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NOTAGOES

ABREVIAGOES

2,3-Bifosfoglicerato ou 2,3-Difosfoglicerato.

Adenosinatrifosfato.

Acido Etileno Diamino Tetracético.

Hemoglobina.

Principal componente da hemoglobina de humano adulto.

Acido (2 Hidroxietil) Piperazina - N - (2 Etano Sulfénico).

meta-Hb Meta hemoglobina.

Monod, Wyman e Changeux.

Curva de equilibrio de oxigenagao




Osmolalidade.

Eletroforese em Gel de Poli-acrilamida.

Tris(hidroximetil) aminometano.

SIMBOLOS

Saturagédo fracional da hemoglobina com oxigénio.

Comprimento de onda.

Potencial quimico da hemoglobina.

Potencial quimico do ligante L.

Potencial quimico do oxigénio.

Area de superficie acessivel ao solvente

Variag&o da energia livre de Gibbs.




Variagdo da entalpia.

Numero de ions de cloreto ligados a Hb durante a transigdo T—R.

Numero de protons liberados pela Hb durante a transicdo desoxi -

Hb para oxi-Hb.

Numero de moléculas de agua ligadas a Hb durante a transicéo

desoxi-oxi.

Variagao de entropia.

Atividade do ligante L.

Atividade do oxigénio.

Atividade de agua.

Potencial padrao de redugéo

Constante de associagdo de O, a hemoglobina.

Constante de Henry.




Numero de sitios de ligagdo da hemoglobina a oxigénio.

Inclinac&o do grafico de Hill em 50% de saturagao pelo Oz

iy, el Numero de moléculas de agua ligadas a estrutura da desoxi-Hb.

Numero de moléculas de dgua ligadas a estrutura da oxi-Hb.

Presséo parcial de oxigénio.

Estrutura relaxada da hemoglobina; ou constante dos gases.

Estrutura tensa da hemoglobina; ou temperatura absoluta.

Voltagem no inésima etapa da oxigenagao/desoxigenacao.

Voltagem maxima (solugéo oxigenada).

Voltagem minima (solugéo desoxigenada).




RESUMO DO TRABALHO

O presente trabalho apresenta uma modificacdo em um
sistema de oxigenacao espectropolarimétrico, baseado na cela de
Imai, que permite a determinacao precisa e continua das curvas de
oxigenacao de hemoproteinas em diferentes atividades de agua.

O método de Imai combina a determinacdo simultanea da
pressao parcial de oxigénio (pO,) e as mudancgas espectrais que
acompanham a ligacao ou liberacao de O, a Hb. Estas propiciam a
obtengcdo da curva continua de saturagcao desta proteina em

fungao da pO..

A partir das curvas continuas de saturacao €& possivel

determinar parametros termodinamicos de oxigenacgao, tais como,
Pso, nso, AH, AG, AS e as constantes de ligacao de O, por passos
(constantes de Adair), com precisao .

A determinacdo da contribuicdo da agua de hidratacao das
diferentes conformacdes da Hb aos parametros de ligacao requer a
obtencao das curvas de oxigenacao em diferentes atividades de
agua.

Experimentalmente, a, € ajustada pela adicdo de solutos
neutros as solugdes de Hb. Em decorréncia, a viscosidade da

solucao de medida aumenta.




O desenho original da cela de Imai ndo é adequado,
entretanto, para a obtencédo de curvas de oxigenagao com
solugdes viscosas. Nestas circunstancias, a medida da O.E.C. nao
€ reprodutiva porque o0s gases nao se distribuem
homogeneamente na solucao.

Para solucionar esse problema introduzimos na cela
espectropolarimétrica um dispositivo que auxilia na agitacédo da
solugao. Este dispositivo permite a distribuicao uniforme do
oxigénio em solugcdes bastante viscosas. Com a modificacéo da
cela de Imai proposta, as curvas de ligagao de oxigénio sao
reprodutiveis.

Curvas de oxigenacao de Hb foram obtidas em diferentes
atividades de agua ajustadas com a adi¢cao de sacarose. O numero
diferencial de moléculas de agua ligadas a Hb entre os estados

oxigenado e desoxigenado foi determinado e confirma aquele

determinado anteriormente por Colombo e colaboradores

(Colombo et al., 1992, 1994, 1996) utilizando outros métodos de
determinagao das curvas de saturacao (Hem-O-Scan e método
Tonomeétrico).

Adicionalmente, apresentamos resultados preliminares
do estudo do efeito da agua sobre a entalpia e entropia da

reacao de oxigenacao da Hb.




ABSTRACT

The present work presents a modification on a
spectropolarimetric oxygenation system based on the Imai Cell,
which permits a continuous and precise determination of
oxygenation equilibrium curves (OEC) for hemoproteins at varying
water activities.

The Imai cell combines the simultaneous determination of the
oxygen partial pressure (pO,) and the spectral changes which
follow oxygen binding or dissociation to hemoglobin.

Accordingly, it is possible to obtain a continuous Oj-saturation
curve of Hb as a function of oxygen pressure. These precise

determinations allow to calculate thermodynamic parameters linked

to oxygenation, such as oxygen-affinity (Pso) and O, median activity

(Pm), Hill coefficient cooperativity (nso), AH, AG and AS, as well as
the Adair stepwise association constants.

The determination of the contribution of-solvation to the
equilibrium among different hemoglobin conformations and to the
binding parameters requires gathering oxygenation curves at
different water activities.

Experimentally this is achieved by adding neutral solutes to

hemoglobin solutions, what increases solution viscosity.




The original design of the Imai Cell, however, is not suitable
to deal with viscous solutions. Under these circunstances, OEC
measurements are not reproducible, since dissolved gases do not
achieve a homogeneous distribution.

This work presents the development of a modified Imai Cell
which incorporates a new device designed to improve solution’s
mixing. This device allows a uniform distribution for oxygen even for
viscous solutions and allow the determination of reproducible
curves OEC. From these OEC obtained at several water activities
adjusted with sucrose, we determined the differential number of
water molecules bound to hemoglobin between the oxygenated and
deoxygenated forms. The results agree with those previously
reported by Colombo and coworkers (Colombo et al., 1992, 1994,
1996) using other methods.

In addition we present preliminary results of the study of the

water effect on the enthalpy and entropy linked to hemoglobin

oxygenation.
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1) INTRODUGAO

1.1) HEMOGLOBINA

A hemoglobina (Hb) € uma proteina existente nas células
vermelhas do sangue (eritrécitos) dos vertebrados, tendo como
principal fungdo o transporte de oxigénio dos pulmdes para os
tecidos e de parte do dioxido de carbono dos tecidos para os
pulmdes. A Hb € uma proteina globular com didmetro de 6,4 nm e
massa molecular de aproximadamente 64,5 kD.

Quatro subunidades polipeptidicas compéem a Hb, cada uma

contendo um grupo prostético heme, o qual € um complexo de

protoporfirina IX e um atomo de ferro no estado ferroso (Fe*?)

(Stryer, 1980).

Figura 1: Hemoglobina humana (Hb A,). Essa proteina é formada por quatro
cadeias polipeptidicas, duas cadeias (cinza claro e cinza escuro) com 141
residuos de aminoacidos (cadeias o) e duas cadeias (marrom claro e marrom
escuro) com 146 residuos de aminoacidos (cadeias B). Cada cadeia
polipeptidicas contém um grupo prostético heme ao qual se liga o O,. Extraido
de Garrett and Grisham, 1995.




O oxigénio liga-se reversivelmente aos atomos de ferro,
totalizando quatro moléculas do gas por molécula de proteina. O Fe
(I) da Hb pode ser oxidado a Fe (lll) e formar metaemoglobina
(meta-Hb), que nao liga O,. Os eritrocitos contém a enzima meta-
Hb redutase, que converte pequenas quantidades de meta-Hb,
formada espontaneamente, ao estado ferroso. Vale citar que o
estado ferroso € mantido tanto na forma oxigenada como na forma
desoxigenada.

A Hb predominante em eritrécitos de seres humanos adultos
e a Hb Ay, constituida por duas cadeias o e duas cadeias 3, com
141 e 146 residuos de aminoacidos, respectivamente. A molécula é
um tetramero do tipo azp, (Mathews e van Holde, 1990).

Quando a Hb encontra-se totalmente oxigenada ela assume a
conformacado R (relaxada) ou forma oxi; ja quando ela nao se
encontra ligada ao gas, a estrutura que prevalece é a T (tensa) ou

forma desoxi (Voet e Voet, 1990).

1.2) A LIGAGAO COOPERATIVA DO O,

O transporte de O, € a principal fungao da Hb, que € descrita

pela “Curva de Equilibrio de Ligacao de Oxigénio”. A primeira




tentativa de analisar esta curva foi formulada por Archibald Hill em
1910 (Voet, e Voet, 1990), que considerou a ligagao de O, como

sendo representada genericamente pela equacao de equilibrio :

I{'b

Hb +n0; —— Hb(Oy),

onde K' & uma constante de associacdo e n representaria o
numero de moléculas de oxigénio que se associariam a proteina.

Por definicao:

s [Hb(Oz)“]

[Hb]O, |

onde [Hb(O;),] € a concentracdo da hemoglobina totalmente
oxigenada, [Hb] € a concentracao da hemoglobina totalmente
desoxigenada e [O] é a atividade do oxigénio.

Segundo a lei de Henry, a atividade de ligantes gasosos na
fase liquida é expressa pela presséo parcial desses ligantes na fase

gasosa, portanto a atividade de O, é dado por:




[OZ]SOILIQHD - pOz.K“

onde Ky, € a constante de solubilidade do O, na solugao (constante
de Henry).
Introduzindo a equacao (3) na equacao (2) podemos

reescreveé-la da seguinte maneira:

onde K = K’.(Ky)".

Aplicando a equacéo (4) o termo de saturaco fracional’ (?)
chegamos a seguinte expressao:

X 5

<00

que na forma logaritmica:

Y
lo —*=n.10(0)+10K
g[l Y] < e

1 ~ . . ~ ’ o . - —
Saturagdo fracional ¢ a raziio cntre o niimero de sitios ligados ¢ o niimero total de sitios.




O grafico de log(Y/(1-Y)) versus log(pO,), grafico de Hill,

para a ligagao cooperativa de O, a hemoglobina, € representado a

sequir:

log !?nl ‘“l AN

Figura 2: Grafico de Hill para ligagdes de O, a hemoglobina, onde a inclinagdo
da curva fornece a cooperatividade da reagao (nso) e o intercepto com o eixo de
log pO. fornece a pressdo de O, quando metade dos sitios de ligagdao da
proteina estdo saturados. Os valores de K; e K, sdo referentes as constantes
de associagcdo de O, ao primeiro e ao quarto sitio de ligagao da Hb, para esse
gas, respectivamente (adaptado de Bertini et al., 1994).

O formato sigmoidal da curva caracteriza a interagao
cooperativa entre os sitios de ligagao da proteina, isto &€, mostra que
a associacao do primeiro ligante favorece a ligagédo do segundo, e
assim sucessivamente. No caso da Hb, a ligagao da primeira
molécula de O, aumenta a afinidade da proteina para a ligacao da

segunda molécula e assim por diante. A cooperatividade é medida




pelo coeficiente de Hill (nsp) obtido da inclinagcao do grafico de Hill,
no intervalo de saturacao de 0,2 - 0,8. Um valor de nsy > 1, que
caracteriza uma curva sigmoidal, indica a presenga de sitios
idénticos com diferentes afinidades pelo ligante. E seu valor para
hemoglobinas de mamiferos em condi¢des normais esta entre 2,8 e
3,0.

A afinidade da Hb por oxigénio € definida pelo valor de Psy,
isto é, o valor de pO, quando Y=0.5, que corresponde a 50% dos
sitios de ligacao de O, saturados. O valor de Pso € obtido da
intercessdo do grafico de log (Y/(1-Y)) com o eixo de log pOy,
quando log (Y/(1-Y)) = 0.

Do grafico de Hill € possivel também obtermos os valores das

constantes de ligacao da primeira e quarta molécula de O, a Hb, K;

e K4, respectivamente. Estes valores s@o obtidos extrapolando as
retas que interpolam os valores de ligacdo nas extremidades do
grafico de Hill. O intercepto da reta-que passa pelos pontos a baixa
saturacdo com log (Y/(1-Y) = 0 e define log Kj; ja o intercepto da
reta que passa pelos pontos a alta saturagcao define log K.

A comparagao das estruturas da hemoglobina totalmente
desoxigenada e totalmente oxigenada sugere que a cooperatividade

entre os sitios origina-se na mudang¢a conformacional na estrutura




quaternaria da molécula (Kilmartin et al,1977; Baldwin et al.,1982),
como foi proposto por Monod e seus colaboradores em 1965
(Monod, Wyman e Changeaux, 1965). Neste modelo, estas duas
estruturas quaternarias estao em equilibrio (Desoxi (T) < Oxi (R)),
sendo que a forma de baixa afinidade (T) é mais estavel na
auséncia de ligante, que a forma de alta afinidade (R). A medida

que a Hb se oxigena, este equilibrio desloca-se para a forma R.

1.3) REGULAGAO ALOSTERICA

A ligacdo cooperativa do oxigénio a Hb € um exemplo de
interagbes alostéricas (nestas interacbes a ligacao de um ligante a
um sitio da proteina, influencia a afinidade de ligacao dos demais
sitios nao ligados). Estas interagcbes ocorrem entre ligantes do
mesmo tipo, e neste caso o O, (interacbes homotrdpicas), ou de
tipos diferentes (heterotrépicas), H*, CO,, ATP, 2,3-BPG, CI (Imai,
1980), e como mostrado recentemente, a agua, (Colombo et
al, 1992).

O efeito destas interagdes alostéricas é bem explicado pelo

modelo proposto por Jacques Monod e colaboradores antes citado

(Mathews e van Holde,1990.). Neste modelo (Modelo de MWC), os




autores propuseram que as proteinas alostéricas apresentam
organizagao oligomeérica, ou seja, sao compostas por mais de uma
cadeia polipeptidica (subunidade) e tem mais de um sitio de ligacao
a ligantes por molécula de proteina.

A ligacao de O, a proteina desloca o equilibrio para a diregao
da estrutura de alta afinidade, o estado R (Relaxado), resultando
num aumento da afinidade pelo O, a medida que a reacao ocorre.

Qualquer molécula que se ligue mais fortemente a uma ou outra

estrutura (T ou R) ou com estequiometria diferente entre estes dois |

estados conformacionais, afetara o equilibrio alostérico.
Consequentemente, a interacdo destes ligantes heterotropicos
modula a afinidade da proteina por O, através de mudancas no

equilibrio alostérico.

1.4) EFEITO BOHR

Quando a hemoglobina liga-se a oxigénio em pH fisioldgico,
ela sofre uma mudanga conformacional que a torna ligeiramente
acida, estimulando assim a liberagéo de prétons . Por sua vez, o
aumento do pH facilita a transicao da conformacao T para R, e a

liberagao de H*. Consequentemente a afinidade da Hb por oxigénio




€ aumentada. Este fendmeno é conhecido como Efeito Bohr. O
mecanismo desse efeito pode ser explicado pelo mesmo modelo
que foi usado para explicar a ligacao cooperativa de O, a
hemoglobina (Bucci e Fronticelli, 1981).

O pK,, a constante de dissociagao de acido - base, de grupos
é distinto para a forma desoxi em relacao a forma oxi da Hb. Na
forma de baixa afinidade por O,, a principal contribuicao para o
efeito Bohr € a do residuo de histidina 146  (Mathews e van Holde,
1990). Na forma desoxi da Hb, esse residuo forma pontes salinas
com o Asp 94 B, e 0 pK, da histidina aumenta em relagao aquele
medido para a forma oxi onde esta ponte nao existe. Esta ponte
salina formada estabiliza o préton ligado, dificultando sua

dissociacao; na forma oxi essa ponte nao pode ser formada, e o

pKa desta histidina retorna ao valor normal de aproximadamente

6,5. Consequentemente, em pH sangtineo (~ pH 7,4), a His 146
esta predominantemente na forma nao protonada na oxi-Hb
(Mathews e van Holde, 1990).

Como consequéncia desse efeito, o aumento da
concentracao de proétons favorece a estabilizacdo da forma desoxi,
facilitando a liberacao de oxigénio. O efeito Bohr pode ser medido

tanto através da variacao da afinidade de O, com o pH, quanto pela




determinacdo do numero de protons dissociados da Hb apds a
adicao de oxigénio.

O numero de prétons liberados da proteina, com a
oxigenacdo, pode ser calculado pela relagdo diferencial

desenvolvida por Wyman (Bucci e Fronticelli, 1981):

d logP,,
d pH

aj

onde Pso € a pressao parcial de oxigénio quando 50% dos sitios de
ligagao por O, da Hb estéo saturados € Any. 0 numero de proétons

liberados da proteina apds a oxigenagao (Bucci e Fronticelli, 1981).

1.5) EFEITO DE CO;,

O dioxido de carbono modula a ligagao direta de O, & proteina

através de dois caminhos. O primeiro, algumas moléculas de CO;

reagem com agua resultando em acido carbdnico, liberando
protons, que contribui para diminuir o pH da solugéo. Com isto, a
afinidade da Hb por O, diminui facilitando a desoxigenacao da

proteina (Efeito Bohr).




CO, + H)O = H,CO; = HCOsz + H’ (8)

O segundo caminho é aquele onde o préprio CO, reage
diretamente com a hemoglobina, ligando-se aocs amino grupos N-
terminais das cadeias polipeptidicas para formar carbamatos, como

resume a equacao abaixo:

R-NH; + CO, = N-HCOO + 2H"

Esta reacdo de carbamatacdo € reversivel e, portanto,
permite o transporte, de parte do CO;, liberado pelos tecidos para os
pulmbes. Os carbamatos ligados formam pontes salinas que
estabilizam a forma T, portanto a ligacdo de CO, abaixa a afinidade
da Hb pelo oxigénio. A reacao inversa que ocorre nos pulmobes é

igualmente importante, pois neste érgdo a concentragdo de O

favorece a oxigenacao e por isso a forma oxi da molécula. Quando

esta mudancga ocorre, a estabilidade do N-terminal carbamatado é

diminuida e o CO, ¢ liberado (Voet e Voet, 1990).




1.6) EFEITO DE FOSFATOS ORGANICOS

A hemoglobina purificada tem uma maior afinidade pelo
oxigénio do que a Hb encontrada no sangue. A partir desta
observacao, em 1967, Reinhold e Ruth Benesch demonstraram que
uma substancia ligava-se a proteina e diminuia a afinidade desta
pelo O, (Voet e Voet, 1990). Esse composto fosfatado de carater
anidnico € conhecido como 2,3-bifosfoglicerato (2,3-BPG).

O 2,3-BPG liga-se fortemente a desoxi-Hb mas apenas
fracamente a oxi-Hb (Mathews e van Holde, 1990). Isso se da
devido a existéncia de um unico sitio especifico de ligacao na
estrutura T para o 2,3-BPG, localizado na entrada da cavidade
central desta estrutura com a participacao de residuos das cadeias
B (Armone, 1972).

A consequente diminuicao da afinidade de O, pela acédo do
BPG aumenta a quantidade desse gas liberado pela hemoglobina

aos capilares. Outros polifosfatos organicos, tais como inositol

pentafosfato (IPP), o inositol hexafosfato (IHP) e adenosina

trifosfato (ATP), também tem este efeito sobre a Hb. De fato, em
aves, o IPP e o IHP substituem funcionalmente o BPG, enquanto o

ATP predomina em peixes, répteis e anfibios.




1.7) EFEITO DO CLORETO

Outro efetor alostérico fisiologicamente importante & o cloreto
que também contribui para a regulagéo da afinidade da Hb por
oxigénio. Esse ion reduz a afinidade da hemoglobina, estabilizando
a estrutura T (Perutz et al., 1994).

Durante muitos anos acreditava-se que o0s ions cloreto
ligavam-se a sitios especificos da proteina; ao N-terminal do amino
da Val 1 o, e 0 grupo guanidino da arg 141 a4, residuo C terminal
(Kilmartin et al,1978). Recentemente, entretanto, Perutz e
colaboradores propuseram que a regulacao da afinidade por O, por
CI ocorre por interagdes eletrostaticas ndo especificas (Perutz et
al., 1994). Segundo esta proposi¢do, o anion cloreto nao possui um

sitio de ligacdo especifico na hemoglobina, mas neutraliza o

excesso de cargas positivas existentes na regido da cavidade

central da desoxi-Hb (Perutz et al., 1993) por condensacgéo idnica.
Dado que o CI interage fracamente com a Hb, seu efeito €
observado a altas concentragbes (>10 'mM). Nestas solucdes
salinas a atividade de agua véria significativamente podendo alterar
o equilibrio entre as conformacdes R e T devido a diferenca de

hidratacdo entre estas estruturas. Este efeito foi alvo de uma




recente reavaliacao da acao alostérica do cloreto onde constatou-se
que variagdes na hidratacao da proteina contribuem para o efeito do
cloreto observado (Colombo et al., 1994).

Foi calculado que um simples CI" (An¢/ = 1.02) € liberado na

oxigenacdo da Hb, durante a transicdo da estrutura quaternaria da

Hb T para R, enquanto aproximadamente 65 moléculas de agua
ligam-se a essa proteina (Colombo et al., 1994) devido a ligagao
dos 4 O,. Este efeito da agua na oxigenagao da hemoglobina esta

descrito a seguir.

1.8) EFEITO DE AGUA

A comparagao entre as conformacdes oxi e desoxi da
hemoglobina mostra que varios contatos entre as subunidades sao
quebrados e expostos ao solvente durante a transicao T—>R. Esta
mudanca estrutural implica numa diferenga de superficie protéica
exposta ao solvente entre estas conformacdes-e, consequente,
ligacdo de moléculas de agua a proteina com a oxigenagao
(Colombo et al, 1992). Este efeito se reflete na dependéncia da

afinidade da Hb por O, com a atividade de agua.




O papel da agua sobre o controle alostérico tem sido
estudado usando como modelo a oxigenagao da Hb pelo chamado
método de “stress” osmaético (Colombo et al, 1992). O principio

deste método reside em usar solutos neutros, que sao

preferencialmente excluidos da superficie da proteina (Timasheff e

Arakawa, 1982), para ajustar a atividade de agua na solucéo.

Estudos anteriores (Haire e Hedlund, 1983) mostraram que o
aumento da concentragao do soluto neutro (etileno glicol) na
solugao de Hb, acarreta num aumento de Psp, ou seja, a diminuicao
da afinidade da proteina por O,. Essa relagdao inversamente
proporcional ocorre sem que haja alteracao na cooperatividade e foi
interpretada, por aqueles autores, como devido a uma ligagao
preferencial fraca do soluto a desoxi-Hb.

Para analisar o efeito dos solutos neutros sobre as
caracteristicas de ligacdo de O, a Hb, dois casos devem ser
considerados: a ligagcao direta do soluto com a proteina e o efeito
indireto do soluto sobre a atividade de agua. Para fazer a distingao
entre estes dois casos Colombo e colaboradores utilizaram solutos
diferentes, sendo encontrados uma dependéncia comum entre a

afinidade por O, e a atividade de agua, ay (Colombo et al, 1992,

1994, 1996). Esta independéncia em relagéo a natureza do soluto,




reforca a suposicao da exclusao destes solutos pela camada de
solvatacao que envolve a proteina, e de qualquer espécie de
interacao direta com as estruturas T ou R.

O efeito de solvatacdo pode ser determinado
quantitativamente em termos do numero diferencial de moléculas
de agua ligadas entre os dois extremos conformacionais da
proteina como mostrado em trabalhos recentes (Colombo et al,
1992, 1994, 1996).

A associacao de um ligante, L, a Hb pode ser descrita pela
equacao de Gibbs-Duhem. Consideremos que no, moléculas de O,
e n. moléculas de um ligante alostérico, L, estejam ligados a um
mol de Hb, a temperatura e a pressao hidrostatica constantes. Para
esta reacao, no equilibrio, a variacao da energia livre total deste

sistema (dG=0) é dada por:

dG =ng,dyug, +n,dy, +dyu,, =0

onde Ly, = 13, +RTIn pO, € o potencial quimico do O (10.a)

Uy =u? +RTIn a € o0 potencial quimico do ligante L (10.b)

e Iy, € o potencial quimico da Hb (10.c)




A energia livre expressa na equacao 10 depende portanto do
numero de moléculas de ligantes (O, e L) ligados, bem como do
potencial quimico destes ligantes e da proteina. Rearranjando a

equacao (10) obtemos:

—dp g, = ng,dpg, +npdp

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

com a saturagao e com a atividade dos ligantes, isto é:

_ dp’”h
RT

=n, dlnpO, +n, dlna;

Como, no equilibrio, a ligagao de O, e do ligante L a
hemoglobina € um processo reversivel, 0 potencial quimico da
proteina € uma propriedade de estado e duy, € uma diferencial
exata, 0 que nos permite escrever a seguinte expressao de Maxwell

(Colombo et al., 1992) :

Ong, _ On
dlna |  OlnpO,

O a
| ] L




que € uma das equacgdes de “linkage” propostas por Wyman
(Wyman, 1964). Esta equacao correlaciona a variacéo da saturagao
da Hb por O,, devido as mudangas em a, sob pO, constante, com a
variacao na saturacao da Hb por L devido a mudancgas na pO, com
aL constante.

A partir da expressao 13 podemos derivar como a afinidade
da hemoglobina por oxigénio, Pso, varia com a. (Wyman, 1964;
Wyman e Gill, 1990). A equacao de ‘linkage” que resulta deste

procedimento tem a seguinte forma:

oxi desoxi
dinPy,| _ An, (02 —nE)

dina, | 4 4

onde Psg tem o significado antes citado; a_ € a atividade do ligante

L, aj indica que a atividade de outros ligantes que néo L, € mantida

constante, An_ é a diferenca do numero de moléculas de L ligados
entre as estruturas oxi e desoxi da Hb. Esta analise & correta
apenas quando a atividade de um ligante varia e a atividade de

qualquer outro ligante presente na solugao € mantida constante (o




que esta indicado pelo subscrito a;). Quando o ligante alostérico L é

a agua, esta relacao escreve-se;

dInP ’ oKl — pdosox
_ 50 —_W w
dina 4
W

a.
1

onde, n,™ e n,**> s&o os nimeros de moléculas de agua ligadas
as estruturas oxi (R) e desoxi (T) da Hb e a; é a atividade de um
ligante i, diferente da agua.

Posteriormente, a equacao 13 foi estendida para permitir a
analise daqueles casos em que a ligacao do soluto e de agua pode
ser concomitantemente analisada (Colombo et al., 1994, 1996)
resultando em outra equacao de linkage, que descreve como In Psg
devido a ligacao diferencial de agua e do soluto cuja concentracao
varia e promove mudancas em a,. Para tanto vamos considerar,
inicialmente, uma solucdo binaria composta por N, moles de
solvente e Ns moles de soluto (por Kg de agua) onde a atividade de
agua, a,, e do soluto, a;, ndo sdo variaveis independentes, a

seguinte equacao de Gibbs-Duhem pode ser escrita:




N dlnay, + N.dInag =0 (16)

Na presencga de hemoglobina outra relagdo de Gibbs-Duhem
pode ser escrita, expressao esta que correlaciona as variacées do
potencial quimico da Hb devido a ligacao de ligantes.
Especificamente, em temperatura e pressao hidrostatica
constantes, o efeito da ligacao de O, agua e soluto sobre o

potencial quimico da Hb, duy,, € dada por:

d
_ S N, dlnpO, + ndlna_ + n_dlna

RT
combinando a equacgao (16) e (17), temos:

d .
DI n,, dlnpO, + ns[- II\I\I“ dIn aw) +ndlna

RT s

du gy, ( Ny )
_Fz noz dInpO, +| ny - N. ng|dlna

que nos permite escrever a seguinte relacao de Maxwell:




_6"02 __0 7
olna,|  olnpO,|

PO,

Usando as propriedades da equacao de Maxwell (Wyman,
1990) conforme descrito por Colombo et al. (1996) e integrado da
equacao 20 entre os estados totalmente oxigenado e desoxigenado
da Hb, chegamos a seguinte relacdo usada para analisar as

variagdes concomitantes entre a agua e soluto ligados:

Entao a inclinagao do grafico de In Psy versus In a,, fornece a

diferenca aparente do numero de moléculas de soluto e agua (Ans e
An,, respectivamente) ligados entre as moléculas de Hb totalmente

oxigenada e desoxigenada.




1.9) EFEITO DA TEMPERATURA

O aumento da temperatura diminui a afinidade da Hb por
oxigénio. Este resultado evidencia que a constante de associacao
do oxigénio diminui com o0 aumento de temperatura, e portanto, que
a ligacao de O, a Hb & exotérmica (Benesch et al., 1969 ; Bucci et
al., 1990).

A analise do efeito da temperatura sobre a variacao de
oxigenagao da hemoglobina, pode ser realizada considerando a
dependéncia da energia livre de Gibbs (GO), da reacao de

oxigenagao com a temperatura, isto €,

AG" =4RTInP,, (22)

onde R é a constante universal dos gases (R = 1,987 cal/°C. mol), T

€ a temperatura Kelvin e Psq € a afinidade da Hb por O..

Da segunda lei da termodinamica a energia livre de Gibbs

também é definida como:

AG® = AH" - T.AS°




onde AH® é a variagéo da entalpia e AS° é a variagdo da entropia

da reacdo. Se AH® independe da temperatura, ent&o:

AH - T.AS® = 4RTInP,, (24)

Tal como a entalpia e a entropia, o G° é uma funcdo de
estado, ou seja, as suas variagdées dependem dos estados inicial e
final do sistema. Usando duas temperaturas diferentes, Ti e T; e

rearranjando a equagao 24, temos:

o _AH® AS°
nFso; = RT, "R

AH® AS°
RT, = R

In Py, =

Assumindo que AH® e AS® sao independentes da temperatura

e subtraindo a equagao 24.a pela 24.b, obtemos:




Esta equacao pode ser usada para calcular a constante de
equilibrio em diferentes temperaturas. Medidas das constantes de
equilibrio em diferentes temperaturas sao extensivamente utilizadas
para determinar o AH® a partir do grafico de In Psy versus 1/T,
grafico esse conhecido como grafico de van’t Hoff. A derivada de In

Pso em funcao de 1/T, fornece:

dlnpm AH 0
AT R

A inclinagao do grafico de In Psqy versus 1/T, fornece portanto

o valor de - AH?.




2) OBJETIVOS DO TRABALHO

Colombo e colaboradores tém demonstrado que a agua tem
papel fundamental no controle alostérico da hemoglobina durante a
mudanga dos extremos conformacionais, R—T, (Colombo, et al.,
1992, 1994, 1996).

O objetivo inicial deste trabalho foi construir e por em
funcionamento um método automatico e preciso para determinar as
curvas de desoxigenacao/oxigenagcao de hemoproteinas, baseado
na medida espectropolarimétrica das curvas de oxigenagao em
uma cela de medida originalmente proposta por Imai (Imai, K.,

1980). Com isto seria possivel determinar as OEC de Hb na

presenca de solutos neutros, como agucares e polidis e o efeito da

atividade de agua sobre as propriedades termodinamicas da reagao
de oxigenagao da Hb poderiam ser exploradas em diversas
condicOes experimentais, tais como a diferentes temperaturas.
Destes estudos objetivamos determinar as propriedades
funcionais da hemoglobina, calcular os parametros de Adair, que
sao as constantes de ligagao de O, a Hb a cada passo da reacao e
utilizar a equagao de Gibbs-Duhem para a obtencao dos perfis de

hidratacao da hemoglobina. Por demais, pretende - se estender os




estudos sobre a contribuicdo da agua para a energética desta

ligagcao, determinando a dependéncia de AG de oxigenacao com a

temperatura e portanto, AH e AS. Neste trabalho, descrevemos a

experiéncia adquirida ao montar uma cela espectropolarimétrica

para determinar as OEC, as modificacdes da cela original que
tiveram que ser realizadas para a obtencdo de curvas de
oxigenagao no equilibrio de solucdes viscosas e, finalmente, os
resultados iniciais da investigacao do efeito da atividade de agua

sobre AH e AS da reacgao.




3) MATERIAIS E METODOS

3.1) PURIFICAGAO DA HEMOGLOBINA

O sangue foi obtido de individuos adultos, sadios e né&o
fumantes. O plasma foi retirado por centrifugacao, a 2500 g. As
hemacias foram lavadas cinco vezes em solugao salina tamponada
(NaCl 0.9%, Tris-HCI 50 mM, pH 8.5 + EDTA 1 mM ). A hemolise
ocorreu com a adi¢ao do tampao Tris-HCI 50 mM + EDTA 1 mM em
pH 8.5 e 0 passo seguinte foi a retirada de “debris” com a adi¢cao de
cloroformio na amostra sob agitacao constante. Em seguida houve
a centrifugacao a 2.300 g por 40 minutos.

O sobrenadante foi filtrado em membrana Milipore 1.6 um e a
amostra foi dialisada contra tampao Tris-HCI 50 mM + EDTA 1 mM
em pH 8,5 por 24 horas para remocao de fosfatos.

A purificagcao da amostra foi feita por cromatografia de troca
ibnica em resina DEAE-Sephadex A-50 com gradiente de pH, em
forca idnica constante e igual a 50 mM. No gradiente de pH usamos
como tampao A, Tris-HCI 15 mM em pH 8,4; e tampéao B, Bis-Tris-

HCI 15 mM em pH 7,0.




Novamente a amostra é passada em uma coluna, mas agora

de troca ibnica mista Amberlite MB-1 SIGMA, para desionizacdo da

solucao, sendo posteriormente concentrada por centrifugacdo em

microconcentrador Amicon e estocada em N, liquido.

Para checar a purificagdo da Hb, aliquotas dessa proteina
foram submetidas a uma eletroforese ndo desanaturante - PAGE,
corada por impregnacéo de nitrato de prata (Laemmli ef al., 1970).
A figura 3 mostra as fragdes de Hb humana antes e apds a

purificacao.

Figura 3: Eletroforese em Gel de Poli-acrilamida a 7%, pH 9,16, nio
desnaturante corado por impregnacédo de AgNOs. As bandas nas posigdes 1, 2,
5, 7, 8, 9 e 10 representam a fragdo de Hb A, apds a purificagdo (nota-se a
presenga de apenas uma fragdo); a banda na posigédo 3 representa a fragdo de
Hb A; separada por cromatografia de troca iénica em resina DEAE-Sephadex A-
50 com gradiente de pH (nota-se a presenca de duas fragdes); a banda na
posicdo 4 representa a fragdo de Hb antes da purificagdo (nota-se a presenca
de trés fragdes).

Nota-se, na figura 3, que a Hb A, esta purificada pois nas

posigcdes 1, 2, 5, 7, 8, 9 e 10 existe apenas uma fracéo.




3.2) ESTUDOS FUNCIONAIS PELO METODO DE IMALI.

O meétodo de Imai foi originalmente desenvolvido para
proporcionar um meio mais preciso para estudar as propriedades
funcionais de Hb, e tem sido aplicado com sucesso para muitas
espécies desta proteina com a finalidade de revelar suas
particularidades funcionais (Imai,1981). O método de oxigenacao
automatica € uma combinagédo da determinacdo polarimétrica da

concentragao de oxigénio (O,) dissolvido em solugdo com a

determinacao espectrofotométrica da saturacéo (Y) da Hb por O..

A combinacao de (Y) e pO, determina a curva de equilibrio de
oxigenagao continuamente de hemoglobinas naturais ou
modificadas sob uma variedade de condi¢cdes. Com estes dados é
possivel determinar as constantes de Adair e os parametros de
alguns modelos alostéricos (Adair, 1925; Monod et al., 1965).

A curva de equilibrio de ligacao de O, a Hb é determinada
pela interdependéncia entre a pO, (pressédo parcial de O,) e a
fracdo de saturacdo de O, (Y) naquela pO,. Diversos métodos tém
sido desenvolvidos para determinar esta curva. Em cada um destes
métodos a atividade de O, dissolvido em solucdo é determinada

diretamente ou entdo calculada. A saturacéo fracional de O, (Y) €




calculada a partir das variagcbes espectrais que acompanham a
combinacao de O, a heme da Hb.

A construcdo da OEC pode ser feita por métodos
classificados em duas categorias: Dinamico e Estatico. No primeiro,

a pO, varia continuamente, mas em condicdes que se possa

manter o equilibrio da reagao a qualquer momento. A pO; e Y s&o

determinados simultaneamente o que possibilita a medida de uma
curva continua.

Por sua vez, no Método Estatico, no qual a variagcao de pO,
nao é continua, a curva é determinada ponto a ponto, onde a
pressao parcial de oxigénio e a saturacao sao determinados
constantemente, e através dos varios pontos obtidos a curva &
construida. Para exemplificar o Método Estatico pode-se citar a
tonometria (Giardina e Amicone, 1981), que € uma técnica que
consiste na utilizacao de um tonédmetro. Neste, uma solucao de Hb
é equilibrada com uma mistura de gases de pO, conhecida.

Geralmente o método dindmico tem as seguintes vantagens
sobre o método estatico: (a) a curva de equilibrio contém muito
mais informagdes do que uma reunidao de pontos, especialmente
quando a curva nao é uma sigmoide simples; (b) & mais preciso; (c)

a aquisicao, o processamento e a estocagem de dados s&o




faciimente feitas; (d) a obtencdo da curva realizada pelo método
dindmico nos permite acompanhar o curso do experimento através
do teste visual da curva. Devido a estas vantagens o método
tonométrico classico (Giardina e Amicone, 1981) vem sendo

gradualmente substituido por este método automatico (Ackers,

1980).

3.3) DESCRIGAO DA CELA ESPECTROPOLARIMETRICA.

A figura 4 mostra um esquema de toda a aparelhagem
utilizada na montagem da cela espectropolarimétrica, baseada na
cela de Imai, construida em nosso laboratério.

Nesse sistema de oxigenacao uma solucdo de oxi-Hb é
colocada em uma cela de acrilico termostatizada, equipada com um
eletrodo de oxigénio, com caminho éptico de 12 mm, montada no
compartimento para cela de um espectrofotémetro Cary 13E Varian
que possui uma janela optica que permite a passagem de luz pela
cela. A solugao de Hb é agitada constantemente por um agitador
magnético conectado a uma fonte Sincler SPS 2520A, mantida a

uma tensao constante de 3,5 V.




A temperatura € previamente estabelecida e controlada por
um banho Neslab RTE 221. A entrada de gas Nitrogénio ocorre por
intermédio de um capilar que esta acoplado na regiao inferior da

cela. O gas N, passa primeiro numa camara umidificadora acoplada

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

as duas camaras, que compde a cela e entra em contato com a
solucdo. Um gradiente de pressao de O, entre a fase gasosa de N;
e a solucao é criado induzindo a desoxigenacao da solucdo, que
ocorre gradativamente com a liberacdo do oxigénio ligado a
proteina. Apds a completa desoxigenacao da amostra, monitorada
pela constancia da voltagem do eletrodo e da absorbancia medida,
o fluxo de N, é suspenso e ar ou O, € introduzido na fase gasosa da

cela e procede-se a medida de reoxigenagao da amostra.
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Figura 4: A figura acima esquematiza os equipamentos utilizados pelo método
de oxigenagao automatico. A parte central representa a cela montada em um
suporte para cela de um espectrofotometro Cary 13E Varian. Um agitador
magnético, que esta ligado a uma fonte Sincler SPS 2520A, é montado sob o
suporte. A entrada do N, gasoso ocorre pela parte inferior da cela. O eletrodo
de O, é monitorado por um circuito que envia os sinais para um registrador
Rikadenki. A temperatura do sistema é controlada por um banho Neslab RTE
221. A mudanga da absorbancia da solugdo de Hb, quando sobre ela variamos
a pO;, em apenas um comprimento de onda, € acompanhada visualmente e
armazenada em um computador para posterior calculos dos parametros
funcionais da proteina.

3.3.1) O FUNCIONAMENTO DO ELETRODO DE OXIGENIO.

A determinagao da concentragao de oxigénio, [O,], dissolvido
na solucao é feita utilizando um eletrodo de O, (YSI 5331) que
proporciona um caminho direto para a medida da pO, da amostra.

O valor de [O2]gissonvido €, para uma dada solugao de composicao




designada, proporcional a atividade de oxigénio, medida pela
pressao parcial de O, na fase gasosa em equilibrio com o oxigénio
dissolvido naquela solucdao. Esta formulacao da lei de Henry, é
expressa pela equacao (3).

O eletrodo de O, € um sistema polarografico completo que
consiste de um catodo de platina, um anodo de prata e solugao de
KCI, que serve de meio para a corrente elétrica, mantida por uma
membrana de Teflon fixada por “O-ring” de borracha. A membrana

fina de Teflon forma uma barreira mecanica e elétrica entre o

eletrélito e a solugao contendo o gas.

Quando uma voltagem polarizada (0,8 V) é aplicada entre o
catodo e 0 anodo, o oxigénio existente sobre a membrana é

reduzido, produzindo uma corrente.

O, + 2H,0 + 4e° = 40H E°=+0.8V (27)

onde E° é o potencial padrdo de reducdo do oxigério (Atkins, 1990)

Devido ao gradiente de oxigénio entre a fase da solugao e o
eletrodo, o O, difunde através da membrana em uma velocidade
diretamente proporcional a concentragao do gas dissolvido na

solugao. Com as condicbes de equilibrio atingidas, a corrente




gerada no eletrodo é proporcional a concentragao de O, na solucao.
Este sinal de corrente € enviado a um medidor de oxigénio,
contendo um circuito previamente montado em nosso laboratorio,
que converte a corrente gerada no eletrodo em voltagem ao longo

da queda de potencial de um resistor. Este circuito esta

representado na figura 5:
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Figura 5: Circuito utilizado para polarizar o eletrodo com uma diferenca de
potencial (d.d.p.) de 0.8 V. Quanto maior for a concentragdao de O, na solugao,
menor é a resisténcia elétrica no circuito, e quanto menor for a concentragao
de O, na solugao, maior é a resisténcia elétrica no circuito. Assim essa variagao
de O, é diretamente proporcional a variagdao de tensdao a ser registrada
(“Instructions for YSI 5331 Oxygen Probe”-YSI Incorporated, Yellow Springs,

Ohio 45387 USA).

A tensao medida a todo instante € registrada por um

registrador Rikadenki. Estes valores de tensdo sao posteriormente
convertidos em valores de pO, pela expressao de calibracdo do

eletrodo a seguir:




onde pr é a pressdo de oxigénio® usada para calibrar o eletrodo e

Vmax @ tensao correspondente a esta pressao; vi € o valor da
voltagem correspondente a uma determinada concentracao de O,
em uma solucdo qualquer; Vmin € 0 valor minimo de tensao
correspondendo a voltagem observada na saida do eletrodo na

auséncia de O..

3.3.2) PREPARAGAO DO ELETRODO.

Ao dar inicio aos experimentos, a primeira tarefa a ser
executada foi a preparacéo do eletrodo. Uma membrana de Teflon
e fixada por um “O-ring” ao eletrodo. Entre a membrana e o eletrodo
é colocada uma ou duas gotas de solugdo saturada de KCI (3
molar), que serve de meio condutor para a corrente elétrica. Além
da fungao de fixar a membrana ao eletrodo, o “O-ring” também é
utilizado para vedar o encaixe do eletrodo na cela, garantindo assim

0 gradiente de pressao de oxigénio.

’A pressio total ¢ calculada da pressio barométrica, Py, pressio de vapor de dgua, Py, ¢ da quantidade
de oxigénio (%) na mistura gasosa, isto ¢, Py = (%0, / 100) (P, - Py)




A velocidade de leitura do eletrodo de oxigénio depende da
espessura da membrana, ou seja, a resposta € mais rapida com a
membrana "High Sen’s” (7230-R53(YSI 5776)) do que com a

“Standart” (7230-R50(YSI 5775)).

3.3.3) CALIBRAGAO ESTATICA DO OXIMETRO.

A calibracao do oximetro é feita fazendo-se passar gases de
concentracdes conhecidas de O, (20%, 5%, 3% de O, e N,) na cela
contendo agua para cada mistura gasosa. O tempo necessario para
a estabilizacao da leitura do eletrodo foi de aproximadamente 20
minutos.

Apds a obtencado da leitura da voltagem do eletrodo em
equilibrio com a mistura gasosa correspondente a 20% de O é feita
a passagem do N, para obter o valor de voltagem do eletrodo na
auséncia de O,. Estes dois pontos representam 0 maximo e minimo
de O, dissolvido na solugao, respectivamente. A séguir a calibragao
€ confirmada com as misturas de gases contendo 3 e 5% de
oxigénio.

Os dados obtidos, apresentados na tabela 1, mostram uma

calibragao tipica do oximetro.




Concentragao de gases Leitura do Oximetro ( mV )
0% de O; (N2 puro) 0
3% de O, 23,2
5% de O, 37,7
20% de O, 1491

Tabela 1: Valores experimentais da calibragao do oximetro com nitrogénio puro
e misturas gasosas de oxigénio em diferentes concentragées (3%, 5% e 20 %).
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Figura 6: Curva de calibragdo do oximetro com nitrogénio puro e misturas
gasosas de oxigénio a 3, 5 e 20 % de concentragao. A correlagao, para o ajuste

feito nesta calibragao, foi de 0.9998.

A figura 6 mostra o grafico da tensao do ox'imetro para cada
valor de concentracédo de O, nas misturas especiais de gases
usados para calibracao do eletrodo. O alinhamento destes pontos
demonstra que a resposta do eletrodo € linear com a concentragao

de O, dissolvido na solucéo.




3.4) DETERMINAGAO DA SATURAGAO FRACIONAL POR

ESPECTROFOTOMETRIA.

A figura 7 mostra o espectro da Hb para diversas saturagoes
e as variacoes espectrais que acompanham a liberagao ou ligacao
do O,. O espectro com picos de absorcdo em 540 nm e 576 nm
correspondem a Hb totalmente oxigenada e o espectro com pico de

absorcao em 550 nm a desoxi-Hb.

Comprimento de Onda (nm)

Figura 7: A figura acima mostra os espectros de absorgdo da desoxi-Hb (—)
da oxi-Hb (—), na regido do visivel. Os espectros intermedidrios s&o
referentes a diferentes saturagdes que a Hb apresenta durante o processo de
desoxigenagao e/ou oxigenagao.




3.4.1) A LEI DE BEER-LAMBERT.

A absorbancia de uma espécie cromofora € dada pela Lei de

Beer-Lambert, ou seja,

Abs = logl% =g*.C

onde I, e I sdao a intensidade da luz incidente e emergente da

amostra, respectivamente, C € a concentragao molar da amostra, U

o caminho ptico percorrido pela luz na amostra, dado em cm; E*

coeficiente de extincdo molar do cromoéforo, no comprimento de
onda A, com unidade M'.cm™ e Abs é a absorbancia anteriormente
definida (Tinoco, Sauer e Wang, 1995) .

A absorbancia de uma amos_,tra no comprimento de onda A
contendo duas espécies cromoéforas de coeficientes de extincao

molar E*; e £, e concentracdes C, e C,, respectivamente, é dada

por

Abs=¢*C .£+€2C. ¢




Para uma reacao na qual ocorre a interconversao da espécie

1 em 2, ou vice e versa, a absorbancia medida varia dependendo
de quao E* difere de T, portanto, pode ser acompanhada

espectrofotometricamente.

No presente estudo acompanhamos a oxigenagao e ou
desoxigenacao da Hb pela variagao da absorcdo em A=576 nm que

corresponde a um dos picos da absorcao da oxi-Hb. Neste
comprimento de onda o coeficiente de extincado molar da oxi é 1,53

X 10* M'.cm™ e da desoxi € 0.98 x 10* M'.cm™ (Riggs, 1981).

4) DETERMINAGAO DINAMICA DA CURVA DE OXIGENAGAO

NO EQUILIBRIO.

A variacao da absorbancia da solucao de Hb durante a

desoxigenacgao/oxigenacao € obtida em um comprimento de onda
fixo (A=576 nm). Um exemplo destas medidas é apresentado na

figura 8, onde esta pontuado o valor da Abs da Hb em fungcao da

pressao de oxigénio.




A obtencao desta curva é feita medindo-se simultaneamente
a variagao da absorbancia (AAbs) e da voltagem do oximetro
enquanto um fluxo de N, ou O, € mantido sobre a superficie da
solucao.

Os valores da pO,, apresentados neste grafico, foram

calculados a partir dos valores de voltagem pela expressao 28:

£

pO, (mmHg)

Figura 8: Curva de equilibrio de oxigenagdo (OEC) da hemoglobina humana A,
em solugdo contendo 60 uM heme, tampao Hepes 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7,3
a 298 K. Os pontos obtidos sdo referentes a etapa de desoxigenagdo. A
absorbéancia foi medida em um comprimento de onda fixo (A = 576 nm). A pO;
no inicio do experimento era de 148 mmHg e quando a amostra estava
totalmente desoxigenada o valor da pO; é zero mmHag.

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

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




7. [oxi. Hb] _ [oxi. Hb]

[Hb, ] [oxi Hb]+ [desoxi. Hb]

Como a hemoglobina apresenta duas espécies cromoforas, a

oxi-Hb e a desoxi-Hb, se aplicarmos a lei de Beer-Lambert

(equacao 28) para cada espécie pura teremos,

Abs(bmig. = gd.an'ig. : q bT.* f

onde Abs,; € Absgsoxi COrresponde a Hb totalmente oxigenada e
desoxigenada, respectivamente, Eoig € Egesoxig S@0 0 coeficientes
de extingao molar para a oxi-Hb e desoxi-Hb, respectivamente.

A uma dada pO, na qual a concentracéo de oxi-Hb é C; e de

desoxi-Hb, Cg.oxi, @ @absorbancia Abs; € dado por:

Ab;l=(8_C_+8 C )€

odg odg  dsodg desadg.)




Substituindo Toxig. € Ehesoxig (€quacoes 32 e 33) acima, € Cuyr

= Coxi T Caesoxi, Chegamos a seguinte expressao,

Cdcsmig.

C(m]g_
AbS' = AbS + Absdc:i{)rig. C
IbT

i oNIg. Cl-l'b'I‘

onde Cypr € a concentracao total da hemoglobina na solucao.
Pela expressdo 34 pode-se obter a absorbancia da Hb (Abs;)
em qualquer instante da desoxigenacao ou oxigenacgao.

Cm{ig. Cdcsnxig. &
Sabendo que c.tT =1, que a razao entre a
HbT HbT

concentracdo de Hb oxigenada e a concentragéo total da Hb € igual

Coxisl, e a razao entre a concentracdo de Hb

CHbT

a saturacao, v-

totalmente desoxigenada e a concentragao total da Hb € igual a

(1-Y), podemos escrever a express&o 35 da seguinte maneira:

Y Absdcmg‘(l - ‘_{)

Abs, = Abs

oxig.

que rearranjada a partir das absorbancias medidas a saturacao da

Hb por O, é dada por:




Absi E Absdcsoxi
Absoxi - Absdcsoxi

Y =

onde Abs;: € a absorbancia em uma dada pO,,

Abs,i: absorbancia da amostra totalmente oxigenada,

Absgcsoxi: @bsorbancia da amostra totalmente desoxigenada.

Os valores das absorbancias para a solugao desoxigenada
(Absy ou Absgesoxi) € Solucao oxigenada (Abs, ou Abs,,;) sao obtidos
por extrapolacdes dos pontos iniciais e finais da curva de equilibrio
de ligacao de oxigénio. Assim & possivel determinar os valores da
saturacao nos extremos da curva de equilibrio de oxigenacao com
precisao (Imai, 1994).

O valor da absorbancia na forma oxigenada (Abs.y) € obtido
pela extrapolacao da porcao superior do grafico de Abs versus

1/p0O,, quando a pO, tende ao “infinito” (1/p0O, — 0).
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Figura 9: A figura acima mostra a extrapolagdo da absorbancia versus 1/pO,,
quando 1/pO; —» 0 . A solugdo continha 60 pM heme, tampao Hepes 50 mM,
NaCl 100 mM, pH 7,3 a 298 K. Os valores de absorbancia foram medidos em 576
nm. O ajuste da porgdo superior da curva foi feito por regressio linear
(y=mx+b) e o valor da absorbadncia quando Hb esta totalmente oxigenada
(Abs,y;) foi de 1,3918.

Por sua vez o valor de Abs, é obtido pela extrapolacao do

grafico de Abs com pO, indo para zero. Esta extrapolacdo é

realizada pelo ajuste de uma funcéo quadratica (Abs = ax? + bx + c)

para os pontos que se encontram na regiao inicial da curva.
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Figura 10: A extrapolagdao da absorbancia versus pO,. A solugdo continha 60
pM heme, tampao Hepes 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7,3 a 298 K. Os valores de
absorbancia foram medidos em 576 nm. O ajuste da porgao inferior da curva foi
feito pela fungao quadratica descrita no texto e o valor da absorbancia quando
a Hb esta totalmente desoxigenada (Absgesox) fOi igual a 0,9436.

Uma vez determinados os valores de AbSqi € AbSgesoxi, @

curva de oxigenacdo expressa em termos de Absorbancia (Abs)

versus pO, é normalizada em termos da fracéo de sitios ocupados,

Y, conforme a equacéo 37.




4.1) O GRAFICO DE HILL.

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

versus In (pO,)), & construido, como mostrado na figura 11.

Figura 11: Grafico de Hill (In (?!(1-?)) versus In p0O;) da Hb A, em solugdo
contendo 60 uM heme, tampao Hepes 50 mM, 100 mM NaCl, pH 7,0 & 298 K. Os
pontos obtidos sdo referentes ao processo de desoxigenagdo. O valor da
afinidade (Pso = 6,48 + 0,32mm Hg) foi obtido da interse¢ao deste grafico com o
eixo de In pO, e o da cooperatividade (nso = 2,43 + 0.06) é a inclinagdo do
mesmo.

O grafico de Hill descreve parametros funcionais da Hb, tais
como a afinidade (Ps) € a cooperatividade (nso) que sao obtidos do

seguinte modo:




[) A intersecéo deste grafico com o eixo de In pO; a In

(Y/(1-Y)) = 0, fornece o valor de In Psy, que é a pressdo de O,

quando metade dos sitios de ligacao da proteina estao saturados.

I) A inclinagé@o do grafico, a 50% de saturagdo também

chamada de coeficiente de Hill (nso), € dado por :

dinY/(1-Y))
0 =" dInpO,

|
‘ Y=0.5

sendo, que nsy € usado como uma medida das interagcdes heme-
heme (cooperatividade) da proteina e seu valor € sempre menor

que o numero de sitios disponiveis ao ligante (Imai, 1980).

4.2) CONTROLE DO FLUXO DOS GASES.

O controle do fluxo de N, é neceséério durante a
desoxigenagao, sendo que tal controle nao se faz presente na
reoxigenagcao uma vez que o capilar é aberto e ocorre a entrada de
ar no interior da cela. A velocidade de desoxigenagcao e

reoxigenagao depende de fatores tais como a taxa de difusao dos




gases na solucado e da quantidade de oxigénio dissolvido na
solugdo. A taxa de difusédo de O, entre as fases depende da

diferenga de pO, entre a fase gas e liquido, da viscosidade da

amostra e da temperatura da cela. A medida que N, gasoso é

injetado na cela, o oxigénio existente na fase gasosa é retirado e 0
O, da solugdo difunde para a fase gasosa por gradiente de
concentracao. A diminuicao da concentracao de O, dissolvido em
solugao diminui a velocidade de desoxigenacgao.

Outro fator que afeta o tempo de medida € a concentracdo de
Hb na solugdo, uma vez que com o aumento da concentracao a
quantidade de oxigénio ligado a proteina na sua forma oxigenada

também é maior.




5) RESULTADOS.

5.1) O EFEITO DA CONCENTRAGAO DE SACAROSE NA

SOLUBILIDADE DE O,.

A solubilidade de gases na solucao depende da composicao
desta. Para investigar como a solubilidade de O, dissolvido na
solucdo muda com a concentracdo de sacarose foi realizado um
experimento onde obteve-se um grafico de voltagem em funcéao da
concentracao de sacarose na solugao. Para cada concentracao de
sacarose, O primeiro passo foi desoxigenar a solugao com a
passagem de N, seguida da passagem de uma mistura especial de
gas (contendo 20% de O,). O valor da voltagem referente a essa
mistura especial de gas contendo 20% de O, é diretamente
proporcional a concentracado de O, para cada condicao
experimental.

Notamos que a medida que a concentragao de sacarose
aumenta o valor da voltagem medida pelo oximetro diminui. Os

dados obtidos estao representados na tabela 2.




Massa de soluto Conc. Molal da solugdo | Leitura do Oximetro (mV)

(sacarose)
(g/ 5ml de H;0)

0 149,1

0,824 139,2

1,584 0,5 120,2

2,88 1,0 108,6

3,898 1,5 100,3

4,706 2,0 92,1

5,556 25 84,6

Tabela 2: Valores experimentais de voltagem obtidos em diferentes
concentragées de sacarose. Esta tabela foi montada para mostrar que a
solubilidade de O, muda com a concentragao de sacarose.

O decréscimo da corrente no eletrodo, e portanto da tensao
medida a cada concentracdo de sacarose esta relacionado a
diminuicdo da solubilidade do oxigénio na solugao. Este resultado
reflete a dependéncia da constante de Henry com a composi¢ao da

solucdo. Entretanto, a atividade de O, (ap2) permanece inalterada

quando a pO, na fase gasosa € mantida constante. Os resultados

estao ilustrados na figura 12.
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Figura 12: O grafico de concentragdo Molal de sacarose versus voltagem (mV),
mostra o comportamento da pO, @ medida que a concentragdo de sacarose é
aumentada.

O experimento acima demonstra como a constante de
solubilidade de O, (constante de Henry - Ky) varia com a
composicao da solugdo. O grafico mostra que o aumento da

concentracao de sacarose diminui a constante de Henry.

5.2) MEDIDAS DAS CURVAS DE OXIGENGAO NA PRESENCA E

AUSENCIA DE SACAROSE.

5.2.1) DIFICULDADES INICIAIS.
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Os experimentos iniciais foram realizados em solugao
contendo 60 uM (heme) de HbA; em 50 mM de tampao Hepes, pH
7,0 a 298 K. Foi adicionado catalas_e e superoxido dismutase para
diminuir a formacao de meta Hb (Giulivi e Davies, 1990; Jameson e
Ibers, 1994; Valentine, 1994). Os valores lidos no oximetro foram
manualmente anotados e fornecidos ao computador para 0s
calculos posteriores. A figura 13 mostra um exemplo de curva de

saturacao obtida nas condi¢des antes citadas.
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Figura 13: Curva de saturagado (Y versus In pO;) de hemoglobina humana
(HbA,) em solugido contendo 60 pM heme, tampao Hepes 50 mM, pH 7,0 & 298 K.
Os pontos obtidos sdo referentes ao processo de desoxigenagédo. Os valores
da afinidade (Pso = 1,6 mm Hg ) e cooperatividade (nso = 2,7) estdo de acordo
com dados obtidos por experimentos realizados nas mesmas condigdes (Imai,
1981).




Com o eletrodo acoplado ao registrador trabalhamos para
obter as curvas de equilibrio de oxigenacao e desoxigenagéo, como

mostra a figura 14. Neste grafico nota-se a nao reversibilidade da

reacao.
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Figura 14: Curva de desoxigenagao (quadrado cheio) e posterior oxigenagao
(quadrado vazio) da Hb A, em 60 mM de tampao Hepes, 100 mM NaCl a 298 K e
pH 7,0. Na cela de aluminio a ndo sobreposi¢do dos graficos mostra que a

proteina esta sendo oxidada no decorrer do experimento.

A nao sobreposi¢cao das curvas de equilibrio, bem como as
alteracOes espectrais ao final do experimento, nos levou a concluir
que o aluminio que compunha a estrutura da cela estava oxidando

a hemoglobina no decorrer das medidas. A solugdo encontrada

para resolver esse problema foi a confeccao de uma nova cela em

acrilico.




5.2.2) A ADAPTAGAO DE UM AGITADOR AUXILIAR.

Foram realizados varios experimentos, usando tampao Hepes
50 mM, pH 7.3, onde variavamos a concentracao de sacarose com
O objetivo de medir o efeito de agua na afinidade da Hb. Os
resultados tabelados abaixo mostram que a medida que
aumentamos a concentracao da sacarose o valor do Psy diminui,
sendo este comportamento contrario ao esperado (Colombo et al.,
1992, 1994, 1996). Estes resultados demonstraram que a agitacao
da solucado na cela original de Imai ndo € adequada ao estudo de
Hb em solugbes viscosas pois nao propicia a homogeneizacao

adequada da solucao.

Conc. Molal de
sacarose

Pso (mm Hg)

In Pso

Nso

Tabela 3: Os valores sao referentes a Pso, Log Pso € nsp utilizando a cela de Imai,
com solugdo contendo 60 pM heme, tampao Hepes 50 mM, pH 7,0 a 298 K, em
varias concentragdes de sacarose.




A figura 15 mostra como solucionamos esse problema de nao
homogeneizacao. A idéia foi adaptar um dispositivo auxiliar para
deslocar a solucado presente na regiao superior da camara para a
regido inferior, e vice-versa. Para executar essa idéia acoplamos a
cela uma broca (de = 2,35 mm de diametro) inserida em um
suporte.

O suporte consiste de um pequeno tubo cilindrico de acrilico
contendo dois orificios, um préoximo a superficie da solucado e
proximo da base da cela. Esse cilindro foi adaptado no interior da
cela de tal modo que nao atrapalhe a passagem da luz enviada pelo
espectrofotometro.

Para movimentar a broca foi adaptado um motor de 12 volts

ao suporte de cela. Quando a broca esta em movimento, a solugao

de Hb, que se encontra na superficie da camara, entra no orificio
superior do cilindro de acrilico e € empurrada para baixo, saindo
pelo orificio inferior em um movimento continuo. A agitacao
proporcionada pelo agitador (“peixinho”) e pela circulagao de
solucao auxiliar (broca) resultam numa melhor homogeneizagcao da

solugao.




—p Paredes de acrilico

Entrada de
N, e O,
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Suporte para
eletrodo
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Algoddo umidificado Agitador magnético Eletrodo
Agitador auxiliar (broca)

Figura 15: Esbogo da cela utilizada nos experimentos. A cela é composta por
duas cdmaras sendo que a primeira contem algodio umedecido por onde
passa o gas (N; e O;). Dessa camara o gas vai, por intermédio de um capilar,
para a segunda onde estd a solugdo de Hb. Nessa cidmara se encontra o
agitador auxiliar.

6) RESULTADOS COM NOVA CELA

ESPECTROPOLARIMETRICA.

A figura 16 mostra uma curva de oxigenacéo tipica obtida
pelo método tonométrico (a) e a curva de equilibrio de oxigenacéao

obtida com a nova cela (b).
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Figura 16: Curvas de equilibrio de oxigenagdao (OEC) da hemoglobina humana
A, obtidas por dois métodos de oxigenagao distintos. A curva de saturagdo
obtida pelo método tonométrico (a) continha uma solugdo com 60 pM heme,
tampao Hepes 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,3 a 298 K e os valores calculados
para afinidade e cooperatividade sd@o Ps = 6,23 + 0,25 mm Hg e ns, = 2,8 + 0,05,
respectivamente (A curva de saturagdo obtida pelo método tonométrico foi
gentilmente cedida por Flavio Augusto Seixas). Ja para a curva de saturagado
obtida pelo método automatico de oxigenagéo (b), contendo uma solugdo com
60 pM heme, tampao Hepes 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7,3, a 298 K, a afinidade
calculada foi de Ps, = 6,5 + 0,32 mm Hg e a cooperatividade foi de ns, = 2.43 +
0,06.

Pode-se perceber que as duas curvas (a e b) apresentam a

regiao central, onde calculamos a afinidade e a cooperatividade,

muito bem definidas. Porém a curva de saturacdo obtida pelo




método automatico de oxigenagao contém um numero muito maior
de pontos. As regides de alta e baixa saturacao, portanto, sé&o
melhor definidas quando comparadas com a curva de saturacao

obtida pelo método tonométrico.

6.1) EFEITO DA ATIVIDADE DE AGUA (In a,) SOBRE A

AFINIDADE DA Hb POR O; (Pso).

As curvas de oxigenagao em varias concentracdes de
sacarose foram obtidas com a nova cela espectropolarimétrica. O
efeito da adicao de sacarose sobre a afinidade da Hb Ao, por Oy,
medido em tampao Hepes 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7,3 é
mostrado na figura 17. Nesta figura estao representadas as curvas
de saturacao parcial da Hb em fung¢ao de In pO, em cada condicao

experimental.




Semsacarose

o Com0,15molal sacarose
Com0,35molal sacarose
Com0,65molal sacarose
Com 0,90 molal sacarose

Figura 17: Comportamento da afinidade da Hb A, por O, em solugdes contendo,
tampao Hepes 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7,3 em varias concentragdes de
sacarose, como mostra a legenda. Esse comportamento foi observado durante
a desoxigenacgdo da proteina a 298 K.

Nesta figura observamos que a afinidade da Hb por O,
diminui com 0 aumento da concentracao de sacarose.

O comportamento aqui observado esta de acordo com o
verificado em trabalhos recentes realizados por Colombo e

colaboradores (Colombo, et al,, 1992, 1994, 1996) utilizando outros

métodos de determinacao das curvas de saturacao (Hem—O—Sc:an3

e 0 método Tonométrico). Estes autores, interpretaram o efeito da

3 As OEC sdo obtidas por este método de oxigenagdo, fazendo-se passar O, em uma camara termostatizada e
humidificada de um espectrofotémetro. Essa cdmara contém um filme, composto por uma solugdo de Hb que esta
delimitada entre duas membranas permedveis ao gas. A luz passa pela amostra e o sistema fotodetector monitora a
diferenga entre as absorbéncias em dois comprimentos de onda. Esta diferenga na Abs ocorre com a variagdo da

saturagdo da Hb por O2 () e é registrada no eixo y de um grafico x-y. Um eletrodo de oxigénio monitora a presséo parcial
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e 0 método Tonométrico). Estes autores, interpretaram o efeito da
adicao de solutos neutros a solugao sobre a afinidade da Hb por Oy,
como um efeito indireto e devido a diminuig¢ao da atividade de agua.
Com a diminuicao da atividade do solvente o equilibrio
conformacional entre as estruturas T, de baixa afinidade, e R de
alta afinidade por O, se desloca na diregao da conformagcéao menos
hidratada, T. Estes autores propuseram ainda a utilizacdo da
equacao de “linkage” (equacao 15) para a determinacao da
variagao de hidratagao entre as conformagdes totalmente

oxigenada e totalmente desoxigenada. A partir de dados de

oxigenagao obtidos com a nova cela determinamos os valores de

Pso para cada valor de osmolalidade de solugao.

As osmolalidades das solu¢des contendo Hb (osm) foram
determinadas por medidas de depressao do ponto de congelamento
da solugao, usando um osmémetro Osmette A modelo 5002
(Precision System, Inc.). As osmolalidades das solucdes foram
determinadas depois da obtencao das curvas de oxigenacao da Hb,
em cada condicdo experimental. O logaritmo da atividade de agua

foi entao obtido através da seguinte relacao (Colombo et al., 1996):

registra no eixo x do grafico. Um grafico de Abs x pO, é obtido com o aumento da pO, de 0
até niveis em que a amostra encontra-se totalmente saturada (Bonaventura et al, 1981).
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onde Agpq € 0 decaimento do ponto de congelamento, K; = 1,86 K
Kg mol” é a constante crioscopica, e M= 55,5 é a molaridade da
agua pura e osm € o valor da osmolalidade da solugdo medida
apos a obtencao da curva de equilibrio de saturacdo. (Atkins, 1994).
Na tabela 4 sdo mostrados os valores de Ps, determinados nas

diversas osmolalidades e os valores de In a,, correspondentes.

Osm (mOsm) In a,, Pso (mm Hg) In Pso

0,247

-0,00445

6,29 + 0,23

1,84 + 0,04

0,366

-0,00658

6,95 + 0,32

1,88 £0,06

0,548

-0,00987

6,82 + 0,28

1,92 £0,05

0,682

-0,01230

7,69 + 0,34

2,04 +0,04

0,888

-0,01600

7,92+ 0,30

2,07 0,05

1,045

-0,01883

8,67 +0,60

2,16 +0,06

1,185

-0,02135

8.84 +0,48

2,18 +0,05

1,419

-0,02561

9,78 £0,43

2,28 0,05

1,661

-0,02993

10,27 +£0,50

2,33 £0,05

2,108

-0,03799

11,82 +0,70

2,47 +0,05

Tabela 4: Dependéncia da afinidade da Hb em fungao da atividade de agua.




Nota-se, na tabela 4, que a medida que aumenta a
osmolalidade da solugao, a afinidade da Hb por O, diminui,
estabilizando portanto a estrutura de menor afinidade por oxigénio.

Na figura 18 mostramos o grafico dos valores de In Pso versus
In aw. Notamos neste grafico que In Py varia linearmente com In a,,.
A inclinagao d(In Ps)/d(In ay), corresponde a 76 + 3 moléculas de
agua, por tetramero de hemoglobina, envolvidas durante a transicao
T para R. Esse valor de An,, € coerente com a diferenca de area de
superficie acessivel ao solvente entre as estruturas Desoxi (T) e a

Oxi (R) da hemoglobina. Chothia e colaboradores (Chothia et al.,

1985) mostraram que a proteina oxigenada expde de 500 a 800 A2

mais de superficie do que a proteina na forma desoxi da Hb.
Considerando que uma molécula de agua pode cobrir
aproximadamente de 9 a 10 A? de superficie, calcula-se que de 55
a 90 moléculas de agua sdo necessarias para hidratar a superficie

extra da forma oxi da Hb (Colombo et al., 1992, 1996).




Figura 18: Grafico de In Ps, versus In a,, obtido de solugdes contendo tampao
Hepes 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7,3 a 298 K em varias osmolalidades de
sacarose que foi de 0,247 a 2,108 mOsm. Cada ponto experimental representa a
média entre quatro medidas de Ps sendo duas a duas completamente
independentes (amostras distintas). Para cada amostra Ps, foi determinado
independentemente para a curva de oxigenagdo e para a curva de
desoxigenagao.

Portanto as 76 moléculas de agua obtidas no grafico
mostrado na figura 18 estdo de acordo com a area de superficie
acessivel ao solvente apresentada pela Hb durante a transicao T

para R.

6.1.1) COMPARAGAO ENTRE Ps, E A ATIVIDADE MEDIA

DO LIGANTE (Pm).




A analise do efeito de efetores heterotropicos alostéricos,
como prétons, anions e agua, sobre a oxigenacao da Hb tem sido
realizada com a equacao de linkage de Wyman, equacao 15,
(Wyman, 1964) utilizando o valor de Psg, a pressao de oxigénio na
qual 50% da Hb esta oxigenada, como uma aproximacao do valor
de Pm, a pressao de oxigénio correspondente a atividade média do
ligante. A obtencao das curvas continuas de oxigenacgao a diversas
atividades de agua permitiu investigar a exatidao desta

aproximacgao.
Wyman propds estimar o AG de oxigenagao da Hb calculando

o trabalho para transferir ono, moléculas de oxigenio do estado de

referéncia, onde o potencial quimico do ligante é u’s,, para a
proteina em meio no qual o potencial quimico do ligante é uos, pela

integral (Wyman, 1964),

L:;\. 6G = J: (“02 o ”002)81102

G, =G

oxi desoxi

= ['RTInpO,8n,, = 4RTInPm




que resulta a variacao de energia livre total da proteina entre seu
estado totalmente saturado e seu estado totalmente insaturado.
Wyman demonstrou que o valor desta integral & diretamente
proporcional ao logaritmo de Pm, a atividade média do ligante. Para
curvas de oxigenacgao simétricas em torno do valor de pO, onde a

Hb encontra-se 50% oxigenada, Pm é igual a Ps,. Um exemplo de

como é possivel obter Pm das curvas de oxigenacdo continua é

dado na figura 19. Nesta figura o valor da area hachurada é igual a

R.T.In Pp,.

Figura 19: Curva de desoxigenacdo da Hb A, obtido de solugdes contendo
tampao Hepes 50 mM, NaCl 100 mM, 1,661 mOsm de sacarose, pH 7,3 a 298 K.
A atividade média do ligante é definida pela area hachurada que é igual a
R.T.InPm e para esta condigdo experimental vale 9,21 mm Hg.
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Na tabela 5 sdao mostrados os valores de Pm determinados

nas diversas osmolalidades.

Osm. (mOsm)

In ay,

Pm (mm Hg)

In Pm

0,247

-0,00445

5,99+ 0,49

1,79+ 0,09

0,366

-0,00658

6,17 £ 0,38

1,82 £0,06

0,548

-0,00987

6,33 + 0,32

1,84 +0,05

0,682

-0,01230

7,58 + 0,16

2,02 +0,02

0,888

-0,01600

7,24 £ 0,56

1,97 £0,08

1,045

-0,01883

7,66 £0,16

2,04 £0,02

1,185

-0,02135

7,94 £0,92

2,07 £0,12

1,419

-0,02561

8,78 +0,10

2,17 +0,01

1,661

-0,02993

9,18 £0,10

2,22 +0,01

2,108

-0,03799

10,33 £0,27

2,33 £0,03

Tabela 5: A tabela acima mostra a dependéncia da atividade média do ligante
em fungao da atividade de agua.

A figura 20 apresenta o gréficb do logaritmo de Pm em fungao

de In(aw). Como observado no grafico de In(Psy) versus In(ay),

In(Pm) também varia linearmente com In(a,) com um coeficiente
angular que corresponde a ligagao de 70 + 6 moléculas de agua ao
tetramero de hemoglobina devido a ligacdo de quatro moléculas de

oxigénio. Portanto, podemos concluir que o valor de Pso € uma boa




aproximacao para o valor da atividade média do ligante, Pm, como

anteriormente proposto (Imai, 1982).

Figura 20: Grafico de In Pm versus In a,, obtido de solugdes contendo tampéao
Hepes 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7,3 a 298 K em varias concentragées de
sacarose. Cada ponto experimental representa a média entre quatro medidas
de Pm sendo duas a duas completamente independentes (amostras distintas).
Para cada amostra Pm foi determinado independentemente para a curva de
oxigenagao e para a curva de desoxigenagao. Assim como o valor de Ps, 0 valo
de Pm também aumentou (afinidade diminuiu), numa variagiao da concentragio
de sacarose que foi de 0,247 a 2,108 mOsm.

6.2) EFEITO DA ATIVIDADE DE AGUA (In a,) SOBRE A

CONSTANTE DE ASSOCIAGAO DO PRIMEIRO O, A Hb (K,).




Com o objetivo de utilizar a medida da variagdo de hidratacao
que acompanha a oxigenag¢dao da Hb como uma sonda das
mudancas estruturais induzidas na proteina pela ligacao do ligante,
determinamos a dependéncia da constante de associacdo do
primeiro oxigénio, K4, com a atividade de agua.

O valor de K; é obtido extrapolando a reta que interpola os
valores de saturagao de O, na extremidade inferior do grafico de
Hill. A figura 21 mostra varios graficos de Hill obtidos em diferentes

osmolalidades. O intercepto da reta que passa pelo pontos de baixa

saturagdo com In (Y/(1-Y))=0 € igual & - In K.

In (Y/(1-Y))

I LI | L ! EE TR | L |

T -
15 20 25 30 35 40 45

Inqﬂ

Figura 21: Graficos de Hill (In (Y/(1-Y) versus In pO,;) da Hb A, em solugdo
contendo 60 pM heme, tampdo Hepes 50 mM, pH 7,0 a 298 K em diversas
osmolalidades de sacarose como mostra a legenda. Os pontos sao referentes a
etapa de desoxigenagao.




Nestes graficos notamos que a medida que a atividade da
agua diminui, o valor de In K4 também diminui. Este efeito pode ser
visto na tabela 6, que mostra os valores K; determinados para

varias ay,.

Osm. (mOsm) In ay, In K4 K1 (mmHg)'1
0,247 -0,00445 -3,03 + 0,03 | 0,048 £0,0018
0,366 -0,00658 -3,12 +0,07 | 0,044 +0,0028
0,548 -0,00987 -3,29 £0,05 | 0,037 +0,0006
0,682 -0,01230 -3,66 +0,02 | 0,028 +£0,0022
0,888 -0,01600 -3,62 £0,1 0,027 +0,0034
1,045 -0,01883 -3,83 £0,03 | 0,022 +0,0008
1,419 -0,02561 -4,18 +0,03 | 0,015 +0,0005
1,661 -0,02993 -4,26 +0,03 | 0,014 £0,0016
2,108 -0,03799 -4,53 £0,05 | 0,011 £0,0018

Tabela 6: A tabela acima mostra a dependéncia de In K; em fungao da atividade
de agua.

A figura 22 mostra o comportamento de In Ky em funcao de In
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Figura 22: Grafico de In Ky versus In a,, obtido de solugdes contendo tampao
Hepes 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7,3 a 298 K em varias concentragbes de
sacarose. Cada ponto experimental representa a média entre quatro medidas
de K; sendo duas a duas completamente independentes (amostras distintas).
Para cada amostra K; foi determinado independentemente para a curva de
oxigenagao e para a curva de desoxigenacgao. O valor de K; aumentou numa
variagdo da concentragao de sacarose que foi de 0,247 a 2,108 mOsm.

A exemplo da equacao de linkage entre In Psp € In a,, a
dependéncia de In K, versus In a,, fornece a variagéo de hidratacéo

com a ligacao do primeiro oxigénio conforme a equagao abaixo

dinK,; _ i
dlna,,




A inclinagao do grafico da figura 22 estabelece que 46 + 2
moléculas de agua ligam-se ao tetramero de hemoglobina com a
ligagao. da primeira molécula de O,. Diversos estudos funcionais,
particularmente, medidas do numero de protons liberados pela
hemoglobina com a oxigenacao, efeito Bohr, tém sugerido que
varias pontes salinas existentes na estrutura T sao quebradas com
a ligacao do primeiro oxigénio. Estas pontes salinas podem estar
sendo estabilizadas com a ligacao das 46 moléculas de agua que
acompanha a associacao do primeiro O, a Hb. Chothia e
colaboradores (Chothia et al., 1985) calcularam que a quebra das
pontes salinas da Hb expde uma superficie de aproximadamente

450 A? ao solvente. Se considerarmos que cada molécula de agua

cobre aproximadamente de 9 a 10 A? de superficie os dados de

Chothia ? colaboradores sugerem que de 45 a 50 moléculas de
agua ligam-se a Hb, com a quebra destas pontes.

Estes resultados reforcam a sugestao de que a ligacéo do
primeiro ligante é acompanhada pela quebra das pontes salinas

existentes na estrutura desoxi (T).

6.3) O EFEITO DA TEMPERATURA E DA ATIVIDADE DE AGUA

SOBRE A AFINIDADE DA Hb POR OXIGENIO.




Com o objetivo de verificar qual a contribuicdo da ligacdo de
agua a Hb para a variagdao de entalpia, AH, e a variacdo de
entropia, AS, de oxigenagcdo determinamos a dependéncia da
afinidade com a temperatura a diversas osmolalidades fixas.

A dependéncia mutua entre a afinidade da Hb por O, e a
energética de ligacao de agua a proteina € mostrada nos graficos
de In Pso versus In ay, representados na figura 23, determinados

as temperaturas de 293 K, 298 K, 303 K e 308 K.
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Figura 23: Grafico da afinidade da Hb A, em fungdo da atividade de agua
realizado em quatro temperaturas distintas. Cada ponto experimental
representa a média de quatro medidas de Ps, sendo duas a duas
completamente independentes (amostras distintas). Para cada amostra Ps, foi
determinado independentemente para a curva de oxigenagdo e desoxigenacao.
Os simbolos olivas correspondem a experimentos realizados a temperatura de
308 K, os simbolos azuis a 303 K, os pretos a 298 K e os simbolos alaranjados
a 293 K. Todos os pontos foram obtidos em solugdo contendo tampédo Hepes
50 mM, 100 mM NaCl e pH 7,3 em diferentes osmolalidades de sacarose .




Os valores da variacao de hidratacdo, An,, medido a cada
uma das temperaturas estdo mostrados na tabela 7. Estes dados
mostram que, dentro de um erro experimental, An,, aparentemente
independe da temperatura. Este € um resultado esperado se
considerarmos que as conformacdes da desoxi e da oxi-Hb n&o sao

alteradas pela variagcao da temperatura no intervalo investigado.

Temperatura (K) Any,
293 76 + 8,0
298 68+ 3.0
303 13+24
308 66 +2,5

Tabela 7: A tabela acima mostra o numero de moléculas de agua ligadas
durante a transicao da estrutura totalmente desoxigenada para totalmente
oxigenada em experimentos realizados nas mesmas condigbes de
tamponamento em diferentes temperaturas. A média de moléculas de agua (An,,
medio) ligadas nessas temperaturas foi de 73 + 4. moléculas. Essa pequena
diferenga esta diretamente relacionada a erros experimentais.

6.4) ANALISE TERMODINAMICA DOS RESULTADOS.

A figura 24 mostra o grafico de In Pso em fungéo do inverso da
temperatura, grafico de van't Hoff, determinado a quatro
osmolalidades distintas de sacarose, 0,241; 0,369; 0,549 e 0,888

mOsm.
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Figura 24: O Grafico de van’t Hoff, acima, mostra a dependéncia da afinidade
da Hb A, por O, pelo inverso da temperatura. Os pontos foram obtidos em
quatro temperaturas distintas (293 K, 298 K, 303 K e 308 K) usando solugdes
contendo tampdao Hepes 50 mM, NaCl 100 mM pH 7,3 em diferentes
osmolalidades de sacarose, 0,241; 0,369; 0,549 e 0,888 mOsm. O ajuste foi feito

de acordo com a equagdo (20) e a inclinagdo (_MI.R) nos da o valor do calor

envolvido no processo.

As linhas continuas nestes graficos representam o melhor

ajuste de equacao 26,

din PS(J(aw_.T) Ll AH°

d(1/T) ~ "R




onde In Psgaw) representa o valor de Ps; medido a atividade de

agua (aw) fixa e temperatura variavel. Na tabela 8 os valores de

entalpia de oxigenacgao, AH, sao apresentados.

Osm.(mOsm.) AH (Kcal/mol)

0.241 -13,2+2,0

0.369 -13,1 +1,8

0.549 -13,2 £1,6

0.888 -13,0 £1,7

Tabela 8: A tabela mostra a variagao da entalpia de oxigenagdo por heme de Hb
para experimentos, usando solugdes contendo tampao Hepes 50 mM, NaCl 100
mM, pH 7,3 e diferentes osmolalidades de sacarose.

Os valores médio da entalpia de oxigenacao apresentado na
tabela acima estdo em concordancia com os resultados descritos
na literatura (Johnson et al.,1992).

Dentro do intervalo limitado de variacao de a, e de
temperatura, os dados apresentados na figura 24 e na tabela 8
indicam que a variagcao de entalpia meédia para a ligagao de cada
molécula de O, a Hb é independente tanto da atividade de agua
quanto da temperatura.

A independéncia de AH de oxigenagao com a temperatura
indica que a variacao da capacidade térmica associada a reacao de

oxigenagao independe da temperatura e, portanto, que as




estruturas da oxi e desoxi-Hb, no intervalo térmico investigado, sé&o
invariantes.

Como AH de oxigenagdo também independe de pu,, a
mudanca da afinidade da Hb por O, com a mudanca de a,, deve ser
atribuida exclusivamente a variagcao da entropia associada a ligacao

diferencial de agua entre as estruturas R e T, Dado que,

AG® = AH® - T.AS°

a dependéncia destas quantidades com pn,, € dada por,

dAG _ dAH TdAS _ ¥
d“'w du’\\" d”’\\-’

oxi __ n desoxi
w W

com 98H _ 4 isto implica em

d.u'w

W

das=ds_-s,_ = [n o _ o )Rd " a_

Portanto, a variagao da entropia de oxigenagao com a,, € dada




dAS = An, Rdlna

e a variagao de dAG com a,, por

dAG =-TdAS = —An, RTdIna

Com o decréscimo de a,, dlna, , a variacdo da entropia de
oxigenagao € negativa. Esta variacdo de entropia de oxigenacao
reflete, portanto, a perda de entropia das 70 moléculas de agua que

se ligam a Hb no seu estado oxigenado.
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7) CONCLUSOES

A comparagao entre as curvas de oxigenacao obtidas pelo
método tonométrico e pelo método automatico, mostrada na figura
16, demonstra que o método desenvolvido por Imai (método
automatico) facilita a obtencado e o detalhamento das curvas de
oxigenacgao, particularmente a baixa concentracao de O,. Isso é
verificado pois a curva de oxigenacao obtida pelo método
automatico apresenta aproximadamente 60 pontos, contra 12 do
método tonométrico, e as regides de baixa e alta saturacédo sao
bem definidas, quando comparadas com as curvas obtidas pelo
tondmetro. Além disso a aquisicdo, 0 processamento e a
estocagem dos dados sao facilmente realizadas. Outra vantagem
apresentada pelo meétodo de Imai € que este possibilita o
acompanhamento visual, em todo o decorrer do experimento.

O desenho original da cela de Imai ndo € adequado,
entretanto, para a obtencao de curvas de oxigena¢ao com solugdes
viscosas. Nestas circunstancias, a medida da OEC nao é
reprodutiva porque os gases nao se distribuem homogeneamente
na solucao. Esta dificuldade foi resolvida com a adaptagao de um

dispositivo constituido por uma broca perfeitamente ajustada no




interior de um cilindro aberto préximo a superficie e préximo a base
da cela. Posto a girar, este dispositivo capta a solugao que se
encontra na superficie da solucao e a transfere para o fundo da

cela. Este fluxo vertical da solugcao propicia que 0 Oxigénio se

distribua adequadamente em solugbes bastante viscosas. A partir

dessa modificacdo as curvas de ligacao de oxigénio e
desoxigenacdo obtidas com a cela espectro-polarimétrica
coincidem e sao reprodutiveis.

Destas curvas de oxigenacédo, obtidas em diferentes
atividades de agua, ajustadas com a adicdo de sacarose,
determinamos o numero diferencial de moléculas de agua ligadas a
Hb entre os estados oxigenado e desoxigenado. Os resultados
encontrados estdo em concordancia com aqueles determinados
anteriormente por Colombo e colaboradores (Colombo et al., 1992,
1994, 1996).

O efeito da variacdo da -atividade de agua sobre as
caracteristicas de oxigenacdo da Hb havia- sido analisado
anteriormente utilizando a seguinte equacao de “linkage” (equacao

15) (Colombo et al.,1992);




difiBy, # (med— g

dlna_ 4

Como apontado por Colombo e colaboradores (Colombo et
al., 1992, 1994, 1996) esta expressao usa o valor de Ps; como uma
aproximacao do valor da atividade média do ligante - Pm, a
grandeza termodinamica verdadeira que mede o trabalho para
saturar a Hb com ligantes (Wyman, 1964; Wyman et al, 1990).

A obtencao das curvas continuas de oxigenacao a diversas
atividades de agua nos permitiu testar a validade desta
aproximacao.

A figura 19 mostra o comportamento da atividade média do
ligante (Pm) em funcao da a,. A An, associada a oxigenagao
determinada neste grafico esta em comum acordo com aquela
determinada pelos graficos de In Pso versus In a,, e justificam o uso
desta aproximacao.

A figura 19 mostra que a medida que diminuimos a atividade
de agua, In Pm também diminui. Isto se deve ao fato de que a
adicao de soluto neutro impde, um deébito energético para a
formacao do estado R. (Colombo et al., 1992). Consequentemente,

para a Hb atingir o mesmo nivel de saturacao por O, a baixas




atividades de agua, o valor da atividade de oxigénio deve ser maior
que aquele requerido a maior a,. Este aumento de Pm para um
certo grau de saturacdo se atingido a menores a,, € o débito
energetico pago pela estabilizacao do estado T da Hb.

Dentre as analises feitas a partir dos dados obtidos em
nossos experimentos, uma que nos estimulou bastante foi verificar
a variacao de hidratacdo da Hb associada a ligacdo da primeira
molécula de O, a Hb. Para tal determinamos como K; varia com ay,
como mostra a figura 22.

O valor de K; foi determinado a partir do gréafico de Hill (figura
21). Verificou-se que a medida que atividade de agua diminui, o

valor de In Ky também diminui, ou seja, diminuindo a atividade de

agua da solugdo dificulta a ligacdo da primeira molécula de O, a

Hb.

Pela analise do comportamento de In K; versus In a, (figura
22 e tabela 6) determinamos que 46 + 2 moléculas de agua por
tetramero de hemoglobina devido a ligagao da primeira molécula de
O, séo associadas.

Uma série de estudos tem sugerido que a ligacdo do primeiro
O2 a Hb induz a quebra das pontes salinas que estabilizam a

estrutura T. Portanto podemos supor que a ligacao de 46 moléculas




de agua que acompanha a ligacao do primeiro ligante hidrata estas
pontes salinas expostas, estabilizando-as. Esta hipdtese esta em
acordo com os calculos da variacao da superficie acessivel ao
solvente de proteina (AASA) computada por Chothia e
colaboradores (Chothia et al, 1985) a partir das estruturas
cristalograficas da oxi e desoxi-Hb.

A dependéncia de AG de oxigenagdo com a temperatura a
diversas atividades de agua foi investigada. Os resultados
mostraram que An,, aparentemente independe da temperatura.

A analise dos graficos de van’t Hoff (In Psg versus 1/T),
determinados a diferentes osmolalidades mostrou que AH de

oxigenacgao € insensivel a atividade de agua. Este resultado levou-

nos a interpretacao de que o efeito da variagao de hidratacao da Hb

durante a transicao T—>R sobre 0 AG é um efeito basicamente

entrépico, ja que AH permanece constante.
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