiões não helicoidais entre as

hélices, que recebem como denominação o nome das duas hélices entre as quais

eles estão inseridos, denominando, por exemplo, como CD a situada entre as

hélices C e D. As cadeias a contêm sete segmentos helicoidais interrompidos por

segmentos não helicoidais, e as cadeias B contêm oito segmentos helicoidais

(Perutz et a/., 1998).

A principal função das hemoglobinas é transportar o oxigênio (O>) do

pulmão, ou brânquias e/ou tecidos de troca gasosa (epitélio faringeal, câmara
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branquial, bexiga natatória, puimão verdadeiro, estômago, intestino e lábios) de um

animal para os capilares dos tecidos, para ser usado na respiração.

A capacidade da hemoglobina de se ligar reversivelmente ao oxigênio

depende da presença de um grupo prostético, chamado heme, que também fornece cor

à hemoglobina. Cada uma das cadeias polipeptídicas contém um grupo heme. Este é

constituído de uma parte orgânica, a protoporfirina, e um átomo de ferro (figura 5)

Baldwin, 1975).

* Grupamento heme

Figura 4. Representação da molécula de hemoglobina A humana.
(http://oewx. prenhall.com/horton),

As cadeias polipeptídicas são dispostas de tal forma que há extensa

interação entre subunidades diferentes. A interface a PB, (e a interface simetricamente

equivalente a28B7) envolve 35 resíduos, onde a interface o1B2 (e o281) envolve 19

resíduos, havendo uma cavidade no centro da molécula através da qual passa o eixo de

simetria binário. Estas associações são predominantemente hidrofóbicas, embora

numerosas pontes de hidrogênio e pares iônicos estejam envolvidos. As mudanças

quatemárias que ocorrem com a oxigenação dão­se inteiramente através de sua

interface 082. Os contatos o.,B, não são mudados, presumivelmente como resultado de
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Sua associação mais extensiva e presumivelmente, por esta interface não desempenhar

importante papel na cooperatividade da ligação do oxigênio e nos efeitos alostéricos

(Baldwin & Chothia, 1979; Mihailescu & Russu, 2001).

Figura 5. Representação do grupo heme. Figura feita utilizando os programas
Molscript e Raster3D (Kraulis, 1991; Merritt & Murphy, 1994).

1.2.1 A ligação Cooperativa do Oxigênio

Quando uma molécula de O, se liga à primeira unidade polipeptídica

da Hb, essa informação é transmitida às subunidades restantes através das interações

que ocorrem nas suas interfaces, e assim, as demais subunidades aumentam

progressivamente a afinidade pelo oxigênio, que se liga portanto, de forma cooperativa

(Gelin ef al., 1983).

A ligação cooperativa do oxigênio à hemoglobina é um exemplo de

interação alostérica (nestas interações a ligação de um ligante a um sítio na proteina,

influencia a afinidade de ligação dos demais sítios não ligados). Estas interações

ocorrem entre ligantes do mesmo tipo (interações homotrópicas), como neste caso, o

O,, ou de tipos diferentes (interações heterotrópicas), H*, CO,, ATP, 2,3­BPG, CI (Imai,

1982) e água (Colombo et a/.,1992).
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A saturação fracional de oxigênio (Y) é definida como a fração

ocupada de todos os centros heme de ligação. O valor de Y pode variar de O (todos os

centros vazios) a 1 (todos os centros ocupados). O gráfico de Y versus pO, (pressão

parcial de oxigênio), é chamado de curva de dissociação do oxigênio (figura 6). À

afinidade da Hb pelo oxigênio pode ser caracterizada por um valor denominado Ps55, que

é a pressão parcial de oxigênio na qual 50% dos centros estão ocupados (ou seja, na

qual Y= 0,5) (Voet & Voet, 1995).

PO, (mmHa)

Figura 6. Curvas de dissociação da mioglobina (azul) e hemoglobina
humana (vermelho). A saturação dos sítios de ligação de

oxigênio é mostrada como função da pressão parcial de

oxigênio. A curva de oxigenação apresenta um formato

hiperbólico para a mioglobina e sigmóide para a hemoglobina,

denotando a cooperatividade da ligação de O; a esta última

(Stryer, 1995).

A primeira tentativa de analisar a curva de dissociação da Hb foi

formulada por Archibald Hill em 1910 (Voet & Voet, 1995) que considerou a ligação de

O, como sendo representada genericamente pela equação de equilíbrio:
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onde n representa o número de moléculas de O, que se associam à proteína.

A constante de equilíbrio (K) para a dissociação da oxi­hemoglobina é

dada por:

[HeTJO,
— [HEb(O,),]

onde, [Hb] é a concentração da hemoglobina totalmente desoxigenada.

[07] é a concentração de oxigênio livre em solução.

[Hb (O2))] é a concentração da hemoglobina totalmente oxigenada.

Expressando a equação 2 em termos de saturação fracional de O, (Y) (razão

entre o número de sítios ligados e o número total de sítios), temos:

[02] +K

Pela lei de Henry, a concentração de oxigênio na fase líquida é proporcional à

pressão parcial do gás na fase gasosa (Atkins, 1999) dessa maneira, a concentração de

O, é dada por:

[O2]sotução = pO>z «Ku (4)

sendo K,, a constante de solubilidade do O», na solução (constante de Henry).

Substituindo a equação 4 na equação 3, obtemos a equação de
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Y—— =K(po= K(pO,)

A forma logarítmica da equação 5:

YPe) = nlog[O, |­ logK

Como para a hemoglobina K= (Pso)', substituindo isto na equação

Yod v J=ntogpo, ­niogsOz

Então, o gráfico referente a esta equação tem uma inclinação de n

e o intercepto no eixo log pO, é Pro.

Embora a hemoglobina não se ligue ao oxigênio em um único

passo, como assumido na derivação da equação de Hill, seu gráfico de Hill é

essencialmente linear para valores de Y entre 0,1 e 0,9 (figura 7). Sua máxima

inclinação, que ocorre próximo de Y = 0,5, ou onde pO>s = Po, é normalmente

tomada como sendo a constante ou coeficiente de Hill (n).
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log (PO)

Figura 7. Representação do gráfico de Hill para as moléculas de mioglobina (azul) e

de hemoglobina (vermelho). Um gráfico de Hill é também usado para analisar o grau de

cooperatividade da molécula em estudo. A inclinação da curva no ponto médio de ligação (Y

= 0,5) é chamado de coeficiente de Hill que aumenta com o grau de cooperatividade.

Sendo igual a 1 para a mioglobina, qual não apresenta cooperatividade para a ligação do O,

e de ­2,8 para a Hb humana A (Voet & Voet., 1995).

1.2.2 Mecanismo da Cooperatividade da Ligação do Oxigênio

A afinidade da Hb pelo O; aumenta com o acréscimo da saturação

da molécula. Assim a afinidade para a ligação de subsequentes moléculas de O, à

Hb é maior do que para a ligação da primeira molécula à desoxi­Hb.

O átomo de ferro encontra­se coordenado aos quatro átomos de

nitrogênio do anel porfirínico, ligado à cadeia polipeptídica através de um resíduo de

histidina do segmento F ­ a histidina F8 (His 87)­ chamada de histidina proximal e

pode ainda ser ligado, reversivelmente, a uma molécula de oxigênio. Além de ligar­
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se ao ferro do grupo heme, o oxigênio estabelece uma ligação de hidrogênio com a

histidina E7 (His 58), chamada de histidina distal.

Na Hb desoxigenada (T), o Fe (1I) está situado ­0,4 À fora do plano do

heme em direção à histidina (His) proximal (Fermi et a/., 1984). Na mudança ocorrida no

estado eletrônico do heme devido a oxigenação, o átomo de ferro é levado ao plano da

porfirina, (Shaanan, 1983). O movimento do Fe (Il) arrasta a His proximal com ele, a

qual está presa à hélice F e esta sofre translação de ­1 À através do plano do heme

(figura 8). Esta translação lateral ocorre porque, no estado T, o anel imidazol da His

proxima! está orientado de maneira tal que seu movimento direto de 0,4 À junto ao plano

do heme poderia causar sua colisão com o heme.

As grandes mudanças estruturais ocorrem nas áreas de contato entre

os dímeros, que efetivamente se deslocam um em relação ao outro em 15º (figura 9)

(Ackers ef a/., 1992).

Figura 8. Representação esquemática da translação da hélice F com a
oxigenação da hemoglobina. (http://cwx.prrenhall.com/horton).
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A diferença entre a conformação da forma oxigenada (R) e

desoxigenada (T) da Hb ocorre principalmente na interface oxB> (e na interface

simetricamente relacionada 0231), a qual consiste da hélice C e segmento FG da au,

respectivamente, contatando com o segmento FG e hélice C da P> A interface ab,

principalmente a hélice C e o segmento FG, deslizam durante a mudança na

estrutura quaternária que ocorre na ligação da Hb (Baldwin & Chothia, 1979).

Figura 9. Diagrama esquemático mostrando as mudanças na estrutura

quaternária durante a oxigenação. Um par de subunidades «(3 muda com relação ao outro

por uma rotação de 15º e uma translação de 0,8À.(Baldwin & Chothia, 1979).

1.2.3 Efetores Alostéricos

A molécula de hemoglobina também apresenta alteração na afinidade

pela ação de efetores heterotrópicos (CI', CO, H”, BPG, HO). Esses reguladores ligam­

se à proteína em sítios diferentes dos sítios de ligação de O, (Voet & Voet, 1995).
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1.2.3.1 Efeito do 2,3 Bifosfoglicerato (BPG)

A ação do BPG diminui a afinidade da hemoglobina pelo oxigênio. Esta

diminuição da afinidade é essencial para que a hemoglobina descarregue o oxigênio

nos capilares dos tecidos (Benesh & Benesch, 1969).

A estrutura da desoxi­hemoglobina humana complexada com BPG,

determinada por difração de raios X (Richard, et a/., 1993), mostra que o BPG se liga na

cavidade central da molécula (Figura 10). Os grupos aniônicos da molécula de BPG

interagem com os resíduos catiônicos, Lys EF6(82), His H21(143), His NA2(2), e grupos

amina do n­terminal de ambas cadeias B (Arnone & Perutz, 1974; Richard et al,

1993). A transição T>R aproxima as duas hélices H de ambas cadeias pB, estreitando

assim a cavidade central e expelindo a molécula de BPG. Além de aumentar as

distâncias entre os grupos amina n­terminais de 16 para 20À, o que previne suas

simultâneas pontes de hidrogênio com os grupos fosfatados do BPG (Benesh &

Benesch, 1969).

Geralmente, apenas uma molécula de fosfato orgânico é ligada a uma

molécula de desoxi­Hb, embora sítios adicionais para ligação de ATP tenham sido

propostos (Amiconi et a/., 1985; Weber et a/., 2000; Tamburrini ef a/., 2000; Riccio et

al., 2001). Para a Hb“ do peixe H. littorale, Weber e colaboradores (2000) sugeriram a

existência de um sitio adicional para interação de fosfatos (ATP, GTP e IHP).
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Figura 10. Representação esquemática da molécula de Hb humana ligada á

molécula de 2,3 Bifosfoglicerato (BPG) (Voet & Voet, 1995).

1.2.3.2 Efeito Bohr

Quando o oxigênio liga­se à hemoglobina em pH fisiológico, ela sofre

uma mudança conformacional deslocando o equilíbrio termodinâmico T > R na direção

da estrutura da oxi­Hb (R), estimulando assim a liberação de protóns (H”). Por sua vez,

a diminuição do pH favorece a liberação de O, devido à captação de H* pela proteína.

Conseqientemente, o aumento da concentração de prótons diminui a afinidade da Hb

pelo oxigênio, estabilizando a estrutura da desoxi­Hb (figura 11), fenômeno este

conhecido como efeito Bohr.

As mudanças conformacionais que ocorrem na hemoglobina pela

ligação do O, reduzem os pKs de vários grupos, entre estes, os grupos n­terminais das

subunidades a e os grupos c­terminal das subunidades R$. Considerando­se a Hb

humana temos que, na estrutura de baixa afinidade por O,, a principal contribuição para

o efeito Bohr é a do resíduo His146 do c­terminal das duas cadeias 8. Este resíduo

foma uma ponte salina com o Asp 94 da mesma cadeia. A ponte salina formada

estabiliza o próton ligado, dificultando sua dissociação. Na forma oxigenada, a ponte em
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questão não é formada. Outros resíduos, tal como a Val 1, também estão envolvidos no

efeito Bohr. Este grupo amino N­terminal das cadeias x, forma uma ponte salina com o

c­terminal da outra cadeia a, dificultando assim a liberação do próton pela Hb. Portanto,

os prótons são efetores alostéricos que ligados a sítios reguladores da Hb estabilizam a

conformação da desoxi­Hb (Perutz ef a/., 1980; Perutz et a/., 1998).

O efeito Bohr pode ser dividido em dois subtipos: o efeito Bohr

alcalino e o efeito Bohr ácido. Acima do pH 6,5 uma diminuição na concentração de

prótons leva a um aumento na afinidade da Hb por O» constituindo o que se

conhece como efeito Bohr alcalino ou normal. O efeito Bohr ácido ocorre quando,

abaixo do pH 6,5, um aumento na concentração de prótons leva a um aumento na

afinidade de oxigenação (Brittain, 1987).

PO, (mmHg)

Figura 11. Efeito do pH na afinidade da hemoglobina mostrado em
vermelho (Colombo, 1996).

1.2.3.3 Efeito de CO,

O mecanismo de transporte de CO, no sangue é fundamentalmente diferente

do utilizado para o oxigênio. A maior parte do CO, (­75%) do sangue se apresenta
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combinado com água formando bicarbonato. O CO, restante (­25%) é transportado

pela Hb na forma de carbamato, ligado reversivelmente aos grupos amina terminais,

formando assim, pontes salinas que estabilizam a forma T da Hb (Kilmartin 1976).

Por tal motivo, o CO; diminui a afinidade da Hb por O; mesmo em pH constante.

1.2.3.4 Efeito da Atividade de Água

A interação de uma proteína com água é crucial na estabilização de

sua estrutura nativa, embora desidratação não necessariamente implique no

desenovelamento (Colombo et a/.,1990).

A sensibilidade da molécula de Hb com relação às moléculas de água

pode ser investigada por meio da dependência da afinidade do oxigênio com a variação

da atividade de água, ou equivalentemente, estresse osmótico (Parsegian ef a/., 1986;

Colombo ef a/., 1992). A comparação entre as conformações oxigenada e desoxigenada

da hemoglobina mostra que vários contatos entre as subunidades são quebrados e

expostos ao solvente durante a transição T> R. Esta mudança estrutural implica numa

diferença de superfície protéica exposta ao solvente entre estas conformações e,

consequentemente, diferença de hidratação ou ligação de moléculas de água à

proteína, com a oxigenação (Colombo et a/., 1992).

A adição de solutos inertes (açúcares e polióis) em diferentes

concentrações à solução de Hb, constitui uma boa abordagem experimental para se

estudar a variação da afinidade pelo oxigênio com a variação da atividade de água,

mostrando que a água não só atua como solvente do sistema biológico, mas também

como ligante, com importante papel regulador de diversos processos biológicos a nível

molecular.
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Para analisar o efeito dos solutos neutros sobre as características de

ligação do oxigênio à Hb, dois casos devem ser considerados: a ligação direta do soluto

com a proteína e o efeito indireto do soluto sobre a atividade de água. Colombo &

Bonilla Rodriguez, (1996) e Hundahl e colaboradores (2003) encontraram uma

independência comum entre a afinidade por oxigênio e a atividade de água com relação

à natureza do soluto, reforçando a suposição da exclusão destes solutos pela camada

de solvatação que envolve a proteína, e de qualquer espécie de interação direta com as

estruturas T ou R. Portanto, moléculas de água agem como um ligante alostérico.

AS hemoglobinas de peixes mostram uma grande diversidade de

propriedades de ligação de oxigênio e efeitos alostéricos, e são bem caracterizadas dos

pontos de vista funcional e estrutural, sendo excelentes candidatos para estas análises.

O efeito de solvatação pode ser então determinado através da

equação de /inkage, originalmente proposta por Wyman (1964), e como mostrado em

trabalhos mais recentes (Colombo et a/., 1992; Parsegian et al., 1995). A equação de

linkage que determina o número diferencial de moléculas de um ligante L que se liga à

Hb com ligação de oxigênio, é expressa da seguinte forma:

dinBy]| An, ­ (nº nf)
dina, h 4 4

onde, Ps,5 é a pressão de O», necessária para saturar a 50% dos sítios da Hb,

a, é a atividade do ligante L,

a; corresponde a atividade de outros ligantes que não L,

An, é a diferença do número de moléculas de L ligadas entre as estruturas oxi e

desoxi da Hb,

n.º é o número de moléculas de L ligadas à forma oxi e
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desoxinº. " é o número de moléculas de L ligadas à forma desoxi.

Esta análise é correta apenas quando a atividade de um ligante varia e

a atividade de qualquer outro presente na solução é mantida constante.

Quando o ligante alostérico L é a água, esta relação pode ser escrita

dInh,
dna, *

desoxi6º são os números de moléculas de água ligadas às estruturas oxionde, nº en

e desoxi da Hb,

a, é a atividade de água,

An,, é o número diferencial de moléculas de água ligadas entre as estruturas

oxigenda e desoxigenada da Hb.

No caso em que a ligação do soluto e de água pode ser

concomitantemente analisada (Colombo et a/., 1994; Colombo & Bonilla Rodriguez,

1996) temos uma equação de /inkage baseada na relação de Gibbs­Duhem que

descreve como Ih Ps, varia, devido à ligação diferencial de água e do soluto, cuja

concentração varia e promove mudanças em a,. Para analisar as variações

concomitantes entre a água e o soluto ligados:

dl— 9nPso ­ 4a, An,
dina, | PO: ms
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Então, a inclinação do gráfico de In Pso versus In a, fomece a diferença

aparente do número de moléculas de soluto e água (An; E Any, respectivamente)

ligados entre as moléculas de Hb totalmente oxigenada e totalmente desoxigenada.

Em recentes estudos sobre a cinética de ligação de oxigênio e água à

molécula de Hb, Salvay e colaboradores (2003), mostraram que a ligação de moléculas

de água a superfície da proteína exposta na transição da conformação de baixa

afinidade (T) para a de alta afinidade (R) é um passo crucial no mecanismo alostérico, e

sugerem a possibilidade da atividade de água do meio, participar do controle cinético de

algumas importantes reações in vivo.

1.2.3.5 Efeito do Íon Cloreto

Outro efetor alostérico fisiologicamente importante é o íon cloreto

(CI) que contribui para a regulação da afinidade da Hb pelo oxigênio de forma a

reduzi­la, estabilizando assim, a estrutura desoxi­Hb (T) (Perutz et a/., 1994).

Perutz e colaboradores (1993 e 1994) propuseram que a regulação

da afinidade pelo ligante O, por CI' ocorre via interações eletrostáticas não

específicas. Segundo esta proposição, o ânion cloreto não possui um sítio de

ligação específico na Hb. Sua ação é a de neutralizar o excesso de cargas positivas

existentes na região da cavidade central da desoxi­Hb por condensação iônica.

Em uma reavaliação sobre a ação alostérica que os íons cloreto

exercem sobre a oxigenação da Hb, constatou­se que sua atuação também se dá

de forma indireta, isto é, via efeito de sua concentração na atividade de água da

solução (Colombo et a/., 1994).
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Colombo e Seixas (1999) verificaram o comportamento do Any, que

acompanha a transição TSR, em experimentos realizados em diferentes

concentrações de NaCl. Estes autores mostraram que a variação de hidratação

associada a oxigenação da Hb é modulada pela ligação preferencial de ânions à

estrutura da desoxi­Hb. Os experimentos revelaram que a mudança conformacional

da desoxi­Hb para a oxi­Hb em soluções com até 1 mM de NaCl, é acompanhada

por um An, de 25 moléculas de água. Por sua vez, 70 moléculas de água foi o valor

da variação de hidratação associada com a transição T>R determinada em

concentrações de NaCIl maiores que 50 mM.

1.2.4 Mecanismos para Interação Alostérica

A molécula de O; liga­se à Hb, induzindo uma mudança na

conformação desta, conferindo dois estados conformacionais diferentes e designados

como sendo, tenso (T) a forma desoxigenada da Hb, e relaxado (R) a forma oxigenada.

Na ausência do ligante, a proteína predomina na forma T, em equilíbrio com a forma R;

a presença do ligante desloca o equilíbrio para um predomínio da formas R (Perutz,

1980). O aumento ou diminuição da afinidade pelo oxigênio na presença de efetores

alostéricos, é explicado pela estabilização de uma das conformações (T ou R),

aumentando ou diminuindo o valor da constante de equilíbrio entre R e T (Riggs, 1998).

As transformações apresentadas pela hemoglobina desoxigenada são

estabilizadas por pontes salinas e ligações de hidrogênio. Na desoxi­Hb os resíduos c­

terminal das quatro cadeias participam de interações eletrostáticas. Todas essas

ligações são quebradas quando a proteína se encontra na forma oxigenada (Fermi et

al., 1984).
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1.2.4.1 Mecanismo Concertado de Monod­Wyman­Changeux (MWC) (Monod et al,

1965)

J. Monod, J. Wyman e J.P. Changeux (1965) mostraram que com a ligação de oxigênio,

a concentração da estrutura na forma oxigenada é aumentada, uma vez que o oxigênio

liga­se preferencialmente a ela. Quando moléculas suficientes de oxigênio são ligadas,

esta forma é estabilizada. Assim para as subsequentes ligações de O, a afinidade se

toma maior.

A estrutura quaternária da Hb é assumida como sendo simétrica. Uma

molécula em particular parcialmente oxigenada ou desoxigenada é tomada como

estando no estado R ou T; assim estados mistos não ocorrem.

O modelo é definido pelas seguintes hipóteses:

a. A proteína alostérica é um oligômero de protômeros que são

simetricamente relacionados.

b. A proteína existe em um dos dois estados conformacionais, T

(tenso), a forma predominante quando a proteína está na ausência de oxigênio, e R

(relaxado), forma predominante quando a proteína está na presença de oxigênio, os

dois estados estão em equilíbrio e diferem no número de ligações entre as subunidades,

com o estado T sendo mais compacto comparado com o estado R.

c. O ligante pode ligar­se ao protômero em cada conformação.

Somente a mudança conformacional altera a afinidade do protômero pelo ligante.

d. A simetria molecular da proteína é conservada durante a

mudança conformacional. Não há oligômero que simultaneamente contenha protômeros

ReT.
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1.2.4.2 O Modelo Seqúencial de Koshland­Némethy­Filmer (KNF)

Este modelo assume que o progresso do estado T para o estado R é

um processo sequencial. A ligação do ligante induz uma mudança conformacional na

subunidade e interações cooperativas surgem através da influência que estas

mudanças exercem nas subunidades vizinhas. A dimensão destas interações depende

do grau de acoplamento mecânico entre as subunidades. Na presença de amplo

acoplamento, mudanças conformacionais tornam­se concertadas e o oligômero mantém

sua simetria. Contudo, com pouco acoplamento as mudanças conformacionais ocorrem

sequencialmente quando mais ligantes são ligados.

A essência do modelo sequencial é que a afinidade de ligação do

ligante varia de acordo com o número de ligantes ligados, enquanto no modelo de

simetria esta afinidade depende somente do estado quatemário da proteína.

As duas hipóteses do modelo de KNF são:

a. Na ausência de ligantes, a proteina existe em uma única

conformação (T).

b. Após a ligação, o ligante induz uma mudança conformacional na

subunidade na qual é ligado. Esta mudança é transmitida as subunidades vizinhas

através das interfaces.

1.2.5 A Existência de Estados Intermediários da Hb Durante sua Oxigenação

Para a interpretação do efeito da concentração de NaCl sobre o

Any, Colombo e Seixas (1999) propuseram que a desoxi­Hb coexiste em duas

conformações alostéricas distintas: a clássica T (Ty), estabilizada na presença de íons

CI e uma estrutura intermediária denominada T, na ausência de ânions.
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Este novo modelo proposto para a oxigenação da Hb (figura 12)

concilia os dois estados clássicos da proteína (R e T) com um novo estado

intermediário. A transição do estado T, para R passa pelo estado intermediário To, no

qual ânions são liberados da estrutura com a oxigenação. Já na ausência de ânions, o

estado (To) da Hb é estabilizado e a transição passa a ser de To para R, com uma

pequena variação de hidratação (Colombo & Seixas, 1999).

To + 407 +ônw < > R

+

nX

/
Tx +40; +Any­ NX

Figura 12. Representação esquemática da passagem da hemoglobina do
estado T, para o R, na presença de um intermediário To,
(Colombo & Seixas, 1999).

1.3 Mecanismo de Oxigenação de Hbs de Peixes

Os vertebrados desenvolveram dois mecanismos principais para suprir

suas células com um fluxo contínuo e adequado de O». O primeiro é o uso de moléculas

transportadoras de oxigênio para vencer as limitações impostas pela baixa solubilidade

do O, na água. O segundo é um sistema circulatório que distribui ativamente O, às

células.

As Hbs de peixes têm ocupado o papel central no estudo das

relações entre estrutura molecular e função, devido às várias soluções adaptativas,

desenvolvidas para suprir os baixos níveis de oxigênio dissolvido na água.
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As estratégias comportamentais estão ligadas a variações no

mecanismo respiratório. Além da respiração convencional, o peixe ainda pode

contar com a respiração aérea acessória, que pode ser obrigatória (Arapaima gigas

e Lepidosiren paradoxa) (Val, 1996) ou, em alguns casos, facultativa (Liporsacus

anisitsi) (Oliveira et a/., 2001). Essa habilidade da respiração acessória fornece ao

peixe manter um alto nível de atividade aeróbica em meios aquáticos deficientes em

oxigênio. Na respiração aérea existem vários locais onde ocorre a troca gasosa:

epitélio faringeal, câmara branquial, bexiga natatória, pulmão verdadeiro, estômago,

intestino e lábios (Val, 1996).

Os peixes possuem múltiplas hemoglobinas (também conhecidas

como isoformas) (Delatorre et a/., 2000, Fadel et a/., 2000), que são caracterizadas

por apresentarem ou não propriedades funcionais diferentes (Riggs, 1970). O

aparecimento destas frações de Hb pode ser fruto da seleção de características

com “valor adaptativo” (hipótese selecionista), ou ainda fruto de mutações neutras e

de deriva genética (hipótese neutralista)). O reino animal apresenta muitas

hemoglobinas isomórficas agindo sob uma variedade de requerimentos fisiológicos

e sujeitas ao estresse do meio, sendo uma fonte natural para estudos das relações

estrutura­função (Smarra et al., 2000; Fonseca et a/., 2003).

O bagre tamoatá (Hoplostemum littorale) natural da bacia do rio

Amazonas, apresenta respiração bimodal (brânquias/intestinos) Este peixe

apresenta duas distintas frações de Hbs, sendo uma com migração eletroforética

anódica (Hb”") e outra catódica (Hb).
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As características físico­químicas das duas Hbs pertencentes ao

tomoatá são diferentes. A pH próximo do valor intracelular, a afinidade da Hb*

excede a afinidade da Hb”. Em contraste com um pronunciado efeito Bohr normal

da Hb”, a Hb exibe um marcado efeito Bohr reverso.

A Hb” apresenta efeito de temperatura mais pronunciado quando

comparada com a Hb“ e íons cloreto reduzem a afinidade de ambas Hbs, exceto

para Hb*”ºem pH maior que 7,0, onde 0,1 M de cloreto aumenta a sua afinidade pelo

O. Curiosamente, BPG e baixas concentrações de outros efetores aumentam a

afinidade por O; da Hb”" a pH 7,5. Para a Hb*, Weber e colaboradores (2000)

sugeriram a existência de um sitio adicional para interação de fosfato, visto que as

curvas de log Ps95 versus concentração de ATP, IHP e GTP denotaram a presença

de mais do que uma molécula de efetor ligada por molécula de Hb, pois a inclinação

da curva assumiu um valor > 25 por heme.

Na Hb“ a posição NA2(2B) é ocupada por His, como em mamíferos,

em contraste com outros peixes teleósteos que apresentam Glu ou Asp neste sitio

de ligação de fosfatos. Ocorre ainda a presença de Ser na posição H21(1438)

comparado com His em mamíferos e Lys ou Arg em outros peixes.
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2. Objetivos

As estratégias ligadas às variações no mecanismo respiratório,

como a habilidade da respiração aérea acessória apresentada por alguns peixes,

torna­os capazes de manter um alto nível de atividade aeróbica mesmo em meios

aquáticos deficientes em oxigênio. As hemoglobinas de peixes, por sua vez, exibem

uma diversidade de aspectos funcionais o que é devido à adaptação entre as

necessidades fisiológicas e a disponibilidade de oxigênio. O peixe H. littorale, o qual

habita em ambientes com condição de hipoxia, apresenta respiração aérea

acessória e duas hemoglobinas, que são caracterizadas por apresentarem

propriedades funcionais diferentes. Sendo assim, as Hbs pertencentes aos peixes

desta espécies são uma excelente fonte natural para estudos das relações

estrutura­função.

Com base nestas informações os principais objetivos deste

trabalho, envolvendo as hemoglobinas do peixe Hoplostemurnm littorale, foram:

1. Cristalizar ou modelar a hemoglobina catódica do peixe

Hoplostemum littorale, a fim de definir as características estruturais peculiares e

lançar bases para um estudo estrutural comparativo com outras hemoglobinas de

peixes e com a hemoglobina humana, e correlacionar aspectos estruturais com

mudanças conformacionais.

2. Avaliar para ambas Hbs, a contribuição da hidratação com

relação às mudanças conformacionais ocorridas durante o processo de oxigenação,

através do método de estresse osmótico, analisando a variação de moléculas de
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água ligadas entre os diferentes estados da hemoglobina e o efeito da solvatação

sobre as características de ligação do oxigênio.

3. Determinar a afinidade de ligação e o número de moléculas de

ATP ligada a ambos estados de oxigenação da Hb“ e definir a ocorrência ou não de

um sitio adicional para ligação de fosfato.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Purificação dasHemoglobinas Hb“ e Hb" do peixe H. littorale

3.1.1 Obtenção dos Espécimes

Os exemplares utilizados foram conseguidos junto ao CAUNESP­

Centro de Aquicultura da UNESP­ Jaboticabal por intermédio do Prof. Dr. Gustavo O.

Bonilla Rodriguez, e mantidos no Biotério desta instituição.

3.1.2 Coleta e Processamento do Sangue

Espécimes adultos de Hoplostemum littorale (figura 13) apresentando

um tamanho de aproximadamente 16 X 6 cm, foram anestesiados por imersão em

solução de benzocaína (1g para 15 litros de água) por aproximadamente cinco minutos.

O sangue dos animais foi coletado por punção da veia caudal com

seringa e agulha descartáveis, contendo 1mL de solução salina tamponada (tampão

Tris­HCI 50 mM pH 8,0 contendo 0,9% de NaCl, EDTA 1mM e 0,2% de D­Glicose). O

sangue coletado foi transferido imediatamente para tubos de polipropileno (Corning

SOmL) contendo solução salina tamponada.

Em seguida, passou­se à “lavagem das hemácias”, onde os tubos

foram centrifugados por quatro vezes a 380 xg durante 10 minutos numa temperatura de

4 ºC. O sobrenadante foi removido no final de cada centrifugação e foi adicionado

tampão salino, (previamente descrito, porém sem glicose) a fim de separar as hemácias

dos demais componentes do plasma. A hemólise foi realizada por acréscimo de tampão

contendo: Tris­HCI SOMM, pH 9,2 seguido por centrifugação (1520 xg por 40 minutos),

sendo o sobrenadante concentrado em concentradores centriprep 50, da Amicon.
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Figura 13. Foto de um espécime do peixe H. littorale.

O primeiro processo cromatográfico ao qual o sangue hemolisado foi

submetido foi a filtração em gel, processo no qual as moléculas são separadas de

acordo com seus tamanhos e formas (Scopes, 1994).

A coluna de filtração em gel com dimensões de 2,6x18cm foi

preenchida com Sephacryl S­100 HR em ambiente refrigerado a 4ºC. A coluna foi

inicialmente equilibrada com tampão Tris­HCI SOmMM, pH 9,2 e NaCl 0,2 M. Após a

eluição das amostras, estas foram novamente concentradas por centrifugação a 380 xg.

A separação das isofomas da hemoglobina foi realizada por

cromatografia de troca iônica. Neste procedimento íons que são eletrostaticamente

ligados na resina insolúvel são reversivelmente trocados por íons em solução.

A coluna (2,6 x 15 em) foi preenchida por Q­Sepharose, a 4ºC. Foi

usado um gradiente linear salino de eluição (O a 100 mM de NaCl, num volume de 150

mL) em tampão Tris SOMM, pH 9,2. As frações foram concentradas por centrifugação a

380 xg usando concentradores Amicon (centriplus 50), fazendo­se o acréscimo do

volume de tampão Tris­HC! 50 mM, pH 9,2 (3 vezes o volume da amostra) com intuito

de substituir o tampão anterior. A amostra concentrada foi posteriormente armazenada

em nitrogênio líquido, até o momento de uso.
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3.1.3 Focalização lIsoelétrica

Os componentes isolados tiveram sua purificação aferida por

focalização isoelétrica em gel de agarose.

Para a confecção do gel pesou­se 0,22g de agarose e adicionou­se

a esta 13,2mlL de água bidestilada. Em seguida à dissolução da agarose,

acrescenta­se anfólitos nas seguintes proporções: 0,8 mL de anfólito (faixa de pH 3­

10) e O0,8BmL de anfólito (faixa de pH 8­10,5). Posteriormente, a solução é

rapidamente distribuída sobre uma placa de vidro (5 X 7cecm) que suporta 5mL de

gel. Em poucos segundos o gel solidifica­se e, então, é colocado nas extremidades

da placa contendo o gel, duas tiras de papel de filtro (5 X 0,5cm, com 1Imm de

espessura) embebidas uma com solução de NaOH 1M (extremidade catódica) e

outra solução de H;PO, 1M (extremidade anódica). Sendo assim, coloca­se a placa

numa caixa de isopor contendo gelo no seu interior, para dissipação do calor, e

sobre a placa uma tampa de acrílico com os eletrodos é colocada sobre as tiras,

assim permite­se a passagem de corrente elétrica pelo gel de agarose. Esta etapa é

chamada de pré­focalização. Durante a pré­focalização é aplicada uma corrente de

5maA por 10­15 minutos, a fim de que os anfólitos se distribuam pelo gel, formando o

gradiente de pH.

Ao final da pré­focalização, retira­se a placa com os eletrodos e aplica­se a

amostra de Hb no meio do gel, durante o processo de transferência da amostra, da

fita para o gel, mantêm­se a corrente de 5mA constante, o tempo de transferência é

variável, sendo analisado visualmente. Após uma razoável transferência da

amostra, eleva­se a corrente elétrica para 8mA constante, iniciando a corrida de
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aproximadamente 40 minutos. Ao final da corrida fixa­se o gel com TCA 20% (àcido

triclioroacético) por 3 minutos e, em seguida, cobre­se o gel com papel de filtro para

secagem. Se necessário, após uma boa desidratação do gel procede­se à coloração

com Ponceau ou negro de Amido.

3.2 Cristalização das Hb“ e Hb”

Para a determinação da estrutura tridimensional de uma proteina,

por técnicas de difração de raios X, é imprescindível a obtenção de monocristais de

tamanho apropriado para a coleta de dados. Para a obtenção de cristais adequados

é necessário controlar fatores que influenciem a cinética de crescimento do cristal

da macromolécula como: pH, temperatura, pureza e concentração da amostra

(Drenth, 1999).

Existem várias técnicas de cristalização de proteínas, todas tendo

como objetivo levar a solução da macromolécula biológica a um estado de

supersaturação (Ducruix & Giége, 1999), favorável a formação dos primeiros

núcleos cristalinos.

Dentre os métodos normalmente usados para a obtenção de

cristais, a difusão de vapor e a cristalização em batch foram empregados nesse

trabalho; a difusão de vapor foi realizada através do sistema de gota pendurada

(hanging drop), segundo o método da matriz esparsa (Jancarik & Kim, 1991).

Para a aplicação do método de difusão de vapor 1,0 mL de cada

uma das soluções que compõe o método da Matriz esparsa foi colocada nos

reservatórios de uma placa de cristalização. As gotas, contendo a Hb e a solução de
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cristalização, foram montadas em lamínulas siliconizadas (figura 14). As lamínulas

foram colocadas e vedadas com graxa de silicone sobre cada um dos reservatórios.

Macromolécula Biológica Solução do Reservatório

c) Gota Montada
Macromolécula+Solução do Reservatório

A

Figura 14. Esquema mostrando a montagem de uma gota de

cristalização, utilizando­se o método de difusão de vapor.

No método de cristalização em Batch a solução de Hb foi misturada

ao agente de cristalização em um tubo de vidro, sendo a extremidade deste vedada

após a adição da amostra.

Uma descrição sobre a técnica e os princípios de cristalização são

discutidos no anexo 2.

3.3 Coleta de Dados dos Cristais das Hbs

Para a coleta de dados de difração de raios X dos cristais das Hb“ e

Hb?" do peixe H. littorale utilizamos dois métodos: (1) os cristais foram montados em

capilares de vidro, e os dados coletados à temperatura ambiente, (2) os cristais foram

colocados em loops e submetidos ao processo de congelamento com nitrogênio gasoso

(100 K), utilizando como protetor criogênico PEG 400.

Os cristais foram expostos à radiação Síincrotron, na estação PCr do

Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS) Campinas, SP. Os dados de difração de
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raios X para ambos cristais foram coletados utilizando placa de imagem Marced com

radiação de comprimento de onda de 1,43 À.

3.4 Modelagem Molecular Comparativa da Hb“

A modelagem molecular comparativa faz uso do procedimento de

satisfação de restrições espaciais, obtidas de uma análise estatística das relações

entre as várias características da estrutura da proteína. As restrições e termos de

energia enfocando o propósito estereoquimico são combinados em uma função

objetiva. Os modelos são calculados então por um procedimento de otimização da

função objetiva que minimiza a violação das restrições espaciais.

Foi realizada uma modelagem molecular comparativa com relação à

sequência da Hb“ (Weber et a/., 2000).

O primeiro passo no processo foi a identificação das proteínas com

estruturas tridimensional conhecidas que estão relacionadas com a sequência alvo.

Iniciou­se à busca usando como parâmetro de entrada a sequência de ambas cadeias

(a e 93) da estrutura da Hb“ para que esta fosse comparada com as sequências das

estruturas conhecidas (templates) depositadas no PDB. As estruturas cristalográficas

escolhidas como modelo inicial para a modelagem foi a Hb de Pagothenia bernacchii

(código do PDB: 1GCV e 1 GOW) (Ito et a/., 1995) nas formas carbomonoxigenada e

desoxigenada.

O segundo passo foi o alinhamento das sequências primárias de

ambos, alvo e template. Um alinhamento preciso foi obtido usando o programa MultAlin

(Corpet, 1988).
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No terceiro passo foram construídos modelos para cada cadeia

polipeptídica independentemente, através do programa MODELLER (Sali & Blundell,

1993). Foram obtidos 1000 modelos tridimensionais para cada cadeia, tanto da estrutura

oxigenada, quanto da desoxigenada. Em posse dos melhores modelos de cada

cadeia, passou­se para a montagem das estruturas quaternárias; para tal

procedimento inicialmente foi realizada a sobreposição das cadeias a e B com o

tetrâmero do template, utilizando o programa LSQKAB (CCP4, 1994), para obtenção

do dimero. Obtido as coordenadas do dímero, foi aplicado a matriz de rotação das

coordenadas para a obtenção do tetrâmero, e a partir deste procedimento, obteve­

se as coordenadas dos modelos das estruturas quaternárias.

No quarto passo, os modelos foram avaliados com relação à

qualidade estéreo­química, que foi feita com o programa PROCHECK (Laskowski et

al., 1994), e o melhor modelo, segundo este parâmetro, foi avaliado também pelos

valores de RMSD, calculados com o programa LSQKAB (CCP4, 1994). Valores de

RMSD medem a dissimilaridade entre os modelos gerados e as estruturas

cristalográficas.

Para o cálculo da área de superfície escondida na interface oB2 (e

o1B2) da Hb* no estado oxigenado e desoxigenado, foi utilizado o programa

AREIMOL (CCP4, 1994).
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3.5 Avaliação das Mudanças Conformacionais das Hb“ e Hb" pelo Método de

Estresse Osmótico

O estudo da ligação do oxigênio às hemoglobinas do peixe

Hoplostemum littorale (Hb* e Hb”) purificadas e concentradas a 60uM (heme), foi

realizado pelo método espectrofotométrico­tonométrico (Giardina & Amiconi, 1981), o

qual se baseia nas mudanças espectrais que ocorrem durante a transição entre as

formas desoxigenada e oxigenada. Foi utilizado como tampão, Hepes 30 mM pH 7,5 e

como soluto neutro sacarose. As análises foram realizadas no referido tampão, na

ausência de ânions cloreto e fosfato (forma stripped), e na presença destes efetores

alostéricos (100 mM de Cloreto de Sódio, 0,1 mM e ImM de adenosina trifosfato). Para

evitar a formação de meta­hemoglobina foi adicionado às soluções de hemoglobina

catalase e superóxido dismutase. Todos os experimentos foram realizados a 20 ºC.

O método espectrofotométrico­tonométrico foj executado com a

hemoglobina através de passagens altemadas de nitrogênio e vácuo no interior do

tonômetro, acompanhado de leituras espectrofotométricas da absorbância em

determinados comprimentos de onda, durante a passagem da forma desoxigenada para

a oxigenada da hemoglobina e vice­versa. Foi utilizado um espectrofotômetro UV­Visível

Cary 100 Varian.

O controle da obtenção da forma desoxigenada foi feito pela relação

proposta por Benesch e colaboradores (1965):

APSsss > 124
bSs1o
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que indica a relação entre os coeficientes de absortividade da forma desoxigenada em

555 e 540 nm, respectivamente.

Antes da desoxigenação da solução de hemoglobina foi realizada a

leitura da absorbância da oxi­hemoglobina inicial, e os dados foram utilizados para os

cálculos de Pro, log P5o €& N5o, e também para constatar o nível de concentração de

meta­hemoglobina. Todos os experimentos em que o nível inicial ou final de meta­Hb

ultrapassasse 5%, foram descartados.

A reoxigenação foi realizada com auxílio de seringas, fazendo­se a

injeção de pequenos volumes de ar no interior dos tonômetros. A cada acréscimo de ar

os tonômetros foram equilibrados em banho com água a temperatura controlada (20ºC)

durante um tempo mínimo de 7 minutos.

Para efeito de cálculo dos parâmetros funcionais e do teor de meta­

hemoglobina, foram adotadas as variações das leituras de absorbância em 690 nm

(linha de base), 569 nm (ponto isosbéstico), 580 nm (pico da desoxi) e 576 e 541 nm

(picos da oxi). As adições de ar prosseguiram até atingir níveis elevados de saturação.

Nesse ponto, o tonômetro era aberto, à fim de se obter a leitura da oxi final (100% de

saturação).

A saturação parcial foi calculada a cada adição através da seguinte

expressão:

Y= (Abs, ­ Absp)/(Abso — Abso) (12)

Onde, Y é a saturação parcial (0 a 1),

Abs, é a absorbância em 576, 560 ou 540 nm, após a adição de ar,
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Abs, e Abs, são as absorbâncias da oxi­Hb inicial e da desoxi­Hb

respectivamente, no mesmo comprimento de onda (4) em que foi efetuada a leitura de

absorbância.

As leituras em 569 nm permitiram corrigir as medições espectrais.

Os volumes de ar adicionados foram convertidos em pO» de acordo

com uma modificação, realizada por Bonaventura, da fórmula apresentada por Giardina

& Amiconi (1981):

(%0,.TB / TA(PBC — (PV ­UR)) ”
VT —VA

|PO, =

onde, PO, (mmHg) é a pressão parcial d oxigênio,

%O:, é o percentual do gás na atmosfera (21%),

PBC é a pressão atmosférica corrigida (anexo 4),

PV é a pressão de vapor de água (segue anexo 4),

UR a umidade relativa,

VT o volume do tonômetro, em mL,

VA o volume da amostra, em mL,

Vl o volume de ar injetado, em mL.

Os parâmetros que descrevem as propriedades funcionais de

afinidade e cooperatividade foram calculados através de um programa que executa os

cálculos antes mencionados, e realiza uma representação gráfica de Hill. A partir do

gráfico de Hill, foram determinados os pontos para a execução de uma regressão linear

(y = a + by) na região em tomo de 50% de saturação (região da reta onde intercepta o

eixo X), obtendo­se assim o coeficiente de Hill (n), que corresponde à inclinação darreta.

Por sua vez, a Ps9 foi calculada utilizando­se a intersecção da reta no eixo y:

Pso = 107?» (14)
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Após o experimento de ligação de oxigênio, a osmolalidade da solução

de Hb foi determinada pela diminuição do ponto de congelamento, medido em

Osmômetro: Osmette A modelo 5002 (Precision System, Inc.) no laboratório do prof. Dr.

Márcio Francisco Colombo (Departamento de Física, IBILCE/UNESP).

A atividade de água (a,) foi obtida através da expressão (Colombo e

Bonilla Rodriguez, 1996):

A  —Osm
KM, M

Ina, =
w

onde, A é a diminuição do ponto de congelamento,

K; = 1,86 K Kg mol” é a constante crioscópica,

Osm é a osmolalidade da solução (mol Kg) e

M, é a molaridade da água pura (55,55 M)

Para analisar o efeito da atividade de água como um simples ligante

heterotrópico na oxigenação, foi utilizada a equação número 9 p. 21. Esta análise

considera que somente a atividade de um ligante heterotrópico varia, neste caso, a

água.

Para analisar se a atividade de mais do que um ligante heterotrópico

(soluto e água) está variando em nossos experimentos, foi utilizada a equação 10 p. 21.

A equação 10 foi então modificada, apresentando­se como:

InP, = E ­An, Inf 55,55 (mm a,­Ina,, ))­ An, Ina,
onde P, en a.o são os valores de Ps59 e In a, na ausência de sacarose;

Substituindo­se In a, por: ­Osm . 55,55, temos:

Osm

In PQ = An, In(Osm — Osm,) + An. 55,55
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onde Osm é a osmolalidade da solução em cada ponto.

3.6 Titulação da Hb" com ATP

O número de moléculas de ATP ligadas à molécula de Hb* foi

determinado conforme equação de interrelação de Wyman (Amiconi ef a/., 1985):

­Ax = AlogPs9/Alog [ATP] (18)

onde Ax forneceo número de moléculas de ATP ligado por heme;
As constantes de associação com ATP foram determinadas

utilizando uma estimativa não linear de parâmetros do programa SigmaPlot (Jandel

Scientific, EUA), de acordo com a equação abaixo (Bonilla et a/., 1994):

1 (Eplog(Pso =log(P;so).a +19 11K x]fe)

onde, log(Pso), é o logaritmo de Ps55 medido na presença de ATP.

log(Pso)a é O logaritmo de Pso medido na ausência de ATP.

Kp e Ko, são as constantes de associação na forma desoxigenada e

oxigenada respectivamente.

X é a concentração molar de ATP livre.

O método utilizado para a determinação do valor de Ps5 em virtude

da concentração de ATP foi o método espectrofotométrico­tonométrico descrito

acima. Para tal foi utilizado tampão Hepes 30 mM (pH 7,5) e várias concentrações

de adenosina trifosfato (ATP).
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4. Resultados e Discussão

4.1 Separação das Iso­hemoglobinas

No processo de purificação por troca iônica, a amostra total

demonstrou ser composta por duas frações (figura 15), o que foi confirmado pelo

método de isoeletrofocalização em gel de agarose.

Figura 15. Coluna de cromatografia de troca iônica (Q­Sepharose),
mostrando o padrão de separação dos componentes do
sistema de hemoglobina do peixe H. littorale.

A Hb total apresentou padrão de separação em duas formas

distintas. Uma Hb minoritária catódica, (Hb*), e outra majoritária anódica (Hb”)

(figura 16), confirmando os dados encontrados por Weber e colaboradores (2000).

Figura 16. Foto do gel de isoeletrofocalização em agarose. Os poços
número 1 e 3 indicam a Hb* e o poço número 2 a Hb total.
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4.2 Cristalização

42.1 Cristalização das Hb"e Hb” do Peixe H. littorale
Cristais da Hb* foram obtidos inicialmente pelo sistema de hanging

drops na condição de Hepes 0,1M pH 7,5 e 20% de PEG 10000, contudo tais

cristais não apresentavam tamanho e volume ideais. Após várias tentativas de

otimização, novos cristais foram conseguidos em tampão bicine 0,1M pH 9,0 e 20%

de PEG 10000, numa concentração de 5 mg/ml de proteína; tais cristais

apresentaram padrão pobre de difração.

Posteriormente, novos cristais da Hb* foram obtidos na condição

de Hepes 0,1M pH 7,5, 20% de isopropano! e 18% de PEG 4000 (figura 17). Os

últimos cristais obtidos apresentaram arestas bem definidas com tamanho e volume

consideráveis (0,2 x 0,2 x 0,2 mm).

Figura 17. Foto dos cristais da hemoglobina catódica (Hb$ na forma
oxigenada, crescidos em 0,1M de Hepes, pH 7,5, 20% de
isopropano! e 18% de PEG 4000.

Para a Hb” a condição em que surgiram os melhores cristais

continha 0,1M de citrato de sódio pH 5,6, 10% de isopropanol e 18% de PEG 4000

pelo sistema de hanging drops, mas estes cristas não apresentaram padrão de

difração satisfatório; assim novos cristais foram obtidos. Tais cristais cresceram em

0,1M de Hepes, pH 7,5 e 20% de PEG 10000 (figura 18).
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Figura 18. Fotos dos cristais da Hb” na forma de meta­hemoglobina.
Cristais conseguidos na condição contendo 0,IM de
Hepes, pr! 7,5 e 20% de PEG 10 000.

Mesmo após exaustivos testes os experimentos de cristalização em

batch não renderam bons resultados, nem para a forma carbomonoxigenada nem

para a forma desoxigenada de nenhuma da Hbs investigadas. Isso pode ser

consequência da solução macromolecular não ter atingido, em nossas tentativas,

um estado de supersaturação, instável termodinamicamente, suficiente para iniciaro

processo de nucleação dos cristais.

4.3 Coletade Dados de Difração de Raios X

Na coleta de dados não foi obtido padrão de difração adequado

para nenhum dos cristais de hemoglobina testados.

Esta falta de padrão de difração pode ser atribuída a alguns fatores.

Um destes fatores é a falta de pureza da amostra, embora a análise de focalização

isoelétrica tenha mostrado sua pureza. A macromolécula não somente deve estar

pura em termos de falta de contaminantes, mas também ser conformacionalmente

pura. — Macromoléculas — desnaturadas ou amostras que apresentam

microheterogenidade estrutural, afetam o crescimento dos cristais e principalmente
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o empacotamento das macromoléculas na rede cristalina. Como hemoglobinas de

peixes apresentam isoformas, (Riggs, 1970) muitas vezes extremamente parecidas

estruturalmente, a microheterogenidade pode estar envolvida nos problemas de

difração apresentado pelos cristais. E como a qualidade dos cristais depende do

ordenamento das moléculas na cela unitária, este fator parece ser o mais provável

NO NOSSO Caso.

4.4 Modelagem Molecular Comparativa

4.4.1 Qualidade dos Modelos

O alinhamento da sequência de cada cadeia polipeptídica da Hb*

com o respectivo modelo, mostrou­se apropriado para a execução do processo.

Esse fato é atribuído como resultado da ocorrência de muitas regiões conservadas.

Sabemos que estruturas tridimensionais de proteínas da mesma família são mais

conservadas que suas sequências, assim, se a similaridade entre duas proteínas a

nível de estrutura primária é detectada, a similaridade a nível de estrutura terciária

pode ser assumida (Lesk & Chothia, 1980).

A porcentagem de identidade das sequências entre as Hbs de H.

littorale e P. bernacchii é de 64% para as cadeias a e B (figura 19).
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Figura 19. Alinhamento das sequências de P. bernacchii e H. littorale. (a) cadeia a e (b) cadeia B. O alinhamento foi feito com o
programa muitalin (Corpet, 1988). Na linha “Consensus” os resíduos em vermelho, são resíduos idênticos.
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A qualidade dos modelos da Hb* em ambos estados de oxigenação

foi assegurada pela análise das propriedades estereoquímicas e pela comparação

com outras estruturas cristalográficas de Hbs.
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Figura 20. Gráficos de Ramachandran dos modelos gerados para hemoglobina
catódica do peixe H. littorale, na forma oxigenada (a) e desoxigenada
(b). Gráficos calculados pelo programa Procheck (Laskowski et al,

1994). As regiões A, B, e L são favoráveis, as regiões a, be | são

permitidas e ­a, ­b e À são generosamente permitidas. Resíduos de
glicina são mostrados como triângulos.

Os diagramas de Ramachandran para os modelos estruturais são

mostrados na figura 20. A análise do melhor modelo da Hb*, na forma oxigenada,

mostrou que 94,9% dos resíduos encontram­se nas regiões mais favoráveis, 5,1%

nas regiões adicionalmente permitidas, e 0,0% nas regiões generosamente

permitidas e proibidas; A Hb, na forma desoxigenada, mostrou 96,5% dos resíduos

nas regiões mais favoráveis, 3,5% nas regiões adicionalmente permitidas e 0,0%

nas regiões generosamente permitidas e proibidas. O índice gera! dos modelos é
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bom, assim sendo, os modelos podem ser usados para análises estruturais

comparativas com outras Hbs de vertebrados.

4.4.2 Descrição Geral

Os modelos estão enovelados em uma típica estrutura quaternária,

com os lobos contendo estruturas secundárias do tipo a hélice responsáveis pelo

enovelamento da Hb, relacionados por um eixo de simetria binário (figura 21). Os

valores de R.M.S.D. obtidos pela sobreposição das hélices BGH, as quais são

estruturas secundárias altamente conservadas em hemoglobinas, para cada cadeia

polipeptídica foram 0,146 e 0,101 À para cadeia a, e 0,115e 0,105 À para cadeia à

entre a cadeia principal da Hb“ e dos modelos iniciais usados, nos estados oxi­Hb e

desoxi­Hb, respectivamente, como esperado. Os valores de RMSD foram

comparados com valores de outras Hbs de peixes (tabela 1). O fato que todos os

valores de RMSD serem menores que 1Ã mostra que as estruturas terciárias e

quaternárias são separadamente muito similares umas com as outras, tanto na

forma oxigenada quanto na desoxigenada. Sugerindo que modelos são aplicáveis

para obtenção de bases estruturais da Hb* .

As estruturas analisadas aqui, apresentam todos os quatro átomos

de ferro permanecendo no plano do heme e fora dele para os estados oxigenado e

desoxigenado, respectivamente (figura 22). As distâncias entre a histidina distal, a

histidina proximal e o átomo de ferro do heme foram obtidas e comparadas entre a

Hb* e outras Hbs de peixes, como mostrado pela tabela 2.
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Figura 21. Diagrama em fitas da hemoglobina catódica no estado

oxigenado (R) (a) e desoxigenado (T) (b) do peixe H.

littorale.Figura gerada utilizando o programa RIBBONS

(Carson, 1997).

Tabela 1. Valores de RMSD dos átomos da cadeia principal obtidos pela sobreposição dos

segmentos em conformação a­hélice (BGH) dos modelos gerados nas formas

oxigenada e desoxigenada da Hb, contra estruturas cristalográficas depositadas

no PDB (Protein Data Bank).

ESTADO DA REFERÊNCIA: NO RMSD DA CADEIA a (À) |RMSD DA CADEIA & (À)
HEMOGLOBINA PDB

Carbomonoxi 1spg a= 0,367 B1= 0,485
Carbomonoxi 1ltn a = 0,115 B1= 0,454

Carbomonoxi 1ouu a:= 0,412 B1= 0,469

Carbomonoxi 1gew a= 0,674 P1= 0,664

Desoxi 1cg5 a= 0,501 PB1= 0,765
Desoxi 1out a,=0,399 B1= 0,429

Desoxi 1gov a1= 0,579 81= 0,697
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Tabela 2. Valores referentes às distâncias, em À, entre a His proximal, a distal e o átomo de
ferro do grupamento heme. Comparação entre as estruturas modeladas e

estruturas resolvidas experimentalmente por cristalografia .
Estrutura

Hb* (oxi)

1pbx (carbomonoxi)

1t1n (carbomonoxi)

1ouu (carbomonoxi)

1spg (carbomonoxi)

1gew (carbomonoxi)

Hb humana (oxi)

Hb“ (desoxi)

1cg5 (desoxi)

1out (desoxi)

1gcv (desoxi)

1hbh (desoxi)

Hb humana (desoxi)

Cadeia o (À)

His59, 4,54; His88, 2,27 (a)

His59, 4,54; His88, 2,27 (a2)

His59, 4,34; His88, 2,14

His59, 4,40; His88, 2,14

His59, 4,35; His88, 2,21 (cu)

His59, 4,45; His88, 2,30 (02)

His60, 4,68; His89, 2,00

His58, 4,80; His87, 2,22 (ou)

His58, 4,70; His87, 2,10 (a2)

His58, 4,3: His87, 1,9

His59, 4,14; His88, 2,37 (a)

His59,4,14; His88, 2,37 (a2)

His59, 4,45; His88, 2,18

His59, 4,69; His88, 2,18

His58, 4,20; His87, 2,18 (ou)

His58, 4,24; His87, 2,30 (02)

His59, 4,22; His88, 2,26 (a)

His59, 4,48; His88, 2,19 (02)

His59, 4,2; His88, 2,1

Cadeia B (À)

His63, 5,09; His92, 2,32 (81)

His63, 5,09; His92, 2,32 (P2)

His63, 5,0; His92, 2,18

His63, 4,40; His92, 2,13

His63, 4,40; His92, 2,13 (B1)

His63, 4,15; His92, 2,22 (B>2)

His63, 4,47; His92, 2,05

His53,4,80; His82, 2,25 (Bi)

His53, 4,80; His82, 2,28 (B2)

His63, 4,2; His92, 2,1

His63, 4,59; His92, 2,32 (1)

His63, 4,59; His92, 2,32 (B2)

His59, 4,45; His88, 2,25

His63, 4,67; His92, 2,10

His53, 4,50; His82, 2,24 (f1)

His53, 4,50; His82, 2,20 (>)

His59, 3,93; His88, 2,25 (B1)

His63, 4,74; His92, 2,11(R>)

His59, 4,1; His88, 2,2
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(b)

Figura 22. Comparação estereoscópica da região do heme. Em preto Hb desoxi;
em cinza Hb de H. /littorale na forma desoxi Hb (a). Em preto Hb

carbomonoxi de P, bernacchii, em cinza, Hb de H. littorale (b).

Um sítio de ligação específico usualmente exibe uma certa região

de aminoácidos ácidos ou básicos para complementar seu potencial de receptor ou

de alvo (Lu et a/., 2000). A região definida na cavidade central correspondendo ao

sitio de ligação de fosfato pode ser vista no potencial eletrostático de superfície
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calculado entre as duas subunidades f, onde há uma região de aminoácidos

básicos, como esperado (figura 23).

Em Hbs de peixes, o sitio de ligação do fosfato inclue os resíduos

Val1, Glu2, Lys82 e Argi43, de ambas cadeias B da Hb (Weber et a/., 2000). À

posição NA2B da Hb* é ocupada por His, como em mamíferos, em contraste com

outros teleósteos que têm Glu ou Asp (Fago et a/., 1995) no sitio de fosfato; A

presença de His na posição 2 é excepcional para teleósteos e outros vertebrados

ectotérmicos, onde sua distribuição sugere uma correlação com a respiração

acessória.

(b)

Figura 23. Representação do potencial eletrostático de superfície para os monômeros 313,
para a Hb* nas formas oxigenada e desoxigenada, a e b, respectivamente. As
figuras foram geradas pelo programa GRASP (Nicholls et a/., 1991) onde a cor
azul representa resíduos carregados positivamente; vermelho representa
resíduos carregados negativamente e branco resíduos neutros.
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Um sítio adicional de ligação de fosfatos tem sido proposto para

alguns vertebrados (Amiconi et a/., 1985; Tamburrini ef a/., 2000; Verde, et al,

2002). Os resíduos adicionais envolvidos no sitio adicional de fosfatos seriam

Lys104 e Lys132 de ambas cadeias B (Verde ef a/., 2002). Na Hb* a presença dos

resíduos Lys82 e Lys132 e também da Arg na posição 104, substituindo um resíduo

de lisina, porém mantendo o caráter positivo desta posição, sugerem a presença de

um sitio adicional de fosfatos, como foi proposto por Weber e colaboradores (2000)

(figura 24). Esta proposta é suportada pela análise do potencial eletrostático da

superfície, obtido da cavidade central da molécula de Hb*, pois a cavidade é

predominantemente positiva, contudo esta análise é insuficiente para confirmar tal

proposta.

A figura 23, também denota a diferença na distância entre as duas

cadeias B, sendo menor para a forma oxigenada da Hb, como esperado.

A Hb“ é caracterizada por um efeito Bohr reverso (Weber et al,,

2000). Esse efeito pode ser devido à presença de um resíduo de Asn na posição

FG4(B94), o qual é encontrado também na Hb catódica de enguia e outras Hbs que

apresentam efeito Bohr reverso (Fago et a/., 1995). A Hb* apresenta ainda uma

substituição na posição HC3(B146), onde um resíduo de His é trocado por um

resíduo de Phe, como encontrado na Hb catódica de truta e Hb de enguia (Fago et

al., 1995). O efeito Bohr reverso na Hb“, a qual apresenta His na posição NA2(B2),

é quase duas vezes maior do que o efeito Bohr reverso encontrado na Hb catódica

de enguia (Weber et a/., 2000), a qual apresenta um resíduo de Glu naquela
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posição, indicando que grupos carregados positivamente na cavidade central

contribuem para este efeito.

Figura 24. Representação dos resíduos de aminoácidos envolvidos nos

sítios, convencional e adicional, de ligação de fosfato.

4.4.3 Interface ac P2

A diferença entre as conformações T e R ocorre principalmente na

interface caP., a qual consiste da hélice C e segmento FG da cadeia o,

respectivamente, contatando com o segmento FG e hélice C da B> Quando a região

de interface oxB> da Hb* e os modelos iniciais nas formas oxi e desoxi são

sobrepostos, alinham intimamente. Pequenos desvios nas cadeias laterais são

geralmente pouco importantes, a menos que eles ocorram em regiões que estão

envolvidas na função, tal como sitio ativo e sitio de ligação de ligantes (Sali &

Sánchez, 2000) (figura 25).

Na Hb* em comparação com Hb humana (Silva et a/., 1992) pode

ser visto que o segmento «FG mostrou somente uma substituição no resíduo
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90(1FG), onde His é trocada por Phe. Na hélice oC dois resíduos são substituídos,

Phe36 (1C) por Tyr e Thr38 (3C) por Gln.

No segmento BFG o resíduo de Asp94 (2FG) é trocado por Glu e

His97 (4FG) por Asn; Na hélice BC o resíduo Phe41(7C) é substituído por Tyr.

Figura 25. Comparação das estruturas de H.littorale Hb (preto) e P.

bernachii (cinza) na forma oxigenada (a) e desoxigenada (b) na

interface o1B> após a sobreposição dos tetrâmeros. Figuras

feitas no programa Xtalview (McRee,1999).

A His97B(4FG) presente em Hb humana é trocada para Asn em

Hb*, mas o contato com Thr41a(5C),no estado T é conservado; onde no estado R

EV
AVAVAY

3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



Dissertação de Mestrado Resultados e Discussão 57

His978 esta em contato com Thr38a(2C) perdendo contato com Thr41ax, mas em

Hbº* Thr38a é substituído por GIn38a não fazendo contato com Asn97B.

A mudança de Phe para Tyr do resíduo 41B(7C) significantemente

altera o contato feito pelo resíduo em ambas estruturas quaternárias, mas Tyr é

encontrada nesta posição em aproximadamente 10% das hemoglobinas de

vertebrados, especialmente em Hbs de peixes e crocodilos. Na Hb** na forma

desoxi, Tyr 41B(7C) faz ponte de hidrogênio com a cadeia lateral da Cys 40B(C6),

Asn 102B(G4) e Asp 998B(G1).

No estado R, estas ligações são perdidas e a Tyr em vez disso,

forma uma ligação com Asp95(G1) da cadeia a., prevenindo este resíduo de

interagir com Trp 37B(C3) como acontece no estado T.

Na Hb humana ambos resíduos 38ax(C3) e 41x(C6) são resíduos

de treonina. O resíduo de ASp99(G1) da subunidade adjacente B, permanece entre

estes dois resíduos de treonina no estado T, mas desliza passando por 38a(C3)

conforme a proteína move­se no estado R. A cadeia lateral da treonina C3 não faz

ponte de hidrogênio exceto com His97B2(FG4) no estado R somente (Tame et al/,,

1996). Na Hb“ o resíduo 97B(FG4) é Asn e 38a(C3) é uma GlIh (como na maioria

das Hbs de peixes) mas parece desempenhar um papel similar, com o ASp99(G2)

permanecendo entre 38x e 41a na forma desoxi e deslizando no estado R.

O resíduo His97(4FG) que foi mutado para Asn, não realiza ponte

de hidrogênio entre as cadeias na Hb humana e nem na Hb”.
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Dois resíduos têm sido identificados como podendo levar a relativa

estabilização do estado T, Tyr85B (F1) e Tyr41B(C7) como ocorre na Hb | da truta

(Tame et a/., 1996) também estão presentes em Hb*.

A Hb* modelada na forma oxigenada, apresenta 995 Àº? de área de

superfície escondida e 1431 À? para a forma desoxigenada, valores maiores que os

apresentados pela Hb humana (950 e 1300 À? para oxi­Hb e desoxi­Hb,

respectivamente (Chothia et a/., 1976)).

Esta diferença de área acessível com o processo de oxigenação

encontrada para a Hb” está de acordo com o valor da variação do número de

moléculas de água, (uma molécula de água equivale a 10 À?) encontrado nos

experimentos de estresse osmótico (­41 moléculas de água).

4.4.4 Interface of,

A interface oB, (e a2p2) entre as subunidades a e à do dímero, é

bastante estável com a posição relativa das duas subunidades não sendo

modificada pelo estado de ligação da proteína.

A interface o.B, em Hb* ocupa uma área de superfície escondida

de 1492 À? e 1640 À? nas formas oxi­Hb e desoxi­Hb respectivamente, menor que

aquela da Hb humana (forma meta­hemoglobina, 1750 À?, forma desoxigenada,

1650 À”).

Quando a interface oB, da Hb* e das Hbs utilizadas como modelos

iniciais são sobrepostas a conformação global é mantida (figura 26).
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A preservação da estrutura tridimensional da interface ouf,,

importante para as propriedades funcionais da Hb, foi observada em nossos

modelos para Hb“ (figura 26). Sendo esta interface altamente conservada durante a

evolução, é usualmente usada como referência na comparação de estruturas, entre

ambas as formas, e entre Hbs de diferentes espécies (Baldwin & Chothia, 1979).

Esta preservação é provavelmente um requerimento chave da conformação

tetramérica da Hb de vertebrados.

S "o
NÃ

>E AÇÃO
NR

/
o í&”é

. (b)

Figura 26. Comparação das estruturas da Hb de H.littorale (preto) e da Hb de P.
bernachii (cinza) na forma oxigenada (a) e desoxigenada (b) na
interface o1,B,1, após sobreposição dos tetrâmeros. Figuras feitas no
programa Xtalview (McRee, 1999).
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4.5 Avaliação das Mudanças Conformacionais das Hb" e Hb”" pelo Método de

Estresse Osmótico

Os experimentos de estresse osmótico foram realizados a fim de se

analisar a variação da área exposta ao solvente e, dessa forma, sondar as

mudanças conformacionais que ocorrem durante o processo de oxigenação das

Hbs catódica e anódica do peixe H. /littorale. Para investigar as transições

alostéricas, foi medida a influência da atividade de água e da presença de ânions na

aparente diferença entre o número de moléculas de água e soluto ligadas à Hb, nas

conformações completamente oxigenada e desoxigenada. As análises foram

realizadas com as Hbs na ausência dos ânions cloreto e fosfato (stripped), e na

presença destes ânions.

4.5.1 Hemoglobina Catódica (Hb”)

O efeito da diminuição da atividade de água sobre a afinidade da Hb

pelo Ox, no processo de oxigenação da Hb“, nas diversas condições estudadas é

mostrado na tabela 3.

Nota­se na tabela 3, que uma diminuição da atividade de água leva a

uma diminuição na afinidade por oxigênio. Na presença de 1 MM de ATP mais 100 mM

de NaCl a afinidade variou muito pouco em comparação com as outras condições. À

diminuição da afinidade da Hb pelo O, é atribuído à mudanças no equilíbrio T>R como

uma decorrência da diminuição da atividade de água. A baixa atividade de água

favorece a estabilização da estrutura menos hidratada, no caso, a forma T de baixa
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afinidade pelo O,. O que também é observado em outras Hbs de mamíferos (Colombo

et al., 1992; Tosqui et al.,2000; Hundah! et a/., 2003).

Tabela 3. Dependência da afinidade da Hb“ em função da atividade de água.
Condição Osm (Osml/kgH,O) |In a, Pso (mmHg) |inPso

Stripped
0,044 ­7,92 10º [2,08 0,73
0,156 ­2,81.10º 12,15 0,77
0,343 ­6,19.10? |2,25 0,81
0,469 ­8,44. 10º 12,29 0,83
0,715 ­1,29.10? |2,33 0,84
0,876 ­1,58.10? [243 0,89
1,211 ­2,16.10? 12,74 1,01

ATP 1mM
0,042 ­7,56.10º 17,13 1,96
0,161 ­2,91.10? 17,59 2,03
0,339 ­6,11.10º |7,96 2,07
0,455 ­8,21.10? [8,27 211
0,644 ­1,16.10? |8,52 2,14
0,889 ­1,61.10? |9,06 2,20
1,183 ­2,13.10? [104

ATP 0,1 mM
0,048 ­0,64.10*
0,162 ­2,92.10º?
0,351 ­6,32.10?
0,496 ­8,93.10º
0,788 ­1,42.10?
0,799 ­1,63.10?
1,307 ­2,33.10?

NaCl 100 mM

0,236 ­4,26.10?
0,295 ­5,31.10?
0,549 ­9,88.10*?
0,655 ­1,18.10?
0,850 ­1,53.10?
1,080 ­1,94.10?
1,201 ­2,16.10?

NaCl 100 mM + ATP 1mMM
0,267 ­4,81.10?
0,356 ­6,41.10?
0,565 ­1,01.10?
0,674 ­1,21.10?
0,967 ­1,74.10?
1,022 ­1,84.10?
1,546 ­2,78.10?
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O valor de Pr, é altamente dependente da concentração de ânions,

além da atividade de água, como mostrado pela tabela 3. Observa­se também que a

condição stripped é a condição de maior afinidade por O», e que o efetor ATP

diminui de forma mais pronunciada a afinidade pelo O, do que o NaCl.

As equações de Wyman (9) e Gibbs­Duhem (10) foram ajustadas

aos dados experimentais de In (Ps5) versus Ih (a,) e (Osm), respectivamente. Os

parâmetros obtidos pela equação de Wyman são mostrados na tabela 4. A equação

de Gibbs­Duhem não apresentou ajuste satisfatório aos pontos experimentais e

desta forma nossas análises subsequentes levam em consideração apenas os dados

obtidos com a equação de Wyman. Esta equação foi considerada, como sendo a que

melhor representa o comportamento dos dados experimentais de estresse osmótico.

O fato do melhor ajuste ser conseguido com a equação de Wyman

reflete a hipótese intrínseca desta equação em experimentos de estresse osmótico,

onde a afinidade pelo O, responde somente às mudanças na atividade de água, sendo

que a sacarose não interage com a superfície da proteína. Esta hipótese foi confirmada

pelo número de moléculas de soluto ligadas com a oxigenação (Ans), obtidos pelo ajuste

da equação de Gibbs­Duhem, ser praticamente zero.

Foi mostrado pelos ajustes que a Hb* (figura 27) na forma stripped

liga durante o processo de oxigenação, 41 + 9 moléculas de água. Na presença de

0,1 MM e 1 MM de ATP estes números aumentam para 73 + 8 e 65,6 + 12 e na

presença de cloreto são 85 + 12 moléculas de água. Já na presença de 100 mM de

NaCl e 1tmM de ATP a inclinação d(Inh Pso)/(In av), corresponde a 4 + 16 moléculas de

água. Como pode­se observar pelos coeficientes de correlação (tabela 4) a equação se

ajusta bem aos dados experimentais.
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Tabela 4. Parâmetros da ligação heterotrópica de moléculas de água à Hb*.

Amostra |Soluto Ant S.D | Coeficiente de Correlação
Wyman

Hb* sacarose 41+9 0,9717
sacarose + ATP 1 mM 65,6 + 12 /0,9882

sacarose + ATP 0,1 mM 73+8 0,9045
sacarose + NaCl 100 mM 85 +12 0,9111
sacarose + ATP 1 mM + NaCl 100 MM |4 +16 0,8925

Stripped
ATP [mM]
ATP [0,1 mM]
NaCl [100 mM]
NaCi (100 mM] + ATP [0,1 mM]

In (a,)

Figura 27. Gráficos da dependência de In (Pso) com a atividade de água in (ay).
Experimentos realizados nas diversas condições experimentadas, com 60
nuM/heme de Hb* em Hepes 30 mM pH 7,5 a 20ºC.
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Foi encontrado para a Hb* uma variação de ­41 moléculas de água

durante a oxigenação na forma stripped e de —­73 e ­85 moléculas na presença de

0,1 MM de ATP ou 100 mM de NacCl, respectivamente. Estas variações nos valores

de An, sugere que na ausência de ânions, a HbD* assume um novo estado

conformacional, diferente do estado T clássico (T. que é induzido pela presença de

ânions), adotando o estado intermediário, denominado T,, mais hidratado que o T,

e, portanto apresentando uma maior área acessível ao solvente.

Essa observação está de acordo com o encontrado para Hb

humana por Colombo e Seixas (1999), onde somente 25 moléculas de água ligam­

se à Hb humana durante a transição T+ R na ausência de ânions, em contraste

com 70 moléculas na presença de ânions. O valor encontrado para An, da Hb* na

forma stripped está próximo do encontrado por Hundahi e colaboradores (2003),

para Hb IV da truta e Hb anódica de enguia (­42,8 moléculas de água).

Com 1 mM de ATP, a variação do número de moléculas de água

com a oxigenação é um pouco menor (­65,6), denotando que à altas

concentrações, este efetor estabiliza a estrutura da Hb em um estado

conformacional similar ao estado desoxigenado, como observado por Tosqui e

colaboradores (2000), para Hb bovina.

Na presença de 100 mM de NaCl mais 1 mM de ATP, a variação do

número de moléculas de água é muito pequena. Assim a molécula é estabilizada

em um estado conformacional próximo ao estado oxigenado (R), visto que esta

condição não é a condição de menor afinidade pelo oxigênio.

FS
AVAVAV

2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



Dissertação de Mestrado Resultados e Discussão 65

Os resultados sugerem que, desde que ânions estejam presentes,

a proteína assume a estrutura T., independente do tipo de ânion ligado, ou o modo

de ligação (específico ou condensação de cargas). Esta falta de especificidade a

ânions implica que a estabilização da estrutura T, em relação a To é primariamente

determinada por mudanças alostéricas induzidas por neutralização de cargas.

Em estudos sobre o efeito de solvatação em proteínas, diferenças

no tamanho da área acessível ao solvente entre estados conformacionais são

fatores determinantes. Foi encontrado para a estrutura da Hb* modelada a partir de

um template na ausência de cloreto e fosfato, uma diferença de área acessível ao

solvente no processo de oxigenação de 436 À?. Assim ligariam­se à Hb* 43,6

moléculas de água após a oxigenação, o que está próximo ao valor encontrado nos

experimentos de estresse osmótico (­41 moléculas de água), considerando que

uma molécula de água pode ocupar aproximadamente de 9 a 10 À? de superfície

(Colombo et al., 1992).

A figura 28 (a e b) também ilustta o comportamento da

cooperatividade versus a atividade de água. Os gráficos mostram que em todas as

condições experimentais estudadas o processo de oxigenação foi cooperativo (nN5o >

1).
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= Stripped
= ImMMdeATP

1» O1mMMdeATP

LI , U , US

0,20 2015 0,010

Ih(a)

= 100OmMde NaCl
j = imMdeATp+10O0mMde NaCl

T

pt

161

1

14 >>
­0,030 0,025 ­0,020 0,015 0,010 ­0,005 b

In(a)

Figura 28. Gráficos da dependência de n,, com a atividade de água In (a) na condição
stripped e na presença de 0,1 e 1 mM de ATP (a) 100 mM de NaCl e 100 mM

de NaCl + ImM de ATP(b). Representação gráfica para a molécula de Hb*.
Experimentos realizados em, pH 7,5 a 20 ºC.
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Nota­se que, de uma forma geral, não há dependência da

cooperatividade com a variação da atividade de água para as condições stnpped,

ImMM de ATP e 100 mM de NaCl e IimM de ATP. Na condição onde NaCl e ATP

encontram­se combinados em altas concentrações, a cooperatividade mostra­se

menor que nas demais condições (­1,7), como é visto na figura 28 b, onde nota­se

que a molécula de Hb mantêm­se presa à estrutura desoxigenada (T,). Na forma

stripped e na presença de 1 MM de ATP, o coeficiente de Hill mantêm­se em torno

de 2,2 e 2,3, respectivamente.

Na presença de 0,1 mM de ATP a cooperatividade diminui de cerca

de 2,1 para 1,9 nos menores valores de atividade de água. Já a condição na

presença de 100 mM de NaCl o coeficiente de Hill cresce com o aumento da

atividade de água, atingindo um valor máximo de aproximadamente 2,3 próximo de

Ih (a,) igual a —­0,013, diminuindo nos demais valores de In (a,).

4.5.2 Hemoglobina Anódica (Hb”)

A Hb” aqui estudada, analogamente à Hb* e outras Hbs de peixes

( Hundah! et a/., 2003).

A Hb” responde à diminuição na atividade de água com a

diminuição da afinidade pelo O;z, indicando ligação preferencial de moléculas de

água ao estado R. Esse comportamento foi evidenciado pelas inclinações dos

gráficos de In (Pso) versus In (a,) (figura 29). Contudo o efeito da mudança de

atividade de água não é idêntico ao ocorrido para a Hb* como mostrado na tabela 5.

Para a Hb” diferentemente da Hb* a condição stripped não mais

apresentou a máxima afinidade; a presença de 0,1 mM de ATP e 100 mM de NaCl
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induziram a um aumento da afinidade pelo Oz, de forma mais pronunciada para o
íon cloreto.

Tabela 5. Dependência da afinidade da Hb”*" em função da atividade de água.
Condição Osm Ih a, Pso In Ps5o

(Osml/kgH,O) (mmHg)
Stripped

0,039 ­7,02.10º 14,52
0,156 ­5,06.10? [4,80
0,312 ­5,63.10? [4,93
0,459 ­8,55.10º |5,15
0,653 ­1,17.10º |5,40
0,781 ­1,46.10? |5,61
1,142 ­2,52.10? [5,84 NV

N
O

O
UM

U
U

O
N

O
B

R
O

V
N

—
—

—
—

—
—

—

0,042 ­7,5.10º [5,30
0,152 ­2,74.10? [5,31
0,331 ­5,97,10º |5,63
0,483 ­8,71. 10º |5,71
0,594 ­1,07. 10? 15,99
0,888 ­1,61.10? |6,88
1,181 ­2,13.10? 7,07 ps

E
NE

S
NE

VE
VE

AA
O

O
S

N
N

V
O O

MA
O

O
R

O
S JU

ATP 0,1 mM
0,048 8,64 10º [362
0,156 ­2,81.10º [3,84
0,341 ­6,14.10? [3,84
0,473 ­8,51.10? [4,25
0,711 ­1,28.10? 14,71
0,888 ­1,59.10? 14,98
1,189 ­2,14.10? |5,06

po
E

NA
A

E
O

U
R

L
L

N
O

MM
UM

P
R

M
O

­ o N
M

NaCl 100 mM
0,235 ­4,23.10º 12,65
0,281 ­5,04.10? 12,92
0,549 ­9,82.10? [3,34
0,654 ­1,17.10º 13,64
0,849 ­1,52.10? 14,04
1,230 ­2,21.10? [4,76
1,351 ­2,43.10? |5,04NaCl! 100 mM+

ATP 1mM

0,271 ­4,88.10º? |8,04
0,366 ­6,59.10? |8,26
0,499 ­8,98.10? [9,18
0,694 ­1,25.10? 19,43
0,942 ­1,689.10? [9,61
1,154 ­2,07.10º 19,72
1,567 ­2,82.10? [945
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Foi considerado, da mesma forma que para a Hb*, para as

próximas discussões apenas os ajustes feitos com a equação de Wyman, por ser a

que melhor representa o comportamento da Hb nas condições estudadas.

Stripped
ATP (1 mM]
ATP [0,1 mM]
NaCl [100 mM]
NaCi [100 mM] + ATP [1 mM]

In (a,)

Figura 29. Gráficos da dependência de In (P;)) com a atividade de água In (ay).
Experimentos realizados nas diversas condições experimentadas, com 60

uM/heme de Hb” em Hepes 30 mM pH 7,5 a 20ºC.

Os ajustes da equação (9) (tabela 6) aos dados experimentais de In

(Pso) versus In (a,) da forma stripped, resultaram em valores de An, de 58 + 8

moléculas de água. Na presença de 0,14 mM e 1 mM de ATP este valor aumenta

para 68 + 12, para ambas condições.

Na presença de NaCl o valor de An, passa para 116 + 16

moléculas de água, valor este próximo do encontrado para Hb anódica de enguia na
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presença de KCl e GTP (­118). Na presença de 1 mM de ATP e 100 mM de NaCl!

encontra­se 28 + 8 moléculas de água com a oxigenação. Os coeficientes de

correlação para todas as condições estudadas indicam que a equação representa

bem o comportamento dos dados experimentais.

Tabela 6. Parâmetros da ligação heterotrópica de moléculas de água e soluto para Hb”.

Amostra | Soluto Any+ S.D |Coeficiente de Correlação

Wyman
Hb” sacarose 58+8 0,9646

sacarose + ATP 1 mM 68 + 12 0,8909

sacarose + ATP 0,1 mM 68 + 12 0,8878

sacarose + NaCl 100 mM 116+16 /[0,9926

sacarose + ATP 1 MM + NaCl 100 mM [28 +R& 0,8725

Em termos de mudanças conformacionais alostéricas os dados

sugerem que, conforme Colombo e Seixas (1999), a desoxi­Hb”*" na ausência de

ânions assume um novo estado conformacional, visto que o valor de An, nesta

condição é de ­58 e na presença de 100 mM de NaCl é de 116 moléculas de água,

assumindo neste caso, a conformação (T,).

A afinidade da Hb” é aumentada na presença de 100 mM de NaCl

e 0,1 MM de ATP. Este fato, foi primeiramente reportado por Weber e colaboradores

(2000) para esta Hb na presença de NaCl e de BPG acrescido de baixas

concentrações de outros efetores em pH 7,5. Esse aumento inesperado na

afinidade pelo O, induzida por CI' e baixa concentração de ATP pode ser resultado
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da ligação destes efetores ao estado R. A Hb humana similarmente fomece

evidências para a ligação de CI no estado oxigenado (Rollema et a/., 1975).

Na presença do ânion ATP foi encontrado um valor entre a forma

stripped (­58) e a estrutura T. (­116), sendo este valor de ­68 moléculas de água,

indicando que, nestas condições, o ATP se liga a oxi­Hb, independente da

concentração deste, estabilizando­a em um estado conformacional similar ao estado

desoxigenado.

Na condição onde NaCl e ATP são combinados, a estrutura

oxigenada mantêm­se em uma conformação muito semelhante ao estado T,, visto

que, esta condição apresenta os maiores valores de Ps.

Comparando­se a Hb humana e as Hbs, catódica e anódica de

peixes, elas demonstram similar sensibilidade global às mudanças na atividade de

água, a despeito da diversidade em suas propriedades físico­químicas.

j
ua o1mMoeATP
Mm 100MM deNaC!
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E Stripped
8» iImMMdeATP

Li v T r T T

­0,020 ­0,015 ­0,010 ­0,005

In (a,)

Figura 30. Gráficos da dependência de n,., com a atividade de água In (a) na presença
de 0,1 mM de ATP, 100 mM de NaCl e 100 mM de NaCI + imM de ATP (a) e

1mMM de ATP e na condição sfripped (b). Representação gráfica para a

molécula de Hb”. Experimentos realizados em, py 7,5 a 20 “ºC.

De uma maneira geral, a cooperatividade das condições stripped e

0,1 mM de ATP (figura 30 a e b) não mostra dependência com a variação da

atividade de água. Nestas condições a cooperatividade mantêm­se em torno de 2,2,

em toda a faixa estudada.

Na presença de cloreto, houve uma diminuição no coeficiente de

Hill, a menores valores de atividade de água, conforme observado na figura 30 . Na

condição onde 1 mM de ATP está presente a cooperatividade aumenta com o

acréscimo da atividade de água da solução,

Os valores do coeficiente de Hill, na presença de 100 mM de NaC!

+ 1 MM de ATP (figura 30 a), permaneceram menores em relação às outras

condições estudadas, com uma pequena variação em função da atividade de água.
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Nessa condição, para ambas as Hbs estudadas, a oxigenação acontece sem que

ocorram grandes mudanças alostéricas quaternárias.

Os resultados demonstram que para todas as condições estudadas

o processo de oxigenação é cooperativo, sendo o coeficiente de Hill > que 1. E

sugerem que a forte interrelação entre ânions e ligação de água, provavelmente não

devem refletir unicamente a reorganização de moléculas de água ligadas no sitio de

ligação de ânions e reflitam mudanças conformacionais mais radicais, assim como

sugerido por Colombo e Seixas (1999) e Hundah! et a/. (2003). Claramente,

algumas diferenças estruturais básicas parecem existir nas mudanças

conformacionais induzidas por ânions entre a Hb* e Hb”.

4.6 Cálculo das Constantes de Associação de ATP às Formas Oxigenada e

Desoxigenada ds Hb“

Os experimentos de titulação com ATP para a determinação da

constante de ligação às formas oxigenada (Ko) e desoxigenada (Kpr) das Hbs foram

realizados a 20 ºC, com concentrações crescentes de ATP, que variaram de O a 35 mM.

A inclinação das retas da figura 31 nos fornece o número diferencial de

moléculas de ATP ligadas por heme entre o estado desoxigenado e oxigenado.

Obtivemos, de acordo com a equação 18, valores de Ax iguais a 0,23 +

8 x 10º para Hb*, confirmando a ligação de uma única molécula de ATP por Hb,

evidenciando assim a existência de um único sítio de ligação para o ATP por molécula

de Hb.
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A TA AAA

­4,0 35 ­3,0 ­2,5 ­2,0 ­1,5 ­1,0

log [ATP] (M)

Figura 31. Variação da afinidade de oxigênio da Hb“ em função da concentração
de ATP, que varia de O a 35 MM. O símbolo O representa o valor de

logPso na ausência de ATP.

Através dos resultados obtidos, foi possível estimarmos as constantes

de associação de ATP a ambos estados conformacionais da Hb (oxigenado e

desoxigenado) de acordo com a equação 19. O valor da constante de ligação de ATP

na forma desoxigenada (Kp) para Hb* foi de 2,2 x 10º + 1,38 x 10º M e para a forma

oxigenada (Ko) foi de 2,6 x 10º +3,3x 10º M.

O valor obtido para a constante de associação de ATP à forma

desoxigenada (Kp) da Hb“ é cerca de dez vezes maior em relação ao respectivo valor

para a hemoglobina humana (Kp = 3,6 x 10º M) (de Rosa et a/., 1998) sugerindo que o

ATP se liga à Hb" mais fortemente do que BPG à hemoglobina humana. O valor para

Hb* é semelhante ao encontrado para a Hb­l! do peixe Piaractus mesopotamicus (3,05

x 10º MÓ) (Poy, 2001).
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O valor obtido para a constante de associação de ATP à forma

oxigenada (Ko) está de acordo com o relatado para o da oxi­Hb humana (Ko =3,5 x 10º

M”), e maior que P. mesopotamicus (2,7 x 10º MÓ).

A molécula de ATP liga­se, como esperado, preferencialmente a forma

desoxigenada, porém, com maior afinidade para a Hb* do que ocorre para a Hb

humana. O maior efeito de fosfato na afinidade pelo O, da Hb* em H. littorale

possivelmente indica um papel dominante da primeira na adaptação da afinidade do

sangue às variações das condições do meio, como ocorre em Hypostomus e

Pterygoplichthys, onde a exposição a meios em hipoxia induz a respiração acessória e

diminui os níveis de ATP e GTP que possibilitam um aumento na afinidade pelo Ox e a

exploração das reservas destes durante a submersão (Weber ef a/., 2000).
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S. Conclusão

1. Embora a determinação experimental da estrutura tridimensional

da hemoglobina catódica do peixe H. /littorale não foi conseguida, as bases

estruturais desta hemoglobina foram obtidas por modelagem molecular comparativa.

Este estudo determinou um modelo o qual apresentou uma variação de área

exposta ao solvente, entre as estruturas desoxigenada e oxigenada da Hb (436 À),

que concorda com o valor encontrado para de hidratação ocorrida com o processo

de oxigenação (­41 moléculas de água) obtido por estresse osmótico. Sendo assim,

as bases estruturais desta hemoglobina obtidas por modelagem molecular

comparativa são adequadas e seguras à estudos comparativos com outras Hbs.

2. Foi encontrado neste estudo que ambas hemoglobinas aqui

investigadas respondem a uma diminuição na atividade de água, estabilizando a

conformação do estado T das Hbs. A variação do número de moléculas de água

com a oxigenação é similar àquele encontrado com relação a outras de Hbs de

peixes, sendo anódicas (HbA de enguia e HbiV de truta) ou catódicas (HbC de

enguia e Hbl de truta) e também assume­se que o caminho da oxigenação e a

influência da presença de ânions na hidratação da molécula de hemoglobina,

seguem o mesmo padrão encontrado para hemoglobina humana. As Hbs

investigadas aqui coexistem em duas diferentes conformações alostéricas, T, e To,

onde o equilíbrio relativo varia com a concentração de ânions, suportando a

hipótese de que a desoxi­Hb livre de ânions assume uma nova conformação

alostérica. Foi confirmado também, a descoberta de que a água é um efetor da
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oxigenação das Hbs investigadas, e estas são, portanto, sensíveis às variações na

sua atividade e a presença de ânions.

3. Não se observou a presença de um sitio adicional para ligação

de fosfato no estudo de titulação com ATP para a Hb“.
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7. Anexos

Anexo 1

1. Determinação da Concentração de Oxi e Meta­Hb

Apenas dois comprimentos de onda, foram utilizados 576 e 630 nm:

Abs576 = [OxiHb] . e oxi5/6+[m etaHb].emeta576 (20)

Abs 630 = = [OxiHb] . e oxi630 + [metaHb] . e meta630 (21)

Dessa forma, a concentração da espécie meta­hemoglobina pode

ser resolvida conforme segue, onde “Det” é o determinante da matriz:

e” 576 e”*576
Det =

:| e 630 g meta 630

E”“5/6 **“576
Meta­Hb] =

:: 1 e” 630 *“630 | / Det

O coeficiente de extinção molar da meta­Hb pode variar com o pH.
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Quadro 1. Variação dos coeficientes de extinção molar de acordo com o pH.

pH 540 560 570 576 630

6,2 0,583 0,357 0,340 0,342 0,394

6,4 0,583 0,358 0,341 0,344 0,392

6,6 0,586 0,363 0,349 0,354 0,391

6,8 0,596 0,372 0,363 0,368 0,388

7,0 0,610 0,387 0,383 0,388 0,384

7,2 0,629 0,406 0,407 0,414 0,376

74 0,652 0,430 0,435 0,445 0,363

7,6 0,679 0,60 0,471 0,485 0,344

7,8 0,714 0,497 0,514 0,534 0,310

8,0 0,754 0,542 0,564 0,593 0,293

8,2 0,799 0,589 0,619 0,652 0,268

8,4 0,844 0,636 0,672 0,713 0,243

8,6 0,886 0,679 0,722 0,765 0,220

8,8 0,922 0,716 0,766 0,813 0,199

Para a concentração de oxi­hemoglobina utilizou­se as leituras de

absorbância em 576 e 690nm, com coeficiente de absortividade e º“s76, de acordo

com o que segue:

Concentração =

5

AbSss6 — AbS500 x volumetotal

6

Est6 volumeamostra
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Quadro 2. Coeficiente de extinção molar da oxi­Hb (x 10º)

* (nm) |Oxi­Hb

540 1,46

560 | 0,867

570 1,18

576 1,58

630 | 0,014

Anexo 2

2. Cristalização de Macromoléculas Biológicas

2.1 Introdução

Os métodos cristalográficos permitem determinar as posições

relativas de todos os átomos que constituem a molécula (estrutura molecular) e a

posição relativa de todas as moléculas na cela unitária do cristal. A cristalização de

proteínas é um procedimento no qual a proteina é suavemente precipitada de uma

solução (Drenth, 1999).

O conhecimento de detalhes da arquitetura moleculartem fomecido

modelos de como as proteínas reconhecem e ligam outras moléculas e como se

enovelam.
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2.2 Princípios Gerais para Cristalização de Macromoléculas Biológicas

Uma das partes mais críticas na resolução da estrutura de uma

macromolécula biológica é a sua cristalização.

A seguir descreveremos três dos principais parâmetros a serem

controlados num experimento de cristalização de uma macromolécula biológica.

2.2.1 Pureza da Macromolécula Biológica

Devido ao fato que as macromoléculas são extraídas de complexas

misturas biológicas, a purificação é um passo importante para a cristalogênesis.

Como regra geral pode­se dizer que a baixa pureza da macromolécula biológica é a

causa mais comum da falta de sucesso na cristalização da mesma.

2.2.2 Estabilização e Armazenagem

Macromoléculas biológicas devem ser armazenadas em solução

que possua propriedades próximas as do meio celular de onde foram retiradas, para

que sua conformação seja mantida.

2.2.3  Nucleação, Crescimento e Cessação de Crescimento

A cristalização começa com a fase de nucleação que é seguida

pela fase de crescimento. À nucleação requer um estado de supersaturação maior

do que aquele da fase de crescimento, a velocidade da cristalização aumenta com a

supersaturação.
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A cessação de crescimento de uma macromolécula biológica pode

ter diversas causas, como remoção da macromolécula do meio de cristalização,

defeitos de crescimento, envenenamento das faces, ou envelhecimento da

macromolécula (Ducruix & Giege, 1999).

2.24 Conceitos sobre Solubilidade

As interações necessárias para solubilizar as macromoléculas num

solvente são similares, e podem ser competitivas com as interações

intermoleculares que são responsáveis pela estrutura tridimensional da

macromolécula.

A estabilidade das macromoléculas biológicas em solução baseia­

se na competição das interações solvente­soluto com interações intramoleculares

as quais são necessárias para manter a estrutura da macromolécula. O balanço das

interações que controlam a solubilidade e/ou a conformação de uma macromolécula

podem ser modificadas por temperatura, pH, sais, competidores de ligações de

hidrogênio, aditivos hidrofóbicos e solventes orgânicos (Ducruix & Giege, 1999).

2.2.4.1 Salting­in e Salting­out

O aumento da solubilidade de uma macromolécula biológica a

baixa concentração salina (<O,5M) é chamada salting­in. Este fenômeno é

explicado pelas interações eletrostáticas não específicas entre a macromolécula

carregada e as espécies iônicas do sal. Se os íons são adicionados à solução eles
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blindam os grupos carregados na macromolécula e aumentam a sua solubilidade

(figura 32).

1) Grupos Carregados 2) lons

Figura 32. Representação de Macromolécula sem fons dissolvidos (1) e com íons
dissolvidos (2), mostrando o efeito dos fons na sua solubilidade.

Outra forma de precipitar uma macromolécula é pela adição de sal

(salting­ouf), este serve para imobilizar as moléculas de água, desta forma

aumentando a concentração efetiva da macromolécula, ou seja, diminuindo a sua

solubilidade.

2.2.5 Diagramas de Fase de Macromoléculas Biológicas

Um diagrama bidimensional é uma representação da solubilidade

(mg/ml ou mM de macromolécula em solução) como função de um parâmetro, com

todos outros sendo mantidos constantes (Ducruix & Giege, 1999). Um diagrama

deste tipo está representado na figura 33, e compreende as seguintes zonas:
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(a) A curva de solubilidade (S) separa as zonas supersaturadas e

hiposaturadas. Abaixo da curva de solubilidade (S) a solução está hiposaturada

e a macromolécula biológica nunca irá cristalizar, visto que as condições

termodinâmicas estão estáveis.

(b) Acima da curva de solubilidade (S), a concentração da

macromolécula biológica é maior que a concentração no equilíbrio para uma

dada concentração salina. Isto corresponde a uma zona de supersaturação.

4
2

Ê
HH

:
S
­)

H
ê

[E]

zona de hiposaturação

Curvade Solubilidade

Figura 33. Diagrama bidimensional da solubilidade de uma macromolécula
biológica.

2.2.6 Fatores que Influenciam o Crescimento de Cristais

Físico­químicos:

Supersaturação (concentração de  macromoléculas e

precipitante).

Flutuações no pH e na temperatura.

Tempo (necessário para atingir o equilíbrio).
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Força iônica e pureza dos reagentes.

Difusão e convecção.

Volume e geometria da amostra.

Efeitos da densidade e viscosidade (diferenças entre o cristal

e líquido­mãe).

Biológicos:

e —Dificuldadede obtenção da maioria das moléculas biológicas.

Contaminação por bactérias.

Fontes biológicas e estados fisiológico de organismos ou

células.

23 Técnicasde Cristalização de Macromoléculas Biológicas

2.3.1 Cristalização em Batch

Este é o método mais antigo e também mais simples para

cristalização de proteínas, onde a macromolécula a ser cristalizada é misturada a

um agente cristalizante numa concentração tal que permita atingirasupersaturação

instantaneamente (Drenth, 1999).

2.32 Cristalização por Difusão de Vapor

Uma gota de uma solução contendo a macromolécula biológica a

ser cristalizada em tampão com o agente de cristalização e aditivos é equilibrada

contra um reservatório contendo a solução do agente de cristalização a uma
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concentração mais alta do que na gota (figura 34). O equilíbrio prossegue por meio

da difusão das espécies voláteis (água e solventes orgânicos) até que a pressão de

vapor na gota se iguale àquela do reservatório. Se o equilíbrio ocorre por meio de

troca da água (da gota para o reservatório), isto leva a uma diminuição do volume

da gota, e consequentemente, a um aumento na concentração de todos os

constituintes da gota de cristalização, alcançando assim, a supersaturação. Os

mesmos princípios se aplicam para gotas penduradas (hanging drops), gotas

sentadas (sitting drops) e gotas sanduíches (sandwich drops) (Drenth, 1999; Ducruix

& Giege, 1999).

Gota Pendurada Gota Sentada Gota Sanduíche

ES  SoluçãodaMMB+ Solução do Reservatório

Solução do Reservatório

Figura 34. Representação dos processos de Difusão de Vapor.

2.4 Método da Matriz Esparsa (Fatorial)

Com o aumento do número de macromoléculas biológicas

cristalizadas com sucesso, tornou­se óbvio que muitas das condições de

cristalização se assemelhavam, ou seja, havia uma concentração de resultados

positivos de cristalização de macromoléculas biológicas usando­se um número

limitado de precipitantes, tampões e aditivos.
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Dentro deste raciocínio a Dra. Jaru Jancarick da UC Berkeleley

propôs o método da matriz esparsa (Jancarick & Kim, 1991) onde diversas

condições são tentadas para se cristalizar a macromolécula biológica. Foram

escolhidas três categorias de parâmetros que afetam a cristalização como varáveis

principais, são estes: pH e materiais tampões, aditivos e agentes precipitantes.

2..5 Montagem dos Cristais para a Coleta de Dados

Para se processar a coleta de dados dos cristais pode­se assumir

dois métodos: Os cristais devem ser acondicionados em capilares finos de vidro ou

os dados podem ser coletados com o cristal de proteína sob um fluxo de nitrogênio

gasoso numa faixa de temperatura de 100­120 ºK.

A principal razão para o congelamento de cristais de proteína é que eles são

passiveis a danos se expostos a raios X. O congelamento de cristais torna mais

lento o processo de destruição. Para a utilização deste método o cristal deve estar

na presença de um protetor criogênico, que pode ser glicerol, MPD, etilenoglico| e

PEG.
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Anexo 3

3. Procedimento para a Correção da Pressão Barométrica (P.B.)

1­Transformar a leitura do barômetro, se for em mBar (hPa), em

mmHg:

1000mBar(hPa) = 750,062mmHg
n.750,062(mmHg)

1000
assim, x =

onde, x é a P.B. corrigida (mmHg) e n a pressão em mBar (hPa).

2­ Determinar o fator de correção da P.B. interpolando o valor

baseado na tabela de correção.

Note que a P.B. da tabela varia de 10 em 10 unidades e a

temperatura de 1. Desta forma o cálculo para valores intermediários de P.B. ou de

temperatura é realizado da seguinte maneira:

Exemplo: P.B. = 757,5 mmHg e T=23,8"C

P.B. 750mmHg 75/,5mmHg 760mmHg
TºC

23,0 2,81 2,84

23,8 Y

24,0 2,93 Z 2,97

x e z é determinado multiplicando­se a diferença entre o valor de

correção da maior pressão e o valor de correção da menor pressão, (ambas na

mesma temperatura) pela diferença entre a P.B. medida e a menor P.B. dividido por

10. Somando­se a isto, o menor valor de correção.

x =[[(2,84 — 2,81) . (757,5 — 750)/10] + 2,81 = 2,8325
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z= [[(2,97 — 2,93) . (757,5 750)]/10] + 2,93 = 2,96

A determinação de y é realizada pela multiplicação da diferença

entre x e z com o valor da diferença entre a temperatura medida com a menor

temperatura. Soma­se a isto o valor de x:

= [(2 =. (kt — t)] + x = [(2,96 — 2,8325) . (23,8 — 23)] + 2,8325 =

2,9345 é o fator de correção a ser subtraído da P.B. lida.

A tabela de correção barométrica pela temperatura e a tabela de

pressão de vapor d'água foram obtidos no Handbook of Chemistry and Physics, 52

ed., 1971­1972. Published by the Chemical Rubber, Co. Cranwood Parkway,

Cleveland, Ohio.
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