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RESUMO

Varios trabalhos reportados na literatura (Focesi et al., 1987; J. Med. Biol. Res.
v. 20, pp. 861; Oyama et al., 1993; Comp. Biochem. Physiol. v. 105B: pp. 271; Bonilla et al.,
1994a; Comp. Biochem. Physiol. v. 109A, pp. 1085; Bonafe et al., 1999; J. Biol. Chem. v. 274, pp.
1196) propuseram a existéncia de um mecanismo de transicdo oxidimero -
desoxitetramero em algumas espécies de serpentes, tais como, Boa constrictor
(Jibdia), Helicops modestus (cobra d’agua), Bothrops alternatus (urutu cruzeiro) e
Liophis miliaris (cobra d’agua).

De acordo com tal hipotese, as hemoglobinas destas serpentes, quando no
estado desoxigenado, possuem predominantemente estrutura quaternaria tetramérica
(,3,). Contudo, ao sofrerem oxigenag¢do, essas proteinas formariam dimeros («3).

Segundo Matsuura et al., (1989; J. Biol. Chem. v. 264, pp. 5515) esta dimerizagao
ocorreria devido a substituicdo dos residuos Glu 43(f)=>Thre Glu 101(B)=>Val, que
sdo residuos que constituem a interface dimérica (o ,3,). A falta das duas cargas
negativas promoveria a desestabilizacdo do tetramero.

Segundo Bonafe et al., (1999; J. Biol. Chem. v. 274, pp. 1196) 0 hemolisado de
Helicops modestus, na forma stripped, mostra ligacdo ndo cooperativa de oxigénio,
um comportamento encontrado em hemoglobinas diméricas de vertebrados.

O objetivo principal de nosso trabalho foi analisar as hemoglobinas de
algumas serpentes (Crotalus durissus terrificus (Cascavel), Helicops modestus, Boa
constrictor e Liophis miliaris) com o intuito de realizarmos a caracterizagao
funcional, assim como, determinarmos o grau de dissociagdo destas proteinas, a fim
de comprovarmos a existéncia ou ndo do mecanismo de dimeriza¢ao dependente do
processo de oxigena¢do destas hemoglobinas.

Os resultados obtidos com cromatografia analitica de filtragdo em gel para

a obtencao da constante de associa¢cdo dimero-tetramero, mostraram que a forma



oxigenada das quatro hemoglobinas de serpentes analisadas sdo formas tetraméricas
estaveis em solucao.

Analises de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS), mostraram que
o raio de giro e a dimensdo maxima determinados para as hemoglobinas de
serpentes, sdo similares aos encontrados para a hemoglobina humana.

Os resultados das propriedades funcionais de ligacdo de O, nos revelaram
que, a Hb-11 de Crotalus durissus terrificus € o hemolisado de Helicops modestus,
possuem efeito Bohr alcalino, na forma stripped, ndo devido a tetramerizagao
induzida pela desoxigenacdo, mas sim devido a um efeito alostérico presente nas
formas tetraméricas de hemoglobinas.

As hemoglobinas destas serpentes apresentaram também ligagao cooperativa
de oxigénio, em toda a faixa de pH analisado, tanto na presenga como na auséncia
de ATP.

Os dados coletados usando o método de estresse osmotico mostraram que
a desoxi-hemoglobina humana de Crotalus e Helicops, na auséncia de anions,
assume um estado conformacional, denominado estado T,, como proposto por
Colombo e Seixas, (1999; Biochemistry. v. 38, pp. 11741) para a hemoglobina humana.

Para a hemoglobina de Liophis miliaris os dados de estresse osmotico
sugerem que a desoxi-hemoglobina desta serpente, na forma stripped, ndo assume
o estado T,, mas sim o estado Ty (estado desoxigenado) classico.

Devido a falta de evidéncias que sustentem a hipotese de dissociagao,
realizamos uma modelagem molecular por homologia da hemoglobina de Liophis
miliaris, uma vez que a seqii€éncia primaria desta hemoglobina esta depositada no
PDB (codigo de acesso:P16417 (cadeia &) e P16418 (cadeia P)). Este procedimento
foirealizado, a fim de analisarmos a interface dimérica desta proteina para tentarmos

compreender o real efeito das substitui¢des e o porqué da auséncia de dissociagao.



Para isso, realizamos uma andlise estrutural comparativa entre a
hemoglobina de Liophis miliaris modelada e as hemoglobinas de Onchorryncus
mykiss (Truta), Gallus gallus (ave) e humana.

Os resultados mostraram que os residuos Glu 43(B) e Glu 101(p) ndo sdo
residuos de fundamental importancia na manutengao da forma tetramérica, ja que as
hemoglobinas de ave e peixe também possuem estes residuos substituidos nestas
posi¢cdes e nem por isso sao hemoglobinas diméricas (Knapp et al., 1999; J. Biol. Chem.
v. 274, pp. 6411; Tame et al., 1996; J. Mol. Biol. v.259, pp. 749), ou seja, a “base molecular”
do mecanismo de dissociagdo ¢ uma suposi¢ao incorreta.

Sendo assim, concluimos que nao ha provas sobre a existéncia do
mecanismo de dimerizagdo proposto na literatura para a hemoglobina de Liophis

miliaris nem como para outras hemoglobinas de serpentes.



ABSTRACT

A series of articles published from 1987 to 1999 (Focesi et al., 1987; J. Med.
Biol. Res. v. 20, pp. 861; Oyama et al., 1993; Comp. Biochem. Physiol. v. 105B: pp. 271; Bonilla e?
al., 1994a; Comp. Biochem. Physiol. v. 109A, pp. 1085; Bonafe et al., 1999; J. Biol. Chem. v. 274,
pp. 1196) report evidences of a dimer-tetramer transition mechanism in some snake
hemoglobins, such as Liophis miliaris, Boa constrictor, Helicops modestus and
Bothrops alternatus.

According to this hypothesis, hemoglobins of these species, when in the
deoxygenated state would predominate as tetramers (,[,). Nevertheless, when
oxygenated, these proteins would split into dimers (o[3).

According to Matsuura et al., (1989; J. Biol. Chem. v. 264, pp. 5515) this
dissociation should occur due to substituted residues (Glu 43(B)=>Thr ¢ Glu
101(pB)=>Val) in the «,[,-interface. The lack of these two negative charges should
favor the dissociation into dimers.

According to Bonafe et al., (1999; J. Biol. Chem. v. 274, pp. 1196) the Helicops
modestus hemoglobin, in the stripped form, shows a non-cooperative oxygen
binding, a behavior found in vertebrate dimeric hemoglobins.

The aim of our work was to analyze hemoglobins of some snake species
(Crotalus durissus terrificus, Helicops modestus, Boa constrictor and Liophis
miliaris) in order to perform functional characterization and to determine the level
of dissociation of those proteins, in order to confirm the existence or not of the
dissociation mechanism linked to oxygenation.

The results obtained with analytical gel filtration chromatography for the
determination of the dimer-tetramer association constant showed that snake
hemoglobins analyzed in this work, are stable tetrameric forms in solution.

The data above were confirmed by SAXS analysis, which showed radius of

gyration and dimension maximum very similar to finding to human hemoglobin.



The functional properties (oxygen binding) and the analysis of the
association constant showed that, Hb-II from Crotalus durissus terrificus and
hemolysate from Helicops modestus, have an alkaline Bohr effect, in the stripped
form, without any link to association/dissociation phenomena.

The hemoglobins ofthese snakes showed cooperative oxygen binding, in the
whole tested pH range, both in the presence as in the absence of ATP.

The data gathered using osmotic stress showed that deoxy-hemoglobins from
Crotalus and Helicops, in the absence of anions, assume a conformational state,
denominated T, state, as proposed by Colombo & Seixas, (1999) for human
hemoglobin.

For the stripped hemoglobin from Liophis miliaris osmotic stress data
showed that deoxy-hemoglobin of this snake does not assume the T sate, butthe Ty
state, in the absence of anions.

Due to the lack of evidences supporting the dissociation hypothesis, we
performed a molecular modeling of Liop his miliaris hemoglobin, in order to analyze
the dimeric interface of this protein to understand the real effect of the residues’
substitution and the lack of dissociation.

With that purpose, we carried out a comparative structural analysis between
modeled hemoglobin from Liophis miliaris and Oncorhyncus mykiss (fish; Trout),
Gallus gallus and human hemoglobins.

The results showed that residues Glu 43(3) and Glu 101(3) are not essential
in the maintenance of the tetrameric form. Some chicken and fish hemoglobins
possess these residues substituted in the same positions, not being reported as
dimeric hemoglobins, in other words, the “molecular basis” of the dissociation
mechanism is an incorrect assumption.

In conclusion, we refute the proposed mechanism of dissociation for Liop his

miliaris hemoglobin, and for other snake hemoglobins.
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I.INTRODUCAO

L.a. A Molécula de Hemoglobina: Uma Proteina Alostérica

A hemoglobina (Hb) ¢ uma hemoproteina contida nas células vermelhas do
sangue (eritrécitos) dos vertebrados. Sua principal fungdo ¢ transportar o oxigénio
(0,) dos orgaos captadores (pulmodes e branquias, principalmente) para os tecidos

e de parte do CO,, produzido
pelos tecidos, no sentido
INverso.

A Hb humana ¢
formada por quatro cadeias
polipeptidicas chamadas
subunidades, sendo duas
denominadas cadeias ¢, com
141 residuos de aminoacidos, e
as outras duas sdo denominadas

' ~ cadeias P, com 146 residuos.
Figura 1. Ilustragdo da estrutura quaternaria da oxi-
hemoglobina humana (cédigo PDB: 1HHO). Os grupos Estas subunidades estdo
heme estdo representados em verde e cada cadeia de
globina, com suas «-hélices, em cores diferentes. A figura arranjadas em uma estrutura

foi gerada no programa computacional Swiss-PdbViewer

versio 3.7 de dominio piiblico quaternaria tetramérica de forma

aproximadamente esférica

(figura 1), cujo diametro ¢ de 64 A ¢ massa molecular de aproximadamente 64kD
(Garret & Grisham, 1995).

Cada subunidade da molécula de Hb acomoda um anel de ferro-porfirina

(grupo heme) que ¢ o sitio de ligagdo reversivel de O,. Portanto, quatro moléculas

de oxigénio podem se ligar & hemoglobina. A ligacdo do O, s6 acontece quando o

atomo de ferro se encontra na forma Fe*" (ferrosa).
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Quando este encontra-se oxidado (Fe** ou forma férrica) e, portanto, incapaz
de realizar a ligacdo do oxigénio, temos a forma conhecida como meta-hemoglobina
(Meta-Hb). Um ambiente extremamente compacto e hidrofobico em torno do grupo
heme é essencial para que se evite a formagio de Fe**, pois sabe-se que o anel de
ferro-porfirina isolado em solu¢do ¢ rapidamente oxidado pelo oxigénio (Stryer,

1992).

Dois residuos de histidina
(His) sao importantes na ligagao
do oxigénio a molécula de
Hemoglobina. De um lado do
plano do heme (figura 2) o &tomo
de ferro esta diretamente ligado a
histidina proximal (His F8). Do
outro lado, esta o sitio de ligacao
do oxigénio, onde se encontra a
Histidina distal (His E7), que esta

proxima do heme, mas nao ligada

Figura 2. Ilustracdo do grupo heme da desoxi-
hemoglobina humana (c6digo PDB: 1A00) com as His 58
(E7 distal) e His 87 (F8 proximal) da cadeia «. A figura [ivre, tem-se a forma
foigerada no programa computacional Swiss-PdbViewer

versao 3.7 de dominio publico. desoxigenada; quando ha uma

a ele. Quando esta ligacdo esta

molécula de oxigénio tem-se a forma oxigenada, e na forma oxidada (meta-
hemoglobina) hd uma molécula de agua ligada (Baldwin & Chothia, 1979).

A estrutura quaterndria da hemoglobina torna possivel a interacdo entre os
sitios de ligagdo de oxigénio, e destes com outros ligantes presentes no meio. Essas
interacdes caracterizam a alosteria, e possibilitam o “ajuste fino” da fun¢do da

hemoglobina as necessidades fisioldgicas.
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L.b. Modelos Teoricos de Alosteria

Koshland et al., (1966) propuseram um modelo tedrico a fim de tentar
explicar como as propriedades funcionais de ligagdo de O, a Hemoglobina sdo
moduladas por efetores homo e heterotropicos.

Neste modelo, conhecido como KNF (devido as iniciais dos seus autores
Koshland, Nemethy e Filmer), propde-se que as subunidades da Hb se encontram
em uma determinada conforma¢do no estado desoxigenado. Conforme ocorre a
ligacdo do primeiro ligante, este provoca uma alteracao na subunidade onde se ligou.
Esta alteracdo ¢, entdo, transmitida as outras subunidades vizinhas através das
interfaces entre elas, promovendo assim uma mudanga conformacional na estrutura

quaternaria da molécula (figura 3).

Figura 3. Modelo sequencial de alosterismo, conhecido também por KNF (Figura retirada
de Voet, Voet & Pratt, 2000).

Outro modelo, anterior ao KNF, que tenta explicar as mudancas
conformacionais da Hb durante sua oxigenag¢ao ¢ o modelo de Monod, Wyman e
Changeux (MWC) (Monod et al., 1965). Para Monod e colaboradores haveria duas
formas moleculares da Hb. Uma que predominaria no estado desoxigenado,
denominada forma Tensa (T) com baixa afinidade por O, e outra predominante no
estado oxigenado, denominada forma Relaxada (R), com elevada afinidade pelo gés
(figura 4).

No modelo MWC a ligagao do ligante a uma subunidade da molécula nao
tem efeito direto na afinidade dos outros sitios; o que se altera ¢ o equilibrio

conformacional entre as formas T e R. De acordo com a teoria alostérica de MWC,
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a curva de ligacdo de O, ¢ descrita pelas constantes
microscopicas (K; e Ky) de dissociagdo do O,, a
constante de transicdo entre as duas estruturas (T e R)
e a constante “alostérica” de equilibrio “ L ”, na
auséncia de O, (L=[T]J/[R]).

No modeloMWC, quando uma molécula de O,
liga-se a uma das subunidades da hemoglobina, esta
permanece na sua conformagao terciaria nao ligada (T)
no sentido de conservar a simetria; isto lhe confere uma
baixa energia de ligacdo quando comparada a sua
estrutura terciaria na forma R.

Apds a ligagdo de outras moléculas de
oxigénio, o somatorio das energias de ligacdo
desfavoraveis torna-se energeticamente mais favoravel
a forma R.

Figura 4. Modelo de simetria do

alosterismo ou modelo de Esta transi¢ao brusca da forma T para R rompe

Monod, Wyman e Changeux .. . . )
(MWC) (FiguraretiradadeVOet,algumas ligagdes na interface dimérica, assim, o

Voet & Pratt, 2000). tetramero converte-se para a forma R apresentando
todas as suas subunidades em suas formas terciarias relaxadas (R).

O modelo KNF considera que a passagem da forma T para a forma R ocorre
por alteragcdes na estrutura tercidria de cada subunidade, assim essas alteracdes
refletem-se nas demais subunidades através da estrutura quaternaria. Desta forma,
o modelo KNF aceita formas intermediarias em equilibrio com as formas T e R.

Outra diferenca ¢ que o modelo MW C considera a presenca das formas

Relaxadae Tensa mesmo na auséncia de ligante. O modelo KNF propde que a forma

R s6 se formard no momento da ligacdo do ligante (Creighton, 1993).
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O modelo MW C é o mais aceito na comunidade cientifica mundial, contudo,
atualmente se mostra insuficiente para explicar as descobertas de estados
intermediarios entre as formas T e R (Ackers, 1992; Silva et al., 1992; Colombo &
Seixas, 1999).

Silva et al., (1992) cristalizaram e elucidaram a estrutura de um intermediario
alostérico denominado estado R2. Os autores observaram diferencas
conformacionais entre as estruturas terciarias da forma R canodnica e do novo estado
alostérico R2 descrito por eles, essas diferencas situam o estado alostérico R2 entre
os estados R-R2-T, sugerindo que tais estados coexistam em solugao.

Colombo & Seixas, (1999) mostraram que a desoxi-hemoglobina humana
coexiste em duas conformacgdes alostéricas distintas, cujo equilibrio alostérico ¢
determinado pela ligacdo de cloreto. Essas duas conformag¢des da desoxi-
hemoglobina humana sao: 1- o estado T,, para a forma complexada com cloreto e
2- o0 novo estado alostérico T,, para a forma ndo complexada com cloreto. No
proximo item descrevemos em detalhes a existéncia destes dois estados alostéricos

da forma desoxigenada.

I.c. Modelo Alostérico de Trés Estados

__ Baldwin & Chothia (1979) mostraram que, durante a transicdo da forma
desoxigenada para a oxigenada, alguns contatos entre as subunidades sdo rompidos,
uma vez que ocorre um giro de 15° entre os dimeros a3, e como conseqiiéncia disso,
a proteina oxigenada ¢ mais exposta ao solvente.

Estas mudancgas implicam numa diferenca de hidratagao entre os dois estados
conformacionais da hemoglobina humana e, conseqiientemente, ligacao de 4gua com
a oxigenac¢do (Colombo et al., 1992), j4 que a forma oxigenada ¢ mais hidratada que

a forma desoxigenada (Lesk et al., 1985).
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O método de estresse osmotico tem sido utilizado para estudar o papel da
agua sobre o controle alostérico da hemoglobina (Colombo et al., 1992; Colombo
& Bonilla-Rodriguez, 1996; Colombo & Seixas, 1999; Miiller et al., 2003; Hundahl
et al., 2003).

__ Este método permite determinar o numero de moléculas de 4gua (An,) que se
ligam a Hb durante o processo de oxigenacdo. O método de estresse osmotico utiliza
solutos neutros: polietilenoglicol (PEG), sacarose, glicose, etc, que sdo excluidos da
superficie de hidratagdo da proteina (Colombo & Bonilla-Rodriguez, 1996), como
osmolitos que reduzem a atividade de d4gua e, permitem determinar como a afinidade
da Hb por O, varia em diferentes atividades de agua.

_ Colomboetal., (1992) mostraram que, durante a oxigenag¢ao da Hb humana,
na presen¢a de 100mM de NaCl, 70 moléculas de dgua se ligam a oxi-hemoglobina.
Os autores encontraram estas 70 moléculas de 4gua em varios experimentos e,
utilizando diferentes solutos neutros (PEG-150, PEG-400, estaquiose e sacarose).
Estes experimentos também confirmaram que a oxi-hemoglobina ¢ um estado
conformacional mais hidratado em rela¢do a desoxi-hemoglobina.

Em continuidade ao trabalho citado acima, Colombo & Seixas, (1999)
propuseram um modelo alostérico de trés estados. Os autores encontraram que a
hemoglobina humana, na auséncia de cloreto, liga 25 moléculas de dgua (On,),
durante a transi¢do conformacional da desoxi para oxi-hemoglobina. Em contraste,
com 72 moléculas de agua (An,) que se ligam a oxi-Hb humana, na presenca de
cloreto (figura 5).

Estes resultados indicaram que a desoxi-hemoglobina humana coexiste em
dois estados alostéricos diferentes, o estado T, (que € o estado T classico) e um
novo estado alostérico T, intermedidrio entre T, e R, o equilibrio entre T, e T, ¢

dependente da presenga ou ndo de cloreto em solugao.
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O método de estresse osmotico abriu uma nova perspectiva para se sondar
alteracdes conformacionais que acompanham a transi¢do entre a forma oxigenada
e desoxigenada da hemoglobina humana e de outras espécies, com uma abordagem
simples e confidavel, como corroborado por medidas diretas da ligacdo de agua a

proteina (Salvay et al., 2003).

To+ 402 + dhwt— R
+
1.9
K

Tu+ 402 + Anw - NX~

Figura 5. Modelo representativo do processo de oxigenagao
da hemoglobina humana, onde a forma desoxigenada ¢
representada em dois estados conformacionais diferentes, T,
e T,. No esquema, Onw e Anw representam o nimero de
moléculas de dgua que se ligam a Hb humana na transi¢ao
entre as formas T, e R e T, e R, respectivamente. Kx ¢ a
constante de dissociacdo do anion ao estado Tx e nX ¢ a
relacdo estequiométrica do anion com a desoxi-Hb para a
estabilizacdo desse estado da Hb. Figura retirada do modelo
proposto por Colombo & Seixas, (1999).

1.d. Modelo de dissociagdo e transporte de oxigénio, in vivo, proposto para as
hemoglobinas de serpentes

Foiproposto para a hemoglobina da serpente Liop his miliaris um mecanismo
de dissociacdo dependente da oxigenacgdo (Focesi et al., 1987; Matsuura et al.,

1987, 1989; Focesi et al., 1990).
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Os autores sustentavam a existéncia de tal mecanismo devido as
peculiaridades apresentadas pelas propriedades funcionais dessa hemoglobina, tanto
na auséncia como na presencga de fosfatos organicos.

De acordo com esses autores, na auséncia de ATP, a Hb de Liophis miliaris,
possui alta afinidade por O,, baixo ou nenhum efeito Bohr alcalino e auséncia de
cooperatividade.

Na presenca de fosfatos organicos (ATP), ocorreria uma acentuada
diminui¢do da afinidade da Hb por O,, um efeito Bohr alcalino tornaria-se evidente,
e a ligacdo de O, passaria a ser cooperativa (Focesi et al., 1987; Matsuura et al.,
1987; Focesi et al., 1990).

Bonafe et al., (1999) estudaram as propriedades funcionais de ligagao de O,
e o potencial redox da hemoglobina de Helicops modestus, com o intuito de verificar
se o mecanismo de dissocia¢do proposto para Liophis miliaris também existiria para
a hemoglobina de Helicops modestus.

Os dados das propriedades de ligacdo de O, mostraram que a hemoglobina
de Helicops modestus, na auséncia de fosfatos orgéanicos (ATP), possuia alta
afinidade por O, e auséncia de cooperatividade.

Quando fosfatos organicos foram adicionados a solugdao de Hb, a afinidade
por O, diminuiu bruscamente e a ligagao de O, tornou-se cooperativa (n;=2,0), entre
pH 7,0 e 7,5. Acima de pH 7,5, a Hb gradualmente diminuiu a cooperatividade
(ng=1) e aafinidade por O, aumentou, sugerindo um enfraquecimento das interagdes
eletrostaticas entre ATP ¢ Hb. Como conseqiiéncia disso, a Hb tende a assumir as
propriedades funcionais da forma sem ATP.

Analisando o potencial redox da Hb de Helicops modestus, na auséncia de
ATP, os autores encontraram que este ndo se alterou até pH 7,6, mas em valores de
pH acima de 7,6 o potencial redox diminuiu bastante. Este resultado ¢ similar ao

encontrado para a mioglobina, sugerindo que a Hb de Helicops modestus, na
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auséncia de ATP, estaria dissociada,

A :
mesmo na forma desoxigenada.
100} Na presenca de ATP, o
P | potencial redox possuia um valor
-
E alto de £90mV, entre pH 7,0 € 7,22,
w* 60}
L este valor diminuiu para+20 mV até
40l . :
pH 7,4, o que ¢ consistente com
20} curvas redox para a hemoglobina
ol e e .. tetramérica.
70 72 74 76 78 80 B2

pH | Entre pH 7,4 ¢ 7,8, acurvade

Figura 6. Efeito do ATP sobre o equilibrio de 6xido- potencial redox encontrada ¢
reducdo da Hemoglobina de Helicops modestus em
diferentes valores de pH. Os circulos abertos se
referem a hemoglobina livre de ATP e os fechados a
hemoglobina com ATP. A linha tracejada indica o
comportamento tedrico do tetramero. Os ligado. Acima de pH 8,0 (figura 6),
experimentos foram realizados em tampao Tris-HCl

0,1M contendo 0,1M de NaCl a20°C. A concentragdo ocorreu a sobreposicdo das curvas

de hemoglobina foi de 140uM. Figura adaptada de o
Bonafe ez al., (1999). redox na auséncia de ATP e na

compativel com um equilibrio entre

dimeros e tetrameros com ATP

presenca de ATP, indicando a completa liberagdo do ATP do seu sitio de ligagao.
A porcentagem de dimeros estimada, em pH 7,8, foi de 98%.

Em virtude dos dados acima relatados, Bonafe et al., (1999) propuseram um
modelo geral de dissociacdo e transporte de O, para as hemoglobinas de serpentes.

Os autores propuseram que o ATP induz tetramerizagao na Hb de Helicops
modestus. Neste modelo, durante o processo de dorméncia, quando o transporte de
O, ¢é baixo e o pH ¢ alto, a Hb existe em uma forma dimérica que funciona como um
reservatério de O,, algo parecido com a fungdo da mioglobina (em animais que t€ém
altas concentragdes desta proteina). Em situa¢des de “stress” ou hiperatividade, uma

diminui¢do no pH promoveria tetramerizacdo da Hb induzida por ATP. Isto
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Stress, Hipertermia, resultaria numa significativa

H™ Hipdxia, Anaerobiose _ . .
liberagdo de O,, suprindo as

\A necessidades fisiologicas de O, do
| \ animal.
ATP O O que ndo fica claro neste
2 m esquema de oxigenagdo proposto
ﬁt\\ Eg:g”h‘fgf\ i por Bonafé et al. (1999) & a

0, Hipotermia respeito do periodo em que as

serpentes estdo em dorméncia.

Figura 7. Modelo de dissociagdo e transporte de Sabemos que serpentes podem
oxigénio (in vivo) para hemoglobinas de serpentes,

proposto por Bonafe ez al., (1999). passar 3 ou 4 meses em estado de
dorméncia (durante o periodo de outono e inverno). Durante este periodo onde o
metabolismo do animal é extremamente baixo (metabolismo basal), ndo se observam
alteracdes no pH, ndo ha atividade celular intensa e os niveis de fosfatos organicos
diminuem consideravelmente (Wood, 1980). Sendo assim, pergunta-se: como seria
entao realizada a liberacdo do oxigénio, uma vez que alguns efetores alostéricos nao
estdo disponiveis e a forma dimérica possui uma afinidade maior que a forma
tetramérica? (figura 7). Além do mais, a hipoxia induz a liberagao de epinefrina, cujo

efeito final ¢ a elevacdao do pH dentro do eritrocito (Pelster & Decker, 2004).
Le. A Ligagdao Cooperativa de Oxigénio: Interagcdo Alostérica Homotropica
Archibald Hill em 1913 analisou pela primeira vez a curva de oxigenag¢ao da

Hb (Voet et al., 2000). Hill considerou que a ligagdo de O, poderia ser representada

pela seguinte equacao genérica:
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K
Hb(Oy), & Hb+ nd, Eq. 1

onde K ¢ a constante de dissociacdo e n representa o grau de cooperatividade.

Por defini¢ao:

REOREY
[F5%(3;),]

Eq. 2

onde [Hb(O,),] ¢ a concentragdo da hemoglobina totalmente oxigenada, [Hb] ¢ a
concentra¢ao da hemoglobina totalmente desoxigenada e [O,] € a concentragdo de
oxigénio.

A saturacdo fracional Y, ¢ expressa como (Voet et al., 2000):

B n[ Hb(G,),] .
= q.3
nHb]+ [HB(C,),])
combinando as equacdes 2 ¢ 3 obtem-se:
Ho1*[A T
L [EFOT 3 b 4
K [HB]*[CL ] + K[ HP]

ap6s alguns rearranjos e o cancelamento de alguns termos, chega-se a equacao de

Hill, onde:

[T

R il Eqg. 5
[G;]"k 1
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como O, € gis, € conveniente expressar sua concentragdo em termos de pO,, que ¢
a pressao parcial de oxigénio (em mmHg ou Torr) na atmosfera em torno da solucao,

assim a equag¢do 6 € expressa como:

(P& ]

S e Eq. 6
[P ]+ K

ao expressar a fracdo de oxi-Hb (Y) sobre a fracdo de desoxi-Hb (1-Y) tem-se:

Y [P, ] n 1 [P, T B
= - - = q.7
-7 [poT+ £ | _[20l] 3
PG T+ K

Obtendo-se o logaritmo de ambos os lados da equacdo 7, obtém-se:

¥
lng(ﬁ] = nlog[pt |- log & Eq. 8

A partir de um gréfico de log (Y/(1-Y)) versus log [pO,] obtém-se o grafico
de Hill da hemoglobina. Este grafico permite o célculo dos valores de P, e n, que
descrevem as propriedades funcionais da Hb (Figura 8).

A cooperatividade ¢ medida pelo coeficiente de Hill (n, ou ny,). Este valor ¢
obtido pela inclina¢do do grafico de Hill, no ponto médio de saturaciao (Y=0,5). Um
n,=1 caracteriza um processo nao cooperativo, que em um grafico da saturagao
versus o log pO, ¢ representado por uma curva hiperbdlica, como no caso da
mioglobina. Um n,>1 caracteriza um processo cooperativo, processo este

representado por uma curva sigmoidal, no grafico antes citado. Para a hemoglobina
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Figura 8. Grafico de Hill da Mioglobina (linha verde) e
Hemoglobina (linha vermelha). (fonte:
http://www.usm.maine.edu/~rhodes/goodies/hillplot.html)

uma reta até o eixo de log pO, temos o valor de Py,

Fisiologicamente, a cooperatividade ¢ muito

humana o valor de n; € ao
redor de 2,8 (em tampao
Hepes-NaOH 10mM pH
7,5 a 25°C).

Deste grafico
também ¢ possivel obter o
valor de Py, isto ¢, o valor
de pO, necessario para
saturar metade dos sitios de
ligacdo de O,. A Py, ¢
obtida quando a curva de
oxigenac¢ao da hemoglobina
oumioglobina cruza Y=0,5,

neste ponto, extrapolando

importante para uma boa

oxigenag¢ao dos tecidos em atividade. Ela permite que a Hb nos pulmdes seja 98%

oxigenada e, nos tecidos, um minimo de 66% do O, seja liberado para consumo

celular. Se imaginarmos um carreador hipotético de oxigénio, tendo a mesma

afinidade por este, porém nao apresentando cooperatividade, ocorreria uma ma

oxigenag¢ao nos pulmodes (por volta de 79% de oxigenac¢ao) e somente 36% do O,

seria liberado para os tecidos (Garrett & Grisham, 1995).
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L.f. A Regulacio da Funcgdao: Efetores Alostéricos Heterotropicos

Diferentemente do efeito homotropico (iten I.b.) existe um segundo tipo de
interacdo que pode modular a fun¢do da molécula de Hb. Esta interagdo ocorre
quando um determinado ligante A, interfere na ligacdo de um outro ligante B, em
sitios de ligagao diferentes, na mesma molécula. A este tipo de interacdo denomina-
se interacao heterotropica, ¢ as moléculas que promovem este efeito sdo
conhecidas como efetores heterotropicos ou agentes alostéricos. Estes na sua
maioria ligam-se preferencialmente a forma desoxigenada, conseqiientemente,
deslocando o equilibrio entre a forma T e R para a primeira, conforme o modelo de
MWC (Monod et al., 1965). No entanto, em algumas hemoglobinas estes efetores
podem se ligar a forma oxigenada e deslocar o equilibrio para o estado R, tal como
se observa no efeito Bohr reverso ou acido (Fago et al., 1995).

Exemplos de efetores heterotropicos sdo: protons (HY), ions cloreto (CI),
fosfatos organicos (BPG, IPP, GTP, ATP), bicarbonato, diéxido de carbono (CO,)
e agua (Focesi et al., 1987; Fago et al., 2001; Colombo et al., 1992; Colombo &
Bonilla-Rodriguez, 1996; Colombo & Seixas, 1999). Emseguida, serd discutido um

pouco de cada efetor heterotropico.

Lf.1. Ligacao de Prétons (H'): O Efeito Bohr

A associacdo do oxigénio com a hemoglobina humana ¢ fortemente
dependente do pH. Em pH 4cido a hemoglobina ¢ estimulada a liberar oxigénio, ja
que um abaixamento do pH ocasiona uma redu¢ao na afinidade da Hb pelo O,. Este
processo causado pelo acimulo de protons € conhecido como Efeito Bohr normal

ou alcalino, constituindo uma propriedade muito importante em termos fisioldgicos.
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CO,+H,O0«—>HCO «—>H"+HCO,

Em tecidos ativos, observa-se uma redu¢do do pH ocasionado por uma
elevacdo da Py, € pelo aumento da concentragdo de acido lactico. O CO, em
solucdo reage rapidamente com H,O por a¢do da anidrase carbonica eritrocitaria
produzindo 4cido carbonico (H,CO;), o qual é muito instivel e libera ions H' e
HCOj, segundo a reacdo abaixo:

O H,CO; ¢ extremamente instavel porque seu pKa ¢ 6,35 e, o pH do sangue
¢ 7,4. O resultado disso € que, nestas condi¢des, aproximadamente 90% do CO,
estara na forma de HCO; (ion bicarbonato), liberando H". Sendo assim, a maior
parte do CO, ¢ transportada na forma de bicarbonato (85%), os outros 15% sdo
transportados pela propria hemoglobina na forma de carbamato (Campbell, 2000).

O mecanismo do efeito Bohr envolve o N-terminal da cadeia « e as cadeias
laterais dos residuos His 1220« ¢ His 146P (Perutz et al., 1980; Kilmartin et al.,
1980). Na forma oxigenada, a His 146 possui uma liberdade rotacional muito
grande, enquanto que, na forma desoxigenada, este residuo de aminoécido participa
de varias interagoes.

Nesta ultima condig¢do, este residuo estd muito proximo do residuo Aspartato
94 que possui carga negativa, ¢ a proximidade aumenta o pKa da His 146f
(Kilmartin et al., 1980). Sendo assim, na transicdo de oxi para desoxi-Hb, a His
146 torna-se mais basica, ja que seu ambiente local fica com carga negativa. Em
decorréncia, a oxigenagao torna a Hb mais acida, levando a liberar no meio os
prétons ligados a ela.

Os ambientes imediatos dos outros dois grupamentos envolvidos também
ficam com carga negativa na desoxi-Hb, devido a mudanga de estrutura quaternaria

induzida pela liberacao de O,.



INTRODUCAO 16

Fisiologicamente, o efeito Bohr ¢ muito importante pois, conforme o sangue
arterial irriga os tecidos, o CO, difunde-se nas heméceas, reduzindo o pH ¢ a
afinidade por O,, promovendo assim a liberacdo do O,, além de contribuir para a
manutencdo do pH sanguineo por volta de 7,4. Outro fator que contribui ¢ a
liberagdo de 4cido lactico pelo tecido muscular em exrcicio vigoroso.

Nos pulmdes, o ion bicarbonato combina-se com o H" liberado, em virtude
da oxigenacdo da hemoglobina, produzindo assim 4cido carbénico (H,CO,). Por sua

vez, o H,CO, libera o CO,, que ¢é, entdo, exalado (Campbell, 2000).

Lf.2. Efeito do Ton Cloreto(CI)

O ion cloreto também ¢ um efetor alostérico heterotréopico que, como os
outros ja descritos, contribui diminuindo a afinidade da Hb por O,.

Durante algum tempo imaginou-se que os ions cloreto possuiam sitios de
ligacdo especificos na Hb (Kilmartin ef al., 1978). Contudo, Perutz et al., (1994)
propuseram que os ions cloreto se ligavam ou na cavidade central, formada na
desoxi-Hb, ou na parte externa da molécula, de forma nao especifica.

Nahemoglobina humana e, em algumas Hbs humanas anormais, esta cavidade
central possui um excesso de cargas positivas; isto, segundo Bonaventura e
Bonaventura, (1978) favorece a forma R, pois por repulsdo eletrostatica
desestabiliza a forma T. Foi observado para a Hb Hinsdale (Asn H17(139) B =
Lys), que possui 4 cargas na cavidade central e elevada afinidade por oxigénio (em
compara¢dao com a Hb humana), que o ion cloreto liga-se a sitios ndo especificos,
estabilizando a forma T (Bonaventura et al., 1994; Perutz et al., 1994).

Na Hb Turriff (Lys G6(99) o« = Glu), que possui carga zero na cavidade

central, a influéncia do ion cloreto praticamente inexiste, sendo o grafico de Hill
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desta e da Hb humana muito semelhantes na presen¢ca de 500mM de CI". O numero
de CI liberados durante a oxigenagao desta hemoglobina ¢ de 0,035 por heme. Ja
nas Hbs Dallas (Asn G4(97) o <> Lys) e Abruzzo (His H21(143) B <> Arg), que
possuem duas cargas positivas a mais na cavidade central, o efeito do ion cloreto ¢
mais efetivo em relacdo a hemoglobina Turriff, uma vez que o numero de CI
liberados durante a oxigenac¢ao ¢ de 0,70 ¢ 0,69 por heme, respectivamente (Perutz

et al., 1994).

L.f.3. Fosfatos Orgdnicos

A afinidade da hemoglobina pelo O, dentro das heméceas ¢ menor do que a
da hemoglobina em solugdo. Isto ficou claro com o trabalho de Benesch & Benesch,
(1967). Eles mostraram que o 2,3-bifosfoglicerato (BPG)' liga-se 2 Hb humana e
exerce um grande efeito em sua afinidade pelo O,. Este fosfato organico esta
presente dentro das hemaceas em uma concentracao molar de 1:1 em relagao a Hb.

Na auséncia de BPG e outros sais a Py, da Hb humana ¢ de 1,7mmHg, em
tampao HEPES 0,01M pH 7,2 a 25°C; contudo, na sua presencga, a P, eleva-se para
5,0mmHg (Colombo & Seixas, 1999). Portanto, esse fosfato tem como principal
efeito diminuir a afinidade da Hb por oxigénio, permitindo a liberacdao do O, nos
capilares dos tecidos (Arnone, 1972).

O sitio de ligagao do BPG ¢ formado adequadamente na forma desoxigenada.
Nesta condi¢do ocorre a formacao de uma cavidade central (entre as subunidades)

na molécula de Hb, onde sdo expostas as cadeias laterais da histidina 2 e 143 de

'Parte da literatura usa a denominagdo antiga, 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG).
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ambas as cadeias [3, a lisina 82 de ambas as cadeias B € 0s grupos amino terminais
de ambas as cadeias B (Arnone, 1972), como ilustrado na figura 9.

Estes residuos criam uma regido, na desoxi-Hb, carregada positivamente,
sendo um sitio potencial de ligagdo de anions (2,3 BPG e cloreto) (Arnone, 1972).
O BPG estabiliza a estrutura da desoxi-Hb e durante a oxigenacdo ¢ expulso da
cavidade central, pois com a mudanca estrutural a cavidade diminui de tamanho e
as cargas negativas dos residuos C-terminais promovem repulsdo eletrostatica.

Em Hbs de serpentes o ATP ¢ o fosfato orgdnico que exerce maior controle

na funcdo da hemoglobina dentro da hemacea (Ragsdale et al., 1995).

Figura 9. Ilustragdo do sitio de ligacdo do 2,3-BPG na desoxi-hemoglobina
humana. Figura retirada de
http://www2.mcdaniel.edu/Chemistry/CH3321JPGs/Proteins/ HbBPGbinding.jpg

Focesi et al., (1987) sugeriram que na “cobra d’agua”, Liophis miliaris, o
ATP acentua consideravelmente o efeito Bohr alcalino, j4 observado na forma
stripped®, além de induzir cooperatividade em pH 8,0, o que nio se observa na

forma stripped no mesmo pH.

*Na condigdo usada pelos autores, ¢ a Hb desprovida de fosfatos organicos.
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1.g. O Papel da Interface Dimérica na Manutenc¢do da Estabilidade Tetramérica

A hemoglobina tetramérica pode sofrer dissociagao reversivel em dimeros
(o) e, até mesmo, em mondmeros ¢ e B. O equilibrio de dissociagdo pode ser
representado pelo seguinte esquema (Antonini & Brunori, 1971):

w2220
af=o+p

A hemoglobina humana (Hb) ¢ uma estrutura estdvel na concentragao
intraeritrocitaria (um tetrimero o, [3,, figura 10). Com a diminuigao da concentragio
de Hb, o tetrAmero se dissocia em dimeros o3 com constantes de dissociagdo
tetraimero-dimero distintas para as formas oxi e desoxigenadas da Hb.

A constante de dissociacdo para a forma oxigenada ¢ de aproximadamente 10
>a 10°M (Atha & Riggs, 1976; Manning et al., 1996) e para a forma desoxigenada
de 10'°M (Turner et al., 1981), ou seja, esta ltima sofre uma dissocia¢gdo muito
menor.

A ligagdo de oxigénio (O,) a Hb induz alteracdes tercidrias e
quaternarias nesta proteina, tornando cada vez mais facil a ligacdo do préoximo O,
(cooperatividade). Conseqilientemente, toda a estrutura do tetramero ¢ alterada, de
forma que as estruturas da desoxi-hemoglobina (forma T) e da oxi-hemoglobina
(forma R) sdo bem diferentes, portanto, qual ¢ a base para a dissociacdo da Hb
ocorrer principalmente entre dimeros a3?

As subunidades « e 3, em ambas as formas, estabelecem contatos entre si, os
quais sao responsaveis por manter a conformacao oligomérica da Hb (Manning et
al., 1998; Voet et al., 2000).

Os contatos na interface o,[3, (e o seu equivalente o,[3,, figura 10) envolvem

35 residuos de aminoacidos e os da interface dimérica o, 3, (e o seu equivalente
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o,3,) envolvem 19 residuos de aminoacidos. Os contatos estabelecidos entre as
globinas o € B em cada dimero, sd0 na sua maioria interagdes hidrofobicas, embora
estejam também envolvidas varias pontes de hidrogénio e pares idnicos (Voet ef al.,
2000).

As interagdes entre o, 0, ¢ B,[, sdo muito fracas e ndo exercem grandes
influéncias sobre o tetrdmero de Hb, porque estes pares de subunidades estdo
separados por um canal central
de 20A de didmetro. Na forma
desoxigenada este canal ¢é o
local de ligagdo de anions
(fosfatos organicos e CI), os
quais estabilizam a desoxi-Hb

(forma T) (Voet et al., 2000).
Apesar do grande
numero de residuos de

aminoacidos constituintes da
Figura 10. Representacdo esquematica da estrutura
quaternaria da oxi-hemoglobina humana. Os residuos de
aminoacidos que mantém o dimero de hemoglobina (o, 3,
e ,[3,) estdo representados pela cor verde, enquanto que
os residuos que compdem a interface dimérica («,, € dimeros ndo sofrem mudancas
®,[3,), responsaveis pela manutengdo do tetramero, estdo
representados pela cor azul clara. Figura gerada no significativas durante a
programa computacional Swiss-PdbViewer versao 3.7 de
dominio publico.

interface o,f, € o seu

equivalente o3, estes pares de

transicao conformacional entre
os estados tetraméricos
desoxigenado e oxigenado, ja que esta interface possui uma quantidade expressiva
de interacdes hidrofébicas e pontes de hidrogénio (figura 11) (Manning et al., 1998,
Abraham et al., 1997).

Contudo, quando a molécula de O, se liga a molécula de Hb, ocorre uma

rotacao de 15°de um dos dimeros em relagdo ao outro. Isto ¢ o resultado do
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deslocamento entre os
dimeros o,f, (¢ o seu
equivalente o,f3,), onde as
subunidades [ se
aproximam € promovem o
estreitamento do canal
central da Hb (figura 12),
levando a molécula para o

Figura 11. Representagio esquematica dos residuos que S€U estado oxigenado (Voet

compdem a interface o3, da desoxi-hemoglobina humana et al., 2000)

(codigo PDB: 1B86). Em azul claro, estdo representados os ” '

residuos da cadeia «, e, em vermelho, os residuos da cadeia O deslizamento dos
B,. As linhas em verde representam as pontes de hidrogénio

que estabilizam este dimero. Os contatos de van der Waals, dimeros o,,, durante o
que também contribuem para a manutenc¢do do dimero o, 3,, . .
ndo foram mostrados. A figura foi gerada no programa PTOC€SSO de oxigenacao,
computacional Swiss-Pdb Viewer versao 3.7 de dominio

piiblico. promove a liberagao do 2,3

BPG, uma vez que se
rompem as ligacdes que mantinham este efetor alostérico ligado a forma
desoxigenada, além de que, com o estreitamento da cavidade central ocorre choques
estéricos entre o residuo de His 143 (3,) e a molécula de 2,3 BPG, tornando instavel
sua permanéncia na cavidade central.

Entretanto, consta na literatura algumas Hemoglobinas humana variantes
como dimeros, por exemplo, a Hb Rothschild (Gacon et al., 1977), Hb Kansas
(Bonaventura e Riggs, 1968) e algumas Hbs recombinantes D99K(3) e N102A(f3),
bem como varias Hbs de animais que se apresentam como dimeros e até mesmo
como mondomeros (Edelstein et al., 1976; Ito et al., 1995; Mylvaganam et al., 1996;
Pardanani et al., 1997; Focesi Jr. et al., 1987; Matsuura et al., 1989; Fago et al.,
2001).
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Gacon et al., (1977)
identificaram uma Hb
mutante natural
denominada Hb Rothschild.
Nahemoglobina Rothschild
ocorre a substituicdo do
residuo Trp37(P) pela Arg.

Estudos cristalograficos

Figura 12. Representagdo esquematica da movimentacao entre
os dimeros («f) da hemoglobina. A figura mostra que ha uma
movimentagao de 15° do dimero «,3, emrela¢do ao dimero o3, (1968) indicam que o
durante a oxigenagdo da hemoglobina

(http://www biocristalografia.df.ibilce.unesp.br/valmir/Tese/T residuo Trp37(P) participa
ESE2.php)

realizados por Perutz et al.,

de contatos na interface
o,[3,. Este residuo de aminoacido estabelece contatos com Arg92(e), Val93(w),
Asp94(a), Pro95(e) e Tyr140(w).

A substitui¢cdo de um residuo hidrofébico por um carregado positivamente, e
com uma cadeia lateral comprida, afeta significativamente a estabilidade da forma
oxigenada, além de que existe o residuo Arg92(«) muito proximo do local da
muta¢do, o que resultard em uma repulsdo entre as duas cargas positivas (Sharma
et al., 1980).

Experimentos de filtracdo em gel realizados com a hemoglobina Rothschild
mostraram que, no estado desoxigenado, esta proteina assume predominantemente
a conformacdo tetramérica. Na forma ligada, com O, ou CO, a hemoglobina
Rothschild estd quase completamente dissociada em dimeros, mesmo com a adigao
de IHP (Inositol Hexafosfato), que usualmente é capaz de impedir a dissociagdo de
tetrdimeros em dimeros (Sharma et al., 1980).

Estudos de ultracentrifugacdo mostraram que a hemoglobina Rothschild

possui coeficiente de sedimentagdo de 2,7 S (Sharma et al., 1980), indicando que
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esta proteina, na forma oxigenada, estd predominantemente na forma dimérica, uma
vez que os coeficientes de sedimentacdo encontrados para a Hb A tetramérica e
dimérica sdo de 4,65 ¢ 2,85 S, respectivamente (Edelstein et al., 1970).

Kavanaugh et al., (1992) determinaram a estrutura tridimensional da desoxi
hemoglobina Rothschild a alta resolucao (2,0A). Eles observaram, sobrepondo as
subunidades individualmente das Hb A, e hemoglobina Rothschild, na forma
desoxigenada, que as mudancgas na estrutura tercidria estao restritas aos residuos da
interface o, [3,, com mudangas relativamente pequenas no sitio de muta¢do, mas com
mudangas mais acentuadas ocorrendo ao longo da interface «,3,, a partir do sitio de
mutacdo, na por¢cdo FG da subunidade o, extendendo-se até a hélice G. A
substituicdo Trp37()=>Arg empurra os residuos dessa hélice ao longo da interface
e leva a subunidade o a girar aproximadamente 1°.

Um ponto a ser ressaltado como conseqiiéncia desta substituicdo na
hemoglobina Rothschild foi o surgimento de um sitio de ligacdo de Cloreto na
interface o, 3,. Na hemoglobina nativa, o residuo Trp37 estd bloqueado na interface
®,[3,, onde o seu nitrogénio indol forma uma ponte de hidrogénio com Asp94(c).
Com a substituicdo do Trp 37 pela Arg, a interacdo com o Asp94(a) ¢ mantida, mas
um vazio ¢ produzido com a eliminagdo da cadeia lateral do Trp. O ion Cloreto
preenche este vazio e fornece um contra-ion para manter uma neutralidade elétrica
local dentro da interface o,[3, (Kavanaugh et al., 1992).

Ponder & Richards, (1987) sugeriram que a cadeia lateral da Arg ndo pode
ser acomodada adequadamente na interface «,[3,, de modo que esta tenha angulos
dihedros (¢ e ¥) permitidos. Além de que, na forma oxigenada, a hemoglobina
Rothschild “esconde” a cadeia lateral da Arg deixando-a sem um contra-ion, o que
intensifica as forcas de repulsdo (Kavanaugh et al., 1992).

Esta substituicdo afeta as propriedades funcionais de ligacdo de O, da

hemoglobina Rothschild com acentuada diminui¢cdo da cooperatividade (n;=1,3), em
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relacdo a HbA (n;=2,8). A afinidade por O, da hemoglobina Rothschild (4,28
mmHg) ¢ maior do que a afinidade da Hb A, (9,16 mmHg), em tampao fosfato 0,1M
pH 7,8, a 20°C.

Yanase et al., (1994 e 95) expressaram duas hemoglobinas recombinantes
com substitui¢des na interface o,B,, Asp99(B)=>Lys e Asnl102(pf)=>Ala, com o
intuito de estudarem as conseqii€éncias dessas substituicdes na transicdo entre as
formas oxigenada e desoxigenada.

Utizando métodos de filtracdo em gel, ligacao a haptoglobina e espalhamento
de luz, os pesquisadores observaram que a Hb recombinante Asp99()=>Lys possui
um grau de dissociagd@o mais elevado, tanto na forma desoxigenada quanto na
oxigenada, em relagdo a Hb A,,.

A porcentagem de dimeros na desoxi-hemoglobina recombinante foide 71%
e para a desoxi-hemoglobina humana foi de 19%. Na forma oxigenada, a
porcentagem de dimeros foi de 72% para a hemoglobina recombinante, enquanto
que para a hemoglobina humana foi de 69%, em tampao fosfato de potassio 0,1M
pH 7,0, em temperatura ambiente e [Hb]=2uM (Yanase et al., 1994).

O comportamento de dissociagdo da hemoglobina recombinante
Asn102(B)=>Ala, analisado pela ligagdo a haptoglobina, foi muito semelhante ao da
Hb A,, onde ambas apresentaram 14% de dimeros, na forma desoxigenada. Na
forma oxigenada, a hemoglobina recombinante apresentou 67% de dimeros e a HbA,
74%, todos os experimentos foram realizados em tampaofosfato de potassio pH 7,0,
em temperatura ambiente e [Hb]=0,5uM (Yanase et al., 1995).

Estes resultados indicam que a substitui¢do de Asp99(P)=>Lys promove a
desestabilizagio da interface o3, com conseqiiente aumento do grau de dissociagido
dessa hemoglobina recombinante, ja que o residuo de lisina possui uma cadeia
lateral longa e com carga positiva, ao contrario do 4cido aspartico, que possui uma

cadeia lateral menor e ¢ carregado negativamente (Yanase ef al., 1995).
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Corroborando com esta hipdtese, a hemoglobina recombinante
Asn102(B)=>Ala, indica que a substitui¢do do residuo de asparagina por alanina
preserva a integridade da interface o,[3,, uma vez que desoxi-hemoglobina mutante
apresenta a mesma porcentagem de dimeros que a desoxi-hemoglobina humana.

Shih et al., (1985) estudaram as propriedades de ligacao de O, de quatro
hemoglobinas humana variantes, todas elas com substitui¢do no residuo Glul01 (p):
Hb Rush (Gln), Hb British Columbia (Lys), Hb Alberta (Gly) e Hb Potomac (Asp).
O residuo Glul01(P) esta localizado entre os reiduos 99(p) e 102(P), na interface
o, B,

Os autores observaram que estas substituicdes de aminoacidos influenciam
na afinidade de ligagdo do O, em relacdo a Hb A,. No entanto, estas mutagdes ndo
influenciam drasticamente a constante de dissociagao destas hemoglobinas variantes,
como pode ser visto na tabela 1.

A excecdo ¢ a Hb British Columbia (Lys), a qual possui alta afinidade por O,,
emrelacdo Hb A, e as demais hemoglobinas variantes, comportamento que pode ser
explicado pela sua maior propensido em formar dimeros (e3), devido a presenga do
residuo de Lys na interface dimérica, como discutido acima para a hemoglobina

recombinante Asp99(f)=>Lys.

Tabela 1. Tabela ilustrando os parametros funcionais associados com a constante de dissociagao
tetrdmero-dimero da Hb A, e das hemoglobinas mutantes. Os experimentos foram realizados em
tampao bis-Tris 0,05M pH 7.4 a 25°C. Tabela retirada de Shih et al., (1985).

Hb A, Hb Alberta Hb British Hb Rush
(Glu) (Gly) Columbia (Lys) (Gln)
P, (mmHg) 5,1 0,86 2,1 6,2
ny 2,7 2,0 2,3 2,8
Constante de 6x107° 5x107 3x107 6x10°

dissociagdo (M)
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Em outro estudo, analisou-se a Hb Yakima, que ¢ uma hemoglobina variante,
esta Hb apresenta uma substituigdo no mesmo sitio da Hb recombinante
Asp99(B)=>Lys, contudo em vez de um residuo de Lys, esta apresenta um residuo
de His. Os dados de avaliagdao do grau de dissociacdo dessa Hb mostraram que ela
estd na conformacgao tetramérica e que, na verdade, ¢ menos dissocidvel em relagao
a Hb A (Benesch & Kwong, 1995; Turner et al., 1992).

Sugere-se que o tamanho relativo das cadeias laterais dos aminoacidos, em
questdo, seja responsavel pelo comportamento atipico de dissociagao entre estas Hbs
(Manning et al., 1996).

A hemoglobina fetal (Hb F) ¢ composta por duas cadeias « e duas y. Sabe-se
que a Hb F possuiinteragdes diferentes entre seus pares de dimeros em relacdo a Hb
A. A principal caracteristica dessa diferenga ¢ a baixa interacdo do 2,3-
Bifosfoglicerato (2,3-BPG) com a Hb F (Wind ef al., 1976), devido a substitui¢ao
do residuo His 143(f) por serina, ocasionando a diminui¢do do niimero de cargas
positivas no sitio de ligacao do 2,3-bifosfoglicerato (Perutz, 1970; Arnone, 1972).

Dumoulin et al., (1997) realizaram a substitui¢do Glu 43 da Hb A para Asp
43 da Hb F, uma vez que esta Hb dissocia-se cerca de 70 vezes menos do que a Hb
A. A Hb recombinante, denominada Hb A/F, mostrou propriedades de dissociagao
do tetramero e resposta ao 2,3-BPG que foram intermediarias entre as Hbs A e F,
indicando que outros aminoacidos em locais diferentes da seqiiéncia podem ter uma
funcao no controle da interface dimérica.

A acetilagdo do N-terminal também influencia a taxa de dissociacao de Hbs,
no sentido de aumenta-la. Na hemoglobina fetal humana ocorre uma forma nao
acetilada (Hb F, ou simplesmente Hb F) e outra acetilada (Hb F,). A Hb F, difere-se
da Hb F por possuir uma maior propensao a dissociar-se em dimeros, assemelhando-

se 2 Hb A, (Dumoulin ef al., 1997).
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Sugere-se que este comportamento da Hb F, ¢ devido a presenca do grupo N-
acetil no fim da cavidade central, enfraquecendo os contatos entre os pares de
dimeros no tetrdmero, como consequéncia da falta das duas cargas positivas dos
grupos —terminais.

Gershey et al., (1968) sugerem que a acetilacdo pode representar um
mecanismo geral de desestabilizagao das interagdes entre proteina-proteina ou

proteina-acido nucléico.

1. h. Hemoglobinas de Animais

As hemoglobinas de répteis possuem caracteristicas de ligacdo de O, e
cooperatividade bem diferentes das Hbs de mamiferos (Perutz, 1983).

Focesi et al., (1987) estudaram as fracdes purificadas da serpente semi-
aquatica Liophis miliaris. Neste trabalho, o hemolisado total, quando submetido a
uma cromatografia de troca catidnica (CM-celulose) com gradiente de pH 6 - 8,5,
mostra ser constituido de duas fra¢cdes, uma fracdo que elui rapidamente,
denominada fra¢do I (com ponto isoelétrico abaixo da fragdo II) e a segunda fracao
que soO elui com o aumento do pH do gradiente, denominada fracdo II (com ponto
isoelétrico em torno de 8,1). A fracdo I que elui em pH baixo foi considerada como
a forma tetramérica e a fragdo Il como a forma dimérica do sangue de Liophis
miliaris.

Estes dados foram sustentados por determinagdes de massa molecular por
filtragdo em gel e dados das propriedades das ligagdes de O, destas fracdes. Os
dados mostravam que na forma stripped a Hb de L.miliaris apresentava alta
afinidade por O, (Ps,=1mmHg, em tampao TRIS-HCI 0,05M pH 7,5 a 25°C),

auséncia de cooperatividade (nH=1,0, nas mesmas condi¢des experimentais
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descritas para a P,) e de efeito Bohr, o que para os pesquisadores caracterizaria o
estado dimérico da Hb (Focesi ef al., 1987; Matsuura et al., 1987).

Na presenca de fosfatos organicos, o comportamento da Hb de L. miliaris se
alterava. O processo cooperativo tornava-se evidente e a afinidade por O, diminuia
(Focesiet al., 1987). De uma forma geral, a forma tetramérica so6 seria evidente na
presenca de fosfatos organicos e pH abaixo de 8. A forma dimérica seria
predominante em pH 8 ou maior, tanto na forma stripped como na presencga de
fosfatos organicos (Focesi ef al., 1992).

Uma possivel explicagdo estrutural para a formacdo desses dimeros foi
elaborada por Matsuura et al., (1989) e Padovan, (1996). Eles mostraram,
analisando a seqiiéncia primaria das cadeias o e B de L. miliaris, que varios residuos
de aminoacidos estavam substituidos na Hb da serpente semi-aquatica em relagao
a hemoglobina humana.

Contudo, duas substituicdes foram consideradas alteracdes chaves no
processo de formagdo dos dimeros, sdo elas: Glu CD2(43)B,=Ser e¢ Glu
CD2(43)P,=>Thr. Esses dois residuos de Glu seriam, na opinido daqueles autores,
importantes na estabilizagdo da interface o,[3,, pois realizam pontes de hidrogénio
com o grupo guanidina Arg FG4(92)a Com as substituicdes ocorreria a
desestabilizacdo do tetramero e dissociagdo em dimeros (Matsuura et al., 1989;
Padovan, 1996).

Embora ocorram vérias substitui¢des na interface o3, (em relagdo a Hb
humana) entre elas: Leu G13(106)a,~~His; Pro GH2(114)a,=>Arg; Pro
H3(125)3,=>Asn; Val B15(33)p,=>Ile, as conseqiiéncias para as propriedades
alostéricas sdo muito menores que as derivadas das substitui¢des na interface o,[3,.
Uma substituigdo na interface o3, pode alterar drasticamente o mecanismo de

cooperatividade e afinidade por O, (Padovan, 1996).
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Chiancone et al., (1981) purificaram duas fragdes de hemoglobina do molusco
Scapharca inaequivalvis denominadas Hb-I (homodimérica) e Hb-II
(heterotetramérica). Ambas apresentam processo cooperativo de ligagao de O,, no
entanto, bem diferente do apresentado pelas Hbs tetraméricas de vertebrados.

Royer et al., (1990) mostraram que a interface da Hb homodimérica ¢
formada pelas hélices E e F, de modo que seus dois grupos heme estdo em contato
direto via seus grupos acidos propidnicos, através de um conjunto de 17 moléculas
de dgua ordenadas simetricamente (Royer et al., 1996, 97).

A ligacdo do O, ao grupo heme faz com que o atomo de ferro se desloque
para o plano da porfirina, como nas Hbs de vertebrados. Mudancas associadas a
forma do heme pressionam o residuo Phe 97 para fora da cavidade do heme na
interface, levando este residuo de aminoacido a entrar em contato com a outra
subunidade.

Essas mudanc¢as rompem o ordenamento das 17 moléculas de agua e 6 sdo
liberadas. Os hemes movem-se para mais longe na cavidade, de modo que os grupos
propionicos de cada subunidade movem-se ao longo de outra subunidade. Estas
mudancas locais na cavidade do heme e na interface adjacente sdo os processos
responsaveis pela ligacdo cooperativa de O,. Este mecanismo também ¢ conhecido
como processo de dissociacdo induzido pelo ligante (Royer et al., 1996; Riggs,
1998).

A estrutura tridimensional da Hb heterotetramérica de Scapharca mostra que
a estrutura do heterodimero dentro do arranjo tetramérico ¢ muito similar aquele da
Hb homodimérica (Royer et al., 1995).

Ainda entre os invertebrados, as Hbs de Caudina arenicula (equinodermata),
sdo diméricas quando oxigenadas e tetraméricas quando desoxigenadas. Estas Hbs

também apresentam cooperatividade de ligacao de O,, como nas Hbs de Scapharca,
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e o processo responsavel por isso também ¢ a dissociacdo induzida pelo ligante
(Mitchell et al., 1995).

As lampréias e peixes bruxas, que sdo os mais primitivos vertebrados
viventes, também apresentam Hbs que se dissociam. As Hbs de lampréia sdo
monomeéricas em pH 7 quando no estado oxigenado e se auto-associam a dimeros
e tetrameros na forma desoxigenada (Dohi ef al., 1973).

A érea de contato do dimero na interface, na forma desoxigenada das Hbs de
lampréia, ¢ composta por quatro residuos de aminoacidos da “dobra” AB e 5
residuos de aminoacidos da hélice E (cadeias laterais Tyr30, Glu31, Arg71, Glu75
e o grupo carbonila da Ser28) de cada subunidade e sdo estabilizadas por pontes de
hidrogénio e por interacdes de van der Waals com as cadeias laterais de Trp72 e
Asn79. A substituicdo da Tyr30 para Phe ¢ o suficiente para inibir a formacao de
dimeros em uma Hb recombinante de lampréia (Qiu et al., 2000).

Fago et al., (2001) purificaram e caracterizaram trés componentes (Hb-I, Hb-
IT e Hb-IIT) do sangue de peixe-bruxa (Myxine glutinosa) e encontraram algumas
similaridades entre as Hbs de lampréia e peixe-bruxa.

Os pesquisadores observaram que estes componentes sdo capazes de interagir
entre si formando homo e hetero-oligdmeros. Contudo, nem todas as combinagdes
de associacao entre eles sdo permitidas. Somente a Hb-II € capaz de se auto-associar
e se combinar com Hb-I e Hb-III. As fragdes Hb-I e Hb-III ndo se combinam.

Estudos de ultracentrifugacdo mostraram que a Hb-I e Hb-II sao
monomeéricas tanto na forma oxigenada quanto na forma desoxigenada. A anélise da
seqiiéncia de aminodcidos revelam que a substituicdode Arg71=oLys tanto na Hb-I
quanto na Hb-III e Glu75=>Ser na Hb-I, pode da mesma maneira (como na Hb
recombinante de lampréia) impedir a formacao de dimeros na forma desoxigenada.

A substituicdo His(distal)73=>Gln impede a formac¢do de dimeros na forma

desoxigenada de lampréias e peixes-bruxas, que ocorre de forma natural nas Hb-I
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e Hb-III do peixe-bruxa (Fago et al., 2001). Na Hb recombinante de lampréia esta
substitui¢ao inibe a auto-associagdo em pHs neutro e levemente acidos (Qiu et al.,

2000).
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I1. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho, envolvendo hemoglobinas de varias

espécies de serpentes, é:

Realizar a analise criteriosa da existéncia ou nao de transicdo dimero-
tetramero, através da determina¢do da constante de associacdo dimero-tetraimero

para a forma ligada, em diferentes pH.

Os objetivos especificos deste trabalho, sdo:

1. Caracterizar as propriedades funcionais de ligacdo de O, das
hemoglobinas de Crotalus durissus terrificus e Helicops modestus, do ponto de
vista alostérico: 1- efeito de fosfatos, 2- cloreto, 3- protons.

2. Determinar através do método de estresse osmoético, o numero diferencial
de moléculas de 4gua ligadas entre as formas desoxigenada e oxigenada das
hemoglobinas de Crotalus durissus terrificus, Helicops modestus e Liop his miliaris.
Com o intuito de investigarmos possiveis mudangas conformacionais, pela ligagao
de O, e de efetores alostéricos como cloreto e ATP.

3. Utilizar o espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) como forma
de se investigar a estrutura quaternaria em solugao.

4. Fazer a modelagem molecular da hemoglobina de Liophis miliaris, a fim
de se realizar uma andlise estrutural com o intuito de se investigar a proposicdo da

existéncia ou nao de dissociagao.
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III. MATERIAIS E METODOS

II1.a. Obtencgdo dos Espécimes e Coleta do Sangue

No inicio do projeto, os espécimes de Crotalus durissus terrificus
(Cascavel, figura 13) e Liophis miliaris (Cobra d’agua, figura 14) foram fornecidos
pelo Instituto Butantan - S.P.. No entanto, um ano depois enfrentamos dificuldades
para a obtencdo de exemplares impostas pelo IBAMA. Durante este periodo, para
obtermos exemplares de Crotalus durissus terrificus € Boa constrictor (Jiboia,
figura 15) contamos com a ajuda do Departamento de Zoologia deste campus, na
figura do Prof. Dr. Arif Cais, quem sempre esteve disponivel para nos ajudar.

Nesse periodo, o Bosque de Sao José do Rio Preto, que gentilmente nos
cedeu exemplares de Crotalus durissus terrificus. Nos tltimos meses do projeto, o
Instituto Butantan nos cedeu dois exemplares de Liophis miliaris. Os espécimes de
Helicops modestus (cobra d’agua, figura 16) foram capturados em um lago dentro
de um condominio em Sdo José do Rio Preto.

Para a coleta do sangue, todos os animais foram devidamente anestesiados
com éter etilico. Posteriormente, com o auxilio de um bisturi, fizemos um corte na
porc¢ao ventral do corpo do animal e, em seguida, com uma seringa, fizemos puncao
direta da aorta.

O sangue foi colocado em tubos contendo solugdo salina tamponada (Tris-
HCI50mM pH 8,0, 0,9% NacCl, 0,2% glicose e EDTA 1mM), com o intuito de nao
permitir o rompimento das heméceas. Fizemos no minimo trés lavagens do sangue
coletado em centrifuga Incibras a 290 x g por 10 minutos a 4'C. Em seguida,
promovemos a hemoélise em tampao Tris-HC1 50mM pH 9,2 (Tampao de hemdlise);

esta solugcdo, com o hemolisado total, foi submetida a centrifugacdo por 90 minutos
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a 1.162 x g em centrifuga Incibras refrigerada a 4°C, para a retirada de material
celular.

Posteriormente, concentramos o sobrenadante na mesma centrifuga a 653
x g a 4°C, utilizando concentradores Centripep 50 (Amicon). As amostras foram

estocadas em nitrogénio liquido (—18OOC) até sua utilizagao.

II1.b. Procedimento de Purificacdo

O hemolisado de cascavel foi primeiramente aplicado a uma coluna 2,6 x
22cm (Bio-Rad) de filtragao em gel preenchida com Sephadex G-25 (Sigma), para
exclusdo de moléculas de baixa massa molecular (entre 100-5.000 Da). Em seguida,
aplicamos o hemolisado total a uma coluna de dimensdes iguais a descrita acima, a
qual foipreenchida com Sephacryl S-100 HR(Sigma), com o intuito de se excluir do
hemolisado proteinas de massa molecular acima e abaixo da hemoglobina.

Ambas colunas foram equilibradas com tampao Tris-HCI 50mM pH 9,2.
Adicionamos a coluna com Sephacryl S-100 cloreto de s6dio 0,2M, para inibir a
adsorcdo de amostra a resina. Na coluna contendo Sephadex G-25 adicionamos
cloreto de s6dio 20mM, com o mesmo proposito.

Por fim, o hemolisado foi submetido a uma coluna 2,6 x 22cm (Sigma) de
troca anionica (DEAE Sepharose Fast Flow (Pharmacia)). A coluna foiequilibrada
com tampao TRIS-HCI 50mM pH 9,2 e a elui¢do da amostra foi feita com gradiente
salino de 0 a 50mM de NaCl.

Amostras de sangue das outras espécies (Boa, Liophis ¢ Helicops) foram
submetidas somente a passagem nas colunas de filtragdo em gel. Tentamos varias
vezes fazer o isolamento de fragdes de Hb presentes no sangue destas espécies,

utilizando cromatografia de troca i6nica, no entanto, sem sucesso.
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Figura 13. Foto de uma Crotalus durissus
terrificus, conhecida popularmente como
Cascavel. Figura retirada de

http://www.faunacps.cnpm.embrapa.br/repti
l/cascavel.html

Figura 15. Foto de uma Boa constrictor, cujo
nome popular ¢ Jibdia. Figura retirada de
http://home.wanadoo-
nl/d.vandorp/slangennamen.htm

Ill.c. Verifica¢do da Pureza da Amostra

Figura 14. Foto da serpente semi-aquatica
Liophis miliaris, conhecida popularmente
como cobra d’4gua. Figura retirada de
http://www.butantan.gov.br/museu

Figura 16. Foto da serpente Helicops
modestus, também conhecida popularmente
como cobra d’adgua.
http://www.butantan.gov.br/museu

Para constatacdo da pureza da amostra cromatografada foi elaborada uma

focalizagdo isoelétrica em gel de agarose, que proporciona uma excelente resolugao

das fragdes do hemolisado total pelos seus pontos isoelétricos (pl).

Para a confec¢ao do gel pesamos 0,22g de agarose em Erlemneyer de 50mL

¢ adicionamos a esta 13,2mL de agua bidestilada. Em seguida, colocamos o
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erlemeyer em banho maria para que a agarose se dissolvesse (£3 minutos a 100°C).
Apbs a dissolucdo da agarose, acrescentamos a solugdo os anfélitos nas seguintes
proporg¢des: 0,8mL de anfélito (faixa de pH 3-10) e 0,8mL de anf6lito (faixa de pH
8-10,5).

Posteriormente, a solugdo foi rapidamente distribuida sobre uma placa de
vidro (5 x 7cm) que suporta SmL de gel. Em poucos segundos o gel solidificou-se
e, entdo, foi colocado nas extremidades da placa contendo o gel, duas tiras de papel
de filtro (5x 0,5cm, com Imm de espessura) embebidas em uma com solucdo de
NaOH 1M (extremidade catddica) e outra solugdo de H,PO, 1M (extremidade
anodica).

A seguir, colocamos a placa numa caixa de isopor contendo gelo no seu
interior, para dissipacdo do calor, e sobre a placa, colocamos uma tampa de acrilico
com os eletrodos sobre as tiras, permitindo assim a passagem de corrente elétrica
pelo gel de agarose. Esta etapa ¢ chamada de pré-focalizagdo. Durante a pré-
focalizagao foi aplicado uma corrente de SmA por 10-15 minutos, a fim de que os
anfblitos se distribuam pelo gel, formando o gradiente de pH.

Durante a pré-focalizagcdo preparamos tiras de 1mm de espessura, medindo
1 x 5cm cada uma, nas quais aplicamos a amostra de Hb. Apos a pré-focalizagao,
retiramos a placa com os eletrodos e colocamos as tiras embebidas com solu¢ao de
Hb no meio do gel, durante o processo de transferéncia da amostra, da fita para o
gel, mantivemos a corrente de SmA constante, o tempo de transferéncia ¢ variavel,
sendo analisado visualmente. Apos uma razoavel transferéncia da amostra, elevamos
a corrente elétrica para 8mA constante, iniciando a corrida de aproximadamente 40
minutos.

No fim da corrida, fixamos o gel com TCA 20% (Acido Tricloroacético) por

trés minutos e, em seguida, cobrimos o mesmo com papel de filtro para secagem. Se
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necessario, apds uma boa desidratacdo do gel, ¢ feita a coloragdo com Ponceau ou
Negro de Amido.
111.d. Estudo das Propriedades Funcionais de Ligagdo de O,

Os experimentos para determinarmos as caracteristicas funcionais de ligagao
de O, da hemoglobinas foram realizados dissolvendo a Hb concentrada em tampao
apropriado. Utilizamos tampao Tris-HCI 50mM (para pH acima de 8,0) e ADA-
NaOH 50mM (para os pH 7,0 e 7,5). A concentragdo final da hemoglobina nestes
experimentos foi de 60uM/heme. Realizamos as andlises na auséncia (forma
stripped) e na presenca de efetores alostéricos (cloreto e ATP).

O método experimental utilizado foi o espectrofotométrico - tonométrico
(Giardina & Amiconi, 1981), o qual se baseia
nas mudancgas espectrais que ocorrem durante
a transicao entre as formas desoxigenada e
oxigenada (Figura 17).

Antes de iniciarmos a desoxigenag¢ao da
Hemoglobina, fizemos uma leitura da
absorbancia da oxi-hemoglobina inicial, dados
utilizados para os célculos de Py, Log Py, e
Ny

Em seguida, iniciamos a desoxigenagao

da Hemoglobina passando nitrogénio

Figura 17. Diferenga entre os espectros das
formas desoxigenada (linha vermelha) e

oxigenada (linha azul). As linhas tracejadasDevido a4 alta afinidade de varias
indicam os pontos isosbésticos

umidificado pelo tondmetro (figura 18).

hemoglobinas, foi necessario que fizéssemos
também vacuo (com uma bomba de vicuo) no tonOmetro, para auxiliar na

desoxigena¢ao da amostra.
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Apb6s a desoxigenacdo da amostra, que
inicialmente foi avaliada visualmente, colocamos o
Abs tondmetro em banho com

2 > 1,24

bs ** " temperatura controladae, apos
540
sete minutos, fizemos a
avaliacdo do grau de desoxigenac¢do da solucdo de
acordo com a proposta de Benesch & Benesch,

(1965):

Figura 18. Tondmetro de vidro, Eq. 9

usado para os experimentos de

caracterizacdo funcional das

hemoglobinas de serpentes. )
onde Abs 555 e 540 nandmetros sdo os coeficientes

de absortividade das formas desoxigenada e oxigenada, respectivamente. Esta

relacdo indica a desoxigenac¢do; se o indice obtido for igual ou maior que 1,24

iniciamos a fase seguinte. A obtencdo da forma desoxigenada nao pode ser um

processo lento, pois pode ocorrer a formag¢ao de meta-hemoglobina, o que

prejudicaria todo o experimento.

Obtido um bom indice, fizemos a leitura de absorbancia da forma
desoxigenada e, entdo, iniciamos a adi¢do de quantidades conhecidas de oxigénio
no tondmetro, com uma seringa.

Entre uma adi¢do e outra esperavamos no minimo sete minutos para a leitura
das absorbancias, que foram realizadas em: 630, 690, 576, 569, 560 e 54 1nm. Este
tempo foi necessario para permitir o total equilibrio entre a fase gasosa e a solugdo.

As leituras em 576, 560 e 541nm, foram usadas para o calculo da saturagdo
fracional Y de acordo com a seguinte equacao:

(4" - 4g)

" (AL, - 4l Fa- 10
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7 . ’ . N . i
onde A é o comprimento de onda, A* ¢ a leitura de absorbancia da amostra, Al

2 . : . :
e A, as absorbancias das formas desoxigenada e oxigenada, respectivamente.

Como fizemos leituras em 3 comprimentos de onda, consideramos a variagao total
de absorbancia entre oxi e desoxi-hemoglobina:

PR~ 540 560 560 576 576
AAper = (Arg — Ay )+ (Ay — A )+ (A — Ay ) Eq. 11
como referencial (AAgg).

cc:9
1

Apos cada adicdo “1”, foi feito a leitura de absorbancia na amostra equilibrada

permitindo calcular a saturagao:

AT - AT (4 - AT (AT - A4
) AA s

v Eq. 12

As leituras de absorbancia em 569nm (ponto isosbéstico) permitiram corrigir
as medigdes espectrais.

Por sua vez, a pO, (pressao parcial de oxigénio) foi calculada pela equagao

13 (Giardina & Amiconi, 1981) modificada por Bonaventura®:

(O *Ej*(PBC— (PV *TR))
2 74

[ o Eq.13
L VT - VA q

onde pO2 (mmHg): é a pressdo parcial de oxigénio. O, ¢ a fracdo do gis na
atmosfera (0,21), PBC ¢ a pressdo atmosférica corrigida (mmHg) (no anexo 1 consta
o procedimento para corre¢ao da pressao barométrica), PV ¢ a pressao de vapor de
agua (anexo2), UR ¢ a umidade relativa (%), VT ¢ o volume do tondmetro (mL), VA
¢ o volume de amostra (mL), VI é o volume de ar injetado (mL), TB ¢ a temperatura

do banho (°C) e TA ¢ a temperatura ambiente (°C).

*Esta modificagdo constitui protocolo experimental padrio do laboratorio do Prof.
Joseph Bonaventura (Duke University, Beaufort, NC,EUA).
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As adi¢Oes prosseguiam até que se alcangasse elevados niveis de saturagao.
Por fim, o tondmetro era aberto para que fizéssemos a leitura da oxi-hemoglobina
final (100% saturada apos o experimento).

Posteriormente, os valores de absorbancia obtidos eram digitados em um
programa que mostra a representagao grafica de Hill e executa os célculos de Py,
Log P5, e ny, pelos procedimentos antes descritos. Apds cada experimento, a
quantidade de meta-hemoglobina inicial e final foram quantificados de acordo com
o procedimento mostrado a seguir. Os dados experimentais com mais de 5% de

meta-hemoglobina inicial ou final foram descartados.

IIl.e. Cdlculo da Concentragdo de Oxi-hemoglobina e Meta-hemoglobina

A determinac¢do da concentragcdao da oxi e meta-hemoglobina foi realizada

.. : . o ¢ ; ¢
utilizando as leituras em 576 e 630 nm, com coeficientes de extingao ( E_:Zm?% “ , E;% , Er;m ;D 3

e Egﬁ ) determinados para a hemoglobina humana (Benesch et al., 1973) (anexo 3).

O célculo da concentragdo de meta-hemoglobina foi obtido determinando as
absorbancias em 576 e 630 nm para depois correlaciona-las com seus respectivos

coeficientes de extingdo na seguinte equagao:

Abs,,=[oxiHb]. &5t +[metaHb]. &g Eq. 14
Absg;,=[oxiHb]. Egﬁ +[metaHb]. Er;m;éa Eq. 15

Dessa forma, a concentracao das duas espécies (as duas incognitas) pode ser

resolvida conforme segue, onde “DET” ¢ a determinante da matriz:
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[oxiHb] = / DET Eq. 18

prpic
5630 £630
Como no caso da meta-hemoglobina os coeficientes € variam com o pH,

usamos os valores de acordo com a condi¢do experimental (anexo 3).

IIL.f. O Efeito da atividade de Agua na Ligacio de O,

O método utilizado para avaliar a variacdo de hidratacdo das hemoglobinas
de serpentes foi o método de estresse osmadtico (Colombo et al., 1992), que consiste
em usar solutos neutros, que sao excluidos da superficie da molécula, e diminuem
a atividade de agua em solugao.

Basicamente, estes experimentos seguem o esquema utilizado no item III.d.
Utilizamos o método espectrofotométrico - tonométrico (Giardina & Amiconi, 1981)
e realizamos os mesmos preparativos. A concentracdo de hemoglobina utilizada no

experimento também foi de 60pM/heme.
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Preparamos uma solucao estoque que possui 32% de sacarose (soluto neutro),
dissolvida no tampao que sera utilizado. Conforme o experimento a ser realizado
esta solucdo estoque ¢ diluida em diferentes porcentagens com o mesmo tampao.

Realizamos os experimentos primeiramente sem soluto neutro, para a
obtengao de dados na auséncia desta substancia e, em seguida, adicionamos diversas
proporg¢des de sacarose.

Ao final dos experimentos, os dados de P, Log P, e n,, foram obtidos como
descrito no item III.d. Antes disso, para cada amostra foi realizada a medida de
osmolalidade da solucdo (Osmoles/Kg) em osmometro “Osmomette A” modelo
#5002 - PRECISION SYSTEMS INC. A relagao entre a osmolalidade ¢ a atividade

de dgua da solugdo ¢ dada por:

—Osmolalidade
Infa_)= 5555 Eq. 19

onde 55,55 ¢ a molaridade da agua pura.

Como proposto por Colombo et al., (1992) o efeito de solvatagao pode ser
determinado quantitativamente em termos do nimero diferencial de moléculas de
agua ligadas entre as formas desoxi e oxigenadas, através da utilizacdo da equagao
de linkage proposta por Wyman (Wyman, 1964).

A equacdo de linkage que determina o nimero diferencial de moléculas de um

ligante L que se liga @ Hb com ligacdo de oxigénio ¢ expressa da seguinte forma:

dln B A e _Hdesoxz
_ SIV N ol L

leﬂL a; 4 4

Eq. 20

onde P50 tem o significado antes citado; a, ¢ a atividade de ligante L, a, corresponde

a atividade de outros ligantes que nio L; An; é o niimero diferencial de moléculas
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de L ligados entre as estruturas oxi e desoxi da Hb e 4 ¢ o numero de sitios de
ligacdo de O, existentes na proteina. Esta andlise ¢ correta apenas quando a
atividade de um ligante varia e a atividade de qualquer outro ligante presente na
solu¢do ¢ mantida constante. Quando o ligante alostérico L ¢ a 4gua, esta relagdo

pode ser escrita como:

0xi desoxi
dlna,, i 4 4
onde nfﬁm e.l*i!‘i":':‘g'S'vrj"}:'E sdo os numeros de moléculas de dgua ligadas as estruturas oxi

(R) e desoxi (T) da Hb, An_, é o nimero diferencial de moléculas de 4gua ligadas no
estado totalmente oxigenado em relacdo ao totalmente desoxigenado.

A partir de um grafico do InP, versus In (a,) ¢ feita uma regressao linear, cuja
inclinagao fornece o nimero de moléculas de 4gua que se ligam a Hb por subunidade
com a oxigenagao completa (Colombo ef al., 1992).

As inclinagdes obtidas por regressao linear foram analisadas estatisticamente
aos pares usando a andlise de covariancia de acordo com Zar (1999) usando o
programa “Prism” (GraphPad, E.U.A.). Testamos as inclina¢des contra a hipotese
nula (H,), de que as mesmas nao seriam diferentes entre si. Foram considerados

significativos valores de P<0,05.
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I11.g. Titulagcdo com ATP

Determinamos as constantes de associacdo com ATP na auséncia ¢ na
presenca de ATP, utilizando rotina para estimativa ndo linear de parametros do
programa Sigma Plot versdo 7.0, de acordo com o modelo abaixo. O efeito do ATP
sobre a afinidade por O, foi analisado pelo método espectrofotométrico-tonométrico

(Giardina & Amiconi, 1981).

1
| =l +—1
Dg(PSD)p Dg(Pjﬂ)ﬂ 4 Dg(]_"'KD[X]

onde log(Ps,), € a medida na presenga de ATP, log(P5,), na sua auséncia, K, € K,
sdo as constantes de associacdo as formas desoxigenada e oxigenada,

respectivamente, ¢ X € a concentracdo molar de ATP livre.

IIl.h. Determinacdo da Constante de Associac¢do Dimero-Tetrdmero do Estado

Ligado (°K,)

Utilizamos a técnica de cromatografia de Filtracdo em Gel para a
determinacio da constante de associa¢do dimero-tetrimero do estado ligado (*K,),
proposta por Ackers (1975). Uma coluna de 1 x 20cm (Pharmacia) foi preenchida
com Sephadex G-75 (Sigma) e equilibrada com tampao Tris-HCI 50mM pH 8§8,0. A
resina cromatografica Sephadex G-75, nos permite isolar proteinas com massas

moleculares entre 3.000 - 80.000 Da.
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Figura 19. Exemplo de um perfil de elui¢do total da Hb-1I de

Crotalus durissus terrificus.

Para obtencdo da
constante de associacao
dimero - tetramero do estado
ligado (‘K,) aplicamos as
seguintes amostras
estabilizadas com monoxido
de carbono em volumes
saturantes: 1- Hb humana A,
2- hemolisado de Urutu
(Bothrops alternatus), 3- Hb
da cobra d’agua (Helicops

modestus) e 4- Hb-1l de cascavel (Crotalus durissus terrificus). Como padroes, para

calibragem da coluna, passamos: 1- Mioglobina de corag¢ao de cavalo M.M. 16.800

(Sigma M-1882), 2- Anidrase Carbonica M.M. 29.000 (Sigma C-4831), 3- Azul

Dextran M.M. 2.000.000
(Sigma D-5751), Glicil
Glicina M.M. 168,5 (Sigma
G-1127) e ATP M.M. 551, 1
(Sigma A-2383).

Aplicamos também a
hemoglobina de matrinxa
(Brycon cephalus) em duas
concentragdes. Este método
ja foi empregado por
Colombo e Bonilla-Rodriguez

(1995 a,b) para estudar o

Figura20. Curva transformada (1-valor normalizado) em
vermelho, criada para célculo do volume de eluigao.

efeito da atividade de dgua sobre a dissociacdo de hemoglobina humana. Aplicamos
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as amostras com auxilio de
or0
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oged
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Figura 21. Gréfico ilustrando a relagdo entre o volume de COntinuamente registradas em
eluicdo e a area calculada para cada curva (normalizada e 280. 541
transformada). O ponto onde as retas se cruzam ¢é o ’
centroide, ou seja, € 0 volume de elui¢do correspondente a dependendo da proteina e sua
uma determinada concentragdo da amostra.

ou 412 nm,

concentrac¢ao. Os
experimentos foram executados na faixa de concentragdo de 60 a IpM/heme e
temperatura ambiente (+25°C).

O eluente foicoletado em provetas, as quais foram devidamente pesadas antes
e depois dos experimentos, para que se determinasse precisamente o fluxo apoés cada
experimento, conforme recomenda¢ao de Nenortas & Beckett (1994).

Os dados foram exportados em formato ASCII e tratados em um programa
grafico (Origin versdo 6.0), onde o volume de eluicdo correspondente a regido
frontal do plato obtido foicalculado por integracdo da drea acima e abaixo da curva
normalizada entre 0 e 1 (figura 19).

O célculo da curva acima do platd foi obtido usando uma segunda curva
transformada da original (1-valor normalizado) (figura 20). Com este grafico
calculamos a area acima e abaixo da curva, obtendo-se o volume de cada areca
calculada. A partir do grafico dos dados de volume pelas areas calculadas, foi obtido

o volume do centroide (figura 21).
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O coeficiente de particdo sigma (0) ¢ um parametro que expressa como uma
molécula se comporta numa cromatografia de exclusdo molecular. Este parametro
¢ proporcional ao grau de interagdo da molécula com a malha da resina. O sigma

pode ser calculado pela formula (Ackers, 1975):

V.-V

1]

V. Eq. 23

1

D_:

onde V. ¢ o volume de eluicao da molécula, V, ¢ o volume de exclusdo (medido pela
passagem de azul dextran) e V; ¢ o volume interno (obtido pela passagem de glicil
glicina ou ATP). V,, e V, representam os extremos de “ndo intera¢cdo” e “interacao
completa” com a resina, que corresponde aos valores limites de sigma de 0 a 1,
respectivamente.

Utilizamos a anidrase carbdnica como padrao proximo do volume de eluicao
da espécie dimérica. A mioglobina também foiutilizada como padrao de mondémero,
sendo aplicada tanto em pequeno volume quanto em volume saturante, sendo lida
em412nm. O padrao de tetrdmero foi obtido pela passagem de Hb humana na forma
desoxigenada e na presenca de ATP e ditionito de s6dio. Segundo Valdes et al.,
(1978) a constante de associa¢do da desoxi-hemoglobina é extremamente elevada,
sendo esta a melhor maneira para se obter o padrao de tetrameros. O tampao foi
previamente desoxigenado por borbulhamento de nitrogénio e adi¢cdo de ditionito de
sodio a 0,1%.

O método utilizado para estimar os valores da constante foi o proposto por
Nenortas & Beckett (1994). O modelo de associagcdo dimero-tetramero pode ser

representado pela equagao:

Hb, + Hb, = Hb, Eq. 24
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onde a fracao de dimeros sera:

Hb

d

f =
* (Hb,+Hb,)

Eq. 25

A constante de associagdo (*K,) para o estado ligado é representada por:

A S )
f:fz*ﬁ%'_ff*ﬂb

e Eq. 26

Assim, a concentragdo total de hemoglobina é f, + f;, € a equacdo anterior

seria re-arranjada para:
‘K,.fd° Hb+fd-1=0 Eq. 27

ou seja, tem-se uma equac¢do quadratica com f; = X. Pode-se, entdo, calcular a raiz

f;:

_-b+bi-dac -1+ J1-4K Hb.(-1) Eq. 28
24 2K, .Hb

Ja

¢ achar uma expressao que relaciona a fragdo de dimeros com a concentragdo de
hemoglobina total.

Essa formula, incluida na equacdo a seguir, fornece uma expressdo dos
parametros a serem estimados: ‘K,, 6, € o, em fun¢io da concentra¢do da proteina
Hb:
sz (fd(od - Ot)) + Ot Eq- 29
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onde o valor de o, foi estimado independentemente pela passagem de Hb

desoxigenada, e o de 0, pela média dos coeficientes de particdo da forma

1
tetramérica e a mioglobina (Nenortas & Beckett, 1994): ¢, = E(J’Jr T el

permitindo restringir o ajuste a apenas dois parametros.

Essa equacao ¢ um modelo ao qual pode-se tentar fazer o ajuste dos dados
obtidos na filtracdo analitica em gel. Fez-se também um ajuste no qual substituiu-se
os sigmas pelos valores de eluicdo, ndo tendo diferengas na estimativa. Assim,
optamos por usar os volumes de eluicdo dos centrdides de forma a simplificar o

calculo.
111.i. Modelagem Molecular por Homologia

Modelagem molecular por homologia é o método escolhido quando hd uma
evidente relagdao de identidade entre a seqiiéncia da proteina de estudo (alvo) e uma
proteina de estrutura tridimensional conhecida (modelo).

Proteinas de mesma familia possuem estrutura terciaria mais conservada do
que suas seqiiéncias primarias (Lesk & Chothia, 1980). Portanto, se ha uma grande
identidade na seqiliéncia primaria entre duas proteinas, certamente estas proteinas
terdo estrutura tercidria muito semelhantes.

No inicio das andlises de modelagem molecular por homologia utilizamos o
programa computacional BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)(Altschul, et
al., 1990). O BLAST ¢ um conjunto de programas que possibilita ao usuario
encontrar seqiiéncias (modelos), tanto de proteinas como de &4cidos nucleicos,
depositadas no Protein Data Bank (PDB), a fim de se comparar com a seqiiéncia

alvo.
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Utilizamos o BLAST com o intuito de obtermos uma seqiiéncia primaria de
hemoglobina (modelo), a qual possuisse coordenadas tridimensionais depositadas
no PDB, que apresentasse a mais alta identidade com a seqiiéncia primaria da
hemoglobina alvo, no caso a hemoglobina da serpente semi-aquatica Liophis
miliaris, para que, em seguida, fosse possivel se propor um modelo tridimensional
para esta proteina.

Como a hemoglobina ¢ um tetramero composto por duas cadeias alfa e duas
beta, foi necessario que fizéssemos a procura das seqiiéncias primdrias das cadeias
isoladamente, ou seja, primeiro realizamos a pesquisa para a cadeia alfa e depois
para a cadeia beta.

De posse dos resultados, realizamos o alinhamento entre as seqiiéncias
primarias das proteinas modelo e alvo. Para isso, utilizamos o programa MultAlign
(Corpet, 1988).

Feito o alinhamento, utilizamos o programa MODELLER para modelar a
hemoglobina de Liophis miliaris. De uma maneira geral, o MODELLER utiliza as
coordenadas tridimensionais da proteina modelo para extrair as distancias entre os
atomos e calcular as restricdes de angulos diedros. Em seguida, o programa utiliza
o alinhamento feito, entre a proteina modelo e alvo, para acomodar os residuos de
aminodcidos da proteina alvo, nas coordenadas tridimensionais da proteina modelo.

Finalmente, o modelo gerado para a proteina alvo sofre uma otimizag¢ao
que minimiza algumas violagdes de angulos diedros e distancias entre a&tomos até
que um modelo que satisfaga as restrigdes espaciais seja obtido. A seguir, ilustramos
uma representacao esquematica dos passos da modelagem molecular por homologia

(figura 22).
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Ap0s a proteina alvo ter sido modelada, ¢ importante avaliar possiveis erros.
Devemos levar em consideracdo dois tipos de avaliagdo: (I) avaliacao interna de sua
consisténcia intrinseca que verifica se o modelo satisfaz ou ndo as restricdes
calculadas e (II) avaliagao externa que confia em informagdes que nao foram usadas
no célculo do modelo.

Uma das maneiras de se localizar regides incertas de um modelo ¢ avaliar a
estéreo-quimica (angulos diedrais e sobreposi¢do de &tomo-atomo) do modelo com
o programa PROCHECK (Laskowski et al., 1994).

Este procedimento ¢ de grande importancia durante os experimentos de
modelagem comparativa, ja que erros de estéreo-quimica sdo comuns e, uma vez
detectados esses erros, os mesmos podem ser corrigidos, dando maior credibilidade
ao modelo gerado.

Finalmente, uma ferramenta de avaliacdo importante ¢ o conhecimento
experimental sobre a estrutura e fungao da proteina. Um modelo deve ser consistente
com as observagdes experimentais, como por exemplo, dados de cross linking,
ligagdes dos ligantes e assim por diante.

Com o programa LSQKAB, do pacote de programas do CCP4 (CCP4, 1994),
reunimos as coordenadas tridimensionais da cadeia alfa gerada, com as da cadeia
beta, num mesmo arquivo, formando-se assim, o dimero. Em seguida, com o mesmo
LSQKAB aplicamos ao arquivo contendo as coordenadas do dimero, uma matriz
inversa de translacdo e rotagdo, gerando o dimero correspondente. Estes novos
dados sdao reunidos em um mesmo arquivo formando o tetramero.

Caso algum residuo de aminodcido esteja fora de posicdo, ¢ feito um ajuste
manual deste residuo e, em seguida, uma minimizag¢ao de posi¢do. Utilizamos
novamente o grafico de Ramachandram para avaliar a qualidade do modelo de

tetramero gerado para Liophis miliaris.
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I11.j. Coleta de Dados de Espalhamento de Raios X a Baixo Angulo

As coletas de dados de espalhamento de raios X a baixo angulo foram
realizadas no laboratério de baixo angulo e cristalografia de raios X, do
Departamento de Fisica, em colaboracdo com o Prof. Dr. Johnny Rizzieri Olivieri
e 0 aluno de doutoramento Geovanni César dos Santos.

O equipamento utilizado nas coletas de dados de SAXS foi um gerador de
raios X com anodo rotatério, RIGAKU RU 300, com capacidade maxima de 18 KW
(60 KV - 300 mA). O gerador possui um sistema de janelas (esquerda e direita) de
saida de feixes de raios X com dois perfis, linha e ponto, permitindo seu uso
simultaneo tanto para coleta de dados de espalhamento de raios X a baixo angulo
quanto na coleta de dados de difracdo de raios X (cristalografia).

Analisamos as amostras de hemoglobina em tampao HEPES 30 mM em pH
7,0 e 8,0, uma vez que se propde que a forma dimérica prevalegca em pH 8,0 ¢ a
tetramérica em pH 7,0 (Focesi et al., 1987).

Colocamos as amostras em capilares de vidro de didmetro interno de 1 mm.
No inicio dos experimentos, coletamos dados de SAXS em quatro concentragdes
diferentes (30, 25, 20 e 17 mg/ml) para cada pH (7,0 e 8,0) para posterior
extrapolagao para aconcentragao “zero”. O tempo de coleta para cada concentragao
foide 4 horas a temperatura de 20°C.

Apbs alguns experimentos, optamos por realizar uma tnica coleta de dados
a 10 mg/ml de proteina, aumentando o tempo de coleta (6 horas), pois observamos
que nao havia diferencas entre as curvas de SAXS para os dois métodos adotados,
evitando sim, o gasto desnecessario de amostra.

Ao final de cada experimento foi avaliada a porcentagem de meta-
hemoglobina em solucdo, descartamos valores de meta-hemoglobina acima de 5%

e realizamos novas medidas. Antes das coletas de dados, aplicamos a todas as
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amostras monoxido de carbono, a fim de se estabilizar a molécula, evitando assim

a formacao de meta-hemoglobina.

IILk. Cristalizacdo e Coleta de Dados de Difracdo de Raios X da Hb-II de

Crotalus durissus terrificus

Ap0s a purificacdo, a Hb-II de Crotalus durissus terrificus foi lavada trés
vezes em uma solugao de Tris-HCI 10mM pH 9,0 a 4°C e, em seguida, borbulhamos
mondxido de carbono (CO) na amostra de Hb-II com o intuito de estabilizar a
proteina.

Realizamos as primeiras triagens, para obtencdo de monocristais apropriados
para a coleta de dados de difracdo de raios X, utilizando o método da matriz esparsa
proposto por Jancarik & Kim (1991), através do método de cristalizagao por difusdo
a vapor (sistema hanging drop). A concentracdo de proteina nestes experimentos foi
de 10mg/mL.

Conseguimos monocristais de Hb-II de Crotalus durissus terrificus em
solucao de sulfato de litio 2M, Tris-HC1 0,1M e PEG 4000 20%.

A coleta de dados de difracdo de raios X foi realizada no Laboratorio
Nacional de Luz Sincroton (LNLS), em Campinas.

Coletamos os dados de difragdo de raios X a um cumprimento de onda de
1.544,&, em uma placa detectora de imagens MAR de 34,5cm (Polikarpov et. al.,
1998a, 1998b), a distancia do cristal ao detector foi de 250.0mm a temperatura de
8°C. Usandoum angulo de oscilacdo de 1.0°, coletamos 80 imagens e as integramos,
a 4.5A de resolu¢do, usando o programa DENZO. Fizemos o escalonamento com

o programa SCALEPACK (Otwinowski, 1993).
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II1.l. Anadlise das Estruturas Quaterndrias

Com o intuito de propormos uma explicagdo estrutural para a auséncia de
dimeriza¢ao em hemoglobinas de serpentes, optamos por fazer uma anélise estrutural
dos residuos que compdem a interface dimérica em hemoglobinas, avaliando quais
residuos contribuem para a manutencao do tetraimero na forma oxigenada.

Consideramos os seguintes residuos que compdem a interface dimérica (o3,
e sua reciproca) (figura 10, na introdugao): 1- Cadeia alfa: Pro C2 (37), Thr C3(38),
Lys C5(40), Thr C6(41), Tyr C7(42), Pro CD2(44), Ala F9(88), Leu FG3(91), Arg
FG4(92), Asp G1(94), Pro G2(95), Val G3(96), Asn G4(97), LeuG7(100). 2-
Cadeia beta: Val B16(34), Tyr C1(35), Pro C2(36), Trp C3(37),GIn C5(39), Arg
C6(40), Phe C7(41), Glu CD2(43), His FG4(97), Val FG5(98), Asp G1(99), Pro
G2(100), Glu G3(101), Asn G4(102), Leu G7(105), conforme Perutz et al., (1968)
¢ Abraham et al., (1997).

Para alcangarmos nosso proposito de andlise buscamos no PDB (Protein
Data Bank) as estruturas tercidrias de quatro moléculas comprovadamente
tetraméricas: 1- Estrutura da oxi-hemoglobina humana determinada em alta
concentragao de NaCl (c6digo no PDB: IHHO; Shaanan, 1983); 2- Estrutura da oxi-
hemoglobina humana determinada em baixa concentra¢do de NaCl (c6digo no PDB:
1BBB; Mercedes Silva ef al., 1992); 3- Estrutura da oxi-hemoglobina de Gallus
gallus (co6digo no PDB: 1HBR; Knapp et al., 1999) e 4- Estrutura da Carboxi-
hemoglobina-I de Truta (Oncorhyncus mykiss)(codigono PDB: 10UU; Tame et al.,
1996). As coordenadas da hemoglobina de Liophis miliaris foram obtidas por
modelagem molecular por homologia.

Utilizamos o programa de visualizacao grafica Swiss-PdbViewer versdo 3.7,
de dominio publico, para realizar as andlises de estrutura quaternaria. O programa
também nos possibilitou avaliar as distdncias entre os atomos constituintes das

cadeias laterais dos residuos de aminoacidos que integram a interface dimérica,
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sendo possivel, dessa maneira, avaliar se naquela determinada distancia poderia
ocorrer ou nao algum tipo de interagao, tal como, uma ponte de hidrogénio ou um
contato de van der Waals.

Realizamos também a sobreposi¢do das estruturas quaternarias para
medirmos o grau de semelhanga de tais estruturas. Esta avaliacdo foi feita através
do valor dos desvios de r.m.s.d. (root-mean square deviation ou desvio médio
quadratico). Este nimero indica a média da distancia entre os carbonos alfa das
proteinas comparadas. Quanto menor o valor do r.m.s., maior o grau de semelhanca
estrutural.

A sobreposi¢ao das estruturas quaterndrias foi realizada utilizando todos os
carbonos alfa das hélices B, G e H, uma vez que estas hélices sdo menos afetadas
pelas mudangas terciarias (Baldwin & Chothia, 1979). A hemoglobina humana
(IBBB) e as hemoglobinas de animais foram sobrepostas sobre a Hb humana
(IHHO).

A andlise relativa a regido interdimérica foi conduzida com os seguintes
critérios: foram consideradas pontes de hidrogénio se um determinado 4&tomo ¢ um
bom doador de hidrogénio e o outro ¢ um bom aceptor de hidrogénio com uma
distancia de 3,6 a 3,0A (Abraham et al., 1997).

Os contatos de van der Waals foram calculados da seguinte maneira:
somaram-se os raios de van der Waals dos atomos que possivelmente estdo em
contato, se a distancia entre eles fosse igual ou menor a soma dos raios de van der
Waals desses atomos, considerou-se que eles estabelecem contato de vander Waals.
Foram considerados os seguintes raios de van der Waals para cada 4tomo: 1-
Carbono da carbonila da cadeia principal: 1,8:&, oxigénio da carbonila da cadeia

principal: 1,52,&, todos os atomos das caeias laterais e grupos: 1,8:& (Bondi, 1964).
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III.m. Evidéncias Espectroscopicas de Transicdio Conformacional T=>R na

Forma Stripped, em Solu¢do, da Hemoglobina de Liophis miliaris

A proposta mais recente envolvendo a Hb de Liophis miliaris, feita por
Bonafé et al. (1999), supde que a ligacdo de ATP a forma desoxigenada mantém o
tetrdimero unido, ou seja, assume que a forma stripped ndo teria a conformacgao T.

Enoki & Tyuma, (1964) mostraram que as formas oxigenada e desoxigenada
da hemoglobina tetramérica, possuem espectros de absor¢ao distintos na regido do
ultravioleta entre 270 e 300nm. A diferenca entre estes espectros, mostra uma
pequena banda de absorc¢do centrada em 290nm, que esta localizada bem no topo
da larga banda de absor¢do da porfirina. Os autores atribuem a origem desta banda
a absorgdo Optica dos residuos aromaticos localizados na interface dimérica (o, [3,).
Sdo eles: Tyr 42(x), Trp 37 (B) € Phe 41(p). Esta banda é o unico marcador
espectroscopico conhecido da transi¢do alostérica T=0R.

Diferentemente da regido visivel que vaide 500 a 700nm, a banda em 290nm
estd diretamente relacionada a variagdes que ocorrem na estrutura da cadeia
protéica, € ndo ao grupo heme (Briehl & Hobbs, 1970).

O experimento foi realizado com tampao HEPES 30mM pH 7,5 com a

hemoglobina na forma stripped.
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IV. RESULTADOS

IV.a. Purificacdo do hemolisado de Crotalus durissus terrificus

Devido a proximidade entre os pontos isoelétricos (diferenca essa de
centésimos de unidade de uma fragdo para outra) das fragdes que compdem o
hemolisado de serpentes, a purificagao destas isoformas ¢ muito dificultada.

A primeira tentativa foi utilizar uma coluna de troca anionica preenchida
com DEAE Sephadex (Sigma), a fim de se obter uma separagdo das fracdes. Para
isso, utilizamos um gradiente de pH com tampdes Hepes S0mM pH 7,6 e TRIS-HC1
50mM pH 9,0.

No entanto, a tentativa foi frustrada pois, a eluicdo da amostra se deu sem
que se observasse nenhuma separagdo das fragdes, o que se confirmou,
posteriormente, com a leitura de absorbancia em 576nm dos tubos coletados.

Optamos, primeiramente, por utilizar o Rotofor (Bio-Rad), cujo principio
basico ¢ o de uma isoeletrofocalizacdo. Contudo, no Rotofor o meio de migracao da
macromolécula ndo ¢ solido (gel) e sim liquido.

Durante trés meses tentamos otimizar a purificagdo das amostras de
hemoglobina de Crotalus durissus terrificus e Bothrops alternatus. Os fabricantes
do aparelho propunham que o mesmo tinha a capacidade de separar isoformas com
até 0,05 de diferenga nos seus pls. Entretanto, nunca conseguimos a formag¢ao de um
gradiente com uma faixa tdo estreita de um pH para outro, o que impossibilitava uma
boa separacdo entre as fracoes.

Foi entdo que decidimos testar uma purificagdo na resina de troca anidnica
DEAE-Sepharose (Pharmacia), utilizando um gradiente salino linear de 0 a 50mM
para a eluicdo das fragdes da Hb. Os resultados foram satisfatérios e serao

apresentados a seguir.
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O hemolisado de Crotalus durissus terrificus revelou a presenca de sete
fragdes de hemoglobinas (figura 23). A fracdo II foi identificada como a fragdo
majoritaria (35%), seguida pela fragao III (30%). As fragdes I, IV, V, VI e VII
apresentaram-se como fragdes minoritdrias do hemolisado de Crotalus durissus
terrificus. J& que a fracdo II, denominada por n6és como Hb-II, era o componente
obtido em maior quantidade, esta tornou-se nosso objeto de estudo. A fim de
comprovar a pureza da amostra, realizamos um gel de isoeletrofocalizagao. A figura
23, mostra que houve uma boa purificacdo da Hb-II, além de comprovar que esta
fracdo ¢ o componente principal do sangue desta serpente. Devemos ressaltar que
ndo observamos variagdes intra-especificas no padrao eletroforético das

hemoglobinas de serpentes.

Figura 23. A figura ilustra um gel de isoeletrofocalizacao (IEF),
mostrando as varias fracdes de Hb que compdem o hemolisado de
Crotalus durissus terrificus. Observa-se também a Hb-II purificada.
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IV.b. Propriedades Funcionais de Ligacdo de Oxigénio das Hemoglobinas de

Serpentes

IV.b.1. Hemoglobina II de Crotalus durissus terrificus

A figura 24 mostra como as propriedades funcionais de ligagao de O, da Hb-
Il de Crotalus durissus terrificus varia em diferentes pH a 20°C. No gréfico do log
P, versus pH, observamos que a forma stripped possui alta afinidade por oxigénio.

Os valores de Py, variam de

1,7 a 0,7 mmHg, na faixa de il
i O stigped
pH entre 7 e 9 0,5 O HaCl100mi
? | £ ATP 1m
respectivamente. Fica 05
evidente também a presenga " 04
(]
o ]
de efeito Bohr alcalino, que 0z
pode ser medido pela g0
.. i N | o o o
variagdo no numero de H o = ewg s B o
4 F.a Th 2.0 2.4 a.0
(AH" = Alog Py, /ApH), de - &

0,39 H'/heme entre pH 7 ¢ 8.

Figura 24. Dependéncia do log P, com a variagdo do pH a

Na presenca de Cl 20°C, da Hb-II de Crotalus durissus terrificus. Os dados

foram obtidos em tampao ADA 50mM (empH 7,0e 7,5) e

(NaCl 100mM) O Tris-HCI 50mM (acima de pH 8,0). A concentragio da
amostra foide = 60pM/heme. Figura geradacom o programa

t t Hb-II ¢ iy
comportamento da Hb-II ¢ grafico Origin versao 6.0.

parecido ao da forma
stripped, porém a a finidade por O, decresce acima de pH 7,5. O efeito Bohr, na
presenga de cloreto, cai para -0,25 = 0,13 H'/heme

Na presenca de ATP ImM, observamos uma acentuada diminuigao da
afinidade da Hb-II por O, em relagdo a sua forma stripped, na mesma faixa de pH.

EmpH 7,0,a P, eleva-se para 7,4 mmHg, um decréscimo de 4,4 vezes na afinidade.
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Verificamos também um aumento no efeito Bohr alcalino para -0,44 + 0,06
H'/heme, aproximando-se do valor encontrado para Hb humana (-0,5 H'/heme)
(Duguet & Acher, 1975). Este comportamento, na presenga de ATP, ja foi descrito
para outras hemoglobinas de serpentes, tais como, Bothrops alternatus (Oyama et
al.,1993), Helicops modestus (Bonafe ef al., 1999) e Liophis miliaris (Focesiet al.,
1987).

O coeficiente de Hill (ny), da forma stripped (figura 25), mostrou uma

dependéncia do pH, uma vez

que o aumento do pH

2.8 -
] O siipped . . .
2.6 O NaCl 100mM diminuiu os valores de
5 4_’ A ATP 1md
] N cooperatividade, de 1,9 para
2.2—- P A
2pl 2 ’ e OE S 1,4 entre pH 7,0 ¢ 9,0, mas
= T o o ry
[y . .
gy 2 5 o o todos os valores obtidos
1IE 7 D . . .
2 & indicam processo cooperativo
1.2 4 de ligacao de oxigénio a Hb-
1.0 T T T T T T T ) T d
7o 75 20 8.5 an II.
rH

Napresencade Cl ha

Figura 25. Comportamento do coeficiente de Hill (n;) da ym discreto aumento da
Hb-II de Crotalus durissus terrificus em diferentes pH a

20°C. As condi¢des experimentais sio as mesmas descritasna cooperatividade entre pH 7,0
figura 24. Figura gerada com o programa grafico Origin
versao 6.0.

e 8,0 (ng= 1,8 e ny=1,98,
respectivamente). Acima de
pH 8,0 observamos uma diminui¢ao do ny. Na presenca de ATP, a cooperatividade
ficou acima das encontradas na presenca de NaCl e stripped, em toda a faixa de pH
estudada. Pela andlise do grafico, observamos que a cooperatividade varia com o

pH, atingindo um méximo ao redor do pH 7,5.
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O menor valor de cooperatividade obtido acima de pH 8,0 foi 1,87,
mostrando que acima de pH 8,0, mesmo na presenca de ATP, ocorre processo
cooperativo de ligagdo de oxigénio para a Hb-II de Crotalus durissus terrificus.

A figura 26 mostra adependéncia das propriedades funcionais de ligacdo de
oxigénio a Hb-II em diferentes pH a 30°C.

Observamos que houve um aumento na Py, nas trés condi¢des experimentais
(stripped, na presenca de Cl e na presenga de ATP), em relagdo a 20°C.

Na forma stripped houve um aumento de aproximadamente 2,5 vezes na P,
apH 7,0 (de 1,7 a 20°C para 4,2 a 30°C). Outro ponto importante foi a diminuigao
do efeito Bohr alcalino, com o aumento da temperatura, na forma stripped e na
presenca de CI.

Na forma stripped, o

o e ey valor de AH"/heme diminuiu
- . de -0,39 + 0,08 a 20°C para -
104 0,27 £ 0,03 a 30°C ¢ na
.:; s | presenca de CI diminui de -
5 06 4 0,25 £ 0,1 a 20°C para -0,19
.14_- — 5 & + 0,03 a 30°C. Entretanto, na
i = . ._. B presenca de ATP 1mM, o que
7.0 7.5 2.0 8.5 9.0

ocorre ¢ um aumento do efeito

Bohr alcalino de -0,44 + 0,06

Figura 26. Dependéncia do log P, com a variagdo do pH a
30°C da Hb-1I de Crotalus durissus terrificus. Os dados @ 20°C para -0,51 = 0,01 a
foram obtidos em tampdo ADA 50mM (pH 7,0 € 7.5) e Tris- _

HCI 50mM (acima de pH 8,0). A concentracdo da amostra 30°C.
foi de + 60pM/heme. Figura gerada com o programa grafico

. Com relagdo ao n
Origm versao 6.0. ¢ H

(figura 27), constatamos uma
dependéncia deste com a variacdo do pH. Na forma stripped e na presenga de CI,

essa dependéncia ja havia sido detectada a 20°C e se manteve a 30°C, sendo que,
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em pH 8,0 a forma stripped apresenta um ny igual 1,64 + 0,03 e na presenca de CI
igual a 1,71 £+ 0,06, confirmando a presen¢a de processo cooperativo também a
30°C.

Na presenca de ATP também constatamos uma maior dependéncia do ny
com a variacdo do pH. Em 30°C, a cooperatividade elevou-se de 2,03, em pH 7,0,
até 2,36 em pH 8,0. Acima deste pH houve uma diminuicdo desta até pH 9,0 cujo
valor foi de 1,83, confirmando também a presenga de processo cooperativo de

ligacdo de oxigénio a temperatura de 30°C, acima de pH 8,0 (figura 27).

2,4 4 o
2.2 Fal
| oy
204 &
] o
1.8 - g © 4
I:= [}
1,6 -
- ] o
| o o o
1,4 4
] O skioped o
12d © Naci1oomm =
S ATP AmM
1.0 T T T T T i T T T
7.0 7.5 2.0 2.5 a.0

pH

Figura 27. Comportamento do coeficiente de Hill (n;;) com
a variagdo do pH a 30°C da Hb-II de Crotalus durissus
terrificus. As condigdes experimentaisais sdo as mesmas
descritas na figura 26. Figura gerada com o programa grafico
Origin versao 6.0.
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IV.b.2. Hemoglobinas de Helicops modestus

As figuras 28 e 29 ilustram as propriedades de ligacao do O, do hemolisado
de H. modestus com a variacdo do pH a 20°C. Na figura 28, esta representada a
afinidade da Hb total de H. modestus em trés condi¢des: stripped, com NaCl
100mM e com ATP ImM.

Observamos que, na forma stripped e com NaCl 100mM, a Hb total de H.
modestus possui uma alta afinidade por O,, por toda a faixa de pH analisada. Na
forma stripped, o valor da P;; em pH 7,0 ¢ de 1,21 + 0,04 mmHg, este valor diminui
até pH 8,0 (0,37 + 0,02 mmHg), mostrando um efeito Bohr alcalino, medido pela
variagdo no nimero de H" (AH'= Alog Ps,/ApH) de -0,53 + 0,1 H'/heme, nesta faixa
de pH. Acima de pH 7,7 ndo observamos variacdo na afinidade por O, nem efeito
Bohr.

Na condicdo que cont¢tm NaCl 100mM, os dados da Py, sio muito
semelhantes aos da forma stripped, contudo, a variagdo no nimero de prétons
diminui (-0,30 + 0,05 H"/heme), sugerindo que os ions CI se ligam a residuos de
aminoacidos responsaveis pelo efeito Bohr, sobrepondo o efeito dos protons.

Quando adicionamos ATP ImM a solug¢do a afinidade por O, diminui
drasticamente entre os pH 7,0 e 8,5, em relagao as formas stripped e com NaCl.
Entretanto, a partir do pH 8,0 a afinidade por O, aumenta até pH 9,0. O efeito Bohr
alcalino apresentado com ATP foi de -0,67 + 0,06 H'/heme, entre pH 7,0 ¢ 8,5.

A figura 29 ilustra um gréafico da cooperatividade pelo pH a 20°C, do
hemolisado total de H. modestus. Nas trés condi¢des analisadas (stripped, com NaCl
e com ATP), observamos, em toda a faixa de pH, processo cooperativo de ligacao
de O,. Na forma stripped, a cooperatividade atinge valores méaximos em pH 7
(nyg=2,58+0,1). Acima de pH 7,5 a cooperatividade sofre uma reducao para valores

em torno de n;=1,4, mas, nunca assume valores de n,; iguais a 1, o que caracterizaria
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Figura 28. Dependéncia do log P, do hemolisado de
Helicops modestus, em diferentes pH a 20°C. Os
experimentos foram realizados com tampao ADA e TAPS-
NaOH 30mM. A concentragao da amostra foi+ 60pM/heme.
Figura gerada com o programa gréafico Origin versao 6.0.
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Figura 29. Comportamento da cooperatividade do hemolisado
de Helicops modestus em diferentes valores de pH. As
condi¢des experimentais sdo as mesmas descritas na figura 28.
Figura gerada com o programa grafico Origin versdo 6.0.
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processo nao cooperativo de ligagao de O,, tal como, na mioglobina.

Na presenca de cloreto (NaCl 100mM), o comportamento da
cooperatividade ¢ muito semelhante ao da forma stripped, ocorrendo um discreto
aumento da mesma entre pH 8,0 ¢ 9,0.

Na presenca de ATP, fica evidente um processo cooperativo de ligacao de
O, em toda a faixa de pH analisada, sendo que, em pH 7,5, ocorre o maior valor

registrado n;=2,55 e, em pH 9,0, o menor valor obtido: n;=1,87.

IV.c. Titulacdo com ATP para Determinacdo da Constante de Ligagdo nas
Formas Oxigenada e Desoxigenada

Os experimentos de titulagdo com ATP para determinagdo da constante de

ligacao as formas oxi (K,) e

10

desoxigenada (K,) foram _ _ mr
Ajuste feito para determinag&o
. 081 das constantes KDE k.- da Hb- o
realizados com _ L
de Crotalls durissus terrificus
~ B 1 o
concentragdes crescentes de
0.7 1
ATP, usando a equacdo 20. 2
o 05 4
[m7]
Os resultados =
05
obtidos indicam um Ax= - _—
0,25/heme confirmando a 03
existéncia de um sitio de 02 : : : :
1} 1e3 1e2 1e-1
ligacdo para o ATP por log [ATFM

Figura 30. Efeito da concentracdo de ATP na afinidade por
oxigénio da Hb-II de Crotalus durissus terrificus. A linha
continua representa o ajuste feito para a determina¢do das
constantes de associacdo de ATP as formas desoxigenada
equacdo de interrelagdo de (K,) e oxigenada (K,), conforme equagcdo 20. Os

experimentos foramrealizados em tampao TRIS-HC1 50mM
Wyman (-Ax = AlogPy, pH 7.5, 43mM de cloreto a 20°C. A concentracdo de ATP

variou de 0,5uM a 100mM e a concentragdo de amostra foi
/Alog [ATP]), onde Ax de + 60pM/heme. Figura gerada com o programa grafico
de SigmaPlot versdo 7.0

molécula de Hb (ATP:Hb
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moléculas de ATP ligado por subunidade. O valor da constante de ligacdo de ATP
na forma desoxigenada (K,) foi de 5,13 x 10° + 0,85 x 10°M™" e para forma
oxigenada (K,) foi de 1,92 x 10% + 0,63 x 10°M"', conforme ilustra o ajuste feito na

figura 30.

IV.d. Andlise das Mudang¢as Conformacionais das Hemoglobinas de Serpentes

Atraveés do Método do Estresse Osmotico

1V.d.1. Hemoglobina II de Crotalus durissus terrificus

Os experimentos de estresse osmotico foram realizados a fim de se analisar
a variagdo da area exposta ao solvente e, dessa forma, sondar as mudangas
conformacionais que ocorrem durante o processo de oxigenagao da Hb-II e de outras

hemoglobinas de serpentes.

r1: . 0.5+
As analises foram realizadas 0 swaped
0.4 < Hac1oom N
na forma stripped e na &
0,2
presenc¢ade anions (cloretoou
D_El 0,74
ATP). N
c 0,1 4
Os dados obtidos g
(figura 31) mostraram que, 04
para a Hb-II de Crotalus R
-0,0235 -0,020 -0,025 -0,020 -0,045 -0,040 -0,005 0,000
durissus terrificus, na forma In s,

tripped ]
stripped, 0 numero  de Figura 31. Comportamento da Hb-1I de Crotalus durissus

moléculas de 4gua que se ferrificus em diferentes valores de atividade de agua. Os
experimentos foram realizados em tampao HEPES-NaOH
ligam a mais @ Hb na forma 30mM pH 7,5 a 20°C. A concentragdo da amostra foi de +

i 60pM/heme. Figura gerada com o programa grafico Origin
oxigenada, durante o processo ¢
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de oxigenacao, foide 36 + 7 moléculas de 4gua. Na presenca de cloreto este nimero
elevou-se para 52 + 5 moléculas de dgua e na presenga de ATP 45 +11 moléculas
de 4gua.

A analise estatistica nao mostrou diferengas significativas da inclinacao para
a comparacgao entre a forma stripped e com cloreto (P=0,094), e para a comparagao
stripped com ATP (P=0,496).

A figura 32 ilustra o comportamento da cooperatividade versus a atividade
de 4gua.

O grafico mostra que nas trés condigdes experimentais estudadas (stripped,

com cloreto e com ATP) o

processo de oxigenacdo da 34 - b wiceed
i rigg e
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Figura 32. Comportamento da cooperatividade da Hb-1I de

Crotalus durissus terrificus, em diferentes valores de

ATP, o coeficiente de Hill atividade de dgua. As condi¢des experimentais sdo as mesmas
descritas na figura 31. Figura gerada com o programa grafico

possui um valor maior em Origin versao 6.0.

Na presenca de

relacdo a forma stripped e na presenca de cloreto. A cooperatividade nesta condigao

manteve-se entre 2,6 ¢ 3,1.
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1V.d.2. Hemoglobinas de Helicops modestus

A figura 33 ilustra a dependéncia do In P, versus a variagdo da atividade de
agua (In a,) do hemolisado de Helicops modestus.

Na forma stripped, observamos que 24 + 7 moléculas de dgua se ligam a
mais a Hb na forma oxigenada. Na presenca de ATP medimos um total de 20 + 2

moléculas de d4gua, sendo este

. 0,40 -
resultado muito semelhante ao ]
0,25 4 O siipoed
t d f E (—5 o MaCl100mh

encontrado para a forma 0.30 : TN e
. 0,25 -
stripped. o ]
o® 020 4
o ]
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) -0,05
forma oxigenada, do 1

1 ' 1 ' 1 ' 1 8 1 = 1 i 1 A
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w

modestus, sugerindo que esta .
Figura 33. Comportamento do hemolisado de Helicops

hemoglobina assume uma modestus em fun¢do da variagdo da atividade de agua. Os
. . experimentos foramrealizados comtampéo TAPS 30mM pH
conformag¢do quaternaria g (a20°C. A concentragio da amostra foi de + 60pM/heme.

: Figura gerada com o programa grafico Origin versao 6.0.
diferente na forma ©°o 8 prog g g

desoxigenada, em relagdo a desoxi-hemoglobina da forma stripped e na presenga de
ATP. Este mecanismo sera discutido com mais detalhes no item discussao.

A andlise estatistica das interagdes mostrou diferenga significativa entre a
as regressoes da forma stripped e com cloreto (P<0,0001), porém nao hé diferenca
significativa entre a regressao da forma stripped e na presenca de ATP (P=0,429).

A figura 34 ilustra um grafico de ny (cooperatividade) versus a atividade de

agua (In a,).
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Figura 34. Comportamento da cooperatividade do P ¢

hemolisado de Helicops modestus em fungﬁo da atividade de efetores alostéricos (Cloreto
agua. As condigdes experimentais sao as mesmas descritas na
figura 33. Figura gerada com o programa grafico Origin € ATP) constatamos que
versdo 6.0. . , .
ndo ha dependéncia da
cooperatividade com a variagdo da atividade de 4gua. Na presenga de cloreto, a
cooperatividade manteve-se entre 1,77 ¢ 1,89 em toda a faixa
analisada. Na presen¢a de ATP, embora a cooperatividade tenha mostrado valores
superiores, em relagdo as formas stripped e com cloreto, ndo houve uma
dependéncia desta com relagdo a variagao da atividade de 4dgua. Os valores de ny,
na presen¢a de ATP, permaneceram entre 2,2 ¢ 2,53.
Na forma stripped, observamos uma discreta dependéncia da
cooperatividade em relagdo a variacdo da atividade de agua. Em valores altos de
atividade de dgua (a,=154mOsm) a cooperatividade foi de 1,39, enquanto que em

valores baixos de atividade de agua, tal como, a,=1.292mOsm, o valor de n, passou

para 1,65.
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1V.d.3. Hemoglobinas de Liophis miliaris

A figura 35 ilustra o comportamento do In P,, versus a atividade de 4gua do
hemolisado de Liophis miliaris.

Os resultados mostram que 62 + 4 moléculas de agua se ligam a mais a Hb
stripped de Liophis miliaris,
na forma oxigenada, enquanto 5.

que na presenca de cloreto e 0.5 l s ceaed
] O MaCl100mm

& ATP 1mM

ATP este numero diminui
para 50 + 6 e 57 + 7

moléculas de 4agua,

IN (PP )

respectivamente.

A analise estatistica
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mostrou diferengas entre a 0,030 -0,025 -0,020 -0,015 -0,010 -0,005 0,000

Ina
w

forma stripped e na presenca

de cloreto (P=0,025), porém Figura 35. Comportamento do hemolisado de Liophis
miliaris em diferentes atividades de dgua. Os experimentos
ndo na comparagdo entre a foram realizados emtampao TAPS 30mM pH 8,0 a 20°C. A
concentragdo da amostra foi de + 60pM/heme. Figura gerada

forma stripped e com ATP o4 programa grafico Origin versdo 6.0.

(p=0,146).

A figura 36 mostra o comportamento da cooperatividade do hemolisado de
Liophis miliaris em diferentes atividades de agua.

De uma maneira geral a cooperatividade das trés condi¢des analisadas
(stripped, com cloreto e com ATP) ndo mostrou dependéncia com a variagdo da
atividade de 4gua, como pode ser visto na figura 36.

Na forma stripped, a cooperatividade manteve-se entre 1,2 e 1,4 emtoda a

faixa estudada. Na presenc¢a de cloreto houve um aumento no indice de Hill, em
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relacdo a forma stripped, na mesma faixa de atividade de agua analisada. Os valores
de ny, na presenca de cloreto, permaneceram entre 1,63 e 1,8.

Napresenga de ATP, o aumento da cooperatividade foibem mais acentuado
em relagcdo as outras duas condigdes estudadas (stripped e com cloreto),
confirmando a forte influéncia que este efetor alostérico exerce sobre as
hemoglobinas de serpentes

A tabela 2 mostra um resumo da variagdo no nimero de moléculas de agua
(An,) por tetrAmero, durante a transi¢do do estado desoxigenado para o oxigenado,
para as hemoglobinas de Crotalus durissus terrificus, Helicops modestus e Liop his

miliaris.
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Figura 36. Comportamento da cooperatividade do hemolisado
de Liophis miliaris, em diferentes atividades de agua. As
condi¢des experimentais sdo as mesmas descritas na figura 35.
Figura gerada com o programa gréafico Origin versdo 6.0.
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Tabela 2. Tabela ilustrando a variagdo no nimero de moléculas de agua (An,) por tetramero,
durante a transi¢ao do estado desoxigenado para o estado oxigenado, para as hemoglobinas de
Crotalus durissus terrificus, Helicops modestus e Liophis miliaris.

Amostra Condicao An, Analise
Experimental Estatistica*
Hb-II de stripped 36 £ 7 molec. agua Referéncia
Crotalus durissus NaCl 52 £ 10 molec. agua ns
terrificus ATP 45+ 11 molec. dgua ns
Hemolisado de stripped 24 + 7 molec. agua Referéncia
Helicops modestus NacCl 56 £ 4 molec. agua P<0,0001
ATP 20 = 2 molec. agua ns
Hemolisado de stripped 62 + 4 molec. agua Referéncia
Liophis miliaris NacCl 50 £ 6 molec. agua P=0,025
ATP 57 £ 7 molec. agua ns

"A andlise estatistica de comparagdes das inclinagdes usou a forma stripped como referéncia. As
diferencas foram consideradas significativas para P<0,05. ns=nao significativo (P>0,05). O valor
P ¢ um parametro de probabilidade, ou seja, valores de P pequenos sugerem que ha diferenca
estatistica entre as duas condi¢cdes experimentais analisadas. No entanto, valores de P grandes
sugerem que a diferenca observada experimentalmente ¢ eventual.

IV.e. Determinacdo da Constante de Associacdo Dimero-Tetramero do Estado

Ligado (°K,)

Em virtude de dificuldades relativas as colunas utilizadas, as determinagodes
para as varias hemoglobinas analisadas foram executadas em conjuntos diferentes.
A figura 37 ilustra um grafico do volume de eluicdo do centrdide versus a
concentracdo de hemoglobina de Crotalus durissus terrificus, Helicops modestus

e Bothrops alternatus.
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Figura 37. Comportamento do volume de elui¢do do centréide de varias hemoglobinas de
serpentes (todas na forma stripped) em fungdo da concentragdo de hemoglobina. Os
experimentos foramrealizados em tampao TAPS 30mM pH 8,0 a temperatura ambiente, foi
aplicado mondxido de carbono (CO) em todas as amostras de Hb , a fim de previnir a
formagdo de meta-hemoglobina. Figura gerada com o programa grafico Origin versao 6.0.

Para uma avaliacdo qualitativa dos procedimentos executados, fizemos a
passagem da hemoglobina humana a fim de medirmos o volume de eluigdo ¢ a
constante de associagdo para esta hemoglobina comprovadamente tetramérica em
solugao.

Os resultados mostraram que a hemoglobina humana, entre 14-60uM, elui
em 8,80 = 0,1ImL. Abaixo de 10uM, torna-se evidente a dissociacdo da
hemoglobina humana devido a dilui¢do da amostra (Chiancone, 1968; Valdes et al.,
1978; Dumoulin et al., 1997), ocorrendo assim, um aumento no volume de eluicdo
desta proteina (9,35mL a 1uM). Deve-se ressaltar que o volume de eluicdo do

dimero foi estimado em 10,26mL, como mostra a figura 37.
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O calculo da constante de associacao dimero-tetramero forneceu um valor
de 2,0 £ 0,2x10°M™, em boa concordincia com valores reportados na literatura por
Nenortas & Beckett, (1994), que situam a constante por volta de 1,2 x 10°M ™",

Neste conjunto de dados observamos que, de uma maneira geral, as
hemoglobinas analisadas de serpentes possuem volumes de eluicdo semelhante ao
encontrado para a hemoglobina humana.

O volume de eluigao do centrdéide da Hb-II de Crotalus durissus terrificus,
na forma stripped, foide 8,98mL a 1uM, indicando que esta hemoglobina ¢ menos
propensaadimerizagdo do que a hemoglobinahumana. Fizemos também a passagem
do hemolisado de Crotalus durissus terrificus a fim de observarmos se ha diferenca
no volume de eluicao do centréide da forma purificada e ndo purificada.

Os resultados mostraram que o volume de eluicdo do centrdide, para o
hemolisado de Crotalus durissus terrificus, foi de 8,80mL a 1uM, indicando que
ndo ha grandes diferengas entre as amostras citadas acima, na faixa de concentragao
analisada.

Na concentracdo de SuM de hemoglobina, a semelhanga entre os volumes
de elui¢do dos centrdides, entre as formas purificada e ndo purificada, ¢ ainda maior,
sendo de 8,79 e 8,78mL, respectivamente.

A constante de associagdo dimero-tetrdmero estimada para a Hb-II de
Crotalus durissus terrificus foide 1,5+ 0,24 x 10’ M,

Os dados obtidos para o hemolisado stripped de Helicops modestus foram
muito parecidos aos encontrados para a Hb-Il de Crotalus durissus terrificus. A
hemoglobina de Helicops modestus mostrou um volume de eluicdo do centrdide de
8,82mL em 30uM e 9,07mL em 0,5uM. A constante de associacdo dimero-
tetrimero estimada para esta hemoglobina foi de 1,6 £ 0,17 x 10" M.

Observamos também o comportamento de eluicdo do hemolisado stripped

da serpente Bothrops alternatus (Urutu). A hemoglobina desta serpente apresentou
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volumes de eluicdo do centréide muito parecido com os observados para as
hemoglobinas de Crotalus durissus terrificus, Helicops modestus € humana.

Na concentracdo de 1uM, o valor do volume de eluigao do centroide foide
8,86mL. Devido a mé qualidade dos dados apresentados para esta hemoglobina ndo
foipossivel estimar a constante de associacdo dimero-tetramero com confiabilidade.

Novas analises deveriam ser realizadas a fim de se buscar um melhor ajuste
da curva, no entanto, foi impossivel obter novos exemplares desta espécie junto ao
Instituto Butantan.

Em outro conjunto de dados avaliamos o comportamento de elui¢do do
hemolisado stripped de Boa constrictor por cromatografia analitica de filtracdo em
gel, como 1lustra a figura 38.

A figura 38 mostra o volume de elui¢do do centréide em fungdo da
concentracdo de hemoglobina. Pela andlise do grafico, verificamos que a
hemoglobina de Boa constrictor possui um volume de elui¢do préximo a forma
tetramérica, como descrito para as hemoglobinas de Crotalus durissus terrificus,
Helicops modestus, Bothrops alternatus e humana.

A analise estatistica realizada por regressdo nao-linear para este conjunto
de dados forneceu uma estimativa de *K,=1,0 + 0,36x10’M™. Estes dados
concordam com os dados determinados para as constantes de associacdo dimero-
tetrAmero de Crotalus durissus terrificus (1,5 £ 0,24x10’M™), Helicops modestus
(1,6 £0,17 x 10’ M) e humana (2,0 £ 0,2 x 10°M™).

O valor obtido para a constante de associacao da Hb de Boa constrictor,
permite estimar que a fragdo de dimeros dentro da hemadcia seria de apenas 0,7%.
Em condi¢des experimentais (60uM) a fragdo de dimero seria de 4%.

Em um outro conjunto de dados, fizemos a andlise da constante de
associacao da hemoglobina stripped de Liophis miliaris. Os dados revelaram que

esta hemoglobina também possui volume de eluigdo proximo ao da forma
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Figura 38. Comportamento do volume de eluicdo do hemolisado stripped de Boa
constrictor em fungdo da concentracdo de hemoglobina. Os experimentos foram
realizados com tampao TAPS-NaOH 30 mM pH 8,0 a temperatura ambiente. A
amostra de hemoglobina foi saturada com monoxido de carbono (CO). Figura gerada
com o programa grafico SigmaPlot versdo 7.0
tetramérica, j4 que o volume de eluicdo do padrio de tetrameros (desoxi-
hemoglobina humana com IHP e ditionito de s6dio) foi de 6,49mL e o volume de
eluicdo para a hemoglobina de Liophis miliaris foi em torno de 6,91mL até a
concentragao de 10uM.

Abaixo desta concentracdo hd um aumento no volume de elui¢do como
apresentado pelas outras hemoglobinas de serpentes. O volume de eluicdao para a
espécie dimérica foi de 7,6 5mL (figura 39).

O valor da constante de associa¢do dimero-tetramero obtido foide 1,2 £ 4
x 10°M™. O erro associado a estimativa da constante da hemoglobina de Liophis

miliaris ndo nos agradou e, um segundo conjunto de dados foi estimado a fim de

obtermos dados mais confidveis. Aparentemente, houve uma alteragdo na coluna.
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Figura 39. Comportamento de elui¢do do hemolisado de Liophis miliaris em fungao
da concentracdo de hemoglobina (primeiro conjunto de dados). Os experimentos
foram realizados com tampao TAPS-NaOH 30mM pH 8,0 a temperatura ambiente.
A amostra foi saturada com monodxido de carbono (CO). Figura gerada com o
programa grafico SigmaPlot versdo 7.0

Nao foi possivel confirmar o valor da Hb humana apo6s as passagens da Hb de

Liophis miliaris.

Neste segundo conjunto de dados, podemos observar que a hemoglobina de
Liophis miliaris manteve o mesmo padrdao de elui¢do apresentado no primeiro
conjunto de dados (figura 40), eluindo proximo ao volume de eluigdo da forma
tetramérica. O volume de elui¢do do tetramero (desoxi-Hb A,) foi de 12,31mL
(6pM), enquanto que a estimativa para eleui¢do da forma dimérica eluiu com um
volume de 14,22mL. A hemoglobina de Liophis miliaris apresentou em 44uM um
volume de elui¢do do centréide de 12,33mL e, em 1uM de 12,68mL, como podemos

observar na figura 40.
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O valor da constante de associacdo dimero-tetraimero, para este segundo
conjunto de dados, foide 2,89 + 0,35 x 10’M™. Este resultado corrobora os dados
obtidos para as outras hemoglobinas de serpente, comprovando que estas

hemoglobinas possuem uma estrutura quaternaria tetramérica.
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Figura 40. Comportamentodo volume de elui¢do do hemolisado de Liophis miliaris
em fungdo da concentragdo de hemoglobina (segundo conjunto de dados). Os
experimentos foram realizados em tampdao TAPS-NaOH 30mM pH 8,0 a
temperatura ambiente. A amostra foi saturada com mondxido de carbono (CO).
Figura gerada com o programa grafico SigmaPlot versao 7.0.

De posse do valor da constante de associagao dimero-tetramero, podemos
sugerir que em condi¢des experimentais (60pLM/heme) apenas 2,5% da hemoglobina
de Liophis miliaris esta na forma dimérica, enquanto que nas condi¢des in vivo, ou

seja, no interior das hemaceas, este nimero ¢ de 0,4%.
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IV.f. Coleta de Dados de Espalhamento de Raios X a Baixo Angulo (SAXS)

As propostas elaboradas para Hb de Liophis miliaris e outras espécies
sempre propuseram a existéncia de espécies diméricas predominantes na forma
oxigenada, como mecanismo operacional in vivo. Por isso, decidimos fazer medidas
de SAXS em amostras mais concentradas do que as usadas nas metodologias
anteriores.

O raio de giro e a maxima dimensdo de uma molécula sdo pardmetros
importantes que caracterizam espécies moleculares com massas moleculares bem
distintas, por exemplo, um tetramero de hemoglobina (64 KDa) e a sua forma
dimérica (32 KDa).

Diante destes dados, foram realizados experimentos de SAXS para se tentar
mostrar como as hemoglobinas de diferentes espécies de serpentes se comportam
em solugao, em dois pHs diferentes, pH 7,0 ¢ 8,0, uma vez que consta na literatura
que em pH 7,0 as hemoglobinas desses animais, estdo na forma tetramérica e, em
pH 8,0, na forma dimérica (Focesi, et al., 1987; Matsuura et al., 1989).

Os célculos revelaram que a hemoglobina humana tetramérica possui um
raio de giro de 23 A e uma dimensio méxima de 63 A. Para a forma dimérica
encontramos um raio de giro de 17 A e uma dimensio méxima de 50 A, valores
usados para comparagdo com os dados experimentais coletados para as
hemoglobinas de serpentes.

A fim de ratificar os dados teoricos, realizamos a analise experimental da
hemoglobina humana em pH 7,0 e 8,0. Os resultados obtidos experimentalmente
concordam com os dados tedricos, ja que o valor do raio de giro obtido foi de 23A

e a dimensao maxima da molécula foi de 63, nos dois pH analisados (Tabela 3).
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A tabela 3 retine os valores de raio de giro e dimensdo maxima das
hemoglobinas de serpentes (dados experimentais) e hemoglobina humana (dados
tedricos e experimentais).

Como pode ser observado na tabela 3, os resultados mostram que os valores
de raio de giro e dimensao maxima encontrados para as hemoglobinas de serpentes
sdao muito semelhantes aos valores encontrados para a forma tetramérica da
hemoglobina humana, corroborando com os dados obtidos para a constante de

associacdo e propriedades funcionais de ligagdo de O,, discutidos anteriormente.

Figura 41. Figura ilustrando as fungdes de distribuicdo das distancias p(r) da hemoglobina
humana dimérica (fita vermelha) e tetramérica (fita verde) (dados tedricos). Sdo mostradas
também as fungdes p(r) obtidas experimentalmente para a hemoglobina humana em pH 7,0( fita
azul) e em pH 8,0 (fita azul claro), bem como para as hemoglobinas de serpentes. O
sexperimentos foram realizados com tampao HEPES-NaOH 30mM pH 7,0 e 8,0 em temperatura
ambiente. A concentragdo das amostras foi de 600pM. Todas as amostras foram saturadas com
monoxido de carbono. Figura gerada com o programa grafico Origin versao 6.0.

A figura 41 mostra as fun¢des de distribuicdo das distancias p(r)* das
hemoglobinas das serpentes: Crotalus durissus terrificus, Boa constrictor e Liop his

miliaris, comparada a fun¢do de distribui¢cdo da hemoglobina humana (Hb A,).

*p(r) expressa a distancia (r) entre dois pares de elétrons no interior de uma
macromolécula. Contém informagdes sobre a forma da macromolécula.
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Os resultados revelaram que, tanto em pH 7,0 quanto em pH 8,0, as fungdes
de distribuicdo das hemoglobinas de serpentes acompanham a funcdo p(r) da
hemoglobina tetramérica, sendo que, a p(r) da forma dimérica da hemoglobina
humana fica bem deslocada a direita do grafico, dando uma boa no¢ao da diferenca
entre a forma dimérica e tetramérica (figura 41).

Os dados de raio de giro para a hemoglobina de Helicops modestus foram
obtidos atrvés do grafico de Guinier, os resultados encontrados indicam que em pH
7,0 o raio de giro da hemoglobina de Helicops modestus ¢ de 24,6,& eem pH 8,0 ¢
de 25, corroboram com os valores encontrados para a hemoglobina humana e para

as outras hemoglobinas de serpentes.

Tabela 3. Valores experimentais de raio de giro e dimensdo maxima obtidos para as
hemoglobinas de serpentes e humana (teéricos e experimentais), tanto pelo grafico de Guinier
quanto pela p(r). Todos os experimentos foram realizados com as amostras na forma stripped
(saturadas com mondxido de carbono) e em tampao HEPES-NaOH 30mM em pH 7,0 e 8,0. A
concentracdo das amostras foi de 600uM.

Hemoglobina pH Raio de Giro (A) Dimensdo Maxima (A)
Guinier p(r)
Tedérico  Experim. Tedrico Experim.
Humana = 17% e 50%  eeeeee
Dimérica
L. 7,0 23% 23,2 63%* 63
Tetramérica
8,0 22,9 63
Hb-II de C. d. 7,0 —mmmmeeee- 22,6 63
terrificus 80 261 22,6 63
Liophis miliaris 7,0  ---------- 24,1 63
8,0  ---meeeee- 24,2 64
Helicops 7,0 24,6 e
modestus

8,0 T —
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Boa constrictor 7,0 25 23,2 63
8,0 26,3 22,8 63

*Nao foi considerado no célculo tedrico do raio de giro e méxima dimensao o pH, como indicado
na tabela.

Com o intuito de verificarmos a confiabilidade de nossos dados calculamos
os coeficientes de correlagdo entre as curvas tedricas e experimentais das
hemoglobinas humana e de serpentes.

Primeiramente, comparamos as curvas tedricas (da hemoglobina tetramérica)
com as curvas experimentais da hemoglobina humana. Os valores dos coeficientes
de correlagao obtidos foram de 0,999 (em pH 7,0) e 0,997 (em pH 8,0), ja4 que
valores mais proximos de 1,0 indicam alta similaridade entre as curvas de SAXS.

A comparagdo entre as curvas da hemoglobina humana e as curvas da
hemoglobina de Crotalus durissus terrificus forneceram coeficientes de correlacdo
de 0,999 (em pH 7,0) e 0,998(em pH 8,0).

Os valores de coeficientes de correlacao obtidos entre as curvas da
hemoglobina humana e de Boa constrictor foram de 0,999 (em pH 7,0) ¢ 0,998 (em
pH 8,0). E para as curvas da hemoglobina humana e de Liophis miliaris foram de
0,994 (em pH 7,0) e 0,989 (em pH 8,0). Todos os valores obtidos de coeficiente de

correlacdo estdo expostos na tabela 4.
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Tabela 4. Valores dos coeficientes de correlagdo obtidos apos a comparacao da p(r) tedrica da
hemoglobina humana tetramérica com as p(r) das hemoglobinas de serpentes obtidas
experimentalmente.

Hemoglobina pH Coeficiente de Correlacao
Humana Teorico/Humana 7,0 0,999
experimental 8,0 0,997
Humana Teoérico/Hb-II de 7,0 0,999
Crotalus durissus terrificus 8,0 0,998
Humana Teoérico/Hemolisado de 7,0 0,999
Boa constrictor 8,0 0,998
Humana Teoérico/Hemolisado de 7,0 0,995
Liophis miliaris 8,0 0,989

IV.g. Coleta dos Dados de Difracdo de Raios X da Hb-1I de Crotalus durissus

terrificus

Assim que conseguimos estabelecer um protocolo de purificagdo para a Hb-
IT de Crotalus durissus terrificus iniciamos os experimentos de cristalizagdo. No
inicio, conseguimos alguns cristais, no entanto, o tamanho e a ordem interna dos
mesmos impediram uma boa coleta de dados de difracdo de raios X.

Realizamos novos experimentos de cristalizagdio adotando alguns
procedimentos para estabilizar a proteina. Entre estes procedimentos podemos citar:
1- saturar a amostra de sangue, antes do rompimento das heméceas, com monoxido
de carbono (CO), 2- acrescentar inibidores de proteases, para evitar a degradagao
da proteina e, 3- adi¢do de 4cido iodoacético, para evitar a formacao de aglomerados

de hemoglobina, devido aos residuos de cisteina livres na superficie da molécula.
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Com esses procedimentos conseguimos obter pela primeira vez um padrdao de
difragdo de raios X dos cristais de Hb-II de Crotalus durissus terrificus.

O cristal escolhido para os experimentos de difragdo de raios X tinha
dimensoes de 0,2x0,2x0,2mm. Este apresentou grupo espacial P2 ou P2, e era
monoclinico.

Os parametros de cela foram de : a=64,3A, b=92,1:&, c=162A , p=95,3°¢
a=y=90°. O volume da cela unitaria estimado foi de 9,55x10°A%. Assumindo trés
tetrimeros na unidade assimétrica, o valor do V_ calculado foi de 2,49:5\3Da'1
(Mathews, 1968). O conteudo de solvente e a densidade do cristal foram de 50,6%
e 1,18gcm™, respectivamente.

Os cristais de Hb-II, no inicio da coleta de dados de difracao de raios X,
difrataram a 3.0/&, contudo, conforme o passar do tempo houve um decaimento na
resolu¢ao dos dados. Tentamos, entdo, colocar os cristais em condi¢des criogénicas,
usando procedimentos de congelamento instantdneo (de Azevedo et al., 1996; de
Azevedo et. al., 1997), que tém como objetivo aumentar o tempo de exposi¢cao do
cristal sem que este sofra danos, no entanto, os resultados nao foram favoraveis, pois
os cristais ndo produziram difragdo. Sendo assim, s6 foi possivel uma coletar um
conjunto completo de dados a 4,5,& de resolugdo a 8°C. A tabela 5 ilustra a

estatistica da difra¢do de raios X.
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Tabela 5. Estatistica da coleta de dados de difracdo de raios X para o cristal de Hb-11 de Crotalus
durissus terrificus.

Faixa de Resolucao (A) 30,0 -4,5

Numero total de observagoes (I > 10) 17,076

Numero de reflexdes Unicas 9,194
Completeza (%) 82,0
Redundancia 1,86
I/0 total 7,19
Riperge (%0) 11,3
R e N@ mais alta camada de resolugdo (4,66 - 4,5,&) 25,3
Completeza na mais alta camada de resolucao (%) 85,8
Redundancia na mais alta camada de resolucao 1,8
I/0 na mais alta camada de resolucao 3,32

Rineree=100X Y (Y i = Lo DI/ i Ue), onde I € a intensidade de uma medida individual
de reflexdes com indices h, k e 1 e (/,,,) ¢ a média das intensidades destas reflexdes.

Em seguida, tentamos resolver a estrutura da Hb-II de Crotalus durissus
terrificus pelo método padrao de substituicdo molecular usando o programa AMORe
(Navaza, 1994). As coordenadas atdmicas de oito hemoglobinas de peixes e uma de
ave, depositadas no PDB (Protein data Bank), foram usadas como modelos para
pesquisa.

Func¢des de rotagao cruzada foram calculadas numa faixa de resolugao de
10 - 4,5,& usando passos de 2,5°. Estes célculos foram realizados com raio de
integragdo de 28A. As rotacdes que geraram os mais altos coeficientes de correlagao
(CC) foram aplicadas aos modelos ¢ usados nos subseqiientes calculos da fungao de
translacdo, baseado em dados na mesma faixa de resolu¢cdo. A substituicao
molecular usandonove modelos diferentes para pesquisa nao produziuuma solugao.

Isto provavelmente ocorreu em virtude da alta resolu¢do apresentada.
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Conseguir cristais de hemoglobinanao ¢ uma tarefa muito dificil; entretanto,
isto ndo se extende as Hbs de répteis, pois nao consta nenhuma delas no PDB. Deve
ficar claro que o uso do termo “baixa resolucdo” em cristalografia significa que a
imagem obtida (mapa de densidade eletronica) pode ser bem visualizada e com
detalhes. Portanto, quando uma estrutura terciaria ¢ obtida a 1.8A, diz-se que esta
estrutura foi determinada em baixa resolu¢do. Contudo, ao se obter uma estrutura
terciaria a 6/&, diz-se que esta estrutura foi obtida a alta resolugao e,
conseqiientemente, ¢ impossivel a visualizacdo detalhada dos residuos que
constituem esta proteina e as possiveis interagdes existentes entre eles e outros
compostos.

Realizamos varios outros experimentos de cristalizagdo sem sucesso. Sendo
assim, decidimos realizar a modelagem molecular da hemoglobina de Liophis

miliaris, ja que esta hemoglobina possuia seqiiéncia primaria depositada no banco

de dados.

IV.h. Modelagem Molecular por Homologia da Hemoglobina de Liophis miliaris

Apos andlises funcionais, de cromatografia de filtracdo em gel e SAXS,
verificamos que as hemoglobinas de Crotalus durissus terrificus, Boa constrictor,
Helicops modestus e Liophis miliaris apresentam-se como estruturas tetraméricas
estaveis.

No entanto, a literatura relativa a estas hemoglobinas afirma que elas sao
diméricas no estado oxigenado. Esta afirmag¢do se sustenta em dados de
propriedades funcionais (Focesi et al., 1987, 1992; Matsuura et al., 1987) e pela
andlise da seqiiéncia primaria elaborada por Matsuura et al., (1989), como ja

discutido na introducao.
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Matsuura et al., (1989) seqiienciaram duas cadeias de globinas de Liophis
miliaris e, propuseram que na regido de contato entre os dimeros (interface
dimérica) o, 3, ha duas substitui¢des na seqiiéncia de aminoacidos. O residuo Glu
43 [3 (CD2) ¢ substituido por Thr e o residuo Glu 101 (G3) por Val. Sendo assim,
a perda dessas duas cargas negativas na interface dimérica levaria a instabilidade do
tetramero, favorecendo a formacdo de dimeros. Essa proposicao atribui,
implicitamente, um papel essencial a ambos os glutamatos na manutencao do arranjo
tetramérico, por interagdes 10nicas.

Com o intuito de comprovarmos os dados coletados experimentalmente
durante o doutorado, realizamos uma modelagem molecular por homologia para a
hemoglobina de Liophis miliaris, como apresentado acima.

Em seguida, decidimos comparar esta hemoglobina modelada com estruturas
tercidrias de hemoglobinas, comprovadamente tetraméricas, depositadas no PDB
(Protein Data BanK).

Antes disso, realizamos uma andlise de seqiliéncia primaria a fim de
encontrarmos hemoglobinas com alta identidade em relagdo a hemoglobina de
Liophis miliaris.

De posse dos resultados decidimos utilizar, para compara¢do com a nossa
hemoglobina modelada, uma hemoglobina de Gallus gallus (ave), uma de peixe
(truta - Oncorhyncus mykiss) e duas coordenadas tridimensionais diferentes de
hemoglobina humana: 1- uma determinada em alta concentracdo de sal (1IHHO) e
outra em baixa concentracdo de sal (1BBB).

Os resultados obtidos da analise da seqiiéncia primaria estao resumidos na
tabela 6.

Os resultados mostraram que a hemoglobina de Gallus ¢ a que possui maior
identidade com a hemoglobina de Liophis miliaris. A segunda hemoglobina com

maior identidade foi a hemoglobina humana, seguida da hemoglobina de truta. Deve-
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se ressaltar que todas as cadeias de hemoglobina apresentaram alta identidade
(>50%) com as cadeias de globina de Liophis miliaris; isto refor¢a a idéia de que
se as estruturas primdrias sdo parecidas, as estruturas tercidrias e quaternarias
também o serdo.

A tnica excecdo foi a cadeia o« da hemoglobina de truta, a qual apresentou
47% de identidade com a cadeia & de Liophis miliaris. No entanto, esta identidade
ainda ¢ considerada excelente, pois considera-se um bom template (modelo), para
se modelar uma proteina, aquele que possui até 30% de identidade (comunicagao
pessoal do Prof. Dr. Walter F. De Azevedo Junior).

O modelo escolhido para a modelagem molecular da hemoglobina de
Liophis miliaris foram as cadeias alfa e beta da hemoglobina D de Gallus gallus
(IHBR) resolvidas a 2.3/&, uma vez que estas apresentaram 52% e 73% de
identidade com as cadeias alfa e beta da hemoglobina de Liophis miliaris,
respectivamente.

Este resultado torna o modelo confidvel, uma vez que estruturas
tridimensionais de proteinas da mesma familia (como no caso hemoglobinas) sao
mais conservadas que suas seqiiéncias primarias. Portanto, se ha grande similaridade
entre duas proteinas nas suas seqiiéncias primarias, certamente uma alta similaridade
para as estruturas tridimensionais pode ser assumida (Sanchez & Sali, 1997). A
figura 42 mostra os alinhamentos feitos para as cadeias alfa e beta utilizando o
programa MultAlin (Corpet, 1988). Os asteriscos ressaltam os residuos de

aminoacidos idénticos.

> Co-orientador deste projeto e Professor no Departamento de Fisica da UNESP -
Campus de Sao José do Rio Preto - S.P.
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Tabela 6. Dados comparativos sobre a porcentagem de residuos de aminoécidos idénticos das
hemoglobinas comparadas.

Espécies comparadas Identidade (%)
Liophis miliaris/Gallus gallus cadeia =52 Cadeia =74
Liophis miliaris/Oncorhyncus mykiss cadeia =47 Cadeia =53
Liophis miliaris/Homo sapiens cadeia a=51 Cadeia =66
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Ja que nossos dados, tanto
por filtragao analitica em gel como
por SAXS, confirmam a presenca
da forma tetramérica em solucao,
nao existindo influéncia do pH, foi
proposto um modelo de tetramero
para a hemoglobina da serpente
Liophis miliaris (figura 43),

utilizando as seqiiéncias de

Figura 43. Ilustragio do modelo proposto para a
hemoglobina de Liophis miliaris, com base nas
seqliéncias primdrias obtidas por Matsuura et al,
(1989). Figura gerada no programa computacional
Swiss-Pdb Viewer versdo 3.7 de dominio publico. do modelo gerado, utilizou-se o

Matsuura et al., (1989).

Para avaliar a qualidade

grafico de Ramachandran. A analise deste grafico, mostra que 91,5% dos residuos
de aminoacidos encontram-se nas regioes muito favoraveis, 8,1% em regides
permitidas e apenas 0,8% em regides generosamente permitidas. Vale destacar que
nenhum residuo de aminodcido ocupou posi¢des ndo permitidas, excetuando os
residuos de glicina (triangulos pretos) que devido a sua pequena cadeia lateral possui
uma liberdade de angulos phi e psi muito grande. A prolina também ocupa esta
posicdo no grafico devido a restrigdes estéricas da sua cadeia lateral ciclica, como

pode ser observado na figura 44.
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Figura 44. Grafico de Ramachandran para o modelo de
tetramero proposto para a hemoglobina de Liophis miliaris. Em
vermelho estdo as regides muito favoraveis, em amarelo estao as
regides permitidas e, em amarelo claro estdo as regides
generosamente permitidas. Em branco estd a regido ndo
permitida. Os residuos de glicina e prolina sio mostrados como
triangulos.

IV.i. Analise Estrutural da Molécula de Liop his miliaris Modelada

Apbs andlise da seqili€éncia primadria, passamos a fase seguinte analisando a
estrutura da oxi-hemoglobina modelada de Liophis miliaris e das oxi-hemoglobinas
escolhidas para comparagdao. Nosso critério de andlise centrou-se na interface

dimérica e, mais especificadamente, nos residuos de aminoacidos Glu 43(f) e Glu

101(P).
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Os resultados mostraram que os residuos Glu43(f3) e Glu 101(f3) ndo fazem
nenhum tipo de interacdo na interface dimérica das oxi-hemoglobinas analisadas.
Com exce¢do da oxi-hemoglobina humana (1BBB), onde o residuo de Glu 43(3)
realiza uma ponte de hidrogénio com o NH2 da Arg 92(et), o residuo de Glu 101(]3)
nao realiza nenhuma interacao na interface dimérica.

Estes resultados sugerem que tais residuos de aminoacidos nao contribuem
de forma significativa para a manutencao do tetramero na forma oxigenada. No item
discussao, fazemos uma analise criteriosa da relacao destes residuos de aminoacidos

com a interface dimérica, em todas as hemoglobinas citadas.

1V.j. Evidéncias da Existéncia de uma Transi¢do Conformacional T-R na Forma
stripped em Solugdo

A fim de testarmos se a hemoglobina de Liophis miliaris assume a
conformacdo desoxigenada “T” na forma stripped, realizamos o seguinte
experimento.

Medimos o espectro da oxi-hemoglobina stripped (sem anions) na presencga
de tampao HEPES-NaOH 30mM, pH 7,5. Em seguida, iniciamos a desoxigenag¢ao
da hemoglobina de Liophis miliaris e, apdés 10 minutos, realizamos a leitura do
espectro da desoxi-hemoglobina. Por fim, subtraimos o espectro da oxi-hemoglobina
em relacdo ao da desoxi-hemoglobina.

Os resultados mostraram que a oxi-hemoglobina de Liophis miliaris sofre
mudangas conformacionais T=0R durante o processo de oxigenacdo. A figura 45
destaca a area indicada que aparece somente no espectro de diferenca (Abs oxi-Hb -
Abs desoxi-Hb). A linha reta representada no grafico ao longo do eixo y=0, mostra
que o espectro da conformagao oxi ndo varia.

A banda de absor¢dao observada em 290nm (figura 45) representa a exposig¢ao

de residuos de aminoacidos aromaticos (Tyr 42a, Trp 37(p) e Phe 41(f3)) durante
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o processo de oxigenagdo da Hb-II de Crotalus durissus terrificus, indicando
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Figura 45. Diferenca de absor¢do entre as formas desoxi e
oxigenada da hemoglobina de Liophis miliaris. O pico em
290nm representa a diferenca de absor¢ao entre os estados
conformacionais T e R. Figura gerada com o programa
grafico Origin versao 6.0.

transi¢cao alostérica na Hb-II.
Isto sO ocorreria em

hemoglobinas tetraméricas.
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V. DISCUSSAO

V.a. Padrdo Eletroforético

O hemolisado de Crotalus durissus terrificus, como mostrado em
resultados, ¢ composto por sete fragdes de hemoglobina, sendo que o segundo
componente (Hb-II) é a fracdo principal.

A presencga de varias isoformas € comum em serpentes, como mostrado na
literatura. Focesi et al., (1987) encontraram para a serpente semi-aquatica, Liophis
miliaris, que o sangue total desta espécie ¢ composto por duas fragdes de
hemoglobina. Dados semelhantes foram descritos para as serpentes Bothrops
alternatus, Mastigodryas bifossatus e Laticauda laticaudata, onde se constatou
também a presenca de dois componentes hemoglobinicos presentes no hemolisado
destes animais. O método de analise utilizado foi gel de poliacrilamida (Oyama et
al., 1993; Bonilla ef al., 1994; Eguchi & Eguchi, 2002).

Seymor et al., (1981), utilizando IEF como método de andlise de padrao
eletroforético, investigaram o hemolisado da serpente aquatica Acrochordus
arafurae e encontraram que este ¢ composto por quatro fragdes de hemoglobina.

Analises por IEF, em nosso laboratorio, com o hemolisado do sangue das
serpentes Helicops modestus, Liop his miliaris e Bothrops alternatus, mostraram que
o sangue total destas serpentes possui quatro, seis e quatro fragdes de hemoglobinas,
respectivamente. A heterogeneidade pode sofrer alteracdes devido ao polimorfismo
intraespecifico, variagdo pelo sexo, idade, época do ano, etc.

Aparentemente, o numero de fragdes de hemoglobina também pode
depender do método de analise utilizado, onde eletroforeses utilizando IEF parecem

ser mais sensiveis do que gel de poliacrilamida.
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Isto ¢ conseqiiéncia da proximidade que existe entre o pl das fracdes que
constituem o sangue total destes animais. A diferenca de pl de uma fragdo para outra
pode ser de 0,05 unidades ou ainda menor.

Sendo assim, o gel de poliacrilamida nao possui capacidade suficiente para
discriminar fragdes com pl tdo proximos. J4 no gel de IEF o mesmo ndo ocorre, pois
o gel de IEF ¢é confeccionado com substancias (anfolitos) que induzem a formagao
de um gradiente de pH. O gradiente de pH formado ¢ extremamente restrito,
podendo diferenciar proteinas com até 0,02 unidades nos seus pl.

Tal sensibilidade obriga a estabilizar as amostras com mono6xido de carbono,
para evitar o aparecimento de bandas devido a auto-oxidacao.

Pérez et al., (1995) analisaram o hemolisado de centenas de espécies de
peixes utilizando gel de amido e poliacrilamida. Os resultados mostraram que o
numero de fragdes encontradas no gel de amido foi sempre superior ao nimero de
fracoes encontradas no gel de poliacrilamida, confirmando a dependéncia dos
achados em relacdo a metodologia.

A presenca de varias isoformas de hemoglobina nas hemaceas destes
animais pode estar relacionada com a prevencdo da precipitacdo da desoxi-
hemoglobina (uma vez que a desoxi-hemoglobina ¢ menos solivel que a oxi-
hemoglobina), quando o animal ¢ submetido a um ambiente de hipdxia (Weber,
1990).

Sugere-se, também, que pode ocorrer uma vantagem adaptativa para
suportar mudanc¢as ambientais e/ou fisiologicas (Powers, 1980), ou mesmo, ser
vestigios evolutivos, os quais tém pouca ou nenhuma conseqiliéncia para o animal

(Kimura, 1989).
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V.b. Propriedades Funcionais

Como ja discutido anteriormente, as hemoglobinas de serpentes sdo
descritas, na literatura, como moléculas que, na auséncia de fosfatos organicos,
possuem alta afinidade por O,, baixo ou nenhum efeito Bohr alcalino (acima de pH
8,0) e auséncia de cooperatividade de ligagao de O,.

Coeficiente de Hill igual a 1,0 caracterizaria processo nao cooperativo de
ligacdo de O,, tal como, apresentado pela mioglobina, que ¢ uma molécula
monomeérica.

Entretanto, quando fosfatos orgdnicos sdo adicionados a solucdo de
hemoglobina, observa-se uma acentuada diminui¢ao na afinidade por O,, um efeito
Bohr alcalino torna-se evidente e ocorre aumento da cooperatividade. (Focesi et al.,
1987; Matsuura ef al., 1987; Focesi et al., 1990; Bonafé ef al., 1999).

As propriedades funcionais de ligagdo de O, das hemoglobinas de Crotalus
durissus terrificus ¢ Helicops modestus também mostram alta afinidade por O, e
auséncia de efeito Bohr alcalino (acima de pH 8,0), mas ndo apresentam auséncia
de cooperatividade.

Tanto a Hb-II de Crotalus durissus terrificus como o hemolisado de
Helicops modestus apresentaram coeficiente de Hill (ny,) superior a ny,=1,0,
indicando presenca de cooperatividade de ligagcdo de O, (figuras 25 e 29,
respectivamente).

Focesiet al., (1987) propuseram que a hemoglobina de Liophis miliaris, na
forma stripped (sem cloreto e ATP), acima de pH 8,0, sofre dissociacdo dependente
da oxigenacdo. Os pesquisadores sustentam esta proposta através de dados
funcionais desta proteina, onde eles mostraram que existe auséncia de efeito Bohr

e cooperatividade.
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Contudo, a hemoglobina stripped de Liop his miliaris apresenta efeito Bohr
alcalino, entre pH 7,0 e 8,0. Este efeito Bohr também foi descrito para os
componentes Hb-I e Hb-II (na forma stripped) de Bothrops alternatus (AH'=-0,38)
(Oyama et al., 1993) e Mastigodryas bifossatus (AH"=-0,30) (Bonilla et al., 1994).

Focesi et al., (1987) sugeriram que a presencga deste efeito Bohr alcalino,
observado na forma stripped, pode ser explicado pela transi¢ao do desoxi-tetramero
a oxi-dimero durante o processo de oxigenagao, pois espécies diméricas tém como
caracteristicas funcionais auséncia de cooperatividade e auséncia de efeito Bohr
(Atha & Riggs, 1976; Bonafé et al., 1999).

Entretanto, o sequenciamento das quatro cadeias globinicas de Liophis
miliaris (A(B"™), B(a'*™), C(a*"™) e D(B*"™)) (Matsuura et al., 1989; Padovan,
1996) mostraram que os principais residuos responsaveis pelo efeito Bohr alcalino
(His 146 (B), Asp 94 () e Val 1 («)) (Ho & Russu, 1987) estdo conservados na
hemoglobina desta serpente.

Portanto, o efeito Bohr encontrado por Focesi et al., (1987), nahemoglobina
de Liophis miliaris, ndo ¢ em conseqiiéncia da transi¢ao do desoxi-tetramero a oxi-
dimero, mas sim devido a presenca dos residuos de aminoacidos responsaveis por
este efeito.

A auséncia de efeito Bohr também nao ¢ uma propriedade exclusiva de
hemoglobinas diméricas. Quando Smarra (1997) estudou as propriedades funcionais
de ligacdo de O, da Hb-1 de Lioposarcus anisitsi (cascudo), constatou que a forma
stripped desta hemoglobina nao possuia efeito Bohr alcalino, em toda a faixa de pH
estudada (pH 6,5 a 9,0) e, que a cooperatividade em pH 8,5 era de n,=1,2.

Quando analisada por cromatografia de filtracdo em gel (Sephadex G-75),
calibrada com hemoglobina humana e outras proteinas de massa molecular

conhecida, mostrou-se que a Hb-I de Liposarcus anisitsi possui um volume de
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eluicdo préximo ao volume de eluicdo da hemoglobina humana, o que comprova que
esta hemoglobina possui uma estrutura tetramérica estavel.

Embora a Hb-I do cascudo possua como caracteristicas funcionais baixa
cooperatividade e auséncia de efeito Bohr alcalino (caracteristicas de espécies
diméricas) estas propriedades por si s6 nao sustentam a idéia de que tal hemoglobina
seja propensa a dissociacdo durante o processo de oxigenacao.

O mais interessante desses dados foi a possibilidade de compara-los com os
apresentados por Bonafé et al., (1999).

Os dados de P, apresentados por eles mostraram uma semelhanca com os
nossos, quando se diz respeito a presenga de ATP. No entanto, na forma stripped,
os dados apresentados por Bonafé et al., (1999) mostraram que o hemolisado de H.
modestus nao responde a uma variacdo do pH a 20°C (efeito Bohr ausente), sendo
que a P;, fica proxima a ImmHg em toda a faixa de pH analisada.

Os dados apresentados em nosso trabalho, mostram um efeito Bohr alcalino
evidente e os valores de Py, caem de 1,16+0,04mmHg, em pH 7,0, para
0,3+0,02mmHg, em pH 8,0. Fica claro, dessa forma, que ha uma resposta da forma
stripped a concentracdo de protons (presencga de alosterismo). Devemos ressaltar
que a porcentagem de meta-Hb foi monitorada antes e apos cada experimento, € 0s
valores de meta-Hb ndo ultrapassaram 3%.

Isto ¢ resultado de uma postura rigida adotada pelo grupo com respeito ao
controle de meta-Hb durante os experimentos. A chegada de um aparelho de dgua
ultrapura ELGA Scientific, que possibilita a retirada de ions, os quais contribuem
para a formag¢ao de meta-Hb, também foi imprescindivel para os bons resultados
alcangados. A tudo isso, soma-se o uso de nitrogénio de altissima pureza, que
possibilita a rapida obten¢ao da forma desoxigenada, em dois ou trés minutos.

A cooperatividade apresentada em nossos experimentos também se

diferencia bastante em relagao aos dados apresentados por Bonafé et al., (1999).
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Nas trés condi¢Oes analisadas (stripped, com cloreto e ATP), observamos
processo cooperativo de ligagao de O,, em toda a faixa analisada de pH. Os dados
mais significativos sdo os da forma stripped, entre pH 7 e 7,5, nossos dados
apresentaram cooperatividade de 2,58+0,1 e 2,31+0,07. Segundo Bonafé¢ et al.,
(1999) a forma stripped do hemolisado total de H. modestus ndo responde
cooperativamente em toda a faixa de pH analisada (entre 7,0 a 9,0).

Outro dado de grande importancia, diz respeito a cooperatividade na
presenca de ATP, acima de pH 8,0. Em nossos dados, observamos uma
cooperatividade de 2,12+0,11 (pH 8,5) ¢ 1,87£0,03 (pH 9,0). Bonaf¢ et al., (1999)
encontraram auséncia de cooperatividade (n;=1), entre pH 8,0 ¢ 9,0.

Bonafé¢ et al., (1999) propdoem que os dados relatados por eles sdo
compativeis com a presenca de dimeros em solucdo tanto na auséncia como na
presenca de ATP. Nossos dados vém em direcdo oposta aos apresentados pelos
pesquisadores citados. Na verdade, nossos dados funcionais sustentam a presencga
de formas tetraméricas em solugao.

Nossos dados funcionais concordam com os apresentados por Sullivan,
(1967), os quais estudaram as propriedades funcionais da serpente aquatica Natrix
taxispilota. Os resultados obtidos mostraram que o hemolisado stripped desta
serpente possui alta afinidade por O,, efeito Bohr alcalino (entre pH 7,0 e 8,0) e
cooperatividade igual a 2,0, em pH 8,0.

Em relagdo a Hb-1I de Crotalus durissus terrificus, os dados de titulacao
com ATP indicam a preseng¢a de um sitio de ligacdo de ATP por tetramero. O valor
obtido para a constante de associacdo de ATP a forma desoxigenada (K) foi de
4,6+0,77x10°M™'. Este valor é cerca de dez vezes maior em relagio ao respectivo
valor para K, da hemoglobina humana (K,=10*M™") (de Rosa et al.,1998), sugerindo

que o ATP se liga a Hb-II mais fortemente do que a hemoglobina humana.
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No entanto, quando comparamos o K, da Hb-II de Crotalus durissus
terrificus com os K, obtidos por Bonilla et al., (1994B) para Liophis miliaris,
Bothrops alternatus (10°M™) e Boa constrictor (Ky;=10"M™), constatamos que as
constantes de associagdo de ATP a forma desoxigenada sdo cerca de 10 e 100 vezes
maior em relagdo a Hb-II de Crotalus durissus terrificus, sugerindo uma maior
afinidade dessas hemoglobinas pelo ATP.

O valor encontrado para a constante de associagdo de ATP a forma
oxigenada (K,) foi de 1,66+0,57x10°M™, este valor esta de acordo com o relatado
para o K, da oxi-hemoglobina humana (K ,=10°M™") (de Rosa et al., 1998) e para K,
das hemoglobinas de Liophis miliaris e Boa constrictor (10*M™) (Bonilla et al.,
1994B).

A influéncia de anions nas propriedades funcionais e na estrutura da
hemoglobina tem sido estudada por Colombo et al., (1992;96) usando o método de
estresse osmotico, o qual permite determinar o nimero de moléculas de 4gua que se
ligam a hemoglobina durante o processo de oxigenacao.

A mudanca de hidratagdo entre os estados T ¢ R da hemoglobina, reflete
diferencas nos estados conformacionais das formas oxigenada e desoxigenada,
podendo dessa forma nos fornecer informag¢des sobre mudangas conformacionais
durante a ligacdo de O,.

Conforme Colombo e Seixas (1999) descreveram para a hemoglobina
humana, os dados referentes a Hb-11 de Crotalus durissus terrificus e ao hemolisado
de Helicops modestus, sugerem que, na auséncia de cloreto, estas hemoglobinas
assumem um novo estado conformacional, denominado estado T,,.

Este novo estado conformacional T, seria uma estrutura intermediaria entre
as formas desoxigenada (T,) e oxigenada (R) da hemoglobina. Portanto, a desoxi-
hemoglobina coexistiria em duas conformacgdes alostéricas, o estado T, e o estado

T,, que dependeria da presenca ou nao de cloreto (Colombo e Seixas, 1999).
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Isto fica claro, quando observamos os resultados obtidos para a Hb-II de
Crotalus durissus terrificus e para o hemolisado de H. modestus, na auséncia de
cloreto. A Hb-II apresentou uma variagao de hidratacao de 36+7 moléculas de 4gua
e o hemolisado de H.modestus 24+7 moléculas de adgua, durante o processo de
oxigenacdo. Colombo e Seixas, (1999) obtiveram aproximadamente 25 moléculas
de 4gua.

Entretanto, quando cloreto foi adicionado a solugdo de hemoglobina, o
comportamento de hidratacdo da molécula ¢ alterado. Em concentragdes acima de
50mM de cloreto, a molécula ndo mais assume o estado T, mas sim a conformacgao
T,; tal suposicdo ¢ comprovada pela variacdo de hidratagao da hemoglobina humana,
que foi de 70 moléculas de dgua na presenga de NaCl 100mM (Colombo e Seixas,
1999).

Em nossos experimentos, com a Hb-II de Crotalus durissus terrificus
(52+10 molec. de 4gua) e o hemolisado de H. modestus (56+4 molec. de agua),
observamos resultados semelhantes ao da hemoglobina humana, na mesma
concentragdo de sal.

Com o anion BPG (para hemoglobina humana) ocorre basicamente o mesmo
comportamento. Até SOuM de BPG, Tosqui et al., (2000), observaram que 70
moléculas de dgua se ligam a forma oxigenada durante o processo de oxigenagao da
hemoglobina humana. Acima de 500uM de BPG, eles passaram a observar que 45
moléculas de dgua se ligavam a hemoglobina humana, indicando que, nestas
condi¢odes, 0o BPG se liga a oxi-hemoglobina, estabilizando esta forma em um estado
conformacional similar ao estado desoxigenado.

Tal comportamento de hidratagao, na presenca de fosfato organico (para
serpentes ATP) também foi observado para a Hb-II de Crotalus durissus terrificus.

Determinamos que 45+11 molécula de 4gua se ligam a oxi-hemoglobina desta
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serpente. Contudo, para o hemolisado de H. modestus observamos que apenas 20+2
moléculas de dgua se ligam a oxi-hemoglobina.

A anadlise estatistica realizada através da comparagao das inclinagdes para
a Hb-1l de Crotalus durissus terrificus, mostra que as diferengas entre as inclinagdes
da forma stripped com aquelas na presenca de cloreto e ATP ndo sdo significativas.
Isto se deve pela pouca linearidade dos dados em valores de atividade de 4dgua
elevados, principalmente para as condicdes stripped e na presenga de ATP.

A andlise estatistica aplicada ao hemolisado de Helicops modestus, mostra
que ndo ha diferencas significativas de inclinagdo entre o conjunto stripped e aquele
na presenga de ATP, o que confirma o resultado encontrado por nos através do An,,
(Tabela 2).

A comparacgdo entre a forma stripped e na presenga de cloreto, sugere que
ha diferenca significativa entre as inclina¢gdes destas duas condi¢des, confirmando
a influéncia do ion cloreto em promover mudancas conformacionais, como
encontrado por Colombo & Seixas, (1999).

O comportamento da variagdo de hidratagdo do hemolisado de Liophis
miliaris mostrou diferengas em relacao as hemoglobinas de serpentes ¢ hemoglobina
humana.

De uma maneira geral, os dados obtidos sugerem que a hemoglobina desta
serpente nao assume o estado T, na auséncia de cloreto. Na verdade, o numero de
62+4 moléculas de dgua obtido para o hemolisado de Liophis miliaris, na auséncia
de cloreto, esta préximo das 70 moléculas de dgua obtidas para a hemoglobina
humana, na presenga de cloreto.

A hemoglobina humana, na presenc¢a de cloreto, quando ¢ desoxigenada
assume a conformac¢ao T, e, quando novamente oxigenada, assume a conformacgao

R classica, com uma variacdao de 70 moléculas de agua, como ja discutido acima.
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Os dados de estresse osmotico também reforcam a idéia de que as
hemoglobinas destas serpentes sdo tetrdmeros estaveis, ja4 que o numero de
moléculas de agua associado as mudangas conformacionais sdo muito proximos aos
da hemoglobina humana e, além de que, a ligagdo de O, sempre foi cooperativa.

Miiller et al., (2003) analisaram o comportamento da varia¢ao de hidratacao
das hemoglobinas Hb-II e Hb-III do peixe bruxa (Myxine glutinosa) pelo método de
estresse osmoético. As hemoglobinas Hb-II e Hb-III sdo monoméricas quando no
estado oxigenado, contudo, ao serem desoxigenadas elas se associam formando uma
hemoglobina dimérica (Hb-I1I+Hb-III).

Os resultados mostraram que nestas hemoglobinas as moléculas de dgua se
ligam majoritariamente a forma desoxigenada e ndo a forma oxigenada como na
hemoglobina humana e de serpentes. O numero de moléculas de d4gua que se ligaram
ao desoxi-dimero de peixe bruxa (Hb-II+Hb-III) foide 3,54+2,7 moléculas de dgua
(Miiller et al., 2003), sendo um numero bem inferior ao apresentado pelas
hemoglobinas de serpente.

A comparagdo estatistica das inclina¢des, para o hemolisado de Liophis

miliaris, corroboram com os dados encontrados para o An, desta hemoglobina.

V.c. Constante de Associacdo Dimero-Tetrdmero do Estado Ligado

O mecanismo de transporte de O, proposto para Liophis miliaris € outras
serpentes envolve transi¢goes entre oxi-dimeros e desoxi-tetrameros, como discutido
anteriormente.

Os pesquisadores que propuseram tal mecanismo sustentam seus argumentos
a partir de dados funcionais de ligacdo de O, e determinagdes de massa molecular

por cromatografia de filtragdo em gel, utilizando pequenos volumes de amostra
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(Focesi et al., 1987; Matsuura ef al., 1987; Focesi et al., 1990 A,B; Oyama et al.,
1993; Bonilla et al., 1994 A,B; Bonafé et al., 1999).

A metodologia antes citada promove a diluicdo progressiva da amostra
conforme ela migra ao longo da coluna, ndo permitindo controlar a concentragdo da
amostra. Em particular a Sephadex G-100, resina usada naquelas medidas, promove
significativamente a dilui¢do da Hb.

Contudo, apesar de considerarem o mecanismo uma propriedade operacional
em condigdes fisiolégicas, nunca houve uma abordagem, por parte de tais
pesquisadores, de se tentar quantificar a presen¢a de dimeros e/ou tetrdmeros em
solucdo, através da determinac¢do da constante de associagcao dimero-tetramero do
estado ligado (‘K,).

Neste trabalho, obtivemos a constante de associagao do estado ligado para
as hemoglobinas de quatro espécies de serpentes : 1- Crotalus durissus terrificus,
2- Helicops modestus, 3- Boa constrictor e 4- Liophis miliaris. Nao € possivel, por
este método, fazer a estimativa da constante de associacdo para o estado
desoxigenado (°K,), por este ser significativamente maior e fora da resolugio que
poderia ser atingida. Para adeterminacio de "K, deveria ser usada a haptoglobina
(referencia metodos enzimology vol 76)

A cromatografia analitica de filtracdo em gel conhecida em inglés como
“large zone gel filtration”e idealizada pelo Dr. Gary Ackers, baseia-se na aplicagao
de volumes saturantes de amostra de forma a estabilizar o equilibrio
dimero/tetramero. Na medida em que varias concentragdes sao aplicadas, o volume
de eluicdo de cada amostra reflete o equilibrio entre as formas dimérica e
tetramérica, dado pela equacdo 29, na qual fica claro que afracdo de dimeros

aumenta proporcionalmente a diluicao da amostra.
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Ouseja, esta metodologia permite controlar a diluigcao daamostra ao induzir
um “steady-state” e determinar a fracdo de dimeros e tetrameros derivada da
concentracao da proteina.

Nossos resultados indicam que as constantes de associacdo obtidas para as
quatro espécies de serpentes possuem valores superiores aos encontrados para a
hemoglobina humana, a qual ¢ uma proteina comprovadamente tetramérica.

Estimativas da constante de associagdo para a hemoglobina humana,
realizada por nos, resultou num valor de 2x10°M™, corroborando com valores
reportados na literatura por Nenortas & Beckett (1994), os quais obtiveram um valor
de ‘K, de 1,2x10°M ™.

Nossos resultados indicam que tais hemoglobinas sdo formas tetraméricas
mais estaveis, em solucdo, do que a proria hemoglobina humana.

Yamaguchi & Adachi (2002), estudaram o comportamento de dissociacao
das hemoglobinas humana normal (Hb A,) e fetal (Hb F), através de um sistema de
espalhamento de luz. Eles encontraram que a hemoglobina fetal dissocia-se bem
menos em dimeros do que a hemoglobina humana normal. O valor da constante de
dissociacio (K,) da Hb F foi de 0,66x10°M e para a Hb A, foi de 2,58x10°M,
refor¢cando nossos resultados.

Imamura & Yanase (1978) estudaram o comportamento de eluicdo da
hemoglobina Hirose, a qual possui uma substitui¢do Trp 37(3)=>Ser e apresenta um
altissimo grau de dimerizagao no estado oxigenado. Eles estimaram que a constante
de dissocia¢dao da oxi-hemoglobina Hirose situa-se por volta de 1,0M, tamanho ¢ o
grau de dissociacdo desta proteina.

Sabe-se que a desoxi-hemoglobina humana dissocia-se muito pouco,
principalmente na presenca de fosfatos organicos (Chu & Ackers, 1981). Imamura
& Yanase, (1978) mostraram que a Hb Hirose possui grande propensdo em

dissociar-se medindo a constante de dissociagdo para a forma desoxigenada.
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O valor da constante de dissociacdo obtido, por eles, para a forma
desoxigenada, foi de 1,2x10°M, o qual estd préoximo do valor da constante de
dissociagdo da oxi-hemoglobina humana (Manning et al., 1996) e nao da desoxi-
hemoglobina (K;=5x10""M)(Chu & Ackers, 1981; Turner et al., 1981).

Assim como a Hb Hirose, a hemoglobina Rothschild (Trp 37(B)=>Arg)
também apresenta-se totalmente na forma dimérica quando oxigenada, como ja
exposto na Introdugdo. Isto sugere um papel importante do residuo Trp 37(P) na
manutenc¢do do tetramero de hemoglobina.

Através de estudos de mutagdo sitio-dirigida, Yanase et al., (1994)
expressaram uma hemoglobina mutante Asp 99()=>Lys, a qual apresentou grande
susceptibilidade para a dissociagdo em dimeros. Enquanto a desoxi-hemoglobina
humana apresentava 19% de dimeros em uma solugdo de concentragao 2uM, a Hb
mutante possuia 71% de dimeros, na mesma concentracdo. Este resultado reflete a
importancia do residuo Asp 99 na manutenc¢ao do tetrdmero de hemoglobina, como
proposto para o residuo de Trp 37(]3).

De posse das constantes de associacdo dimero-tetramero foi possivel
estimarmos a porcentagem de tetrameros e dimeros in vitro e in vivo. Nas condigdes
experimentais utilizadas para os experimentos funcionais (in vitro, 60uM), a espécie
que apresentou menor porcentagem de dimeros em solu¢do foi a serpente semi-
aquatica Liophis miliaris (2,5%), seguida da serpente Helicops modestus (3,2%),
Hb-II de Crotalus durissus terrificus (3,3%) e, por ultimo, Boa constrictor (4%).
In vivo, ou seja, no interior das hemaceas em uma concentragdo aproximada de
5mM (Sode, 1991), todas as espécies apresentariam porcentagem de dimeros por
volta de 0,5%.

Supondo que a constante de associagdo dimero-tetramero do estado ligado
fosse muito menor (10°M™) da encontrada para as hemoglobinas de serpentes e

humana, a porcentagem de dimeros in vivo seria de 33%.
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Dumoulin et al., (1997) estudaram o comportamento de dissociagdo das
hemoglobinas humana (Hb A,) e fetal (Hb F). Eles encontraram que a Hb A, possui
40% e Hb F 80% de tetrameros em solu¢do com concentragdo de 1uM. Nesta
concentragdao, as hemoglobinas de serpente apresentariam: 1- Hb-II de Crotalus
durissus terrificus 77%, Helicops modestus 73%, Boa constrictor 78% e Liophis
miliaris 83% de tetrameros em solucao.

As hemoglobinas de serpente sao também formas tetraméricas mais estaveis
do que a hemoglobina S, a qual apresentou em torno de 65% de tetrameros na
concentracdo de 1uM (Manning et al., 1996).

Os experimentos de espalhamento de raios X a baixo angulo foram
realizados com o intuito de confirmarmos, através de uma outra técnica, os dados
encontrados por cromatografia analitica de filtragdo em gel, ja que a técnica de
SAXS nos permitiria constatar, com confiabilidade, a presenca de tetrameros ou
dimeros em solugdo numa concentracdo maior ¢ mais proxima as condigdes
encontradas in vivo, pois as propostas formuladas para a Hb de Liophis miliaris e
outras espécies sempre postularam a existéncia de dimeros oxigenados e tetrameros
desoxigenados, em um mecanismo opearcional in vivo de “tudo ou nada”.

A Hb Kansas, que apresenta a substitui¢do, na interface o,[3,, 102 Asn
= Thr, na concentracdo de ImM apresenta em torno de 25% de dimeros, ¢ em
0,1mM, aproximadamente 50% dessa forma (Atha et al., 1979).

Devemos ressaltar que a vantagem principal desta técnica ¢ a possibilidade
de analisar macromoléculas biologicas em condigdes proximas as fisiologicas ou
mesmo em uma condicdo desejada de pH, concentracdo salina, presenca ou nao de
cofatores, efetores alostéricos, etc (Svergun et al., 2000).

As curvas de SAXS mostram que as hemoglobinas humana e de serpentes
possuem raios de giro e dimensao maxima muito préximos, o que caracteriza,

portanto, a presenca de tetrameros de hemoglobina.
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Sendo assim, os resultados obtidos a partir das propriedades funcionais, por
cromatografia analitica de filtragdo em gel e SAXS, mostram um quadro que sustenta
que o equilibrio dimero-tetraimero nas hemoglobinas de serpentes estd deslocado
para a forma tetramérica.

Faltava, contudo, elucidar qual a base estrutural da manutengdao do
tetrimero, uma vez que o modelo estrutural de dissociacdo proposto para a
hemoglobina de Liophis miliaris ndo mais se sustenta, com base nos resultados

obtidos. Sugerimos, a seguir, uma explicagao estrutural para tal questao.

V.d. A Hemoglobina
Oxigenada de Liophis
miliaris é Dimérica ou

Tetrameérica?

Antes de entrarmos
na questdao das
hemoglobinas de serpentes

propriamente dita,

Figura 46. Figura ilustrativa da interface dimérica da
hemoglobina Rothschild. Observamos os choques estéricos
(linhas lilas) que ocorreriam entre a Arg 37(f3) (alaranjado) e alguns pontos sobre
Arg 92(a) (verde) na oxi-hemoglobina Rothschild. A figura foi

gerada no programa computacional Swiss-Pdb Viewer versio hemoglobinas humana
3.7 de dominio publico, como forma de ilustrar o motivo
sugerido por Kavanaugh et al., (1992), para a desestabilizagdo
do tetramero de hemoglobina Rothschild, na forma oxigenada.

gostariamos de comentar

comprovadamente
diméricas, tais como,
hemoglobina Rothschild, Kansas e Hirose.

A hemoglobina Rothschild ¢ uma Hb variante Trp 37([3) = Arg (figura 46).

Como conseqiiéncia desta alteragdo na interface o,[3,, Kavanaugh et al., (1992)
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propos que o residuo de Arg ndo pode ser acomodado na regido da interface
dimérica a fim de permitir que a Arg tenha angulos conformacionais aceitaveis.

Outro fato importante para a desestabilizacdo do tetrdmero na forma
oxigenada ¢ a falta de espaco para a ligacao do contra-ion cloreto, como ocorre na
desoxi-hemoglobina Rothschild (Kavanaugh et al., 1992).

Na desoxi-hemoglobina Rothschild a Arg 37 (P) estd acomodada na
interface dimérica de modo a interagir com os residuos Asp 94 (o) e Pro 95 (). Em
adicdo, a substituicdo do aminoacido Trp por Arg cria um vazio na interface
dimérica, devido a falta da volumosa cadeia lateral do Triptofano. Isto resulta no
surgimento de um sitio de cloreto, o qual faz uma ligagao idnica com a cadeia lateral
da Arg 37 (), contribuindo para a estabilizagdo do tetrAimero na forma desoxigenada
(Kavanaugh et al., 1992).

A hemoglobina Hirose ¢ uma hemoglobina variante que também possui uma
alteracao no residuo Trp 37(B), contudo, nesta hemoglobina, o residuo de triptofano
¢ substituido para uma serina (Sasakiet al., 1978). Estes pesquisadores mostraram
que a hemoglobina Hirose se encontra totalmente dissociada em dimeros quando
oxigenada.

Uma explicacdo plausivel para a dissociacdo da hemoglobina Hirose ¢
devido a substituicdo Trp 37(p) =* Ser. Os autores propdem que o residuo de
triptofano 37 exerce uma func¢do crucial na interface dimérica para manter a
estabilidade do tetramero (Sasaki et al., 1978).

Vallone et al., (1996) estudaram a interface dimérica da hemoglobina
através de mutagénese sitio dirigida. Os resultados mostraram que a hemoglobina
mutante Trp 37 () =® Thr dissocia mais do que a hemoglobina humana; isto sugere
que a substituicdo do residuo de Trp 37(P) leva a instabilidade do tetrAmero na
forma oxigenada, como observado também para as hemoglobinas Rothschild e

Hirose (figura 47).
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A hemoglobina Kansas
(Asn 102(p) =* Thr) também ¢ uma
hemoglobina variante que apresenta
alto graude dissociagdo em dimeros
quando oxigenada. No estado
oxigenado a constante de
dissociagdo da hemoglobina Kansas

¢ de 2x10* M, em tampio fosfato
Figura 47. [lustragdo dos residuos de aminoécidos que

compdema interface dimérica da hemoglobina humana 0,1 M pH 7,5 a 20°C, enquanto que
(1IHHO). Emvermelho, estdao osresiduosde Trp 37(p)
¢ Asn 102(p) realizando ponte de hidrogénio com Asp
94(c) (azul). A substituicdo desses residuos de
aminoacidos, nas hemoglobinas Rothschild, Kansas e
Hirose, resulta em maior grau de dissociagdo dessas M, nas mesmas condigdes (figura
proteinas. Afigura foi gerada com o programa

computacional Swiss-Pdb Viewer versio 3.7 de 47).

dominio publico.

a constante de dissociagdo para a

hemoglobina humana ¢ de 1,2x10°

Uma explicacdo para esta
dissociagao foi dada por Perutz & Lehmann, (1968). Os autores propuseram que o
residuo de Asn 102(P) estabelece uma ponte de hidrogénio com o residuo Asp
94(w). A substituigdo da Asn 102() por Thr extingue esta ponte de hidrogénio, o
que levaria a maior susceptibilidade desta hemoglobina a formar dimeros.

Sendo assim, diante de dados fidedignos encontrados na literatura para
hemoglobinas humana variantes, entre eles uma estrutura tercidria resolvida em alta
resolucao (Hemoglobina Rothschild resolucdo de 2,0,&), sugere-se que os residuos
de Trp 37(B) ¢ Asn 102(p) contribuem de forma significativa na manuten¢do do
tetramero de hemoglobina, no estado oxigenado. Podemos observar na figura 48
(letras verdes), que estes residuos sdo conservados em todas as hemoglobinas
comparadas.

Com excec¢ao dos trabalhos antes citados, relativos as hemoglobinas de

serpentes, ndo encontramos nenhum trabalho que relacione a falta dos residuos Glu
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43(B) e Glu 101(B) com o aumento de dissociagdo de tetrameros a dimeros. Pela
analise da figura 48, também observamos, pelas letras azuis, que estes residuos de
aminoacidos nao sdo conservados nas quatro seqiiéncias analisadas.

Observamos também que os residuos constituintes da interface dimérica sao
idénticos, principalmente, quando comparamos as seqliéncias primarias da
hemoglobina de Liophis miliaris, humana e ave. A hemoglobina de truta possui
cinco residuos diferentes nesta regido em relagdo as demais hemoglobinas, sendo
que duas destas substituicdes sdo conservativas, ou seja, na posi¢cao 97 da cadeia «
de truta ocorre um residuo de glicina (nas demais ocorre um residuo de valina) e na
posi¢cao 105 ocorre um residuo de valina (nas demais ocorre um residuo de leucina),
como pode ser visto na figura 48, letras vermelhas.

Diante da falta de evidéncias da participagdo destes residuos de aminoécidos
na estabilizacdo do tetrdmero, passamos a analisar a interface dimérica da
hemoglobina de Liophis miliaris modelada e das hemoglobinas escolhidas através
da andlise de seqii€éncia primaria.

Inicialmente, verificamos os contatos da interface dimérica, na forma
oxigenada, para todas as hemoglobinas analisadas (humana, peixe, ave e serpente),
como ilustrado no anexo 4.

Observamos que o tetrAmero (na interface o,[3, e sua reciproca), na forma
oxigenada, ¢ mantido em média por 3-5 pontes de hidrogénio e 3-5 contatos de van
der Waals, dependendo da estrutura analisada, em concordancia com os dados
encontrados por Abraham et al., (1997).

Em todas as hemoglobinas analisadas os residuos de Trp 37(f3) e Asn 102(3)
estabelecem contato com outros residuos e, portanto, contribuem para a
estabilizacdo do tetrdimero na sua forma oxigenada.

Para a hemoglobina de Liophis miliaris modelada encontramos 4 pontes de

hidrogénio e 5 contatos de van der Waals, ou seja, esta hemoglobina tem mais
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contatos na interface
dimérica, no estado
oxigenado, do que a
hemoglobina humana
(IBBB), a qual faz 3
pontes de hidrogénio e
4 contatos de van der
Waals, e também

estabelece mais

Figura 49. Figura ilustrando a sobreposigdo de duas hemoglobinas contatos que a
humana (1BBB em verde e |HHO em azul). Estdo representados na

figura somente os carbonos alfa das duas moléculas, além dos hemoglobina de truta,
residuos de aminoacidos constituintes da interface dimérica (em

vermelho). Observamos que o residuo Glu 101 esta voltado para a 9u€ faz 4 pontes de
cavidade central da Hb, e ndo para a interface dimérica. Figura
gerada com o programa computacional Swiss-Pdb Viewer versao 3.7

de dominio publico. contatos de van der

hidrogénio e 3

Waals.

Feita esta primeira andlise, iniciamos o estudo da interface dimérica das
estruturas terciarias propriamente dito. A figura 49 mostra a sobreposicdo das
hemoglobinas humana (1BBB e 1HHO) ressaltando, em vermelho, a regido da
interface dimérica. Analisando a figura 49, verificamos que os residuos de Glu
101(P) estdo voltados para a cavidade central da molécula e nio para a interface
dimérica, como os outros residuos de aminoacidos (vermelho) que compdem esta
regido.

Em seguida, analisamos a situa¢do do residuo Glu 43 (P) através da figura
50, que ilustra a sobreposicao das hemoglobinas humana. A figura mostra que o OE2
do Glu 43 da hemoglobina humana (IBBB) faz uma ponte de hidrogénio com o NH2
da Arg 92 (o), a distancia desta ligagdo ¢ de 3,09:&. Contudo, na hemoglobina
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humana (1HHO) esta
liga¢do ndo ocorre, pois a
distancia entre seus
atomosdeOeNéde5,3 sA.

Sendo assim,
vimos que nas duas
hemoglobinas humana

analisadas, os residuos

Glu 101(B) nio

Figura 50. Figura ilustrando a sobreposi¢cdo das duas
hemoglobinas humana (1BBB em verde e IHHO em azul).
manutencio do tetraimero Podemos notar que a ligagdo entre Glu 43(B) e Arg 92(c)
ocorre na Hb humana (1 BBB), mas ndo na Hb humana 1HHO.
na forma oxigenada, pois As distancias sdo dadas em Angstrém (A). Figura gerada no
programa computacional Swiss-Pdb Viewer versdo 3.7 de

para a qominio pablico.

contribuem para a

estdo voltados
cavidade central da

molécula e, com respeito ao residuo Glu 43(f3), embora exista uma ligagdo deste
residuo na hemoglobina humana (1BBB), na hemoglobina humana (1HHO) esta
interacdo ndo existe, sugerindo que a falta desta ligagdo ndo ¢ suficiente para
promover a dissociagdo do tetramero de hemoglobina, uma vez que a hemoglobina
humana ¢ tetramérica.

Outra molécula analisada foi a hemoglobina D de Gallus gallus. As
propriedades funcionais dessa hemoglobina t€m sido muito estudadas e mostrou-se
que tal hemoglobina ¢ tetramérica em solu¢do (Knapp et al., 1999)

A unica diferenca desta hemoglobina em relacdo as demais é que ela
apresenta uma cooperatividade muito alta, ou seja, uma supercooperatividade
(ng=4,2)(Knapp et al., 1999; Riggs, 1998), devido a agregacdo de tetrdimeros na
desoxi-hemoglobina. Dados cristalograficos sugerem que ha um sitio hidrofébico

que envolve parte da hélice D e E da subunidade B (Knapp et al., 1999).
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Observando a
molécula de hemoglobina D
de Gallus gallus também
visualizamos os residuos
Glu 101(B) na cavidade
central da molécula, tal
como na hemoglobina
humana, como ilustra a

Figura 51. Figura ilustrativa da Hb D de Gallus gallus, figura 51.
mostrando a posi¢do do residuo Glu 101 (em preto), que esta
voltado para a cavidade central da Hb D, e dos residuos da
interface dimérica (em vermelho). Figura gerada com o
programa computacional Swiss-Pdb Viewer versdo 3.7 de passamos

dominio publico. residuo Glu 43(f); para

Posteriormente,

a analise do

nossa surpresa, este residuo havia sofrido uma substituicdo de Glu 43(p) =» Ala.
Verificando a estrutura terciaria desta hemoglobina, podemos notar que a Ala 43, da
hemoglobina D de Gallus gallus, ndo faz nenhum tipo de interagdo, ja que o residuo
localiza-se a distancia de
9,4A do NE da Arg 92() e
10,69A do O da Arg
92(a)(figura 52).

Conseqiientemente,
este residuo de aminoacido

também nao contribui para a
Figura 52. Ilustragdo da Hb D de Gallus gallus. Observamos
> que o Glu 43(pB) foi substituido para uma Ala, a qual ndo
realiza nenhum contato com a Arg 92(«). As distancias sao
> dadas em Angstrom (A). Figura gerada com o programa
na interface o,B,. Além computacional Swiss-Pdb Viewer versdo 3.7 de dominio
publico.
disso, constatamos também

estabilizacdo do tetramero

na conforma¢do oxigenada

que o residuo Glu 101(f) também nio realiza nenhum contato nesta regido (figura
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51). Entdo, caberia nos
perguntarmos, por que a
hemoglobina D de Gallus
gallus nao dimeriza, pois ha,
também, na interface dimérica
desta hemoglobina, a falta de
duas cargas negativas?

A hemoglobina de
truta apresentou alteragcdes nos

dois residuos de aminoacidos

Figura 53. Figura da hemoglobina I de Truta (100U). Glu 101(B) =* Asp (figura 53)

Tlustrando a mutagdo Glu 101(f3) para Asp (preto). Este lu 4 - Glv (fi
residuo de aminoacido também esta voltado para a cavidade e Glu 43(B) Gly (figura

central da molécula, ndo realizando nenhumtipo de interagdo 54). A substituicio de Glu
na interface dimérica (residuos representados pela cor

vermelha). Figura gerada no programa computacional Swiss- 101(f) para Asp nédo causaria
Pdb Viewer versao 3.7 de dominio publico.

grandes alteragdes tanto na
estrutura terciaria como na quaterndria pois, seria uma alteragdo conservativa.
Todavia, 0
residuo substituido na
Hb de truta também
encontra-se voltado
para a cavidade central
da molécula (figura 54).

Entretanto, a

substituicdo de Glu

43(B) para Gly teria Figura 54. lustracdo da hemoglobina I de truta (100U),
mostrando a auséncia de contato, entre Gly 43() e Arg 93(«), na
implica¢des importantes interface dimérica. As distancias sdo dadas em Angstrom (A)
Figura gerada no programa computacional Swiss-Pdb Viewer

para a estrutura da yergig 3.7 de dominio publico.
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molécula, pois onde existia uma cadeia lateral relativamente longa e carregada,
passou a existir uma cadeia lateral curta e sem carga, além de que, por ser um
hidrogénio, a cadeia lateral da glicina, possui uma liberdade de rotagdo deste atomo
muito grande, podendo este assumir varios angulos ¢ e¢ ¥ (phi e psi), sendo
estericamente desfavoravel a interacdo dele com outros atomos, na regido da
interface dimérica (figura 53).
Por fim, passamos a analisar a hemoglobina de Liophis miliaris modelada.
O residuo de Glu 43(p) substituido para Thr ndo realiza nenhum tipo de contato na
interface dimérica, uma vez
que se distancia dos demais
residuos de aminoacidos da
cadeia alfa por volta de 8,39
a 11,&, como pode ser visto
na figura 55.
O residuo Glu
101(P) substituido para Val
Figura 55. Figura ilustrando o residuo Thr 43() da
hemoglobina de Liophis miliaris. Este residuo de aminoacido foia nossa grande surpresa.
encontra-se distante dos demais residuos da cadeia «, sendo
improvével qualquer tipo de interagdo entre eles. As distancias COMO visto nas outras

sio dadas em Angstrom (A). Figura gerada no programa
computacional Swiss-Pdb Viewer versio 3.7 de dominio

publico. Glu 101(p) de ave e humana

hemoglobinas analisadas, o

e 0 Asp 101(P) de truta, estavam voltados para a cavidade central da molécula, ndo
estabelecendo contatos na interface dimérica.

Quando analisamos o CG2 da Val 101(f) da hemoglobina de Liophis
miliaris, observamos que este realiza contato de van der Waals com o CG2 Val
96(a) na interface dimérica, cuja distdncia ¢ de 3,29:& (figura 56).

Portanto, onde nao havia nenhuma interacao (hemoglobinas de truta, humana

e ave), na hemoglobina de Liophis miliaris ocorre um contato de van der Waals, que



DISCUSSAO 120

Figura 56. Figura ilustrando o contato de van der Waals que
ocorre entre Val 101() ¢ Val 96(«) na oxi-hemoglobina de
Liophis miliaris modelada. A distancia ¢ dada em Angstrom A).
Figura gerada no programa computacional Swiss-Pdb Viewer
versdo 3.7 de dominio publico.

juntamente com as outras interagdes presentes nesta interface dimérica, contribui
para a manuten¢ido do tetrAmero. Ou seja, a substituicio Glu 101() =* Val na
verdade reforgaria, ¢ nao desestabilizaria o tetramero.

Realizamos também a comparag¢do das estruturas cristalograficas entre as
hemoglobinas citadas. Nesta comparag¢dao o programa (Swiss-Pdb Viewer versao
3.7) utiliza os elementos de estrutura secundaria (o-hélices e 3-folhas) para realizar
a sobreposic¢ao.

A tabela 7 mostra os valores dos desvios de r.m.s. ¢ o numero de
aminoacidos sobrepostos, usando apenas os carbonos alfa das moléculas. Nas
sobreposigdes, foram utilizados somente os residuos de aminoacidos das hélices B,
G ¢ H, uma vez que estas hélices sao menos afetadas pelas mudangas terciarias

(Baldwin & Chothia, 1979).
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Tabela 7. Valores de desvios de r.m.s. (root-mean square deviation) obtidos nas sobreposi¢cdes
da hemoglobina de Liophis miliaris com outras hemoglobinas.

Moléculas comparadas Desviosode Numero de aminoacidos
r.m.s (A) comparados
Liophis miliaris/Humana (1BBB) 1,28 104
Liophis miliairs/Humana (1HHO) 0,82 104
Liophis miliaris/Gallus gallus 0,25 104
Liophis miliaris/Truta 2,34 104

O resultado desta comparagao de estruturas terciarias confirmou os dados
de seqiiéncia primaria, ou seja, quando comparamos as estruturas de Liop his miliaris
e Gallus gallus obtivemos um desvio de r.m.s. de 0,25,&, indicando que estas
estruturas se assemelham mais do que as outras comparagdes, ja que foi 0 menor
r.m.s. obtido. Isso era de se esperar uma vez que a hemoglobina de Gallus gallus foi
utilizada como modelo (template).

As outras hemoglobinas que mais se assemelham a hemoglobina de Liophis
miliaris, depois da hemoglobina de ave, foram as duas hemoglobinas humana, cujos
r.m.s. foram de 0,82,& para IHHO e 1,28,& para 1BBB.

O maior r.m.s foi o de truta: 2,34:&, o que confirma o resultado da anélise
de seqiiéncia primaria, o qual mostra que dentre as hemoglobinas comparadas a
hemoglobina de truta ¢ a que possui menor identidade com a hemoglobina de
Liophis miliaris.

As figuras 57 e 58 mostram a sobreposicdo de todas as hemoglobinas
analisadas. Fica evidente que o Unico residuo de aminoacido que esté4 voltado para
a interface dimérica é a Val 101(P3) da hemoglobina de Liophis miliaris. Os demais
residuos estdo voltados para a cavidade central da proteina, ndo contribuindo com

interagdes na interface dimérica na forma oxigenada (figura 57).
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Com respeito ao
residuo de Glu 43(p),
observamos pela figura
58, que a sua substituicao
naoresulta em dissociagao
da hemoglobina, ja que as
hemoglobinas de ave

(Gallus gallus) e peixe
Figura 57. Sobreposi¢do das hemoglobinas de Truta (preto;

100U), humana (vermelha; 1BBB), humana (verde; 1HHO), (truta) ndo sdo diméricas.
Gallus gallus (alaranjado; 1HBR) e Liophis miliaris (azul). A
figura mostra que o Unico residuo de aminoacido voltado para a
interface dimérica ¢ Val 101(f) (em azul), os demais residuos
estdo voltados para acavidade central da molécula. Figura gerada
no programa computacional Swiss-Pdb Viewer versdo 3.7 de pergunta: Serda que o
dominio publico.

Apo6s todas essas

analises, fizemos wuma

residuo  Glul01(p),
voltado para a cavidade central da molécula, poderia ter impedimento estérico com
a cadeia lateral de algum residuo de aminoacido presente também nesta regiao,
resultando assim em uma
desestabilizacdao do
tetramero?
A resposta € nao.
Visualizando a posicdo da
cadeia lateral do Glu
101(B) e de possiveis

cadeias laterais de outros

residuos de aminoacidos, Figura 58. Figura ilustrando a sobreposi¢ao das hemoglobinas
de Truta (preto; 100OU), humana (vermelho; 1BBB), humana

podemos ver que a cadeia (verde; IHHO), Gallus gallus (alaranjado; 1HBR) e Liophis
_ miliaris (azul). A figura mostra a posic¢éo do residuo Glu 43(3)

lateral que mais se pagvarias hemoglobinas analisadas. Figura gerada no programa
computacional Swiss-Pdb Viewer versdo 3.7 de dominio

aproxima da cadeia lateral _, ..
publico.
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do Glu 101(P) é uma cadeia lateral de um residuo de Lys99(«,), que se distancia
deste 4,1/&, sendo impossivel se estabelecer qualquer tipo de interagdo a esta
distancia (figura 59).

As outras distancias analisadas mostraram que a cadeia lateral da Pro 95
(cadeia o,) estd a 9,96,& da cadeia lateral do Glu 101(P). A cadeia lateral da His 146
(cadeia 3,) dista 13,1/& da cadeia lateral do Glu 101(f3), como pode ser observado
na figura 59.

Padovan (1996) sugere que a hemoglobina de Liophis miliaris é composta
por quatro cadeias de globinas distintas: A(B*"™), B(a*™™), C(a"-™"™) e D(B"*™). As
duas cadeias p possuem na posi¢do Glu 101 uma substitui¢do para Val. No entanto,
no residuo Glu 43 na
cadeia A(P*™ ) a
substituicdo ¢ para Ser
e, na cadeia D(B"*™) a
substituicdo ¢ para Thr.

A presenca de
uma serina na cadeia A
¢ uma Thr na cadeia D,
ndo justificaria  a Figura 59. Figura ilustrando a cavidade central da hemoglobina
dissociacdo de um humana (1HHO). Podemos constatar que ndo ha interagdes entre

a cadeia lateral do Glu 101(P) e as demais cadeias laterais dos
possivel tetrimero com residuos de aminoéacidos das outras globinas. As distincias sdo

dadas em Angstrom (A). Figura gerada no programa

quatro cadeias distintas, computacional Swiss-Pdb Viewer versio 3.7 de dominio publico.

uma vez que constatamos, pela analise das hemoglobinas de ave e peixe, que esta
posi¢do (Glu 43) ndo contribui para a manutengao do tetrdmero na forma oxigenada,
além de que, os residuos da interface dimérica sao bem conservados, como ilustra

a figura 48.
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A proposta mais recente envolvendo a Hb de Liophis miliaris, feita por
Bonafé et al. (1999), supde que a ligacdo de ATP a forma desoxigenada mantém o
tetramero unido, ou seja, assume que a forma stripped ndo teria a conformacao T,.

Através da diferenga de absorbancia (em 290nm) entre as formas oxi e
desoxigenada (figura 45), observamos que a hemoglobina de Liophis miliaris, na
forma stripped, sofre mudangas conformacionais durante o processo de oxigenagao,
entre os estados T, e R, e estas mudancgas conformacionais s6 poderiam ser

evidenciadas com a forma tetramérica.
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VI. CONCLUSOES

De acordo com os resultados e discussdes apresentados neste trabalho,

concluimos que:

1. O efeito Bohr alcalino observado na forma stripped, tanto da Hb-II de
Crotalus durissus terrificus como no hemolisado de Helicops modestus, nao ¢
decorrente da associagdo em tetraimeros da forma desoxigenada, como proposto por
Focesietal., (1987), e sim um efeito alostérico que auxilia na liberacao de O,, assim

como na hemoglobina humana.

2.Deacordocom os dados coletados das propriedades funcionais de ligacao
de O, da Hb-II de Crotalus durissus terrificus e do hemolisado de Helicops
modestus, observamos que tanto na auséncia (forma stripped) como na presenca de
fosfatos organicos, estas hemoglobinas apresentam ligagdo cooperativa de O,, em
toda a faixa de pH estudada. Este resultado contraria os relatados na literatura, a
qual sustenta que hemoglobinas de serpentes, na auséncia de fosfatos organicos ou
quando na presenca destes, mas acima de pH 7,5, ligam O, de forma nao

cooperativa.

3. Os dados relativos aos experimentos de atividade de 4gua sugerem que
a desoxi-hemoglobina de Crotalus durissus terrificus e Helicops modestus, quando
na presenca de cloreto, assumem um novo estado conformacional, denominado
estado T,, como proposto por Colombo e Seixas, (1999), para as hemoglobinas

tetraméricas humana e bovina.
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4. Os dados de atividade de dgua sugerem que a hemoglobina de Liophis
miliaris, tanto na auséncia como na presenca de cloreto, comporta-se diferente da
hemoglobina humana. Os dados mostram que, na auséncia de anions, a hemoglobina

de Liophis miliaris ndo assume o estado T, mas sim o estado T,.

5. Os resultados obtidos por cromatografia de filtracdo em gel e SAXS,
através da determinagao da constante de associacdo dimero-tetramero, raio de giro
e dimensdo maxima, indicam que as hemoglobinas das quatro serpentes analisadas
sdo estruturas tetraméricas mais estaveis do que a hemoglobina humana, tanto in

Vitro como in vivo.

6. A analise estrutural comparativa realizada entre a hemoglobina de Liophis
miliaris modelada e as hemoglobinas de peixe, ave e humana, mostrou que os
residuos de aminoacidos Glu 43() e Glu 101([) ndo sdo residuos importantes na
manuten¢do da forma tetramérica, uma vez que as hemoglobinas de ave e peixe
também possuem substituigdes de aminoacidos nas referidas posi¢des € nem por isso
sao hemoglobinas diméricas. Sendo assim, refutamos o mecanismo estrutural de
dissociagdo, proposto na literatura, para a hemoglobina de Liophis miliaris, e

posteriormente estendido para outras espécies.
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ANEXO 1 144

Procedimento para correcio da pressio bartométrica (P.B.)
1- Transformar a leitura do bardmetro, se for em mBar (hPa), em mmHg:
1000mBar (hPa) 750,062 mmHg

1 *750062(mmHz)
1000

Portanto: X =

Onde x ¢ a pressao barométrica corrigida em mmHg e n a pressdo (em hPa)

lida no baré6metro durante o experimento.

2. Determinar o fator de corre¢ao da P.B. interpolando o valor baseado na

tabela de corregdo (anexo 5).

Note que a P.B. da tabela varia de 10 em 10 unidades e a temperatura de
uma em uma. Desta forma, o cdlculo para valores intermediarios de P.B. ou de

temperatura ¢ realizado da seguinte forma:

Exemplo: P.B.=757,5 mmHg e T=23,8°C

P.B. 750 mmHg 757,5 mmHg 760 mmHg
T°C
23 2,81 X 2,84
23,8 Y
24 2,93 Z 2,97

X e Z sao determinado multiplicando a diferenca entre o valor de corre¢ao
da maior pressdo e¢ o valor de correcao da menor pressio (ambos na mesma
temperatura) pela diferenca entre a P.B. medida e a menor P.B., dividido por 10.

Somando-se a isto, o0 menor valor de correcao.
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X=[(2,84 - 2,81) * (757,5 - 750)/10] + 2,81=2,8325
Z=[(2,97 - 2,93) * (757.5 - 750)/10] + 2,93=2,96

A determinacdo de Y ¢ realizado pela multiplicagdo da diferenca entre X e
Z com o valor da diferenca entre a temperatura medida com a menor temperatura.

Soma-se a isto o valor de X:

Y=[(Z - X) * (tc - to)] +X = [(2,96 - 2,8325) * (23,8 - 23)] + 2,8325 =
2,9345.

2,9345 ¢ o fator de correcdo a ser subtraido da P.B. lida.
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Coeficiente de extin¢ao molar (g) para a oxi-hemoglobina (X10M).

A (nm) € para a oxi-hemoglobina
540 1,46
560 0,87
570 1,18
576 1,58
630 0,014

Coeficiente de extincido molar (¢) da meta-hemoglobina em func¢io do pH (x10°

M)
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
7,4 0,652 0,430 0,435 0,445 0,363
7,6 0,679 0,460 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




ANEXO 4

148

ANEXO 4

Tabela ilustrando os residuos de aminoacidos que participam da manutencgio do tetrimero
de hemoglobina na forma oxigenada e suas interacdes. “d,, refere-se a distancia da ligacio
(em angstrons) entre os dois Atomos analisados.

Molécula Residuos de Aminoacidos Tipo de Interacao d,,(A)y’
Analisada Envolvidos na Interaciao

Thr 38 () OG1 e His 97 (f) O | Ponte de Hidrogénio | 3,22
Thr 41 () O ¢ Arg 40 (B) NH2 | Ponte de Hidrogénio | 3,41
Arg 92 (¢) NHI e Gln 39 () OEl | Ponte de Hidrogénio | 3,48
Hemoglobina | Arg 92 (a) NH2 ¢ Gln 39 () OEl | Ponte de Hidrogénio | 3,18
Humana Asp 94 («) ODI1 e Trp 37 (B) NEI | Ponte de Hidrogénio | 3,57
(1IHHO) Pro 95 (o) CD e Trp 37 (B) CD2 | Forga de van der Waals | 3,43
Val 96 (o) CG1 e Asp 99 (B) ODI1 | Forga de van der Waals | 3,49
Val 96 () CG1 e Asp 99 () OD2 | Forga de van der Waals | 3,35
Thr 41 () O e Arg 40 (B) NH2 | Ponte de Hidrogénio | 3,52
Arg 92 () NH2 e Glu 43 (B) OE2 | Ponte de Hidrogénio | 3,09
Hemoglobina | Asp 94 («) OD2 ¢ Asn 102 () ND2 | Ponte de Hidrogénio | 2,75
Humana Pro 95 () CD e Trp 37 (B) CD2 | For¢a de van der Waals | 3,36
(1BBB) Pro 95 () CD ¢ Trp 37 (B) CG | For¢a de van der Waals | 3,62
Val 96 (x) CG1 e Asp 99 (B) OD1 | Forga de van der Waals | 3,73
Val 96 () CG2 e Asp 99 (B) OD1 | Forga de van der Waals | 3,62
Arg 92 (e) NH2 e GIn 39 () OE1 | Ponte de Hidrogénio | 3,38
Asp 94 () OD2 e Asn 102 (f) ND2 | Ponte de Hidrogénio | 3,44
Hemoglobina | Asp 94 («) ODI1 e Trp 37 (B) NEI | Ponte de Hidrogénio | 3,66
de Pro 95 (a) CD e Trp 37 () CD2 | Forga de van der Waals | 3,40
Gallus gallus | Pro 95 (a) CD e Trp 37 (B) CE3 | Forca de van der Waals | 3,66
Val 96 (o) CG1 e Asp 99 () OD2 | Forga de van der Waals | 3,38
Val 96 () CG2 e Asp 99 (B) OD1 | Forga de van der Waals | 3,74
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Molécula Residuos de Aminoacidos Tipo de Interacio d,,(A)
Analisada Envolvidos na Interacao

Arg 92 () NE e Pro 36 () O Ponte de Hidrogénio | 3,17

Arg 92 () NH1 e Pro 36 () O Ponte de Hidrogénio | 2,36

Arg 92 () NH1 e Trp 37 (B) O Ponte de Hidrogénio | 3,34

Hemoglobina | Asp 94 (x) OD2 ¢ Asn 102 () ND2 | Ponte de Hidrogénio | 3,38
de Val 96 (x) CG1 e Asp 99 (B) OD2 Forca de van der Waals | 3,25
Liophis miliaris | Val 96 (¢) CG2 e Val 101 (f) CG1 | Forga de van der Waals | 3,67
Val 96 («) CG2 e Val 101 (f) CG2 | Forga de van der Waals | 3,24

Tyr 140 () CD2 e Trp 37 (B) CE3 | Forga de van der Waals | 3,10

Tyr 140 () CD2 e Trp 37 (B) CZ3 | Forga de van der Waals | 3,63

Thr 41 (o) CG2 e Phe 97 () CD2 | Forga de van der Waals | 3,56

Tyr 42 () OH ¢ Arg 40 (B) NH1 | Ponte de Hidrogénio | 3,58

Hemoglobina | Asp 94 () OD2 e Asn 102 (B) ND2 | Ponte de Hidrogénio | 2,96
de Pro 95 (x) CD e Trp 37 (B) CDI1 | Forga de van der Waals | 3,75
Truta Pro 95 () CD e Trp 37 (B) CG | Forga de van der Waals | 3,49
Asp 99 () OD2 ¢ GIn 38 (B) NE2 | Ponte de Hidrogénio | 3,12
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