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SUMARIO

A hemoglobina de Cerdocyon thous (HbCt) foi purificada e cristalizada
pelo método de difusdo de vapor a 21°C na condicdo PEG 4000 16%o,
Hepes-Na 0,1 M pH 7,8. Os dados cristalograficos foram coletados no
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). O grupo espacial do
cristal é do tipo P2:2;2:, com o0s eixos da célula unitaria de a=52,73;
b=84,24 e ¢=130,28 A, correspondentes a cristais do sistema
ortorrébmbico. A estrutura cristalografica da HbCt foi resolvida até o
limite de 2,2 A de resolucédo, pelo método de substituicio molecular
utilizando a estrutura da hemoglobina de Chrysocyon brachyurus (PDB
ID: 1FHJ) como modelo. O modelo final obtido apés o refinamento foi
depositado no PDB com o cédigo 2B7H, apresentando boa qualidade
conforme indicado por varios parametros, dentre eles, o valor baixo dos
fatores de temperatura, 0 Rfactor de 0,168 e Rfee de 0,232. A estrutura
dessa hemoglobina apresenta uma agua como ligante do ferro e sua
organizagdo estrutural assemelha-se as hemoglobinas do tipo
metahemoglobina. A sua estrutura cristalogréafica foi utilizada como um
modelo de estudo para analise do comprometimento estrutural
tridimensional com substituicbes de aminoacidos em posicdes
especificas. Para isso, foram utilizadas estruturas cristalograficas de
hemoglobinas de humano e de cavalo, disponiveis no PDB. Além dessas
substituicOes uma analise detalhada da relacédo estrutura vs estabilidade
foi feita.

Por ser uma proteina multimérica, a desnaturacdo da hemoglobina varia
de acordo com a condicdo de pH e o tipo de desnaturante utilizado.
Neste trabalho, o processo de desdobramento da HbCt e da
hemoglobina de Pseudalopex vetulus (HbPv) foi realizado para analisar a
estabilidade dessas moléculas. Estes ensaios foram acompanhados por
fluorescéncia e dicroismo circular utilizando a uréia, a guanidina,
diferentes pHs e a temperatura como agentes desnaturantes. Além
disso, foi analisado o efeito do surfactante catibnico brometo de
hexadeciltrimetil amoénio (CTAB) na estabilidade das hemoglobinas, por
dicroismo circular. A HbCt é mais estavel em pH &acido e mais instavel do
que a HbPv em pH basico. Esses dados foram comparados com a
cianometahemoglobina humana. O CTAB na concentracdo de 0,5 e 1
mM para HbCt e HbPv, respectivamente estabiliza as hemoglobinas
principalmente pelo efeito de hidratagao preferencial.

Uma andlise da relacdo da estabilidade de hemoglobinas com a
estrutura tridimensional foi feita baseando-se nos modelos



tridimensionais da HbCt, humana e de cavalo. Comparando com a
hemoglobina humana, as modificacdes apresentadas na HbCt tendem a
ser estabilizadoras. Em contrapartida, comparando com a hemoglobina
equina, as modificacOoes apresentadas na HDbCt tendem a ser
desfavoraveis para a estabilidade conformacional. As substituicbes e o
comprometimento com a organizacao estrutural, causadas no ambiente
molecular, foram caracterizadas e podem servir de modelo para o
desenho racional de proteinas mais estaveis, com vistas a aplicacdo
biotecnolégica, como é o caso do desenvolvimento do sangue artificial
recentemente descrito na literatura. Esse tipo de estudo pode ser
aplicado como um modelo da relagdo estrutura vs estabilidade de
proteinas em geral, mas principalmente para aquelas com maior nimero
de entradas no PDB e que merecem atencdo pela funcdo e aplicagcao
biotecnoldgica.
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SUMMARY

The hemoglobin from C. thous (HbCt) was purified and crystallized by
hanging drop vapor diffusion method at 21°C in 16% PEG 4000, 0.1 M
Hepes-Na pH 7.8. The crystallographic data were collected in the
National Laboratory of Synchrotron Light (LNLS). The crystals grew in
space group P2;2:2; (orthorhombic type) with cell dimensions of
a=52.73, b=84.24 and ¢=130.28 A. The crystallographic structure of
the HbCt was solved at 2.2 A resolution, by molecular replacement using
the structure of the hemoglobin from Chrysocyon brachyurus (pdb 1FHJ)
as a search model. The model was refined and deposited in the PDB
under the code 2B7H with structural quality indicated by some
parameters, among them, the low value of B-factor, the Rfyctor Of 0.168
and the Rfee Of 0.232. The hemoglobin presents one water molecule as
ligand of the iron characterizing the methemoglobin form. The structural
organization of the subunits of the HbCt is similar to the known
hemoglobins. The crystallographic structure of HbCt and hemoglobins
from human and horse were used as models to study the structural
effects concerning the amino acid substitutions in specific positions and
the consequent conformational changes of the respective molecular
environment. Indeed, an extensive analysis of the relationship between
structure and stability was done. The hemoglobin is a multimeric protein
and its unfolding process depends of several conditions such as pH and
denaturing agent. In this work, the unfolding process of the HbCt and
the hemoglobin from Pseudalopex vetulus (HbPv) was performed by
fluorescence and circular dichroism using urea, guanidine, different pHs
and temperature as denaturing agents. Moreover, the stabilizing effect
of the cationic surfactant hexadecyltrimethyl ammonium bromide
(CTAB) was analyzed by circular dichroism. HbCt is more stable in acid
pH and more instable than HbPv in basic pH. The CTAB, at 0.5 and 1.0
mM for HbCt and HbPv, respectively, stabilizes the hemoglobins mainly
by preferential hydration.

An analysis of the relationship between stability and the three-
dimensional structure was done based on the three-dimensional models
of HbCt, human and horse. The differences in amino acidic content of
HbCt comparing with the human hemoglobin tend to stabilize the HbCt.
On the other hand, comparing with equine hemoglobin, the
modifications presented in HbCt tend to be unfavorable for the
conformational stability.
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The amino acidic substitutions and the consequent conformational
changes in the molecular environment of the HbCt were characterized.
Generally, this study is very important for rational design of stable
proteins with biotechnological applications. For hemoglobin, in
particular, this study is fundamental in order to produce the artificial
blood, a new tendency of pharmaceutical companies, as recently
described in the literature.
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“Viver ndo é aprender,

mas aplicar.”
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1. INTRODUCAO

1.1 A HEMOGLOBINA

A hemoglobina é uma proteina que esta situada no interior dos
eritrocitos da maioria dos vertebrados, cuja funcdo principal é
transportar oxigénio para todos os tecidos. Apresenta uma larga
distribuicdo filogenética ocorrendo: como pigmento respiratorio
extracelular em varios invertebrados (Weber, 1980), em todos os
vertebrados (Gratzer e Allison, 1960), exceto em alguns peixes da
Antartica (Weber, 1982) e até mesmo nos vegetais (Manwell, 1960).

Nos eritrécitos dos vertebrados a hemoglobina representa
aproximadamente 90% das proteinas presentes, que lhe permite
realizar de forma eficiente a sua funcdo de transportar oxigénio.

A excepcional adaptacao da funcao fisioldgica da hemoglobina,
nos mais variados organismos, torna-a um modelo para o estudo das
relagdes entre a estrutura e fungdo entre proteinas. Além disso,
considerando-se que a hemoglobina é adaptada as necessidades
respiratorias de cada espécie, € possivel fazer amplas correlagdes tanto
na estrutura quanto na fungdo para grupos taxondmicos maiores
(Sullivan, 1967; Coates, 1975; Gorr, 1998; Ajloo, 2002 A; Vinogradov,
2006).



1.1.1 ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DA HEMOGLOBINA

A hemoglobina de vertebrados é uma proteina formada por quatro

cadeias polipeptidicas com quatro grupos prostéticos heme, com atomos
de ferro no estado ferroso (Fe?’*). A porcdo protéica, denominada
globina, consiste de duas cadeias o (141 residuos cada) e duas cadeias
B (146 residuos cada). As subunidades da hemoglobina estdo dispostas
em pares simétricos, cada par apresentando uma subunidade a € uma
subunidade B. Dessa forma, a hemoglobina pode ser descrita tanto
como um tetramero quanto como um dimero de protdmeros af.
As cadeias o contém sete a-hélices, enquanto que as cadeias B contém
oito a-hélices. Estas hélices sao identificadas por letras do alfabeto
(Tabela 1), sendo interrompidas por segmentos sem uma estrutura
secundaria definida. Portanto, o primeiro segmento em hélice na
molécula de hemoglobina é dito hélice A e, o primeiro segmento nao
helicoidal é dito AB, pois, encontra-se entre as hélices A e B. Um
pequeno segmento nao helicoidal precede a hélice A (N-terminal) e é
denominado NA, o segmento apds a ultima alfa-hélice (C-terminal) é
denominado HC.

O grupo heme é constituido por uma estrutura complexa na forma
de um anel, a protoporfirina, a qual esta ligado um Unico atomo de ferro
em estado ferroso (Fe?*). O atomo de ferro tem seis ligacdes de
coordenacao, quatro com atomos de nitrogénio, que fazem parte do
sistema do anel plano da porfirina, e duas perpendiculares a porfirina.
No estado Fe®*, o ferro liga o oxigénio de forma reversivel; no estado

Fe3*, ele ndo liga o oxigénio.



Tabela 1 - Identificacdo das estruturas secundarias dentro da seqiiéncia
primaria das cadeias o« e 5 da hemoglobina humana (Imai, 1982). A
indicagcao de uma letra indica hélices e duas letras indicam corners,
exceto NA e HC que indicam os residuos de aminoacidos na porcao

amino e carboxi terminal, respectivamente.

CADEIA ALFA CADEIA BETA

Hélice/ Do Ao Hélice/ Do Ao

Corner Residuo n° Residuo n° Corner Residuo n° Residuo n°
NA Vall Leu2 NA Vall Leu3
A Ser3 Gly18 A Thr4 Vall8
AB Alal9 B Asn19 Val34
B His20 Ser35 C Tyr35 Phe41
C Phe36 Tyrd2 CD Phe42 Ser49
CD Phe43 Ser49 D Thr50 Gly56
D His50 Gly51 E Asn57 Ala76
E Ser52 Ala71 EF His77 Thr84
EF His72 Ala79 F Phe85 Cys93
F Leu80 Ala88 FG Asp94 Val98
FG His89 Val93 G Asp99 His117
G Asp94 His112 GH Phel18 Phel22
GH Leull3 Phel17 H Thri123 His143
H Thr118 Ser138 HC Lys144 His146
HC Lys139 Argl41

Em diversas espécies existe uma grande variedade de estruturas
de hemoglobinas no nivel tercidrio e quaternario. A estrutura
quaternaria da hemoglobina humana apresenta grande numero de
interacdes nao covalentes entre subunidades diferentes. Segundo Perutz
(1978), na hemoglobina de cavalo os pontos de contato entre as cadeias
o e B sao basicamente hidrofébicos e podem ser de dois tipos. A
interface a1B:1 (e sua equivalente azB2) envolve mais de 30 residuos de
aminoacidos e é suficientemente forte para manté-las unidas. Essas
interacdes sao denominadas de contatos de empacotamento, e passam

por pequenas mudancas quando a molécula da hemoglobina muda de



conformacdo. A interface aif, (e a azp1) envolve 19 residuos. Esses sao
chamados contatos de deslizamento, pois apresentam as principais
mudancas quando a hemoglobina muda de conformacao. Essa interface
esta conectada indiretamente ao grupo heme, conseqlientemente
alteracdes estruturais nessa regidao sao transmitidas ao grupamento
heme e vice-versa. Uma mudanca estrutural dentro de uma subunidade
é traduzida em alteracdes estruturais nas interfaces entre as
subunidades e, por fim, uma mudanca conformacional da molécula
inteira. Dessa forma a ligagao de oxigénio ao grupo heme de uma das
subunidades é transmitida a outras partes distantes da molécula. As
interfaces entre as cadeias semelhantes (ala2 ou B1B2) sao menos

extensas e mais polares.

1.1.2 CONFORMACOES DA HEMOGLOBINA

A andlise de estruturas cristalograficas, obtidas por raios-X,
revelou dois estados conformacionais principais da hemoglobina: o
estado R e o estado T (Perutz, 1970). Apesar do oxigénio ligar-se a
hemoglobina em ambos os estados, no estado R ele apresenta uma
afinidade significativamente maior para a hemoglobina e estabiliza esta
conformacao no estado R. Experimentalmente, quando o oxigénio esta
ausente, o estado T é mais estavel e, portanto, é a conformacao
predominante da desoxihemoglobina. Historicamente, as denominacgdes
T e R referiam-se a “tenso” e “relaxado”, respectivamente, porque o
estado T é estabilizado por um ndmero maior de pares ibnicos, muitos
dos quais ficam na interface aiB2 (€ a2B1). A ligacdo de oxigénio a uma
subunidade de hemoglobina no estado T desencadeia uma mudanca da

conformagao para o estado R. Quando toda a proteina passa por esse



processo de transicao, a estrutura das subunidades individuais muda
pouco, mas os pares de subunidades off deslizam um pelo outro e fazem
uma rotacao, o que estreita a fenda entre as subunidades B. Nesse
processo, alguns dos pares de ions que estabilizam o estado T sdo
rompidos e alguns novos sdo formados. A transicgo T — R é
desencadeada por mudancas nas posicdes criticas das cadeias de
aminoacidos que envolvem o grupo heme. No estado T, a porfirina esta
levemente pregueada, levando o grupo heme a fazer uma pequena
protrusdao sobre o lado da histidina proximal. A ligagao de oxigénio leva
0 grupo heme a assumir uma conformagao mais planar, mudando a
posicao da histidina proximal e a hélice F ligada. Além disso, um residuo
valina da hélice E (Val E11) bloqueia parcialmente o grupo heme no
estado T e precisa deslocar-se para que o oxigénio se ligue. Essas
mudancas levam a ajustes dos pares de ions na interface a1paz.

Todas as ligagdes que estabilizam o estado T sao rompidas quando
a hemoglobina se encontra na forma oxigenada. A desoxihemoglobina é
estabilizada por ligagcdes salinas entre cadeias diferentes. Os
aminoacidos da regido carboxiterminal das quatro cadeias estdo
ancorados e participam das ligagbes salinas, por meio da cadeia
principal e das cadeias laterais. A forma T apresenta mais contatos na
regiao alp2 do que a forma R. Essas diferengas surgem devido ao
empacotamento dos dimeros.

Durante a oxigenacao, as grandes mudangas ocorrem nas areas
de contato entre os dimeros que se deslocam 15° um em relagdao ao
outro. As hélices B, C, G e H, que estao préximas a regido central, ficam
relativamente fixas nas duas subunidades. A regido das hélices C e D
também varia pouco. Os grupamentos heme, as hélices F, e as dobras
FG de ambas subunidades se movem em direcdo ao centro da molécula
tornando-se mais proximos. O movimento das dobras FG esta

relacionado com a mudanca de estrutura quaternaria, uma vez que



estas dobras fazem parte da interface al1p2.

I
His H(3
T state R state

Fig. 1 Hemoglobinas (PDB ID 1HGA e 1BBB) nos estados T e R,
respectivamente. Subunidades o (cinza) e subunidades  (azul).
Percebe-se o0 estreitamento da regido entre as subunidades B na
mudanca do estado T para o estado R (Lehninger, 2002).

1.1.3 O TRANSPORTE DE OXIGENIO

Nos pulmdes, uma molécula de hemoglobina é cercada por uma
alta concentracdao de oxigénio, condicdo favoravel para a ligacao deste
ion nesta proteina. Em tecidos ativos, a concentracdo de oxigénio é
menor, e neste caso a hemoglobina libera o oxigénio.

A ligagdo do oxigénio com a hemoglobina é do tipo cooperativa.
Segundo Riggs (1972) as modificagcdes que ocorrem na estrutura da
molécula de hemoglobina quando ela se liga ao oxigénio induzem
pequenas alteragdes na conformacao das subunidades de maneira que
guando ocorre a oxigenagao de um grupo heme, pode haver aumento
da afinidade do oxigénio de outro grupo heme que estd desoxigenado.

Isto significa que a ligagdo de uma molécula de oxigénio torna mais facil



a ligacao subseqliente de outras moléculas de oxigénio. Essa interacao
gue existe entre as subunidades, chamada de "cooperagao positiva",
capacita os 4 atomos de ferro, dentro de cada molécula, a interagir de
uma maneira fisiologicamente vantajosa, fazendo que cada molécula
realize o transporte de maneira eficiente: ou serdao transportadas 4
moléculas de oxigénio, ou nenhuma. Dessa forma, a resposta da
hemoglobina as necessidades de oxigénio de tecidos ativos é muito mais
rapida.

Outros fatores que influenciam na ligacdo da hemoglobina ao
oxigénio incluem o pH do plasma, os niveis de bicarbonato no plasma e
a pressao de oxigénio no ar, especialmente em elevadas altitudes. A
molécula de 2,3 difosfoglicerato (2,3-DPG) desempenha um papel
importante, pois se liga a hemoglobina e diminui sua afinidade por
oxigénio, promovendo sua liberacdo e permitindo a distribuicdo de mais
oxigénio aos tecidos em baixas tensdes de oxigénio. Este processo de

regulacao pelo 2,3-DPG é discutido com detalhes no item 1.1.5 a seguir.

1.1.4 O TRANSPORTE DE H" E CO»

Além de transportar dos pulmdes para os tecidos quase todo o
oxigénio necessario para as células, a hemoglobina transporta dois
produtos finais da respiracdo celular - H* e CO, - dos tecidos para os
pulmoes e rins, onde eles sao excretados.

A hemoglobina transporta o CO, por meio de dois mecanismos
diferentes. Diretamente por ligacao a sitios especificos e indiretamente
por alterar a solubilidade do CO; por um efeito na concentracdo do H*
sangue. O CO, ndo é muito soluvel em solucdo aquosa, e haveria a

formacdo de borbulhas desse gas nos tecidos e no sangue se ele nao



fosse convertido em bicarbonato. Diretamente, apenas 10% do CO, é
transportado dissolvido no sangue. Ele se liga como um grupo
carbamato ao grupo a-amino na extremidade amino-terminal de cada
cadeia de globina, formando carbaminohemoglobina. A
desoxihemoglobina apresenta uma afinidade maior por CO, que a forma
oxigenada. Dois sitios sao responsaveis por essa afinidade diferencial:
0s amino-terminais das cadeias a e B, cujos ambientes diferem nas
estruturas. Os carbamatos ligados também formam pontes salinas
adicionais que ajudam a estabilizar a desoxihemoglobina e promovem a
liberacdo de oxigénio. Uma conseqiiéncia termodindmica da alta
afinidade da desoxihemoglobina pelo CO, é que um aumento na
concentracdao de CO, causa uma diminuicao na afinidade de oxigénio da
hemoglobina. Esses dois efeitos aumentam a eficiéncia do transporte de
oxigénio e de COa,.

O mecanismo indireto de transporte de CO, € uma conseqiliéncia
do efeito Bohr. No efeito Bohr os ions hidrogénio estabilizam a
desoxihemoglobina e diminuem sua afinidade pelo oxigénio. A maioria
do CO, produzido pela oxidacdo de combustiveis organicos nas
mitocondrias € hidratado nos tecidos e no sangue formando
bicarbonato. Esta reacdo é catalisada pela anidrase carbdnica, uma
enzima particularmente abundante nos eritrocitos.

Essa reacdo produz H*, contribuindo para o efeito Bohr.

CO, + H,0 5 HY + HCO5"

A hidratagdao de CO; resulta em um aumento da concentragdao de
H* (uma diminuicdo do pH) nos tecidos. A concentragdo de H* presente
nos glébulos vermelhos modula a afinidade da hemoglobina ao oxigénio.

Em pH relativamente baixo e alta concentracao de CO, dos tecidos



periféricos ocorre a diminuicdo da afinidade da hemoglobina pelo
oxigénio e a liberacdo do mesmo nos tecidos. De maneira inversa, nos
capilares do pulmao, com a excrecao de CO, e a conseqliente elevagao
do pH, aumenta a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio e a proteina
liga mais oxigénio para poder transportd-lo para os tecidos. Assim,
guanto menor o pH da solugao onde se encontra a hemoglobina, menor
sera sua afinidade ao oxigénio, portanto, sera necessaria uma pressao
de oxigénio maior para saturar a hemoglobina.

A hemoglobina transporta para os pulmoes e rins cerca de 20% do
total de H* e CO, formados nos tecidos. O oxigénio e o H" ndo se ligam
ao mesmo sitio da hemoglobina. O oxigénio liga-se aos atomos de ferro
do grupo heme, enquanto o H* se liga a qualquer dos residuos de
aminoacidos da proteina que possam ser protonados.

Trés grupos contribuem para a maior parte do efeito Bohr: o
imidazol da histidina 146 das subunidades 3, 0 amino-terminal da cadeia
a € 15% da contribuicdo é dado pela histidina 122a. Quando protonada,
a histidina 146 forma um dos pares de ions - ao aspartico 94 - que
ajuda a estabilizar a desoxihemoglobina no estado T. O par i6nico
estabiliza a forma protonada da histidina, dando a esse residuo um pK,

anormalmente alto no estado T.

1.1.5 A INTERACAO DA HEMOGLOBINA COM FOSFATOS

ORGANICOS

Os eritrécitos dos vertebrados apresentam um papel importante
na regulacao do transporte de oxigénio por meio da producdo e do

controle da concentracao de intermediarios glicoliticos fosfatados, ou,



fosfatos organicos, que atuam como efetores alostéricos da
hemoglobina. O 2,3 difosfoglicerato (2,3-DPG) tem sido encontrado
como efetor alostérico da hemoglobina de mamiferos, anfibios anuros e
alguns ciclostomatas. Em aves e queldnios este efetor é o inositol
pentafosfato e em serpentes e peixes é a adenosina trifosfato e a
guanidina trisfosfato .

O 2,3-DPG liga-se a um sitio distante do sitio de ligagdo com o
oxigénio, na cavidade existente entre as subunidades B do estado T, e
regula a afinidade de ligacdo da hemoglobina para o oxigénio em
relacdo a pressao de oxigénio dos pulmdes. Essa cavidade é revestida
por residuos de aminoacidos com carga positiva, que interagem com os
grupos de carga negativa do 2,3-DPG. Diferentemente do oxigénio,
somente uma molécula de 2,3-DPG liga-se a cada tetramero da
hemoglobina. Ele diminui a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, pois
estabiliza o estado T. A transicao para o estado R torna mais estreita a
fenda de ligacao do 2,3-DPG, impedindo a ligacao deste. Na sua
auséncia, a hemoglobina é convertida para o estado R com maior
facilidade (Lehninger, 2002).

Tanto a oxihemoglobina e a desoxihemoglobina podem se ligar ao
2,3-DPG, mas a forma desoxigenada apresenta uma afinidade muito
maior pelo fostato (Fermi e Perutz, 1981). Quando ocorre esta ligagao, a
molécula de desoxihemoglobina é estabilizada e esta interagdo diminui a
afinidade da hemoglobina pelo oxigénio e permite sua liberacdo para os
tecidos. A auséncia do co-fator 2-3 DPG aumenta a afinidade da ligacao
entre a hemoglobina e o oxigénio, dificultando sua liberagcdao para os
tecidos.

A regulacdo da ligacdo do oxigénio a hemoglobina pelo 2,3-DPG
representa um papel importante no desenvolvimento fetal. Como o feto
precisa extrair oxigénio do sangue da mae, a hemoglobina fetal precisa

ter maior afinidade com oxigénio do que a hemoglobina materna. Nos
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fetos sao sintetizadas subunidades y em vez de subunidades B,
formando hemoglobina ayy,. Esse tetramero tem uma afinidade muito
menor com 2,3-DPG do que a hemoglobina normal do adulto, e assim,
uma afinidade maior com oxigénio.

Os eritrécitos de caninos, eqiinos, suinos e humanos apresentam
uma afinidade pelo oxigénio naturalmente alta, que é reduzida pela acao
do 2,3-DPG (Perutz e Fermi, 1993). Esse grupo normalmente apresenta
altas concentracoes de 2,3-DPG, no entanto, felinos e ruminantes
domésticos apresentam baixas concentragdes. Nos eritrocitos da maior
parte das espécies de mamiferos, o 2-3-DPG reduz a afinidade do
oxigénio pela hemoglobina. Devido ao fato das hemoglobinas das
espécies com alta concentracdo de 2,3-DPG apresentarem alta afinidade
pelo oxigénio, o 2,3-DPG é necessario no interior dos eritrécitos destas
espécies para diminuir a afinidade de ligacdo da hemoglobina com o
oxigénio e permitir sua liberacdo para os tecidos efetuando a

manutengdo da oxigenacao dentro de um intervalo fisioldgico.
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Fig. 2 Complexo do 2,3-DPG (em rosa) com a desoxihemoglobina
humana . PDB ID 1B86 (Richard e colaboradores, 1993).

1.1.6 A METAHEMOGLOBINA

A metahemoglobina é formada quando o Ferro da molécula heme

é oxidado do estado ferroso (Fe2t) para o estado férrico (Fe3t)
normalmente pela dissociacdo do anion superdxido da oxihemoglobina
(Hernandez, 1999). Em geral, na auséncia de oxigénio, devido a baixa
estabilidade da oxihemoglobina, ocorre a oxidacao, que envolve a
transferéncia de ferro para o composto oxidante, ocorrendo rapidamente
na auséncia de oxigénio (Bradberry, 2003).

O transporte de oxigénio depende da manutencao do estado de
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oxidacdo do ferro. Quando a hemoglobina estd oxidada a
metahemoglobina o Ferro do grupo heme é incapaz de se ligar de
maneira reversivel ao oxigénio ou monoxido de carbono, sendo o ligante
substituido por uma molécula de agua ou por uma ligacao covalente
com a histidina.

Diariamente, em animais normais, uma pequena parte da
hemoglobina contida nos eritrécitos sofre auto-oxidacdo e &
transformada em metahemoglobina. Entretanto, individuos normais
possuem, geralmente, no maximo 1% de metahemoglobina no eritrdcito
(Hernandez, 1999). Nestes individuos a metahemoglobina esta
constantemente sendo reduzida a hemoglobina (Figura 4) pela reacao
catalisada pela enzima metahemoglobina redutase dependente de NADH

proveniente da glicélise como cofator.

METAHEMOGLOBINA METAHEMOGLOBINA NAD
REDUTASE REDUZIDA (+H)
HEMOGLOBINA METAHEMOGLOBINA NADH

REDUTASE OXIDADA

Fig. 3 Representacao simplificada da via da metahemoglobina redutase.

Esta transformacdo pode acontecer também nos cristais de
oxihemoglobina, sem mudanca na estrutura cristalina, exceto por
moléculas de solvente, que presumivelmente se ligam a cada um dos
ferros do grupo heme (Antonini, 1971).

Em relagcdo a estrutura quaterndaria da metahemoglobina foi
confirmado por Baldwin e Chothia (1979) que a estrutura é
praticamente a mesma da hemoglobina em conformacao R, ja que a
alteracdo observada é a troca do ligante sem alterar a cadeia

polipeptidica.
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1.1.7 ESPECIES ESTUDADAS

Canidae é uma familia de carnivoros semelhantes ao cao
doméstico que inclui 16 géneros e 36 espécies (Nowak, 1999). Apesar
de varios estudos de sistematica, inclusive usando seis loci nucleares
(Bardeleben, 2005) e DNA mitocondrial (Wayne e colaboradores, 1997),
a relacao entre algumas espécies da familia Canidae permance sem
resposta. Como exemplo, a relagao entre a monofilia de Cerdocyon
thous e Atelocynus microtis, e o posicionamento filogenético de
Pseudalopex vetulus.

Segundo Dalponte e Courtenay (2004), a Pseudalopex vetulus
pertencia ao género Lycalopex, que foi reduzido a um subgénero de
Dusicyon, e depois agrupada no género Pseudalopex. Segundo Wayne e
colaboradores (1997), a diferenca de Pseudalopex e Lycalopex nao
reflete muito a diferenciagdo genética. Na auséncia de diferencas
morfoldgicas aprecidveis, os autores sugeriram que as espécies formam
um Unico género. Além disso, Pseudalopex vetulus e Cerdocyon thous
apresentam uma distancia filogenética de 0,101. Essa é a segunda
maior relacdo genética de proximidade entre os canideos (Wayne e
colaboradores, 1987).

Estudos evoluciondrios tém comprovado que cdes (Tsuda e
colaboradores, 1997) e canideos sul-americanos (Wayne e
colaboradores, 1987) sao geneticamente proximos e possuem como
ancestral comum um tipo de lobo. Esta proximidade genética é
reafirmada pela conhecida possibilidade de intercruzamento entre os
géneros de caninos.

A seqiiéncia da hemoglobina de cdo (Canis familiaris) (Brimhall e
colaboradores, 1977) esta depositada no banco de seqliéncias SWISS-
PROT (HBA_CANFA, n°P01952 para a cadeia alfa e HBB_CANFA
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n°P02056 para a cadeia beta). Esta hemoglobina apresenta uma dupla
possibilidade na ocupacao da posicao 130 da cadeia o: alanina ou
treonina ocupam esta posicao na proporcao de 1:2 (Runkel e
colaboradores, 1974). A seqliéncia da hemoglobina de coiote (Canis
latrans), assim como o segmento correspondente na hemoglobina de
lobo, ja foram determinadas (Runkel e colaboradores, 1974). Essas
seqliéncias ndo apresentam esta variabilidade (somente a Thr130a foi
encontrada), embora nao se possa afirmar que esta duplicidade
somente € encontrada em cdes, uma vez que poucos espécimes dos

géneros citados foram estudados.

1.1.8 JUSTIFICATIVA

A falta de controle da disseminacao de doencas infecciosas, como
o HIV e a hepatite, que geralmente tem acometido varios individuos por
meio da transfusdao sanguinea tem motivado estudos que visam a busca
por um substituto que desempenhe as funcdes do sangue,
especialmente de transporte de oxigénio (Winslow, 1995). Além disso,
varias outras doencas que podem ser transmitidas por ingestao de
alimentos contaminados ou mesmo por transfusao sanguinea, como
exemplo as doengas transmitidas por prions, ainda nao sao controladas
e nem existem testes adotados pelos bancos de sangue para o controle
da disseminagao desta doenca.

Os problemas envolvidos no processo de transfusdao sanguinea e o
alto custo envolvido em coletar e armazenar sangue humano, além do
continuo aumento na demanda e a crescente diminuicdo do estoque

sanguineo, sdo outros motivos que contribuem para a busca e
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desenvolvimento de sangue artificial, mais precisamente, de carreadores
de oxigénio que possam realizar o mesmo papel da hemoglobina.

O sangue artificial ideal deve ser seguro, livre de contaminacgdes e
riscos de transmissao de doencas. Deve ser amplamente compativel
com o corpo humano (sem incompatibilidade) e incapaz de desencadear
alergias, deve ser capaz de transportar oxigénio pelo corpo e libera-lo
onde necessario. Além disso, precisa apresentar um longo tempo de
permanéncia vascular, e ser estavel, para ser conservado por um
periodo prolongado, e, principalmente, estavel quanto ao efeito da
temperatura. Além destas caracteristicas, a osmolaridade, viscosidade e
transporte de oxigénio devem ser preservadas e as amostras obtidas
devem apresentar preferencialmente custos reduzidos na produgao e
capacidade de producao em larga escala (Tanaka e Tanaka, 2003).

Embora varios produtos desenvolvidos tenham sido considerados
satisfatorios para o uso, baseando-se em ensaios pré-clinicos e clinicos
1 e 2, a comprovagao da sua eficiéncia tem sido muito dificil (Goorha et
all, 2004).

Hemopure ®, um conjugado de hemoglobina bovina com
polietilenoglicol 250, est4 em estudo na fase clinica 3 na Africa do Sul e
foi aprovado para o uso em pacientes anémicos neste pais, onde 40%
da populacao é portadora do HIV. Nos Estados Unidos, foi conseguida
autorizacao do FDA para a comercializacao do Hemopure com a
finalidade de tratamento de sinais e sintomas de anemia aguda em
pacientes submetidos a cirurgias ortopédicas. Esse € o maior estagio
alcancado por um carreador baseado em hemoglobina para uso
humano.

Uma amostra de hemoglobina pura em solugdao ndo é eficiente no
transporte de oxigénio, pois fora da hemacia no corpo humano, esta
proteina se dissocia em dimeros e mon6meros e é rapidamente filtrada

pelos rins. Para evitar as inconveniéncias descritas com a hemoglobina
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livre, e com intuito de obter um substituto sangliineo ideal, a molécula
de hemoglobina foi modificada para prolongar seu tempo de meia vida
intravascular, diminuir a eliminagao renal, e manter a afinidade normal
pelo oxigénio. As modificacdes apresentadas foram: ligacao
intramolecular, conjugacdao ou polimerizacdo da molécula de
hemoglobina com dados obtidos a partir de estudos existentes de
hemoglobinas defeituosas (Tanaka e Tanaka, 2003).

Atualmente ndo existe um método racional para a selegao de
modificacdes que possibilitem a busca de novos produtos. Também
ainda ndao foram determinadas as condigOes ideais de armazenamento
do material, pois a proteina precisa manter suas caracteristicas por
tempo superior ao prazo de validade do sangue coletado por doadores.

A hemoglobina é uma proteina estudada ha muito tempo mas
esses estudos tém sido fundamentados na analise da fungdao, por meio
de experimentos de medida de saturacao de oxigénio. Existem poucas
informacgOes na literatura sobre os parametros de estabilidade dessa
proteina em diferentes condigbes desnaturantes, como ela se comporta
em contato com agentes estabilizantes, e até hoje ainda restam duvidas
sobre o processo de desnaturacao. Drzazga e colaboradores (2001)
caracterizaram a desnaturacdao da hemoglobina como sendo um
processo de 2 estados em solugao aquosa, e 3 estados em solugao
salina. Michnik e colaboradores (2005) afirmaram ser dificil a escolha de
um modelo apropriado para a desnaturacdo da hemoglobina. Além
disso, hemoglobina é uma proteina altamente conservada que apresenta
estabilidade estrutural muito variada. Algumas hemoglobinas sao mais
estaveis em pH acido, com formagao de intermediarios na desnaturagao
(Kristinsson, 2002) e outras sao mais estaveis em pH basico
(Kristinsson e Hultin, 2004). Portanto, as informacOes da estabilidade
estrutural de hemoglobinas de mamiferos baseado em dados obtidos de

hemoglobina humana nem sempre sao satisfatérias.
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Para uma busca de um substituto eficiente do sangue e de seus
derivados, € necessario realizar um estudo minucioso que consiste em
determinar a estrutura tridimensional da hemoglobina e analisar a
influéncia de cada residuo de aminoacido na manutencao da estrutura
tridimensional, no transporte de oxigénio e na estabilidade da molécula.
Dessa forma, é possivel determinar quais os residuos sao melhores
candidatos para realizar a modificacdo necessaria que podera contribuir
para melhor estabilizacao da hemoglobina.

Além do enfoque de estudo basico na area de biofisica molecular
estrutural, esse trabalho se encaixa dentro dos objetivos dos estudos
associados a elucidacdo da estrutura tridimensional e analise da
estabilidade estrutural das hemoglobinas, na busca de elucidar possiveis
candidatos a modificacdo estrutural para a producdao de carreadores
artificiais baseados na relacao estrutura vs estabilidade estrutural desta
proteina, e estudo das condicdes de conservacao e armazenamento.

Esse trabalho é um modelo de estudo da relagdo estrutura e
estabilidade de proteinas, especialmente para as hemoglobinas.
Atualmente existem 381 estruturas tridimensionais de hemoglobinas
disponiveis no Protein Data Bank (PDB), mas poucos sao os dados sobre
a estabilidade estrutural dessas proteinas.

Todo esse trabalho teve inicio com a cooperacao do Dr Carlos
Bloch Jr. que disponibilizou material e informacdes pertinentes, a partir
de um projeto desenvolvido pelo Ms Vladimir Costa Silva, que visou
estabelecer um método de reconhecimento de espécies de flebétomos e
relacionar o vetor e o reservatério destes flebétomos de modo a mapear
as areas endémicas da leishmaniose (dissertacdo apresentada em 4 de
agosto de 2006).

A hemoglobina de C. thous , objeto de estudo dessa dissertacao,
foi a segunda proteina cristalizada pelo nosso grupo de pesquisa em

biofisica estrutural, coordenado pela Dra Sonia M. de Freitas, e a
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obtencao do seu cristal correspondeu a uma oportunidade Unica para o
desenvolvimento desse trabalho no Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS - Campinas, SP-Brasil). A resolugdao da estrutura
cristalogréfica dessa hemoglobina é o primeiro trabalho apresentado na
pos-graduacao em biologia molecular da UnB na area de cristalografia
de proteinas. Esse trabalho representa um marco no desenvolvimento
dessa linha de pesquisa no laboratério de biofisica da UnB e na
formacdo de pessoal com treinamento e conhecimento necessario para a
coleta de dados e refinamento de estrutura de proteinas determinada
por difracao de raios-X. Esse trabalho foi realizado devido a associagao
da Prof Dra Sonia M. de Freitas ao LNLS como usuaria e coordenadora
de um dos grupos da Rede de Biologia Molecular Estrutural (RENABIME)
e da colaboragcao do Dr Joao Alexandre G. Barbosa (um dos

coordenadores desta rede no LNLS).

2.0BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Este trabalho visa a resolucao da estrutura tridimensional por
difracdo de raios-X da hemoglobina de C. thous e a andlise da
influéncia de cada residuo de aminodcido na manutencdao da
estrutura tridimensional e na estabilidade da molécula, além da
caracterizacao estrutural comparativa de hemoglobinas de C.

thous e P. vetulus.

19



2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Purificacdao das hemoglobinas de C. thous e P. vetulus.

e Cristalizacao das hemoglobinas de C. thous e P. vetulus.

e Coleta de dados dos cristais de hemoglobina na linha de raios-X
MX1-D03B do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS).

e Processamento dos dados cristalograficos e determinacao dos
parametros da rede cristalina.

e Refinamento e anadlise comparativa do modelo da estrutura
tridimensional da hemoglobina de C. thous.

e Caracterizagao fisico-quimica em meio desnaturante por técnicas
de dicroismo circular e fluorescéncia.

e Determinacdao dos parametros termodinamicos por ensaios de
desnaturacao por dicroismo circular e fluorescéncia.

e Determinar a termoestabilidade das proteinas.

e Estudar o efeito do pH na estrutura das proteinas.

e Estudar a dependéncia do pH na desnaturacao térmica.

e Andlise comparativa da estabilidade das hemoglobinas estudadas.

e Anadlise comparativa das diferencas da estrutura tridimensional da
hemoglobina de C. thous e outros vertebrados.

e Analise da influéncia de cada residuo de aminoacido na
manutencao da estrutura tridimensional da hemoglobina de C.
thous.

e Andlise da influéncia de cada residuo de aminoacido na
estabilidade da molécula de hemoglobina de C. thous

e Analise do efeito do CTAB nas hemoglobinas.

20



3 METODOS

3.1 OBTENCAO DO SANGUE

O sangue de C. thous e P. vetulus foi coletado segundo o comité
de ética da Universidade Federal do Piaui em pequenos frascos contendo
EDTA, mantendo-o refrigerado. Este material foi cedido pelo Ms Viadimir
C. Silva e seu orientador de mestrado na época, Dr Carlos Bloch Jr. A
seguir o sangue foi lavado 3 (trés) vezes com solucao salina 150 mM.
Os eritrocitos foram coletados por meio de centrifugacdo (5000g 15 min
40C) e os hemolisados foram preparados por lise dos eritrécitos com 4
volumes de &agua, seguido por uma segunda centrifugacao (120009
30min 4°C). A seguir, o material foi fracionado com sulfato de amoénio
80% para precipitar a hemoglobina e o material foi dialisado por 24
horas a 4°C para remover os sais. Este extrato foi liofilizado para as

etapas de purificacao.

3.2 PURIFICACAO DA HEMOGLOBINA

A hemoglobina foi purificada por cromatografia de exclusao
molecular em coluna com Sephadex G-100 (2.5 x 90 cm), eluindo em
50 mM Tris-HClI pH 8.0 com um fluxo de 40ml/hr. A presenca da
hemoglobina foi acompanhada espectofotométricamente em 280 nm e
410 nm. O material correspondente a hemoglobina foi dialisado e

liofilizado.
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O grau de pureza da proteina foi verificado por eletroforese em gel
de poliacrilamida 13%, em condicdes desnaturantes (SDS) corado com
comassie blue.

A purificacdo é um ponto importante para a qualidade dos
experimentos de cristalizacdo. Para este procedimento, a proteina deve

estar pelo menos 97% pura.

3.3 CRISTALIZACAO DA HEMOGLOBINA

A elucidacdo da estrutura tridimensional de proteinas pelo método
cristalografico esta condicionada a obtencdao de cristais de tamanho e
qualidade que possibilitem a coleta de dados em difratbmetros
apropriados. Os principais fatores que podem influenciar e promover a
cristalizacdao de proteinas sdo: pH, forca i6nica, concentracao dos
precipitantes (sal, polimero, reagente organico volatil e ndo volatil),
aditivos (cations, anions, detergentes, agentes caotrdpicos, e outros),
temperatura e flutuacdoes de temperatura, vibragbes, volume da
amostra, contaminagao por microorganismos, presenca de material
amorfo, protedlise, pressao, viscosidade da solugao estoque de proteina,
detergentes, concentracdao da macromolécula, metais e outros ions
especificos, pureza da amostra, e outros. A procura da melhor condigao
experimental para a obtencao de cristais envolve tempo e depende de
todas as variaveis acima citadas.

Dentro desse raciocinio, foi proposto o método da matriz esparsa
(Jancarick & Kim, 1991) onde diversas condicdes diferentes sao
tentadas para se cristalizar a macromolécula bioldgica. O método da
matriz esparsa possui trés categorias de parametros que afetam a

cristalizacdo como varaveis principais, sdo estes: pH e tampodes, aditivos
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e agentes precipitantes, e foram escolhidos os componentes que tinham
sido provados como o0s mais adequados para a cristalizacao de
macromoléculas em experiéncias passadas. Por tentativa e erro a matriz
foi simplificada eliminando-se as condigcdes que podem ser parcialmente
representadas por resultados de outras condigdoes (Azevedo, 2004).

A empresa Hampton Research, (USA) simplificou o método
original, e disponibiliza kits especificos de condicdes de cristalizacao,
que foram utilizados para a realizacao deste trabalho.

Assim, um numero limitado de condicbes de cristalizacdo foi
tentado, usando-se pequenas quantidades de proteina. Para um
primeiro ensaio sdo necessarios aproximadamente 5-10 mg de proteina.

Existem muitas técnicas para a cristalizacdo de macromoléculas
biolégicas, todas tém como objetivo trazer a solugdo da macromolécula
bioldgica a um estado de supersaturacao.

O método utilizado neste trabalho, e também o mais comum, foi o
método de difusdo de vapor. Neste método uma gota (sentada,
pendurada ou sanduiche) contendo a proteina a ser cristalizada em
tampdo com o agente de cristalizacao e aditivos é equilibrada contra um
reservatorio contendo a solucdao do agente de cristalizacgdo a uma
concentracdo mais alta do que na gota, na fase de vapor, a temperatura
controlada, num meio completamente fechado e sem vibracoes
externas. O equilibrio prossegue lentamente por meio da difusdao até
gue a pressao de vapor na gota se iguale aquela do reservatério. Isto
leva a uma diminuicao do volume da gota, e conseqlientemente a um
aumento na concentracdo da proteina. Durante esse periodo de
equilibrio da concentracao de precipitante nas duas fases, a proteina é
trazida a um estado de supersaturagcdo, um estado que ¢é
termodinamicamente instavel, no qual pode se desenvolver uma

organizacgao cristalina.

23



Neste trabalho esse processo foi realizado em uma sala com
temperatura controlada a 21°C. Uma gota contendo 1 puL de proteina em
solugao aquosa na concentracao de 20 mg/mL foi misturada a 1 puL de
solucdo do reservatério e foi equilibrada contra 300 uL dessa mesma
solucdo do reservatorio. O acompanhamento do experimento foi
realizado por meio da observacao das gotas em lupa, nas placas de
cristalizacao lacradas, com a menor perturbacdo possivel. A partir da
observacdao dos resultados preliminares destes experimentos, foi
possivel determinar que tampao, aditivo e agente precipitante seriam os
mais favoraveis. A partir dai, as condicdes que apresentaram cristais
foram submetidas a sucessivos melhoramentos até se conseguir cristais

de tamanho maior que 0,2 mm x 0,2 mm

3.4 COLETA E PROCESSAMENTO DE DADOS DE DIFRACAO POR

RAIOS-X

A coleta de dados foi realizada na linha MX1-D03B do Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron a A = 1.427 A. Os cristais foram banhados
em uma solugcao crioprotetora formulada baseado nas condicdes de
obtencao de cada cristal, composta por 0.1 M Hepes Na pH 7.5, 25% de
PEG 4000 e 5% de glicerol e sé entdo montados em loops de nylon. A
coleta foi feita com o cristal resfriado instantaneamente num fluxo de
nitrogénio gasoso a ~100 K. Isto permitiu a reducdo dos efeitos danosos
da radiacao direta e aumentou o tempo de vida do cristal. Dessa forma
ha um melhor aproveitamento do material, pois apenas um Unico cristal
pode fornecer dados suficientes para a resolugao da estrutura e nao é
preciso realizar a integracao com dados de cristais diferentes. Assim,

cada conjunto de imagens geradas de um cristal forma um conjunto de
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dados a ser analisado. E possivel realizar varias coletas e escolher o
melhor conjunto de dados. Além disso, os dados coletados a frio
apresentam melhor qualidade, pois o resfriamento mantém o nivel de
organizacao interna do cristal, necessaria para uma boa coleta de dados,
preservacao da rede cristalina, informacgdo expressa nos resultados pela
mosaicidade.

Para a coleta foi utilizado um detector MarCCD 165 mm. A
distancia do detector ao cristal foi regulada de forma a chegar o mais
proximo possivel da melhor resolucdo, limitada pela qualidade do cristal.

De posse das primeiras imagens foi possivel realizar a indexagao
com o programa HKL2000 (Otwinowski & Minor, 1997) e determinar o
grupo espacial, as dimensdes e orientacao da célula unitaria, e estimar a
mosaicidade. A partir da medida da distancia e dos eixos da rede
reciproca do padrao de difracdo é possivel determinar o tamanho e os
eixos do cristal no espaco real. Esse passo é necessario para planejar
uma estratégia de coleta de dados eficiente, minimizando o tempo e
maximizando os resultados. Na indexacao ocorre a identificagao dos
pontos e a determinacao do indice de Miller de cada ponto.

O método de oscilacdo foi utilizado para a coleta, sendo o cristal
rotacionado a cada 1° com o objetivo de coletar o maximo de reflexdes
possiveis, visando propiciar uma maior completeza de dados. A
completeza, expressa nos dados apds a indexacdo e integracdo dos
dados, representa a porcentagem do numero de reflexdes observadas
em relacdo ao numero de reflexdes possiveis para uma determinada
resolucdao, que estd limitada pela qualidade do cristal. Uma completeza
de 100% ¢é o resultado desejavel, com a maioria das reflexdes medidas
varias vezes.

No processo de integracdo é quantificada a intensidade do ponto,
retirando-se a contribuicao proveniente da difracao do solvente. Cada

imagem em um mesmo conjunto de dados tem intensidades gravadas
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em uma escala diferente umas das outras, por diversos motivos como a
variagao na radiacao incidente, absorcao dos raios difratados ou
destruicdo do cristal. Portanto, & necessario colocar todos os pontos em
uma mesma escala. Apds esse passo pode ser realizada a fusdao dos
dados: os pontos com o mesmo indice de Miller sdo somados. Os pontos
que foram agrupados como reflexdes equivalentes simétricas de
diferentes imagens terdo suas intensidades somadas. Apds esse
processo, foram obtidos parametros para determinar a qualidade do
cristal, representado pelos parametros da rede cristalina.

Todas as medidas de um mesmo ponto deveriam ter a mesma
intensidade, mas na pratica isso nao acontece. O Rmerge € UM parametro
de concordéancia entre as varias medidas de intensidade de uma mesma
reflexao de imagens ou conjunto de dados diferentes, que indica o
quanto elas concordam ou discordam. Rsym por sua vez, € um parametro
gue relaciona, da mesma forma, as medidas de intensidade de reflexdes
simetricamente relacionadas de imagens ou conjunto de dados
diferentes (McRee, 1993).

A difracdo de raios X por um cristal é o resultado da interacdo
entre a radiacdo eletromagnética e os elétrons dos atomos. Os elétrons
oscilam devido a atuacao do campo elétrico, na mesma freqiéncia deste
campo, tornando-se fontes de ondas secundarias que sofrem
interferéncia.

A expressao que descreve a onda espalhada pela célula unitaria do

cristal € denominada fator de estrutura, mostrada a seguir.

F=A, exp(2iyz%) 1+ exp(ZIT”(p+q)) (1)

Para determinar a estrutura atomica de uma molécula é

necessario descobrir como esta distribuida a densidade eletronica de
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todos os atomos e heterodtomos na molécula e no solvente.
Conhecendo completamente o fator de estrutura F(h) podemos calcular

a funcdo de densidade eletronica, p(r):

p(r) =, ZLEF(h)exp(-2izr.h) 2)

1
V
Entretanto, escrevendo (1) de outra forma:

F(h) = [F(h)| e

(3)

Em um experimento de difragdo medimos apenas intensidades I
(h) = |F(h)|2, enquanto que as fases do Fator de Estrutura sdo
perdidas, o que nos impede de calcular diretamente p(r) a partir do
padrao de difracdo do cristal. Este é o problema central da cristalografia,
o chamado problema das fases. S3o necessarios artificios para se
conseguir obter a densidade eletronica. Um destes procedimentos,

descrito a seguir, € o método de substituicdo molecular.

3.5 CONSTRUCAO E REFINAMENTO DO MODELO DA ESTRUTURA

TRIDIMENSIONAL DA HEMOGLOBINA

Partindo da observacdo de que moléculas com seqléncias
primarias homodlogas apresentam enovelamentos similares, o

conhecimento destas moléculas estruturalmente conhecidas, permite
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simular um experimento com um modelo inicial do cristal a ser
resolvido, e deste modelo obter as informagdes necessarias sobre a fase
da radiacao difratada pelo cristal real. Este método de resolugao do
problema da fase é o chamado Método da Substituicdo Molecular, que
foi utilizado neste trabalho com a estrutura da hemoglobina do lobo-
guara (PDB ID: 1FHJ] - Fadel, 2003) como modelo inicial, utilizando o
programa MOLREP do pacote CCP4 (Vagin, 1997).

O primeiro passo a ser resolvido deve ser a colocacao do modelo
na mesma posicdo que a molécula real ocupa na sua rede cristalina.
Este procedimento implica em movimentos de rotacao e de translagao
do modelo, cujas coordenadas espaciais de seus atomos referem-se ao
seu posicionamento no proprio cristal. Este procedimento deve ser
realizado utilizando a intensidade da radiagao difratada como
direcionador. O posicionamento da molécula modelo na nova célula
unitaria é feito em duas etapas: a primeira de rotacdo, quando a
orientacdao da molécula modelo em relacdo a molécula desconhecida é
determinada e a segunda de translacdao, quando as moléculas ja estao
corretamente orientadas sao sobrepostas. O principio da Substituicao
Molecular é a sobreposicao das fungdoes de Patterson (“conjunto de
vetores interatdmicos”) do modelo e da estrutura de interesse a fim de
orientar o modelo na nova rede. A expressao que relaciona a fungao de

Patterson esta descrita a seguir.

P(U) - .[vol.cel. ,O(I'),O(I’ + U)dV (4)

Como p(r) é uma fungao atdmica, ou seja, com picos bem
definidos centrados nas posicoes de cada atomo, P(u) somente assumira

valores diferentes de zero quando os vetores u (u,v,w) forem iguais a
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vetores interatdmicos. De posse das distancias interatdmicas é possivel
calcular as funcdes de rotacao e translacgao.

Na busca dos valores maximos das funcdes de rotacdo e
translacao, sao calculados fatores de correlagcdao para as diferentes
posicoes da molécula modelo ao longo da nova célula unitaria. O método
de Substituicdo Molecular terd encontrado uma solugao para o problema
quando um conjunto de angulos de rotacdo e vetor translacao fornecer
um fator de correlacao que contraste significativamente com os demais
(McRee, 1993).

Apds a resolucao do problema de fase e construgdao do primeiro
mapa de densidade eletronica, os residuos de aminoacidos diferentes do
modelo foram substituidos pelos residuos da hemoglobina de C. thous
usando o programa “0O” (Jones et al., 1991). O método de Simulated
annealing (aquecimento do sistema molecular seguido de resfriamento
lento) foi realizado com o programa CNS (Bringer, 1998) apenas no
primeiro ciclo de refinamento, visando a acomodacao inicial e energética
dos atomos a densidade eletrbnica.

O método de Simulated annealing simula a dindmica molecular de
um sistema, elevando-o até altas temperaturas e resfriando o sistema
gradualmente até a temperatura ambiente. A idéia principal do método
€ aquecer a molécula para que os atomos adquirirdo altas velocidades e
energias cinéticas suficientes para vencerem as barreiras de potencial
energético e, quando a temperatura chegar a temperatura ambiente, a
estrutura tenha alcancado o seu minimo energético, com convergéncia
maxima (McRee, 1993).

Cada refinamento realizado com o programa CCP4 foi seguido por
uma intervencao manual, utilizando o programa grafico "O” (Jones et
al., 1991) para ajustes da geometria da molécula, otimizacdo dos
angulos das cadeias laterais, otimizacdo das dimensfes das ligagoes

covalentes, enquadramento da cadeia principal e cadeias laterais no
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mapa de densidade eletrbnica seguindo o padrdao das dimensdes das
ligagdes, ajustes do mapa de densidade eletrbnica para as densidades
negativas e positivas. Apds varios ciclos de refinamento, as moléculas
de dgua foram adicionadas com o programa REFMAC (Murshudov et al.,
1999) do pacote CCP4. Todas as interacdes das aguas com a interface
molecular e o solvente foram otimizadas considerando-se as dimensodes
das ligacdes de hidrogénio. Os heteroatomos de sulfato (Kleywegt and
Jones, 1998 - http://xray.bmc.uu.se/hicup/), provenientes da solugao
de cristalizacao, foram inseridos em seus mapas de densidade eletronica
correspondentes, seguidos de varios ciclos de refinamento usando o
programa REFMAC.

Refinamento é o processo de encontrar uma melhor concordancia
entre o modelo proposto para a estrutura da molécula e a sua estrutura
real. Esta concordancia deve refletir numa igualdade entre os fatores de
estrutura calculados (Fcac) e os fatores de estrutura observados (Fops).

O acompanhamento da qualidade deste processo é feito por meio
do calculo do fator R (Rfactor) durante o processo. Como R pode ser
minimizado artificialmente e levando em consideracao a redundancia
dos dados de raios X, uma pequena porcentagem das reflexdes sao
excluidas do refinamento e utilizados como um conjunto de teste no
calculo de um novo fator R chamado Rsee, que é isento de minimizacao
artificial. Todas as etapas do refinamento foram monitoradas nos
arquivos .log do CCP4, com énfase para os valores da convergéncia dos
fatores de estrutura para valores compativeis para estruturas de

qualidade estrutural (Rfactor < 20% € Rfree 0 Mais préximo do valor do
Rfactor)-
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3.6 ANALISE DO MODELO OBTIDO DA  ESTRUTURA

TRIDIMENSIONAL DA HEMOGLOBINA

O arquivo pdb gerado no ultimo ciclo do refinamento, com os
valores de Rractor € Riree CONnvergidos para os valores padronizados para
estruturas de alta resolucao, foi avaliado quanto aos varios parametros
de qualidade estereoquimica, utilizando o programa PROCHECK

(Laskowski et al., 1993) e o site do PDB (www.rcsb.org/pdb) com os

programas de validacao da estrutura tridimensional. Varias informacodes
estruturais e as condicdes de cristalizacao, coleta e refinamento foram
fornecidas ao PDB. De acordo com a avaliagao dos consultores do PDB
as coordenadas atémicas da hemoglobina foram depositadas.

A estrutura tridimensional foi comparada a outras hemoglobinas
por meio do alinhamento estrutural realizado com o programa LSQKAB,
do pacote CCP4. Para decidir qual estrutura utilizar-se nas comparacgoes
tomou-se como parametro o valor das posicOes relativas dos atomos da
cadeia principal, a partir do calculo do r.m.s.d. (root mean square
deviation). A partir desses dados, a analise estrutural foi realizada
utilizando o programa de visualizacao molecular PYMOL (DeLano, 2002)
com o foco nos residuos presentes nas regides de contato e os residuos

gue eram diferentes, independentemente da sua posicao na molécula.

3.7 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

O estudo de estabilidade estrutural monitorado por fluorescéncia
foi realizado pelas andlises estruturais dos processos de desnaturacdo

sob o efeito dos agentes desnaturantes cloridrato de guanidina e uréia.
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O acompanhamento dos espectros de emissao fluorescente foi feito em
um intervalo de 300 a 400nm, usando um comprimento de onda de
excitacao de 288 nm e com abertura adequada do “slit” para otimizacgao
da intensidade do sinal e da relagao sinal/ruido.

Os experimentos de fluorescéncia foram realizados no fluorimetro
ISS K2 do LNLS equipado com sistema de controle de temperatura com
circulacdo de agua. Os experimentos de estabilidade foram realizados
com a proteina na concentracdao de 0,1 mg/mL com adicdo de cloridrato
de guanidina (GdnHCI) em concentracdes crescentes de 0 a 6 M e uréia
em concentragoes de 0 a 8 M, com medidas realizadas a cada 0,2 M,
considerando-se os valores para as fragdes de moléculas que atingem os
estados de transicao e pods-transicao conformacional. As solucdes de
proteina nestes desnaturantes foram deixadas por 24 horas para
equilibrar as formas nativas e desnaturadas.

As medidas foram realizadas em solucdes de pH 2.0 (cloreto de
potassio 10 mM), pH 6.0 (acetato de sédio 10 mM) e pH 10.0 (acido 3-
ciclohexilamino-2-hidroxi-1-propano-sulfénico, CAPSO 10 mM).

As curvas de transicao foram ajustadas de acordo com o modelo
de dois estados e normalizadas de acordo com a calibragao do aparelho
realizada por uma solucgao livre de proteina nas mesmas condigdes.

A fracdao de proteina presente no estado desdobrado (fy), a
constante de equilibrio (K) para estas transicbes e os valores dos
parametros termodinamicos que caracterizam a estabilidade estrutural

foram calculadas de acordo com as seguintes equagoes:

fu=(yr-y)/ (Yr - yU) (5)

K=[U]/IN]l= fu/ (1 -fo) =(ye-y)/(y-yu) (6)

AG=-RTInNK =-RTIn[(yr-VY)/ (y - yu)] (7)
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onde yr e yy representam as fracdes de proteina que estdo no estado
nativo e desnaturado, respectivamente. A estabilidade da proteina na
auséncia de desnaturante (AGhzo) foi calculada a partir do grafico AGy vs

[D], ajustada de acordo com a equacgao (8):

AGy = AGh2o - m[D] (8)

3.8 ESPECTROSCOPIA DE DICROISMO CIRCULAR

Os experimentos de dicroismo circular (CD) foram realizados em
um espectropolarimetro JASCO J]-810 cuja temperatura da camara da
cubeta é controlada por sistema tipo Peltier PFD 425S. Os dados foram
coletados utilizando-se varredura de 50 nm/min e intervalo de dados de
0,5 nm. O programa utilizado para registro e tratamento dos dados foi o
Spectra Manager (JASCO), com o auxilio do programa Origin Pro 7.0
(OriginLab Corporation).

As elipticidades a 222 nm, das solugdes de proteina em guanidina
e uréia descritas acima, foram medidas em cubetas de quartzo de 0,1
cm. Cinco medidas consecutivas foram acumuladas e foi utilizada a
média dentre estes cinco espectros.

A dependéncia do pH foi analisada em diferentes condicdes. Para
obtencao destas curvas foram consideradas condicoes diferentes de pH
no comprimento de onda UV distante (190 a 260 nm). Este efeito do pH
foi observado em 15 diferentes condicdes em um intervalo variando de
pH 3.0 a pH 10.0, com medidas realizadas a cada 0.5. As solucdes

utilizadas foram: 2 mM de citrato de sddio, pH 3.0; 2 mM de acetato de
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sédio, pH 3.5 a pH 5.5; 2 mM de cacodilato de soédio, pH 6.0 e pH 7.5; 2
mM bis-tris-propano, pH 8.0 a pH 9.0 e 2 mM CAPSO, pH 9.5 a pH 10.0.

Ensaios de desnaturagdao térmica foram realizados elevando-se a
temperatura de 20 a 95°C, permitindo o equilibrio por 5 minutos antes
de realizar as medidas. A dependéncia do pH na desnaturagao térmica
foi analisada em diferentes condicdes em um intervalo variando de pH 3
a pH 10, realizando-se medidas a cada pH, utilizando as solugdes acima
descritas e fixando o comprimento de onda em 222 nm.

Ensaios com o surfactante brometo de hexadeciltrimetil amonio
(CTAB) foram realizados em concentragdoes de 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM e
5 mM em uma solugao 10 mM Tris-HCI pH7.2 no comprimento de onda
UV distante (190 a 260 nm).

As elipticidades observadas em miligraus foram convertidas em
elipticidade residual molar [0] baseando-se no valor da massa molecular
média de 112 por residuo. Os dados foram corrigidos com a linha de
base para retirar a contribuicaio do tampao. Esses dados foram
ajustados de acordo com as equacoes 5, 6 e 7 descritas acima.

A temperatura de transicao T, correspondente ao ponto central da
curva de desnaturacdo térmica foi calculada a partir do grafico 4G vs T,
para 4G = 0 (4G = 0 = AHmy, - T ASp). A inclinacao desse grafico em Tp,
corresponde a to AS, e a entalpia em T, € AHn = Ty ASh, .

A energia entalpica de van't Hoff foi calculada a partir da equacao
de van't Hoff (9):

d(In Kp) / d(1/T) = - AH/R (9)

A estabilidade correspondente a 25°C (AG?®) foi estimada a partir
da equacao de Gibbs (10), considerando o intervalo de temperatura de
desnaturacao:

AG =AH -TAS (10)
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4 .RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Purificacao e cristalizacdo das hemoglobinas

As hemoglobinas de C. thous e P. vetulus foram purificadas por
cromatografia de exclusao molecular em Sephadex G-100. O perfil
cromatografico das duas hemoglobinas esta apresentado na figura 4. A
confirmacao da pureza foi verificada com a eletroforese apresentada na

figura 5.

—&— C. thous
1 —e— P. vetulus

0,8

0,6

A 280nm

0,4 -

0,2

0 T T T T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Fracdes

Fig. 4 Cromatografia de exclusao molecular das hemoglobinas de
C.thous e P. vetulus. Os dois picos correspondem as fragdes contendo
hemoglobina.

A hemoglobina purificada foi utilizada para a realizacao dos
ensaios de cristalizagdao. Apenas a hemoglobina de C. thous foi
cristalizada. Os cristais obtidos foram de tamanho maior que o minimo
de 0,2 mm x 0,2 mm, com qualidade de agregacao especifica
compativel com os dados de difracao de raios-X obtidos para esse tipo
de cristal na linha de cristalografia de proteinas do LNLS, apresentados

na seccao a sequir.
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Fig. 5 Perfil eletroforético, em gel de poliacrilamida-SDS 13%, da
hemoglobina de C. thous purificada em cromatografia de exclusao
molecular, 1: marcador molecular; 2-4: cadeias a e B da hemoglobina
com massa molecular de aproximadamente 15 kDa.

Varios cristais foram obtidos, em varias condicdes dos kits de
cristalizacao da Hampton Research, sendo as melhores condigoes
aquelas com a presenca de polietilenoglicol (PEG) 4000 e PEG 8000
como precipitante, num intervalo de pH que variou de 6,5 a 8,5. Dois
desses resultados estdo mostrados na figura 6. A condicdo de
cristalizagao utilizada para a coleta dos dados da hemoglobina foi obtida
por meio de refinamentos realizados variando o pH e a concentracao do
sal das solucdes precipitantes a partir das condicdes iniciais dos kits de

cristalizagao comerciais.

Fig. 6. Cristais da hemoglobina de C. thous. () Cloreto de Magnésio
0,2 M, Tris-HCI 0,1 M pH 8,5, PEG 4000 30%, (B) Sulfato de amoénio 0,2
M, Cacodilato de sédio 0,1 M pH 6,5, PEG 8000 30%.
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4.2. Coleta e processamento de dados da difracdo de raios-X

A condigao utilizada para a coleta dos dados da hemoglobina foi a
de 16% de PEG 4000, 0,1 M de Hepes de sddio pH 7,8.

Os dados cristalograficos foram obtidos a partir da coleta de dados
dos cristais (imagens de difracao de raios-X) na linha de cristalografia
de proteinas do LNLS MX1. A indexacao e o refinamento desses dados
forneceu valores compativeis com as coordenadas do espaco reciproco
pertencentes ao grupo espacial P2;2;2;, com as medidas de célula
unitdria com os eixos a = 52,73 A, b = 84,24 R e ¢ = 130,28 A,
correspondentes a cristais do tipo ortorrdmbico. Apds a indexacdo, ha
um passo de predicao, que localiza nas imagens coletadas os pontos de
difracdo de acordo com o grupo espacial escolhido. Neste passo
podemos avaliar se o grupo espacial foi escolhido de forma erronea ou
nao. Quando isso acontece, a quantidade de pontos vermelhos
presentes nas imagens indexadas € muito grande e o préprio programa
indica que deve ser feita uma correcao. Este processo corresponde ao
refinamento que ¢é realizado até que os pontos de difracao
correspondam as dimensdes dos planos na rede cristalina para cristais
do grupo espacial analisado.

A figura 7 apresenta uma imagem do padrdao de difracdo de raios-
X (a,b) obtido para a hemoglobina de C. thous e uma predicdao dos
pontos no padrao de difracao (c), respectivamente, durante o processo

de refinamento dos dados.
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Fig. 7. (a) Padrao de difracao de raios-X da hemoglobina de C. thous.
(b) Detalhe de uma imagem do padrao de difracdao. (c) Predicao dos
pontos no padrao de difracao de raios-X. Os pontos vermelhos sao
aqueles que nao correspondem a pontos da rede cristalina e devem ser
excluidos. Os pontos amarelos representam reflexdes parciais e estao
incompletos na imagem. Os pontos verdes representam as reflexdes
totais e completas na imagem.
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4.3. Resolucao e refinamento do modelo da estrutura
tridimensional da hemoglobina

Os dados das 200 imagens geradas a partir da rotacao do cristal
em 1,0 A foram integrados e indexados e resultaram em completeza de
99,9%, baixa mosaicidade e resolucao maxima de 2,2 /3\, esta resolugao
encontra-se dentro do intervalo de 1,5 & a 3,0 A para a resolucdo de
estruturas tridimensionais. O valor obtido do Rsm foi de 7,2, que esta
abaixo do limite de 20, indicando que é um conjunto de dados que pode
ser utilizado para a resolugao do modelo tridimensional.

Os resultados detalhados sobre a coleta de dados e o refinamento

do modelo sao apresentados na tabela 2.
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Tabela 2. Coleta de dados da hemoglobina de C. thous e estatisticas de
refinamento. Os valores entre parénteses correspondem aos dados

relativos a Ultima camada de resolugdo de 2,28 - 2,2° A.

A. Coleta de dados

Grupo espacial P2:2:24
Parametros da célula (a, b, c) (R) a=52,73 ; b=84,24 ; c=130,28
Intervalo de resolucdo (A) 30,00 - 2,2 (2,28 2,20)
Mosaicidade 0,2
Temperatura (K) 100
Comprimento de onda (&) 1,427
Oscilacao (°) 1,0
Distancia do detector (mm) 100
NUmero de imagens 200
I/c(1) depois da fusdo 29,2 (7,0)
Completeza (%) 99,9 (100,0)
Multiplicidade 8,0 (7,8)
Rsym ° 7,2 (30,6)
Numero de reflexdes 240711
NUumero de reflexdes Unicas 30219 (2948)
B. Estatisticas de refinamento
Intervalo de resolugao (R) 30,00 - 2,2
NUumero de reflexdoes 28633
Rfree 1530
NUmero de atdmos (sem hidrogénio) 5037
Proteina 4412
Agua 443
Heterodtomos (grupo heme) 182
C. Par&dmetros de qualidade do modelo
Fator R (%)°® 16,8
Reree(%) 23,2
Desvios rms da idealidade
‘Comprimento das ligagOes (A) 0,015
Angulo das ligagdes (A) 1,399
Média do fator de temperatura (A?) 27,67
Proteina 27,35
Solvente 30,78
Heterodtomos 27,77
Plot de Ramachandran
Regides mais favorecidas (%) 92,8
Regides permitidas adicionais (%) 7,2
Regides geralmente permitidas (%) 0,0
Fator G 0,2

® Rgym = = |I - <I>] / £ |I|, onde <I> é a intensidade média das reflexdes
equivalentes.
® FatorR = [1To] - [Fcl| / |Fol.
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A figura 8 mostra o alinhamento da seqliéncia das hemoglobinas
de C. thous e de Chrysocyon brachyurus (PDB ID: 1FHJ) realizado com o
programa ClustalW (Thompson, 1994). Esta hemoglobina foi usada
como modelo para o método de substituicdo molecular para resolucao
do problema de fase. Nesta técnica é preciso um modelo tridimensional
ja existente no banco de dados (PDB) semelhante a proteina que se

deseja determinar.

1 10 20 30 40 50

CTHOUS_A  VLSPADKTNIKSTWDKIGGHAGDYGGEALDRTFQSFPTTKTYFPHFDLSP
1IFHI_A VLSPADKTNIKSTWDKIGGHAGDYGGEALDRTFQSFPTTKTYFPHFDLSP

AR R e R R R S R S S e e R R R R R o R R SR AR e R R R S S S S e e e e R R S R

51 60 70 80 90 100

CTHOUS_A  GSAQVKAHGKKVADALTTAVAHLDDLPGALSALSDLHAYKLRVDPVNFKL
1FHI_A GSAQVKAHGKKVADALTTAVAHLDDLPGALSALSDLHAYKLRVDPVNFKL

B R R R e e R e e e S e e e e e e e o e e e

101 110 120 130 140

CTHOUS_A LSHCLLVTLACHHPTEFTPAVHASLDKFFTAVSTVLTSKYR
1IFHI_A LSHCLLVTLACHHPTEFTPAVHASLDKFFAAVSTVLTSKYR

EACE AR R R R R S R e e e R R R R R R IR R R AR e e

1 10 20 30 40 50

CTHOUS_B  VHLTAEEKSLVSGLWAKVNVDEVGGEALGRLLIVYPWTQRFFDSFGDLST
1FHJ_B VHLTAEEKSLVSGLWGKVNVDEVGGEALGRLLIVYPWTQRFFDSFGDLST

Ea AR e e e R o o b e o R R R R AR S R S S S R R R R A A R R R A e R R S R e

51 60 70 80 90 100

CTHOUS_B PDSVMSNAKVKAHGKKVLNSFSDGLKNLDNLKGTFAKLSELHCDKLHVDP
1FHJ_B PDAVMSNAKVKAHGKKVLNSFSDGLKNLDNLKGTFAKLSELHCDKLHVDP

BRI o e e e e e R e e e e S e e e e e e e o e e e

101 110 120 130 140

CTHOUS_B ENFKLLGNVLVCVLAHHFGKEFTPQVQAAYQKVVAGVANALAHKYH
1FHJ_B ENFKLLGNVLVCVLAHHFGKEFTPQVQAAYQKVVAGVANALAHKYH

AR R e e R R R S R S S e R R R R R R AR AR e e e e R R R e S S R R R R o

Fig. 8 Alinhamento da seqliiéncia da hemoglobina, cadeias alfa e beta,
de C. thous (CTHOUS) e da hemoglobina Chrysocyon brachyurus (1FHJ).
Os residuos de aminoacidos idénticos sdo representadas por "*", as
substituicdes conservativas sao representadas por ":" e as substituicdoes
semi-conservativas sao representadas por "."
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Comparando as duas hemoglobinas €& possivel observar 3
diferencas nos residuos de aminoacidos encontrados da hemoglobina de
C. brachyurus com a hemoglobina de C. thous: o130 Ala->Thr, B16
Gly—>Ala, B53 Ala—>Ser. Estas regidoes estao bem definidas no mapa de
densidade para a estrutura da hemoglobina de C. thous , como se pode
observar na figura 9, confirmando a diferenca na seqiéncia da

hemoglobina dos dois canideos.

Fig. 9 Residuos de aminoacidos substituidos na C. thous em relagdo ao
modelo utilizado. (A) «130 Thr, (B) B16 Ala (C) B53 Ser. Cores: C -
cinza, N - azul, O - vermelho.
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4.4. Analise do modelo da estrutura tridimensional

O modelo final da estrutura tetramérica de C. thous, com os
heteroatomos e as moléculas de solvente pode ser observado na figura
10 gerada pelo programa Pymol (DeLano, 2002). O melhor modelo
estrutural para a hemoglobina foi obtido apds 19 ciclos de refinamento,
seguido de analise da estrutura tridimensional associada ao mapa de
densidade eletronica (figura 11). O mapa de densidade mostra que a
resolucao foi suficiente para identificacdo precisa dos atomos.

Todas as aguas foram observadas e analisadas quanto a
estabilizacdo da estrutura tridimensional por ligacdes de hidrogénio e as
distancias pertinentes entre essas moléculas e as cadeias laterais dos
aminoacidos. Este modelo refinado apresentou um Fator R de 16,8%
(abaixo do esperado de 20% para estruturas com alta qualidade e
resolucao) e um Rygee de 23,2%. As coordenadas atdmicas foram salvas
em um arquivo formato pdb.

O gréfico de Ramachandran, calculado para o modelo final com o
programa PROCHECK (Laskowski et al., 1993) (figura 12), mostra que
92,8% dos residuos estdo em regifes mais favoraveis e os outros 7,2%
restantes estdo em regides adicionalmente permitidas.

A qualidade estereoquimica do modelo também foi analisada

durante a deposicdo dos dados no PDB (www.rcsb.org/pdb). Apds a

avaliacdo e aprovacdo dos consultores deste banco de dados, as
coordenadas atbmicas foram depositadas, com o cdodigo de acesso
2B7H.
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Fig. 10 Mapa de den emoglobina de

C. thous. Em destaque estdo as cadeias laterais de alguns residuos
aromaticos. o

Fig. 11 Estrutura da hemoglobina tetramérica de C. thous com os
quatro grupamentos heme e as moléculas de agua (em vermelho),
gerada pelo programa Pymol.
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Fig. 12 Gréafico de Ramachandran com a posicdao de cada residuo de
aminoacido para o modelo final da estrutura tridimensional da
hemoglobina de C. thous.

O modelo final da hemoglobina € um tetrdmero composto de duas
subunidades o, compostas de 141 residuos de aminoacidos e duas
subunidades B compostas por 146 residuos e os grupamentos heme.
Como a unidade assimétrica da hemoglobina é um tetramero completo,

cada cadeia foi refinada individualmente.
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A cadeia a € composta por sete a-hélices e sete segmentos de
estrutura ndo ordenada, enquanto que a cadeia 3 é composta por oito a-
hélices e sete segmentos de estrutura ndo ordenada. A estrutura
secundaria das subunidades é estabilizada pelas liga¢cbes de hidrogénio
formadas pelo grupamento NH e CO da cadeia principal ou cadeias
laterais proximas.

A conformacao dessa hemoglobina é do tipo R, caracterizada pela
presenca de um ligante no grupo heme. Quando este ligante do ferro no
estado oxidado € uma molécula de agua, a hemoglobina é denominada
de metahemoglobina (figura 13 e figura 14). A principal caracteristica da
metahemoglobina é a hexacoordenacdo do ferro que inclui a molécula
de agua, além dos 4 carbonos do grupamento heme e a ligacdo com a

histidina proximal.

Fig. 13 Mapa de densidade 1.0 ¢ na regiao do grupo heme da cadeia o
mostrando a hexacoordenacédo do ferro com o grupo heme, a agua e a
histidina.
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Fig. 14 apa d densidae 1.0 ¢ na regiéod grupo heme da cadeia B
mostrando a hexacoordenacédo do ferro com o grupo heme, a agua e a
histidina.

O calculo do r.m.s.d. foi utilizado como método de escolha da
melhor estrutura para realizacdo de comparacdes estruturais. O melhor
valor foi obtido para a comparacdo com a estrutura da oxihemoglobina
humana (PDB ID: 1HHO - Shaanan, 1983), apresentando um r.m.s.d.
de 0,58 A.

A estrutura tridimensional das duas proteinas é semelhante,
indicado pela sobreposicdo das duas estruturas apresentada na figura
15 e o baixo valor do r.m.s.d.. Ha pequenas diferencas na estrutura
primaria das duas hemoglobinas: as cadeias o e B apresentam 83,7% e

89,7% de identidade, respectivamente.
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Fig. 15 Sobreposicdo das estruturas tridimensionais da hemoglobina de
C. thous (amarelo) e humana (vermelho) gerada pelo programa Pymol.
Este alinhamento estrutural foi realizado considerando-se somente a
cadeia principal. As cadeias laterais dos aminoacidos nao estao
representadas.

Considerando-se a semelhanca estrutural tridimensional e as
pequenas diferencas no nivel primario, uma analise estrutural detalhada
do envolvimento de cada residuo diferente, apresentados no
alinhamento, foi realizada. As vizinhancas destes residuos foram
analisadas para verificacdo da consequéncia dessa alteracdo nas
ligacdes inter e intra-cadeia, observando se a mudanca implicaria em
uma perda ou ganho de contato atdmico, ou se estaria relacionada com
diferencas na estabilidade estrutural. Além disso, € importante analisar
as regides de contatos na interface das subunidades, uma vez que uma

simples alteracdo nos residuos presentes nesta regido pode provocar
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empacotamento diferente da proteina, que pode ser verificado pela
alteracédo no valor do r.m.s.d..

A figura 16 apresenta apenas as cadeias laterais das duas
hemoglobinas sobrepostas, mostrando que apesar de nao haver uma
grande diferenca na sequéncia priméria, a conformacdo de alguns
aminoacidos é diferente. Isso resulta, consequentemente, em diferencas
encontradas no tipo e na quantidade de contatos realizados pelas

cadeias laterais dos residuos de aminoacidos.

Fig. 16 Sobreposicdo das estruturas tridimensionais da hemoglobina de
C. thous (amarelo) e humana (vermelho) gerada pelo programa Pymol.
Este alinhamento estrutural foi realizado considerando-se somente a
cadeia principal, mas apenas as cadeias laterais dos aminoacidos estao
representadas. As setas indicam algumas regides com diferencas na
orientac&o das cadeias laterais.

49



Regido alpl

A regido alBl é a regidao de contato mais conservada nas
estruturas de hemoglobinas. Esses contatos de empacotamento sao
usados para controlar a estabilidade do oxigénio ligado (Yasuda e
colaboradores, 2002 e Shikama e Matsuoka, 2003). E sabido que certas
espécies de gansos que voam a altas altitudes tem hemoglobinas com
afinidade de oxigénio anormalmente alta, devido a mutacdes que
enfraguecem a interacdo das subunidades (Zhang e colaboradores,
1996).

A regido alBl da hemoglobina de C. thous é similar a
oxihemoglobina humana, apresentando poucas substituicbes nesta
regido. Na oxihemoglobina humana, a alLeu34 faz um contato com
BProl25. Ambos aminoéacidos estdo mutados na hemoglobina de C.
thous , onde 034 e 125 sdo GIn. Como pode ser observado na figura 17
A, O NE2 de aGIn34 faz contato com o N da GIn125.

Na oxihemoglobina humana, a oAlalll:0 faz contato com
BGly119:CA. Essa regidao esta representada na figura 17 B. Na
hemoglobina de C. thous ao invés de Ala, esta presente uma Cys, cujo
oxigénio da carbonila da cadeia principal faz adicionalmente 3 contatos a
mais com moléculas de solvente, além do contato com a cadeia p.

A aProll9 é um residuo importante na regido alpl e é altamente
conservada nas hemoglobinas de vertebrados (Chong, 1999). Essa
prolina interage fortemente com BArg30 e com a pMet55. Na
hemoglobina de C. thous essa cadeia lateral da arginina faz uma ligacao
de hidrogénio com o oxigénio da carbonila de oaPhell7 e esta 4,22 A

distante do anel da prolina (figura 18 A).
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Fig. 17 (A) Representacdo do contato entre aGIn34 e BGIn15. (B)
Contatos realizados pelo oxigénio da carbonila de aCis111.

Na oxihemoglobina humana o residuo B33 é uma valina que faz
contato com a aProl19, mas, na hemoglobina de C. thous esse contato
nao existe. Essa prolina estd mais proxima da oAlal23, presente na
maioria das hemoglobinas de vertebrados (Tame, 1996). Tame e
colaboradores (1996) encontraram esta mesma substituicdo Val->lle em
B33 na hemoglobina de truta e também em peixes. Esta Blle33 ocupa a
regidao deste contato, afastando a pMet55 da aProl19. Na hemoglobina
de C. thous e na oxihemoglobina humana, o contato entre aProl19 -
BMet55 existe (figura 18 B).
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Fig. 18 (A) Representacdo dos contatos de Argp30 (B) Contatos e
distancias da aPro119.

Regido alp2

Essa regido é a principal responsavel pela mudanca da
conformacédo da hemoglobina.

Na hemoglobina de C. thous a carboxila da cadeia lateral do
aAsp94 faz contato com o grupo indol do fTrp37 e o grupo guanidilico do
BArg40 faz contato com o fenol do aTyr42. A figura 19 mostra uma visao
detalhada da regido de contato responsavel pela maior alteragcao
conformacional da hemoglobina. No estado R, a BHis97 esta posicionada
entre aThr38 e aThr4l. A conformacédo R da oxihemoglobina de C. thous
é confirmada pelo contato entre BHis97 e aThr38. Neste caso, a fHis97
encontra-se levemente deslocada em direcdo a aThr4l. Essas pequenas

mudancas, embora nao alterem a conformacao da hemoglobina, séo
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responsaveis pelo pequeno desvio observado na sobreposicdo das

estruturas tridimensionais.

His97

Thr38

Fig. 19 (A) Representacdo dos residuos da regido ‘dobradica’
responsaveis pela mudanca de conformacdo da estrutura.

Todas essas caracteristicas estruturais observadas para os
residuos mutados, de maneira geral, sdo responsaveis pelas diferencas
estruturais observadas nas regides dos loops que conectam as hélices e
pouco na cadeia principal. Estas pequenas diferencas na estrutura das
hemoglobinas podem estar relacionadas com as diferengcas na
estabilidade conformacional destas proteinas. Para esta comparacao,
existem muito poucos trabalhos na literatura corrente. Para avaliacao
final destas diferencas estruturais, refletindo na estabilidade das
proteinas, € necessario uma analise detalhada da estrutura
tridimensional juntamente com os dados da desnaturacdo quimica ou
térmica, o que nao tem sido facil uma vez que existem pouquissimos
trabalhos nesta area. Os dados termodinamicos para analise da
estabilidade térmica e quimica de duas hemoglobinas, a de C. thous e P.

vetulus, estao descritos no item a seguir.
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4.5. Desnaturacao quimica acompanhada por espectroscopia de
fluorescéncia

As figuras 20 e 21 mostram a desnaturacdo quimica das
hemoglobinas na presenca de uréia e de guanidina, acompanhadas por
fluorescéncia. Em todos os graficos analisados, é observado um
aumento na intensidade da banda de emissao fluorescente (351 nm)
com o aumento da concentracao do agente desnaturante. Este aumento
das bandas de emissao corresponde as modificagdes no ambiente dos
residuos de triptofano, e conseqiéncia do aumento na absorcao desse
residuo. A hemoglobina de C. thous possui 6 residuos de triptofano
expostos: 1 em cada cadeia o e 2 em cada cadeia B. Esses residuos sao
também encontrados na mesma posicao na hemoglobina humana e de
cavalo.

A partir dos graficos das figuras 20 e 21 foram obtidas as curvas
de transicao (figuras 22 e 23) em um comprimento de onda igual a 351
nm, onde houve maior alteracdo da emissdo, para o calculo dos
parametros termodinamicos que caracterizam a estabilidade estrutural
de proteinas.

A guanidina foi mais eficiente no desdobramento da proteina do
que a uréia (Dempsey, 2005), como verificado para a faixa de transicao
nas curvas de Fu vs [desnaturante] e a dependéncia da concentragao
deste desnaturante. Para a hemoglobina de C. thous (figuras 22 e 23) o
processo de desdobramento acompanhado por fluorescéncia é do tipo
cooperativo com definicdo precisa da regiao de transicao, conhecida

como transicao de dois estados.
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Fig. 20 Espectros de fluorescéncia da hemoglobina de C. thous (superior) e P. vetulus (inferior) em pH 2
(A,D), pH 6 (B,E) e pH 10 (C,F) em diferentes concentracdes de uréia.
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Fig. 22 Fracao desnaturada da hemoglobina de C. thous em pH 2,0, 6,0
e 10,0 na presenca de uréia.
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Fig. 23 Fracao desnaturada da hemoglobina de C. thous em pH 2,0, 6,0
e 10,0 na presenca de guanidina.
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Fig. 24 Variacao da energia livre de Gibbs (AG) da hemoglobina de C.
thous com a variacao da concentracdo de uréia em pH 2,0, 6,0 e 10,0.
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Fig. 25 Variagao da energia livre de Gibbs (AG) no desdobramento da
hemoglobina de C. thous com a variacao da concentracdao de guanidina
em pH 2,0, 6,0 e 10,0.
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As figuras 24 e 25 mostram a variagao linear do AG com a
concentracdo dos desnaturantes uréia e guanidina, respectivamente,
para a hemoglobina de C. thous. Utilizando a equacdao 8 e os dados
obtidos a partir dessas figuras, foi calculado o valor da estabilidade da
proteina na auséncia de desnaturante e a 25°C, correspondente a
variacdo da energia livre de Gibbs na auséncia do desnaturante
(AG**h20). Os parédmetros termodindmicos calculados com os dados da
fluorescéncia para a hemoglobina de C. thous estdo apresentados na

tabela 3.

Tabela 3. Parametros termodinamicos calculados a partir das curvas de

transicdo obtidas pelos espectros de fluorescéncia para a hemoglobina

de C. thous.
pH AG®,.,(cal.mol®) D 1% (M) m
2 8063,8 =+ 385,45 5,46 1475,84 = 70,02
6 8087,3 + 482,32 5,44 1485,06 + 85,27

Uréia 10 7933,0 £ 1087,89 5,21 1523,39 + 213,35
2 7935,1 £ 1612,67 2,90 2736,57 £ 539,56

6 7181,1 =+ 386,95 2,60 2756,26 + 147,81

GdnHCI 10 7158,9 £ 1870,16 2,17 3296,79 £ 892,92

Os resultados obtidos indicam que a hemoglobina de C. thous
tende a ser mais estavel em pHs acidos, uma vez que ocorre diminuicao
dos valores de AG**40 com o aumento do pH, e diminuicdo dos valores
de Dy, que representa a quantidade necessaria de agente desnaturante
em que 50% das proteinas encontram-se no estado nativo e 50%
encontram-se no estado desdobrado. A partir das curvas de AG® vs
[desnaturante] ajustadas, foram calculados os valores de m (equagao
8), que representa a medida da dependéncia do AG®® na concentragdo
do desnaturante (Pace e colaboradores, 1990). Como mostrado na

tabela 3, os valores de m para a guanidina foram aproximadamente
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duas vezes maior do que para a uréia, indicando maior eficiéncia da
guanidina no processo de desdobramento.

Apesar da proximidade filogenética e a alta similaridade entre as
seqiéncias das hemoglobinas estudadas, a hemoglobina de P. vetulus
apresentou parametros de estabilidade estrutural diferentes, obtidos a
partir da desnaturacdo quimica. Isso indica que, mesmo sendo as duas
seqléncias parecidas, as pequenas modificacdes de aminoacidos podem
ser os responsaveis pela diferenca na estabilidade. Ainda que os graficos
mostrados nas figuras 20 e 21 apresentem o mesmo padrao dos
resultados encontrados para a hemoglobina de C. thous, ou seja, um
aumento na intensidade da banda de emissao fluorescente com o
aumento da concentracao do agente desnaturante, o processo de
transicao foi diferente, conforme apresentado nas figuras 26, 27 e 28.

Os resultados encontrados para a P. vetulus com o uso de
guanidina como agente desnaturante ndao puderam ser ajustados para
um processo de transicao caracteristico de dois estados. Os valores das
fracobes de proteinas no estado desdobrado foram calculados
considerando-se as bandas de emissao (figura 21D, E e F). No entanto,
as curvas de transicao obtidas nao puderam ser ajustadas segundo o
modelo de dois estados, uma vez que as regides pré e pds-transicdao nao
foram bem definidas. Neste caso, a hemoglobina parece interagir com o
solvente e o desnaturante de forma pouco cooperativa sem definicao
precisa das regidoes de transicdo, indicando que a proteina apresenta
mudancas conformacionais que podem estar associadas a dissociacao
das subunidades e a formagao de varios intermediarios conformacionais.

O ensaio de desnaturacao da hemoglobina de P. vetulus utilizando
a uréia em pH 2,0 e pH 10,0 mostra que as curvas de transicao seguem
um modelo de trés estados, apresentado um estado intermediario.

Essas curvas de transicdo de trés estados podem ser observadas nas
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figuras 26 e 27 que representam a primeira e a segunda transigao

isoladamente.
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Fig. 26 Fracao desnaturada da primeira transicao da hemoglobina de P.
vetulus em pH 2,0 e 10,0, na presenca de uréia.
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Fig. 27 Fracao desnaturada da segunda transicao da hemoglobina de P.
vetulus em pH 2,0 e 10,0, na presencga de uréia.
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Fig. 28 Fragao desnaturada da hemoglobina de P. vetulus em pH 6,0 na
presenca de uréia.

A curva de desnaturacao da hemoglobina de P. vetulus em pH 6
(figura 28) mostra trechos com pequenas transicdoes, o que sugere a
presenca de varios intermediarios, o que impossibilitou os ajustes das
curvas e o calculo dos parametros termodinamicos. Esta instabilidade no
padrdao de desdobramento pode estar associada ao nimero de histidinas
comparado com a hemoglobina de C. thous e o estado de ionizacao das
mesmas, que apresentam um pKa de ionizagdo préximo do pH
analisado. Sabe-se que a estabilidade conformacional das proteinas
pode ser fortemente afetada pelo equilibrio acido-base da histidina. A
protonacdo de algumas histidinas no cerne da proteina pode
desestabilizar o estado nativo e até causar desnaturacdo parcial.

As histidinas das hemoglobinas de C. thous e a P. vetulus podem
estar localizadas em uma posicao diferente na seqiéncia, ou mesmo

uma possuir mais residuos deste aminoacido que a outra. Além disso, a
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regido proxima a estes residuos pode estar influenciando no valor do
pKa na medida que realiza diferentes tipos de contato. A mutacao de
residuos préximos ou de residuos que interagem com essas histidinas
pode ser critica no papel dessas histidinas na molécula e
conseqlientemente das alteragoes na estabilidade dependente do pH.

Este tipo de comparacao no nivel estrutural ndo é possivel fazer
no momento, uma vez que a seqliéncia e a estrutura tridimensional da
hemoglobina de P. vetulus ainda nao foram determinadas.

A figura 29 mostra a variacao linear do AG obtido a partir dos
dados das curvas de transicdao apresentadas nas figuras 26 e 27. A
partir da equacao 8 e dos dados obtidos neste grafico, foram estimados
os parametros termodindmicos: a estabilidade conformacional na
auséncia de desnaturante, AG*y,0 em cada transicao, o valor de m, que
representa a medida da dependéncia do AG na concentragdao do
desnaturante. Estes dados estao apresentados na tabela 4.

Para a hemoglobina de P. vetulus, o processo de desdobramento
nao foi do tipo cooperativo, indicando que essa hemoglobina pode se
dissociar antes do processo de desnaturacao completa, atingindo
estados intermedidrios que nao correspondem ao modelo de dois
estados. Os parametros de estabilidade calculados a partir das curvas de
transicdao de trés estados indicam que a hemoglobina de P. vetulus

tende a ser levemente mais estavel em pHs basicos (tabela 4).
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Fig. 29 Variacao da energia livre de Gibbs (AG) da hemoglobina de P.
vetulus com a variagcao da concentracdo de uréia em pH 2,0, e 10,0.

Tabela 4. Parametros calculados a partir das curvas de transicao
parciais (1 e 2) obtidas com a variacdao da concentracdao de uréia em pH

2,0, e 10,0, para a hemoglobina de P. vetulus.

AG%®420 D 1% AGHoo Total
pH Curva (cal.mol™®) (M) m (cal.mol™)
3266,74 1222,47
1 + 419,54 2,67 + 172,43
2 5729,32 951,90 8996,06
2 + 502,15 6,02 + 84,45
3721,26 2074,98
1 * 444,60 1,79 + 220,76
10 5974,96 1316,72 9696,22
2 + 709,87 4,54 + 152,14

Para a hemoglobina de P. vetulus o valor do AG*420 aumentou
levemente com a diminuicao do pH, mas o valor de Dy, diminuiu. Os

valores de m encontrados mostraram uma dependéncia maior do AG

64



com a concentracdao do desnaturante na primeira do que na segunda
transigao.

Os valores dos parametros de estabilidade obtidos pelo processo
de desnaturacao quimica das hemoglobinas estudadas nesta dissertacao
foram levemente diferentes, o que pode ser justificado pela diferenca
estrutural das proteinas e a proximidade na escala evolutiva das
espécies de raposas. No entanto, a discussao ampla destes resultados,
de forma comparativa e extensiva a outras espécies, ndo € possivel de
ser realizada plenamente, considerando-se que poucos trabalhos foram
reportados na literatura, além de que os pardmetros de estabilidade das
hemoglobinas sao divergentes e dependem da forma em que a
hemoglobina foi purificada ou o tipo de agente desnaturante utilizado.

Puett e colaboradores (1973) em estudos de desnaturacao da
cianometahemoglobina humana com a guanidina em pH 8,0
encontraram um valor de Dy, de aproximadamente 2,71 M e um AG de
4.400 cal.mol™. Porém, os prdprios autores questionaram o valor de AG
encontrado, por ser um valor muito baixo.

Em contraste, Saito e Wada (1983) obtiveram, para a
hemoglobina bovina em pH 7 o valor de Dy, de 1,45 M com a guanidina.
No entanto, a variacao de energia livre de Gibbs nao foi estimada,
dificultando, portanto, esta comparagao.

Segundo os experimentos realizados por Inaba e colaboradores
(1998) também com a cianometahemoglobina humana, em pH 7,4, o
valor de D+, encontrado na desnaturacdao com uréia foi de 4,8 M, com o
m igual a 1.801,24 e um AG de 9.030,10 cal.mol™.

A cianometahemoglobina humana apresenta uma dependéncia
maior do AG com a concentracdao do desnaturante e € mais estavel do
que a hemoglobina de C. thous. Embora os dados para a estabilidade da

hemoglobina de P. vetulus tenham sido obtidos nos extremos de pH (2 e
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10) eles indicam que esta hemoglobina apresenta estabilidade mais
proxima da hemoglobina humana.

De forma geral, a hemoglobina de C. thous apresenta uma maior
resisténcia a desnaturacao com a guanidina. Os valores de Dy, foram
maiores do que os valores reportados na literatura, com excecao para
aquele obtido em pH basico, cujo valor € menor (2,17 M) do que o
obtido por Puett e colaboradores (1973).

Para a hemoglobina de P. vetulus foram ajustados somente os
dados obtidos em extremos de pH (2 e 10). Os demais ensaios em
outros pHs ndao puderam ser analisados, considerando-se a variagao do
sinal e a dificuldade na definicdo das regides de pré e pods-transicao,
mesmo que tenham sido qualitativamente estimadas como modelo de
mais de dois estados.

Apesar da hemoglobina ter sido bastante estudada, sob varios
aspectos bioquimicos e biofisicos, estudos sobre a sua estabilidade
estrutural ndao sao comumente encontrados na literatura. Considerando
a escassez de dados para comparacdao e caracterizacao desta
estabilidade, como poderia ser explicado a menor ou maior resisténcia
das hemoglobinas de C. thous e P. vetulus aos diferentes agentes
desnaturantes? A explicacdao para esses resultados pode ser atribuida as
diferencas na estrutura tridimensional, nos varios niveis de organizacao
estrutural e ao estado de oxidacao do Ferro do grupo heme, que é
importante no processo de estabilizacdo dessas proteinas. Essa
discussdo sera feita somente para a hemoglobina de C. thous,
baseando-se na estrutura cristalografica resolvida e apresentada neste
trabalho.

Na hemoglobina de C. thous o grupo heme apresenta um leve
desvio de planaridade e o atomo de ferro esta levemente deslocado em
direcao a histidina proximal. Essas alteragdes sdao uma conseqliéncia da

coordenacao do Ferro oxidado com a agua, que é o ligante encontrado
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na hemoglobina quando ela estd no estado de metahemoglobina. O
complexo heme-globina formado nesse caso € mais instavel.

No estado de oxihemoglobina o grupo heme é planar e o dtomo de
ferro esta centralizado em relacdo ao grupo heme. O complexo heme-
globina apresenta uma maior estabilidade quando o ligante observado é
o0 oxigénio. Esse ligante aumenta a natureza covalente das ligacdes do
atomo de ferro.

Rieder (1970) demonstrou a importancia dos ligantes do Ferro do
grupo heme na estabilidade da hemoglobina em experimentos de
desnaturacao de diversos derivados desta proteina, por uma variedade
de agentes. Os ligantes do ferro afetam a ligacao do grupo heme na
globina e, conseqlientemente, a estabilizacdo da proteina. Portanto,
dependendo do ligante uma hemoglobina tende a ser mais ou menos
estavel.

Nos experimentos de Rieder (1970), quando uma solugao de
metahemoglobina foi aquecida a 65°C ocorreu precipitacao imediata,
com perda de mais de 50% em 5 minutos, e precipitacdao de 91% em 60
minutos. A adicao de cianeto estabilizou a metahemoglobina: a
precipitacao foi reduzida a 9% quando aquecida por 60 minutos. A
oxyhemoglobina foi mais estavel que a metahemoglobina: 91%
precipitou em 150 minutos. A deoxihemoglobina foi resistente a
desnaturagao: precipitou 8,4% em 150 minutos de aquecimento e
houve pouca conversdao para a metahemoglobina na auséncia de
oxigénio. A maior estabilidade foi encontrada na carboxihemoglobina: o
monodxido de carbono conferiu maior estabilidade e inibiu a conversao
da hemoglobina para a metahemoglobina. A metahemoglobina também
foi muito mais estavel em desnaturacao alcalina. A adicdo de cianeto de
potassio  estabilizou a metahemoglobina, convertendo-a em
cianometahemoglobina, e restaurou a taxa de desnaturacao para a

mesma taxa encontrada na desnaturacao da oxihemoglobina. As bases
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estruturais do efeito da adicao de cianeto a metahemoglobina nao estao
definidas, mas imagina-se que ocorra um aumento na planaridade do
grupo heme e aumento na estabilidade do complexo heme-globina, por
diminuir o carater iOnico e aumentar a natureza covalente da ligacao
entre a histidina e o atomo de ferro. Com isso, a cianometahemoglobina
adquire caracteristicas estruturais mais proximas as da oxihemoglobina,
gue apresenta o grupamento heme mais planar e com o atomo de ferro

mais proximo do centro do grupo heme.

4.6. Espectroscopia de dicroismo circular

4.6.1 Desnaturacao quimica

As transicbes do estado nativo para o desnaturado das
hemoglobinas de C. thous e P. vetulus, sob a acdo da uréia e guanidina,
foram acompanhadas também por dicroismo circular na faixa do UV-
distante (185-260 nm). Proteinas que apresentam sua estrutura
secundaria formada predominantemente por a-hélices exibem picos
dicréicos negativos em 208 e 222 nm e um pico positivo entre 190 e
195 nm. Para o acompanhamento do processo de desnaturacdo quimica
foram considerados os valores da variacao da elipticidade medida a 222
nm na presencga de uréia e guanidina, como € mostrado na figura 30. A
partir destes espectros foram calculados os valores para a elipiticidade
molar. Somente os dados obtidos para a acao da uréia na hemoglobina
de C. thous pH 10 foram computados e analisados. As outras curvas
apresentaram varias regides de transicdo com oscilagdes nos valores da
elipticidade que dificultaram os ajustes. Isto pode ser conferido, em

parte, pelo perfil dos espectros apresentados na figura 31. Estes dados

68



indicam que o desdobramento destas proteinas, nos pH analisados,
pode estar associado ao processo de dissociacao das subunidades, como
sugerido por alguns dos resultados das curvas de emissao fluorescente,
com o aparecimento de varios intermediarios conformacionais, ou
indicam a oscilagdo do sinal dicrdéico em decorréncia de processos como
agregacao da proteina. A analise precisa destes dados sob o ponto de
vista termodindmico ndo foi possivel uma vez que as transicdes nao
foram bem definidas.

A figura 32 apresenta a fracao desnaturada da hemoglobina de C.
thous em pH 10,0 na presenca de uréia, com ajuste para duas
transicdes. A partir desta curva foi obtido o grafico da variagao linear do
AG com a concentracdo de uréia para as duas transicdes. Os parametros
termodinamicos obtidos estdo listados na tabela 5.

A primeira transicdo ocorre em concentracdoes baixas do
desnaturante e pode estar relacionada com o processo de dissociagao
das subunidades. O valor obtido para o AGuzo esta préoximo ao valor de
7933,0 cal.mol™ encontrado para o desdobramento da hemoglobina de
C. thous sob as mesmas condicdoes que foi acompanhado por

fluorescéncia (tabela 3).

69



0 _

f‘; —~
3 2
:
E £
Py £
© (]
[ o]
O @©
S b=
= (8]
o =
= =%
L =

w

— CT10
-16 4
-18 : : : : : ‘
-18 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
0 1 2 3 4 5 6 7 8
[GdnHcl] (M)
[Uréia] (M)

Fig. 30 Variacao da elipticidade monitorada por dicroismo circular em 222 nm, em pH 2,0, pH 6,0 e pH
10,0, das hemoglobinas de C. thous (CT) e P. vetulus (PV), em diferentes concentracdoes de uréia (A) e
guanidina (B). As curvas mostram uma transicdo rapida para o estado desdobrado, mais evidente nas
curvas obtidas com guanidina, em concentracdoes baixas do desnaturante, com um perfil semelhante para
as duas hemoglobinas, porém de menor intensidade para a P. vetulus.
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Fig. 31 Elipticidade molar da hemoglobina de C. thous em pH 6,0 e P.
vetulus em pH 6,0 na presenca de uréia evidenciando a presenca de
varios microestados.
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Fig. 33 Variacao da energia livre de Gibbs (AG) da hemoglobina de C.

thous com a variacdo da concentracdo de uréia para as duas transicoes
em pH 10,0 .

Tabela 5. Parametros calculados a partir das curvas de transicao
parciais (1 e 2) obtidas com a variacdao da concentracao de uréia em pH

10,0 para a hemoglobina de C. thous.

AG%®20 D 15 AGHoo Total
Curva (cal.mol™) (M) m (cal.mol™)
2704,60 1631,38
1 + 283,76 1,66 + 152,88
4320,59 884,25 7025,19
2 +261,91 4,88 + 52,74
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4.6.2 Desnaturacao térmica.

O pH modifica o estado i6nico das proteinas por alterar as cargas
das cadeias laterais, podendo levar a mudancas conformacionais
ocasionadas pela formacdo de novas ligagcdes salinas e outras nao
covalentes intracadeia ou da proteina com o solvente. Essas mudancas
conformacionais podem afetar a estabilidade da proteina, em um
determinado pH.

O efeito do pH na estrutura secundaria das hemoglobinas foi
acompanhado por dicroismo circular, na faixa de comprimento de onda
de 195 a 260 nm, como mostrado nas figuras 34 A e B. Essas curvas
foram utilizadas para estimar as modificacbes nas estruturas
secundarias das hemoglobinas de C. thous e P. vetulus.

Os valores das elipticidade em 222 nm, correspondente a banda
dicréica caracteristica para estruturas em a-hélice, foram considerados
para a analise das estruturas secundarias com a variacdo de pH na
temperatura de 20°C. Estes dados estdo representados na figura 35. A
figura mostra que a hemoglobina de C. thous apresenta maior conteudo
de estruturas secundarias em pH 3,5, 8,5 e 10,0. A hemoglobina de P.
vetulus apresenta maior conteddo dessas estruturas em pH 3,5 e pH
9,5. Esses dados indicam, de forma qualitativa, que este maior conteddo
de estruturas secundarias refletem na maior organizacdo estrutural que
pode estar relacionada com a estabilidade destas proteinas nestes pHs
analisados. Para determinar quantitativamente o efeito do pH na
estabilidade dessas proteinas, experimentos de desnaturacdo térmica

em diferentes pHs foram realizados.
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As duas hemoglobinas foram analisadas quanto a estabilidade
estrutural, sob o efeito da temperatura e do pH. Varias curvas de
desnaturacao térmica com variacdo de pH foram obtidas (figura 36 A e
B). A partir dos dados dessas curvas, 0os parametros termodinamicos
que caracterizam a estabilidade estrutural das hemoglobinas foram

calculados e a dependéncia do pH na desnaturacao térmica foi avaliada.
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Fig. 35 Variacao da elipticidade em 222 nm para as hemoglobinas de C.
thous e P. vetulus, sob o efeito do pH.

A figura 37 apresenta as curvas de transicdo térmica na
dependéncia do pH, ajustadas segundo os valores das fracdes
desnaturadas das hemoglobinas. Todas as curvas sédo caracteristicas de
um modelo de transicdo de dois estados. A partir dessas curvas, foram
obtidas as curvas da variacdo de energia livre com o aumento da
temperatura, para o calculo dos valores de T, (figura 38),

correspondentes ao ponto central da curva de desnaturacédo, quando AG

€ igual a zero.
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Fig. 36 Curvas de desnaturacdo térmica para as hemoglobinas de C.
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diferentes pHs para as hemoglobinas de C. thous (A) e P. vetulus (B).
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Fig. 40 Fracdo desnaturada termicamente da hemoglobina de C. thous
em pH 3,0.

Os valores dos parametros termodinamicos obtidos das curvas de
Van’t Hoff foram considerados para o calculo da energia livre de Gibbs a
25°C (AG®®), que corresponde a estabilidade termodinamica e estrutural
da proteina. Os parametros termodinamicos para cada pH estao
apresentados na tabela 6.

As figuras 37, 38 e 39 mostram somente os dados ajustados das
sigmoides e retas, respectivamente, uma vez que a quantidade de
pontos experimentais € muito grande e dificultaria a visualizacdo destas
curvas. Para ilustracdo desses pontos experimentais, € mostrado na
figura 40 apenas uma curva de transicdo correspondente ao
desdobramento da hemoglobina de C. thous sob efeito da temperatura e

pH 3,0.
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Tabela 6. Parametros termodinamicos calculados a partir das curvas de

transicdo térmicas sob o efeito do pH, obtidas para as hemoglobinas de

C. thous e P.vetulus.

AH AS AG?®
pH Tm (°C)  (kcal.mol™?) (cal.mol™*.K™) (kcal.mol™)
3 55,25 55,64 +1,949 169,56 + 5,95 5,12
4 56,11 30,79 £ 0,967 93,67 £ 2,93 2,88
5 53,95 34,40 £1,612 105,04 +4,94 3,10
C. thous 6 55,26 34,96 +1,408 106,47 +4,31 3,23
7 54,27 35,91 +1,372 109,52 +4,19 3,27
8 57,54 32,79 +1,304 99,15 + 3,93 3,24
9 54,09 58,27 +1,433 178,14 + 4,38 5,18
10 54,28 31,91 +1,108 97,6 + 3,39 2,82
3 55,38 42,07 £1,696 127,96 +5,18 3,94
4 50,50 39,16 +1,808 121,23 +5,59 3,03
5 52,99 40,03 £1,816 122,81 +5,56 3,44
P. vetulus 6 54,59 40,64 +£1,802 123,97 + 5,52 3,69
7 54,51 32,25 +1,716 98,44 £+ 5,25 2,91
8 54,55 34,96 +1,474 106,71 +4,5 3,16
9 52,51 34,05 + 2,190 104,53 + 2,83 2,90

Os valores de Tm foram praticamente os mesmos para todos os
pHs analisados, para as duas hemoglobinas. Os valores de AH, AS e AG
variaram pouco nos diferentes pHs indicando a dependéncia parcial do
pH na desnaturacédo térmica das duas hemoglobinas. Com excecdo dos
pH 3 e 9 paraa C. thous e pH 7, 8 e 9 para a P. vetulus.

A hemoglobina de C. thous apresenta maior estabilidade térmica
em pH 3 e pH 9 e a hemoglobina de P. vetulus apresenta maior
estabilidade térmica em pH 3. As curvas de desnaturacado térmica para a
hemoglobina de P. vetulus em pH 10 apresentaram oscilacfes que nao
permitiram o ajuste.

O maior valor de AG*® encontrado para a hemoglobina de C. thous

foi de 5,18 kcal.mol-* no pH 9, enquanto que, para a hemoglobina de P.

81



vetulus o maior valor, encontrado no pH 3, foi de 3,94 kcal.mol-1. Esta
diferenca na estabilidade € decorrente tanto de contribuicdes entropicas
quanto contribuicdes entalpicas, considerando-se que os valores de AH e
AS, no processo de desdobramento, foram aproximadamente 25%
maiores para a hemoglobina de C. thous.

A diferenca entre os valores de energia livre das duas
hemoglobinas se deve provavelmente as diferencas nas interacfes nao
covalentes intra-cadeia e diferencas na organizagcdo estrutural e
ambiente molecular correspondente a estas alteragcdes nos diferentes
pHs, ou também, diferencas nas interacdes nao covalentes das
proteinas com o solvente.

Os valores de energia livre, obtidos a partir dos dados registrados
nos espectros de CD foram calculados com base na elipticidade no
comprimento de onda de 222 nm, que corresponde a banda dicrdica
caracteristica das estruturas em oa-hélice. As duas técnicas
espectroscopicas, DC e fluorescéncia, fornecem resultados
complementares no acompanhamento de mudancgas conformacionais em
proteinas, induzidas por ligantes e/ou agentes desnaturantes. O CD, na
faixa de comprimento de onda estudada, permite acompanhar as
mudancas conformacionais somente no nivel das estruturas
secundarias. No entanto, o desaparecimento das bandas dicrdicas e a
diminuicdo da elipiticidade para proximo de zero, nos Vvarios
comprimentos de onda, indicam que a proteina esta desnaturada. Em
contraste, a técnica de fluorescéncia permite o acompanhamento de
mudancas conformacionais no nivel tridimensional, por modificacdo da
intensidade da banda de emissdo ou pelo deslocamento desta banda
para comprimentos de onda maiores que 320 nm. Essas duas técnicas
foram consideradas para analise da estabilidade das hemoglobinas a

partir do processo de desnaturacdo quimica e térmica, com avaliacdo da
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dissociacdo de subunidades, quando possivel, que precede o
desdobramento das proteinas.

No caso da desnaturacao térmica acompanhada por CD, os valores
da estabilidade foram menores do que aqueles obtidos na desnaturacao
quimica. As curvas de desnaturacado térmica para as duas hemoglobinas
(figura 36) mostram que o sinal dicréico permaneceu entre -1500 e -
2000 até o final da transicdo, na temperatura de 95°C. Isso indica que
parte da estrutura poderia estar ainda preservada, o que sugere que o
processo de desnaturacdo, sob essas condicfes pode nao ter ocorrido
completamente e que as transicdes observadas corresponderiam a
formacdo de intermediarios relacionados a dissociagdo e a ruptura de
parte das estruturas secundarias. Estes dados sdo apenas sugestivos e
precisam ser confirmados em experimentos que associem outros
agentes desnaturantes com a temperatura, além dos pHs analisados. A
explicacdo para este fato pode estar relacionada com a estabilidade
conferida as hemoglobinas pela coordenacdo covalente do ferro com o
grupo heme, que ndo se desfaz com o efeito da temperatura. Por outro
lado, as hemoglobinas, sob o efeito combinado da variacdo do pH e dos
agentes desnaturantes quimicos, wuréia e guanidina, foram
completamente desdobradas, o que levou aos maiores valores de AG®
apresentados nas tabela 3, 4 e 5. Portanto, os dados dos parametros
termodinamicos, com excecao do Tm, obtidos a partir da desnaturacao
térmica foram considerados principalmente para analisar as diferencas
entre as duas hemoglobinas estudadas.

Em proteinas oligoméricas, o processo de desnaturacdo pode
ocorrer em varios estados, sendo que o0 primeiro corresponde,
geralmente, a dissociacdo das subunidades, mantendo a estrutura dos
mondmeros. Posteriormente, ocorre a desnaturacdo com O
desdobramento de todas as cadeias que formam o oligbmero. Segundo

experimentos de Kirschner e Tanford (1964), o processo de dissociacao
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das subunidades de hemoglobina humana por sais inorganicos
aparentemente €é dependente da concentracdo da proteina, mas é
independente dos ligantes do atomo de Ferro do grupo heme (4gua,
oxigénio). No processo de dissociacdo as interagdes intra-cadeia que
mantém a associacdo entre os dimeros sdo desfeitas, mas isso nao afeta
diretamente o ligante do grupo heme.

Em contraste, Rieder (1970) demonstrou a importancia dos
ligantes do Ferro do grupo heme na estabilidade da hemoglobina em
experimentos de desnaturacdo de diversos derivados da hemoglobina
por uma variedade de agentes. Os ligantes do ferro afetam a ligacdo do
grupe heme a globina, e, consequentemente a estabilizacdo da molécula
de hemoglobina.

Portanto, dependendo do ligante uma hemoglobina tende a ser
mais ou menos susceptivel a desnaturacdo. Mas o0 processo de
dissociacdo das cadeias, que, apesar de ser parte da desnaturacdo, nao
é influenciado diretamente pelo ligante do Ferro do grupo heme.

No processo de desnaturacdo € preciso romper as interacoes
hidrofébicas que estabilizam a ligagcdo do grupo heme a globina, além da
ligagcdo do Ferro a histidina proximal. Portanto, a estabilidade dessas
proteinas esta relacionada ndo s6 a organizacdo estrutural das
subunidades, mas também a organizacdo estrutural do grupo heme e
dos ligantes do Ferro. Neste caso, diferencas no ambiente estrutural dos
ligantes do atomo de Ferro podem modificar o posicionamento deste
atomo em relagdo ao centro do grupo heme, ocasionando diferencas na
planaridade do grupo heme, o que influencia diretamente a forca com a
qual o grupo heme estara unido a globina.

Embora possa haver diferenca de alguns aminoacidos na
sequéncia das duas hemoglobinas, o processo de dissociacao das
subunidades e a desnaturacdo sob o efeito do pH sdo pouco

influenciados. Isso pode ser justificado pela proximidade filogenética das
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espéecies estudadas. As faixas de pH em que ocorre a dissociacdo das
subunidades, a desnaturacdo e onde as hemoglobinas apresentaram
maior estabilidade sdo semelhantes, embora o comportamento das
hemoglobinas seja diferente: a hemoglobina de C. thous tende a ser
mais estavel em pH &cido e a hemoglobina de P. vetulus tende a ser
mais estavel em pH béasico.

Na Tabela 7 estédo listados os valores de Tm determinados para
hemoglobinas de diversas espécies: da metahemoglobina eqiina em pH
7,0 por Cho e Choy (1979), da hemoglobina humana em pH 7,0 por
Reza e colaboradores (2002), da hemoglobina e metahemoglobina
humana em pH 6,5 por Michnik e colaboradores (2005), além dos
valores calculados nesse trabalho para as hemoglobinas de C. thous e

P.vetulus.

Tabela 7. Tm de hemoglobinas de diferentes espécies e calculados a
partir das curvas de transicdo térmicas sob o efeito do pH, para as

hemoglobinas de C. thous e P.vetulus.

pH Tm (°C)

MetaHb equina 68,5
OxiHb Humana 70 70,3
C. thous ’ 54,3
P. vetulus 54,5
OxiHb Humana 6.5 71,0
MetaHb Humana ’ 62,0

As hemoglobinas de C. thous e P. vetulus apresentam valores de
Tm menores em mais de 10°C quando comparados com hemoglobinas
humanas ou equinas. Além das diferencas na sequéncia das
hemoglobinas, ha a influéncia do estado de oxidacdo do Ferro. Como

mostrado na tabela 7, ha uma diferenca de mais de 10°C entre os
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valores de Tm da oxihemoglobina e da metahemoglobina humana.
Apesar do valor de Tm ser menor, esse ndao € um bom indicador da
estabilidade de uma proteina.

De forma generalizada, diversas forgcas intermoleculares sé&o
responsaveis pela estabilidade de proteinas. No caso especifico das
hemoglobinas, alguns trabalhos tem sido reportados mostrando a
relacdo da estabilidade dessas proteinas com o empacotamento das
hélices e a organizacdo estrutural do grupo heme. Lecomte e
colaboradores (2005), em um estudo evolutivo da familia das globinas,
atribuem como principal determinante da estabilidade das hemoglobinas
as interagdes ndo covalentes no empacotamento das hélices e entre as
hélices e o grupo heme. Perutz (1978), em um estudo tedrico sobre
interacdes eletrostaticas, sugeriu que essas interacdes sdo responsaveis
por boa parte das caracteristicas estruturais das proteinas e, quando as
cadeias polipeptidicas dobram, os residuos polares tendem a se
organizar no exterior, onde podem ser solvatados. Borgese e
colaboradores (1982), em estudos com hemoglobinas de peixes da
Antartida, que apresentam termoestabilidade menor que a de peixes de
mais alta latitude, sugerem que as interacbes hidrofébicas sé&o
importantes e podem ter um papel principal em determinar a
estabilidade de moléculas de hemoglobina.

Considerando os dados acima referenciados, sobre as forcas
responsaveis pela estabilidade de proteinas e a estrutura da
hemoglobina de C. thous, resolvida e apresentada nesta presente
dissertacdo, uma andlise estrutural comparativa entre as hemoglobinas
foi realizada, com o objetivo de determinar quais residuos ou interacfes
moleculares que podem estar relacionadas com a estabilidade da
hemoglobina de C. thous. Estes dados estdo apresentados no topico 4.7

da analise da estrutura tridimensional vs estabilidade conformacional.
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4.6.3 Efeito do CTAB

O CTAB €é um surfactante catidbnico que apresenta a parte
hidrofilica carregada positivamente. Quando adicionado em solucao, os
surfactantes migram para a interface diminuindo a tensao superficial da
solugcdo quando comparada com a tensdo superficial do solvente puro
(Tanford, 1980). Em baixas concentracdes na agua, os surfactantes
apresentam-se na forma monomérica dispersos e com pouco ou
nenhum contato entre si na solucdo. Quando a concentracdo do
surfactante em solucdo aquosa ultrapassa um limite caracteristico,
denominado concentracdo micelar critica (cmc), a parte hidrofébica
destes mondmeros passa a fazer contato entre si formando um nucleo
micelar e a parte hidrofilica forma uma estrutura como uma concha que
fica em contato com o ambiente aquoso, mantendo a parte hidrofébica
isolada da solucéo.

Surfactantes podem induzir a formacdo de micelas em
concentracfes mais altas. A introducdo de moléculas de surfactante na
solucdo requer uma organizacdo local das moléculas de &agua que
envolvem a cauda de hidrocarboneto. Entretanto, na formacao de
micelas ou agregados, que é um processo espontaneo, as interacdes
desfavoraveis da agua com o hidrocarboneto sdo minimizadas e a
entropia do sistema aumenta. O processo de micelizacdo € um processo
espontaneo cooperativo que ocorre em uma faixa de concentracéao,
acima da concentracao critica de micela (Tanford, 1980).

Surfactantes s&o muito utilizados no estudo de estrutura e
estabilizacdo de proteinas. As proteinas e surfactantes idnicos tém

grupos carregados e porc¢des hidrofébicas, por isso as interacfes entre
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surfactantes e proteinas sdo complexas, envolvendo diferentes tipos de
forcas intermoleculares (Tofani e colaboradores, 2004).

Os surfactantes podem causar diversos efeitos, dentre eles a
desnaturacédo da proteina e podem induzir a formacéo e estabilizacdo de
a-hélice em concentracdes pouco abaixo da concentracdo critica de
formacdo de micela (Sjoérgen e colaboradores, 2005). No caso da
hemoglobina, os surfactantes podem ainda aumentar o efeito de auto-
oxidacao dessas proteinas (Ajloo e colaboradores, 2002 B).

A desnaturacdo de proteinas pelos surfactantes catiénicos ocorre
devido a ligacao da regiao carregada (cabeca polar) desses surfactantes
com cargas opostas na superficie da proteina, seguido por um
desdobramento e exposicdo do interior hidrofébico e interacdo da parte
apolar do surfactante nestas regides da proteina.

Devido ao tipo de interacdo e o processo de desnaturacédo causado
pelos surfactantes, pode-se inferir que ndo apenas a regido hidrofébica
proxima ao grupo heme, mas também outras regides hidrofébicas nas
hemoglobinas podem sofrer mudancas conformacionais pela interacéao
com surfactantes (Nakaya et all, 1971).

A figura 41 mostra as curvas dicrdicas das hemoglobinas
estudadas, na presenca de CTAB. A adi¢cdo de CTAB causou alteracdo na
elipiticidade, com aumentos e diminuicoes de regides distintas nas
bandas dicrbéicas nos espectros apresentados, dependentes da
concentracdo desse agente. O aspecto dos espectros dicrbéicos para as
duas hemoglobinas indica que o CTAB interage com essas proteinas de
forma diferenciada. Para a hemoglobina de C. thous (figura 40 A), o
CTAB na concentracédo de 0,1 mM, 0,5 mM e 1 mM (concentracao igual a
cmc) causou um aumento nas elipiticidades e nas banda dicréicas
correspondentes as estruturas secundarias do tipo o-hélices. Na
concentracdo de 5 mM ocorreu uma pequena variagcdo da banda dicroica

abaixo de 210 nm. Estes espectros indicam que houve um aumento na
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quantidade de a-hélices por inducdo do CTAB até a concentracdo 1 mM
e reducdo dessas estruturas em 5 mM, indicado pela alteracao da banda
dicroica de 208 e 205 nm.

Na hemoglobina de P. vetulus (figura 41 B) houve um aumento da
banda dicrdica na concentracdo de CTAB de 0,1 mM e 0,5 mM. Isso
indica que houve um aumento na quantidade de a-hélices presentes por
inducdo do CTAB. Mas, com o aumento da concentracdo para 1 mM,
igual a cmc, e 5 mM, os valores das elipticidades retornaram ao valores
correspondentes ao CTAB na concentracdo de 0,1 mM. Isso indica que o
aumento da concentracdo do CTAB néo estabilizou as o-hélices
formadas. Esses dados estdo de acordo com resultados obtidos para a-
globulina (Prakash e Nandi 1982). Estes autores observaram que tanto o
CTAB como o soédio dodecil sulfato (SDS), este ultimo com maior
intensidade, quando em baixas concentragdes induzem um aumento na
quantidade de a-hélice de a-globulina. E que essa inducdo na estrutura
secundaria é reduzida em concentracdes mais altas de surfactante.

Embora os espectros indiguem o aumento na quantidade de o-
hélices, esses dados n&o sao representativos para definir se a
estabilidade das regides de a-hélices foi mantida. Pode ocorrer a
desnaturacdo da proteina e formacdo de novas hélices com
desestruturacdo das heélices da estrutura nativa e formacdo de um
padrao de estrutura secundaria completamente novo.

Meyer e Kauzmann (1962), em um estudo de interacdo de SDS
com varias proteinas, mostraram que o surfactante nado foi capaz de
desestruturar as a-hélices das proteinas e que o SDS pode resultar na
formacdo de novas regibes de hélice que ndo estdo presentes na

conformacado nativa da proteina.
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Fig. 41 Efeito da adicdo de brometo de hexadeciltrimetil ambénio (CTAB) na estrutura secundaria da
hemoglobina de C. thous (A) e P. vetulus (B) e na desnaturacao térmica de C. thous (C) e P. vetulus (D).
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Na tabela 8 estdo apresentados os valores da elipticidade nas
regides caracteristicas de a-hélice obtidos de acordo com a concentracao
de CTAB.

Tabela 8. Valores da elipticidade a 208 nm e 222 nm sob o efeito de

CTAB para as hemoglobinas de C. thous e P. vetulus.

Elipticidade (miligraus)
oM 0,1 mM 0,5 mM 1mM 5mM

C. thous 208nm -1,35 -4,29 -5,83 -6,19 -3,74
222nm -1,45 -4,43 -6,01 -6,19 -5,97
P vetulus 208nm -4,39 -5,04 -6,63 -5,43 -4,93
222nm_ -4,58 -4,58 -4,63 -5,95 -4,80

Estes dados indicam que as concentracdes criticas para o aumento
de estruturas em hélice para C thous e P. vetulus foram de 0,5 e 1 mM,
respectivamente. Nessas concentracfes, o CTAB provavelmente forma
as micelas internalizando e estabilizando as proteinas que passam a
interagir preferencialmente com elas mesmas mantendo a camada de
agua que corresponde ao processo conhecido como hidratacao
preferencial. A adicdo de CTAB ocasionou um maior aumento da
elipticidade nas regifes de a-hélice na hemoglobina de C. thous do que
na hemoglobina de P. vetulus.

No fenbmeno de hidratacdo preferencial a proteina ligar-se a agua
e ndo ao agente, que é entdo excluido da esfera de hidratacdo mais
proxima a superficie da proteina, segundo um efeito que é denominado
de solvofébico (Timashef e Arakawa, 1989).

As curvas de desnaturacdo térmica na presenca do surfactante
estdo apresentadas nas figuras 41 C e D. Essas curvas mostram que,
para as duas hemoglobinas, a desnaturacao térmica, nas concentracdes
de surfactante indicadas, ndo ocorreu. Porém, a curva para a

hemoglobina de C. thous na concentracdo de 0,1 mM de CTAB, mostra
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uma pequena faixa de transicdo, ndo muito precisa, para o estado
desdobrado (curva em azul). Esse dado sugere que a desnaturacao
térmica é dependente da concentracdo do surfactante e que nas
concentracfes de 0,5 e 1 mM, o CTAB atua como um estabilizador da
estrutura da hemoglobina. Os monémeros de CTAB provavelmente se
associam na forma de micelas e discriminam as moléculas de
hemoglobinas do solvente tornando-as mais estaveis e resistente a
desnaturacao.

A estabilizacdo ou desestabilizacdo sdo consequéncias particulares
de um fenbmeno termodinamico: a ligacdo preferencial dos
componentes do solvente (agua + agente) pela proteina. Agentes com
comportamento solvofébicos como glicerol, polietilenoglicol, podem
estabilizar ou desestabilizar proteinas de acordo com a concentracdo e
as condicdes do solvente (Timasheff, 1998). A acdo desse agente é
definida pelo balanco entre a afinidade da proteina pela agua e a
afinidade da proteina pelo agente em particular. Desta forma, o
parametro de interacdo preferencial pelo solvente pode ser positivo,
negativo, ou zero, dependendo se a interacdo entre a proteina e o
solvente €& desfavoravel, favoravel, ou indiferente, respectivamente
(Timasheff, 1993).

Comparando-se estes graficos aqueles apresentados na figura 33,
onde o processo de desnaturacdo térmica, na auséncia de surfactantes,
€ evidente, fica claro que os padrbes de desnaturacdo térmica foram
alterados na presenca do surfactante, e que o CTAB pode estar
influenciando na estabilizagdo da proteina, nas concentracgfes citadas.

Na figura 42 é mostrada a curva de transicao térmica ajustada
segundo os valores das fracdes desnaturadas da hemoglobina de C.
thous na concentracdo de 0,1 mM CTAB. A partir desses dados
apresentados foi obtida a curva da variacdo de energia livre com o

aumento da temperatura (figura 43).
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Fig. 42 Fracdo desnaturada termicamente da hemoglobina de C. thous,
na presenca de CTAB 0,1 mM.
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Fig. 43 Variacdo de energia livre de Gibbs (AG) com aumento da
temperatura para a hemoglobina de C. thous na presenca de CTAB 0,1
mM.
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O grafico de variacdo da energia livre nos permitiu calcular a
temperatura de transicdo T, correspondente ao ponto central da curva
de desnaturacdo, quando AG é igual a zero, que foi equivalente a
70,53°C. Este valor foi maior do que o de 54,27°C (Tabela 6),
encontrado sem o CTAB e indica que o CTAB, nesta concentragcdo € um
agente estabilizante da estrutura da hemoglobina.

6 -

2,/r8

1/T x 1073

Fig. 44 Gréfico de van’t Hoff para a desnaturacdo da hemoglobina de C.
thous na presenca de CTAB 0,1 mM.

O efeito dos surfactantes na desnaturacdo de proteinas depende
da concentracdo do surfactante, da concentracdo e da natureza da
proteina (Moosavi-Movahedi, 2005).

A partir do grafico de van’t Hoff, mostrado na figura 44, foram
obtidos os valores de AH = 43,13 = 1,890 kcal.mol™ e AS=125,52 + 5,5
cal.mol™.K™. O valor da estabilidade correspondente ao AG? foi de 5,72

kcal.mol™.
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A analise desses dados, comparando-os com aqueles obtidos para
a hemoglobina sob o efeito do pH (figura 37, pH 7 AG?® 3,27 kcal.mol™),
permite concluir que o efeito de estabilizacao do CTAB foi com
contribuicdo entrépica e entalpica (AH = 35,91 + 1,372 kcal.mol™ e
AS=109,52 + 4,19 cal.mol™.K™* na auséncia de CTAB), proveniente da
reducdo da camada de solvatacdo da proteina com delimitacdo do
solvente e o CTAB e da organizacao das proteinas por interacbes nao

covalentes entre cadeias, respectivamente.
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4.7. Analise da estrutura tridimensional vs estabilidade
estrutural

Uma analise estrutural comparativa entre as hemoglobinas de C.
thous (HbCt) e hemoglobina humana (PDB ID: 1HHO) e entre as
hemoglobinas de C. thous e hemoglobina equina (PDB ID: 1NS9
Robinson e colaboradores, 2003) foi realizada com o objetivo de
determinar quais residuos ou interacdes moleculares podem estar
relacionadas com a estabilidade da hemoglobina de C. thous. No tépico
‘4.4 Analise do modelo’, ja foram realizadas as analises das
substituicbes em relacdo a estrutura tridimensional.

No PDB encontram-se disponiveis atualmente 381 estruturas de
variantes de hemoglobinas diversas, mas apenas essas duas
hemoglobinas foram escolhidas para esse modelo de estudo devido a
auséncia de dados relativos a estabilidade das outras hemoglobinas na
literatura.

Na figura 45 esta apresentado o alinhamento das sequéncias da
hemoglobina humana e da hemoglobina de C. thous. As cadeias o
apresentam 83,7% de identidade, e 24 substituicdes de um total de 141
residuos. As cadeias B sdo mais conservadas: apresentam 89,7% de
identidade, e 14 substituicbes em 146 residuos.

Dentre essas substituicOes, seis localizadas na cadeia o nas
posicdes 10, 17, 19 , 26, 57 e 73 e quatro localizadas na cadeia  nas
posicoes 12, 13, 33 e 104 nao resultaram em mudancas significativas
no arranjo das interacdes no ambiente molecular das mesmas, que

pudessem estar relacionadas com a estabilidade da proteina.
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Nas tabelas 9 e 10 estdo apresentadas as substituicbes que foram
consideradas significativas e a alteracdo observada nas cadeias a e f,
respectivamente.

De um total de 28 substituicbes, comparando a hemoglobina
humana com a hemoglobina de C. thous, a maioria delas foram
observadas nas regides de superficie que interagem com o solvente, de
um residuo apolar por um residuo polar, favorecendo a interagdo com o
solvente. Essas substituicbes podem levar a um aumento nas interacdes
intra-cadeia da hemoglobina de C. thous tendendo a aumentar a
estabilidade da molécula quando comparada com a hemoglobina
humana. A figura 47 mostra um exemplo dessas substituicbes. As
substituicbes foram classificadas como positivas, negativas ou neutras,
dependendo da alteracdo que podem influenciar na estabilidade da
hemoglobina. Uma substituicdo positiva é aquela que pode ter como
consequéncia o aumento da estabilidade. Uma substituicdo negativa
pode ocasionar a perda de interacdes que podem levar a diminuicdo da
estabilidade. E uma substituicdo neutra € uma substituicdo em que a
diferenca estrutural pode nao levar a alteracdo na estabilidade.

Quatro substituicbes foram classificadas como negativas pela
perda de contatos ou de par ibnico, e também pela substituicdo de um
residuo apolar por um residuo polar em regifes de nucleo hidrofébico. A
perda dessas interagcdes na hemoglobina de C. thous tende a
desestabilizar a estrutura. A perda dos pares idnicos e de interacdes
hidrofébicas tem uma influéncia direta na termoestabilidade, podendo
diminuir a estabilidade térmica da hemoglobina de C. thous quando
comparada com a hemoglobina humana.

Uma substituicdo foi classificada como neutra, pois nao tem
alteracdo de contatos e apenas ocasiona uma diferenca na estrutura

secundaria.
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De forma geral, das 28 substituicdes consideradas significativas,
23 foram consideradas positivas por aumentar o numero de contatos

intra ou inter cadeias, que podem aumentar a estabilidade da molécula.

1HHOA VLSPADKTNV KAAWGKVGAH AGEYGAEALE RMFLSFPTTK TYFPHFDLSH
CTHOUSA VLSPADKTNI KSTWDKIGGH AGDYGGEALD RTFQSFPTTK TYFPHFDLSP
R R o - * - - * . * - * . * K% - *x . ***x - * Kk Khkkhkkhk Khkhkhkhkhkhkkk
1HHOA GSAQVKGHGK KVADALTNAV AHVDDMPNAL SALSDLHAHK LRVDPVNFKL
CTHOUSA GSAQVKAHGK KVADALTTAV AHLDDLPGAL SALSDLHAYK LRVDPVNFKL
*hkhkhkx . B R R T . **x KX - *x - * . ECE R o o e - * FxIxIxkkkkkk
1HHOA LSHCLLVTLA AHLPAEFTPA VHASLDKFLA SVSTVLTSKY R 141
CTHOUSA LSHCLLVTLA CHHPTEFTPA VHASLDKFFT AVSTVLTSKY R 141
HHOB VHLTPEEKSA VTALWGKVNV DEVGGEALGR LLVVYPWTQR FFESFGDLST
CTHOUSB VHLTAEEKSL VSGLWGKVNV DEVGGEALGR LLIVYPWTQR FFDSFGDLST
***k*x R *kk*k * - *hkhkhkhkhkkh Khkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkikkhk kX - *hkhkhkkhkk Kk - **xkkkk*k
HHOB PDAVMGNPKV KAHGKKVLGA FSDGLAHLDN LKGTFATLSE LHCDKLHVDP
CTHOUSB PDAVMSNAKY KAHGKKVLNS FSDGLKNLDN LKGTFAKLSE LHCDKLHVDP
E R = = - * - Kk Khkkhkhkkhkhkk - E R = = - B R = = - *hkh Fhkhkhkkhkkhkkhkhkkik
HHOB ENFRLLGNVL VCVLAHHFGK EFTPPVQAAY QKVVAGVANA LAHKYH
CTHOUSB ENFKLLGNVL VCVLAHHFGK EFTPQVQAAY QKVVAGVANA LAHKYH

**k*k = kkkkkk

B R R R T

*hkhkh Khkkhkkk

E R R R T T

*hkhkhkk

Fig. 45 Alinhamento da sequéncia da hemoglobina, cadeias alfa e beta,
de C. thous (CTHOUS) e da hemoglobina humana (HHO). Os residuos de

aminoacidos
conservativas sao representadas por
conservativas sao representadas por

idénticos sao representadas por "*",

as substituicdes
e as substituicbes semi-
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Tabela 9. Substitui¢cdes significativas observadas na comparacao da cadeia o da estrutura tridimensional

da hemoglobina de C. thous (HbCt) em relacdo a hemoglobina humana.

NO

residuo

Humana C. thous Classificacao

Alteracao observada

12

Ala

Ser

Positiva

Cadeia lateral faz 3 contatos polares a mais com a cadeia
principal e a carbonila faz mais um contato polar com o
solvente. Ha substituicdo de um residuo apolar por um

residuo carregado na superficie na HbCt.

13

Ala

Thr

Positiva

Cadeia lateral faz 1 contato polar a mais com a cadeia
principal. H& substituicdo de um residuo apolar por um
residuo carregado na superficie na HbCt.

15

Gly

Asp

Positiva

Cadeia lateral passa a fazer mais 2 contatos polares com o
solvente. Carbonila faz mais um contato polar com o solvente
na HbCt.

23

Glu

Asp

Positiva

Aumento de 4 para 7 contatos polares: um da carbonila com
o solvente e com o N do Glu27. Cadeia lateral faz mais um
contato polar com o solvente na HbCt.

30

Glu

Asp

Positiva

Cadeia lateral faz mais 2 contatos polares com o solvente na
HbCt.

32

Met

Thr

Positiva

Por ser uma regido hidrofobica e estabilizadora do grupo
heme, a substituicdo deveria ser desfavoravel, mas a cadeia
lateral faz contato polar com a carbonila da Ala28,
estabilizando a substituicdo na HbCt.

34

Leu

GIn

Positiva

Cadeia lateral faz mais 2 contatos polares com o solvente, a
carbonila mais um contato polar com o solvente. Ha
substituicdo de um residuo apolar por um residuo carregado
na superficie na HbCt.
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50

His

Pro

Negativa

A substituicdo causa perda de 2 contatos polares da cadeia
lateral com o solvente e do par i6nico da His50 com a cadeia
lateral do Asp74.

68

Asn

Thr

Positiva

Cadeia lateral faz mais 2 contatos polares com o solvente na
HbCt.

76

Met

Leu

Positiva

Regido hidrofébica préxima ao grupo heme. Ha substituicdo
por um residuo apolar.

78

Asn

Gly

Negativa

Regiao de superficie. Ha substituicdo de um residuo polar por
um residuo apolar.

89

His

Tyr

Negativa

Regido de superficie. A substituicdo causa a perda do par
idbnico da His89 com o Asp85 na HbCt.

111

Ala

Cys

Positiva

Cadeia lateral da cisteina posicionada para o interior da
molécula. Ha a substituicdo de um residuo apolar por um
residuo polar na regido de superficie na HbCt.

113

Leu

His

Positiva

Regido de nucleo hidrofébico. A substituicdo melhora as
interacbes de empacotamento e ressonancia com a Hist112.
A cadeia lateral realiza contato polar com o N da Hist1l12 e

com a Tyr24 na HbCt.

115

Ala

Thr

Positiva

Ha substituicdo de um residuo apolar por um residuo
carregado na superficie.

129

Leu

Fen

Positiva

Substituicdo realizada em um nucleo hidrofébico proximo ao
grupo heme.

130

Ala

Thr

Positiva

Alanina esta melhor posicionada na hemoglobina humana,
préxima ao nucleo hidrofébico, mas na substituicdo a
Treonina esta com a cadeia lateral voltada para regiao
hidrofilica e muito hidratada na HbCt.

131

Ser

Ala

Negativa

Regido de superficie. Substituicdo de um residuo polar por
um residuo apolar.
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Tabela 10. Substituicdes significativas observadas na comparacao da cadeia  da estrutura tridimensional

da hemoglobina de C. thous (HbCt) em relacdo a hemoglobina humana.

NO

residuo Humana C. thous Classificacao

Alteracdo observada

A hélice da cadeia beta comeca a partir do residuo 4 na

> Pro Ala Neutra humana e 5 na HbCt.
. A substituicdo ocasiona a formacao de par iénico com a
43 Glu Asp Positiva Arg92 da cadeia alfal na HbCt.
56 Gli Ser Positiva Regido de superficie. Ha subsiutwgao de um residuo apolar
por um residuo polar.
. A substituicdo dos residuos 56 e 58 ocasiona a quebra da
58 Pro Ala Positiva hélice. Na HbCt ha uma regiéo de “loop” no residuo 57.
69 Gli Asn Positiva Regido de superficie. Ha subsiutuu;ao de um residuo apolar
por um residuo polar.
20 Ser Ala Positiva Regiao hIdI‘OfOblca,pI'OXIma ao grupo he,me. Ha substituicao
de um residuo polar por um residuo apolar.
76 Ala Lys Positiva Regido de superficie. Ha subsiutwgao de um residuo apolar
por um residuo polar.
77 His Asn Positiva Regiao de superficie. Ha substutuu;ao de um residuo apolar
por um residuo polar.
. A substituicdo ocasiona a formacao de par iénico com o
87 Thr Lys Positiva Glu90 intracadeia na HbCt. (Figura 47)
125 Pro GIn Positiva Regiao de superficie. Ha substituicdo de um residuo apolar

por um residuo polar.
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Na figura 46 esta apresentado o alinhamento das sequUéncias da
hemoglobina equina e da hemoglobina de C. thous. As cadeias o
apresentam 81,6% de identidade e 26 substituicbes de um total de 141
residuos. Neste caso, as cadeias p sdo menos conservadas: apresentam
79,4% de identidade e 30 substituicbes em 146 residuos.

As 10 substituicbes na cadeia a nas posi¢bes 10, 17, 23 , 26, 30,
63, 71, 85, 116 e 130 e na cadeia B 14 substituicbes nas posicoes 4, 5,
10, 13, 21, 33, 50, 69, 73, 75, 104, 121, 125 e 126 nao levaram a
mudancas gue possa estar relacionadas com a estabilidade estrutural da
proteina, devido ao tipo da substituicio observado no alinhamento
estrutural, como a consequéncia dessa substituicdo observada na
estrutura tridimensional. Nas tabelas 11 e 12 estdo apresentadas as
substituicbes que foram consideradas significativas e a alteracao
observada nas cadeias a e 3, respectivamente.

Embora haja semelhanca das substituicdes da hemoglobina equina
comparada com a hemoglobina de C. thous o efeito observado foi bem
diferente do observado para a hemoglobina humana. Em relacdo a
sequéncia, a hemoglobina de C. thous esta mais proxima da
hemoglobina humana do que da hemoglobina equina.

De um total de 30 substitui¢cdes significativas, 16 sao consideradas
substitui¢cOes positivas, 5 neutras e 11 negativas.

O numero de substituicbes negativas foi maior do que quando a
hemoglobina de C. thous foi comparada com a hemoglobina humana.
Portanto, ndo €é possivel concluir, a partir dessas diferencas e as
mudancas nas estruturas, qual das duas hemoglobinas seria mais
estavel.

Na cadeia o foram observadas 9 substituicbes positivas, 3
substituicOes neutras e 4 substituicbes negativas. Na cadeia  foram

observadas 7 substituicdes positivas, 7 substituicbes negativas e 2
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substituicObes neutras. As substituicbes na cadeia [ provocaram
alteracdes estruturais mais evidentes.

As substituicdes positivas foram definidas da mesma forma como
foi definido para a comparacdo com a hemoglobina humana, da
substituicdo de residuos polares na superficie. As substituicfes
negativas sao caracterizadas pela perda de pares i0nicos, pela
substituicdo de residuos apolares por residuos polares em regides
hidrofébicas, mas, em especial, pela perda do efeito de ressonancia no
empacotamento de residuos de aminoacidos com anel aromatico, como
a fenilalanina, a tirosina e o triptofano. Na figura 48 é mostrado um
exemplo desse tipo de substituicdo.

Comparando-se o0s dados obtidos com o0s ensaios de
termoestabilidade, o valor obtido de Tm para a metahemoglobina equina
foi de 68,5°C, maior que o valor obtido para a hemoglobina de C. thous
de 54,3°C no mesmo pH. Essa diferenca pode ser explicada, em parte,
pelo efeito de ressonancia dos aminoacidos aromaticos existente na
hemoglobina eqlina e ausente na hemoglobina de C. thous. Mas, como
nado estdo disponiveis na literatura parametros de estabilidade da
hemoglobina eqiiina, como o AG® é dificil fazer uma analise mais

precisa desses dados.
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Fig. 46 Alinhamento da sequéncia da hemoglobina, cadeias alfa e beta,
de C. thous (CTHOUS) e da hemoglobina eqgiina (NS9). Os residuos de

aminoacidos

idénticos sdo representadas por "*",
conservativas sao representadas por

conservativas sdo representadas por ".".

as substituicdes

e as substituicbes semi-
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Tabela 11. Substituicdes significativas observadas na comparacéo da cadeia o da estrutura tridimensional

da hemoglobina de C. thous (HbCt) em relacdo a hemoglobina equina.

l\,l Equina C. thous Classificagao Alteracado observada
residuo
a Ala Pro Neutra A hélice da cadeia be_ta comeca a partir do residuo 3 na
hemoglboina eqiina e 4 na HbCt.
12 Ala Ser Positiva Regido de superficie. Ha subsytun;ao de um residuo
apolar por um residuo polar.
13 Ala Thr Positiva Regiao de superficie. Ha subsiutuu;ao de um residuo
apolar por um residuo polar.
15 Ser Asp Positiva Regiao d~e superflc_;le. O aumento da carga possibilita a
formacéo de mais contatos polares com o solvente.
Por ser uma regido hidrofébica estabilizadora do grupo
- heme a substituicdo deveria ser desfavoravel, mas a
32 Met Thr Positiva cadeia lateral faz contato polar com a carbonila da Ala28,
estabilizando a substituicdo na hemoglobina de C. thous.
34 Leu GIn Positiva Regido de superficie. Ha4 subsytun;ao de um residuo
apolar por um residuo polar.
50 His Pro Negativa A substituicdo causa perda do par idnico da histidina com
o Glu30.
68 Leu Thr Neutra A leucina esta p(_)SICIOI’]a:da pgr_to do nucleo hldl:O_fObICO,
mas a treonina esta posicionada na superficie.
Regido de superficie. Ha substituicdo de um residuo
82 Asp Ala Negativa apolar por um residuo polar.
89 His Tyr Positiva Regido de superficie. A tirosina melhora o “packing” por

estar proxima a Tyr140.

501



A serina estd em um nucleo hidrofilico na hemoglobina

107 Ser Val Neutra eguina e a valina esta posicionada em um nucleo
hidrofébico na HbCt.
111 val Cys Negativa Regiao hIdI’OfObIC?. pgr?o do grupo heme. A §ubst|tuu;ao
de um aminoacido apolar é desfavoravel.
Regido hidrofdbica. A histidina melhora as interagcfes de
113 Leu His Positiva “packing” por estar proxima as His20 e His112, a Tyr24 e
ao Trpl4 na HbCt. (Figura 48)
115 Ala Thr Positiva Ala_mma’ _da hemoglqua equlna esta gr_n um nucleo
hidrofilico, a treonina esta na superficie na HbCt.
129 Leu Fen Positiva Substituicdo realizada em um nucleo hidrofébico proximo
ao grupo heme.
131 Ser Ala Negativa Regiao de superficie. Ha substituicdo de um residuo polar

por um residuo apolar.

Tabela 12. Substitui¢des significativas observadas na comparacédo da cadeia o da estrutura tridimensional

da hemoglobina de C. thous (HbCt) em relacdo a hemoglobina equina.

NO
residuo Equina C. thous Classificacao Alteracado observada
5 GIn His Positiva A histidina melhora o empacotamento por estar perto da
Tyrl45.
9 Ala Ser Positiva Regido de superficie. Ha subsytun;ao de um residuo
apolar por um residuo polar.
12 Leu Ser Positiva Regiao de superficie. Ha substituicdo de um residuo

apolar por um residuo polar.

901
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Regiao de superficie. Ha substituicdo de um residuo polar

16 Asp Ala Negativa .
por um residuo apolar.
20 Glu val Negativa Regido de superficie. Ha sub§t|tU|gao de um residuo polar
por um residuo apolar.
52 Gli Asp Positiva Regiao de superficie. Ha subsptuu;ao de um residuo
apolar por um residuo polar.
53 Ala Ser Positiva Regiao de superficie. Ha subsiutuu;ao de um residuo
apolar por um residuo polar.
56 Gli Ser Positiva Regiao de superficie. Ha subsytun;ao de um residuo
apolar por um residuo polar.
A substituicdo dos residuos 56 e 58 ocasiona a quebra da
58 Pro Ala Neutra hélice. Na HbCt o residuo 57 esta em uma regido de
“IOOp”_
79 Gli Ser Negativa R_eg_|a~o hldrofoblca,proxma ao grupo hen)e. Ha
substituicdo de um residuo apolar por um residuo polar.
76 His Lys Negativa A substituicdo da hlst|d|'na causa a 'pgrda da interacao
com os residuos aromaéticos.
77 His Asn Negativa A substituicdo da hIStIdI,na causa a !ogrda da interagao
com os residuos aromaticos.
g7 Ala Lys Neutra A alanina esta em uma reglc'fto hldrofob!c_a perto do grupo
heme mas a lisina estd na superficie na HbCt.
112 val Cys Negativa Regiao hldl’OfObIC?. pgr?o do grupo heme. A §ubst|tU|c;ao
de um aminoacido apolar é desfavoravel.
. . A histidina melhora o “packing” por estar perto dos
116 Arg His Positiva aromaticos Phell8 e da His117.
129 Ser Ala Negativa Regiao de superficie. Ha substituicdo de um residuo polar

por um residuo apolar.

LOT
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Figura 47 (A) Hemoglobina humana, cadeia B, leucina 87. (B)

Hemoglobina de C. thous, cadeia B, lisina 87 interagindo com glutamato
90.

Figura 48 Regiao hidrofébica em torno do residuo 113 da cadeia a. (A)
Hemoglobina equina cadeia a, leucina 113. (B) Hemoglobina de C. thous
cadeia o, histidina 113. A substituicdo favorece a interacdo entre o0s
residuos aromaticos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A hemoglobina foi uma das primeiras proteinas a ser estudada
estruturalmente. Gragas aos esforgos iniciais de Max Perutz no estudo
da estrutura tridimensional da hemoglobina foram desenvolvidas
técnicas que permitem a resolucao da estrutura de uma proteina por
difracao de raios-X.

Inicialmente, eram conhecidas somente duas conformacodes, R e T,
da hemoglobina. Atualmente, sabe-se que dependendo da condicdo em
que a hemoglobina se encontra podem ser encontradas diferentes
conformacdes, que implicam na funcdo bioldgica da molécula.

A hemoglobina de C. thous é a segunda estrutura cristalogréfica
da familia dos Canideos depositada no PDB (PDB ID: 2B7H) e
representa um modelo de qualidade estrutural, como indicado pela
estatistica da resolucao e refinamento do modelo (tabela 2), como
exemplo os valores de Rfactor de 0,168 e Rgee de 0,232. A estrutura dessa
hemoglobina apresenta uma agua como ligante do ferro caracterizando
a metahemoglobina e uma organizagao estrutural das subunidades
semelhante as outras hemoglobinas. Na hemoglobina de C. thous o
grupo heme apresenta um leve desvio de planaridade e o atomo de
ferro esta levemente deslocado em direcdo a histidina proximal. Essas
alteracbes sao conseqliéncia da coordenacdo do Ferro oxidado com a
agua, que é o ligante encontrado na hemoglobina quando ela estd no
estado de metahemoglobina. O complexo heme-globina formado nesse
caso é mais instavel. A sua estrutura cristalografica foi utilizada como
um modelo de estudo para analise do comprometimento estrutural

tridimensional com substituicdbes de aminoacidos em posicoes
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especificas. Para isso, foram utilizadas estruturas cristalograficas de
hemoglobinas de humano e de cavalo, disponiveis no PDB. Além dessas
substituicdes uma analise detalhada da relagao estrutura vs estabilidade
foi feita.

Este &€ o primeiro trabalho de determinacdao de estrutura
cristalografica de uma proteina apresentado na forma de uma
dissertacdo na pds-graduacdao em Biologia Molecular do departamento
de Biologia Celular. Além disso, foi um dos trabalhos que possibilitou
inclusao da Dra Sonia M. De Freitas, orientadora desse trabalho, como
usuaria do LNLS, bem como facilitou a concretizagao das colaboragdes
cientificas com pesquisadores do LNLS e a disponibilizacdo de toda a
infra-estrutura daquele laboratério para estudos em biofisica molecular.
A resolucao da estrutura cristalografica dessa hemoglobina foi uma das
metas descritas na Rede Nacional de Biologia Molecular Estrutural
(RENABIME) do LNLS-CNPqg, onde um dos grupos participantes era o
grupo da Dra Sonia M. De Freitas como coordenadora. Dentre os
objetivos descritos para os projetos dessa rede, estavam a resolugao da
estrutura tridimensional de um complexo formado pela tripsina e um
inibidor de serinoproteases e a resolucao da estrutura desta
hemoglobina. Até o presente momento, este foi o Unico grupo da
RENABIME que cristalizou e resolveu estrutura de proteinas. Portanto,
este trabalho representa um marco importante na pesquisa do grupo de
biofisica estrutural do laboratério de biofisica da UnB.

Apesar de ser uma proteina bastante estudada, sob varios
aspectos da bioquimica, ndo existem na literatura dados sobre os
parametros de estabilidade dessa proteina em diferentes condicdes
desnaturantes, ja que os estudos tém sido fundamentados na analise da
funcao, por meio de experimentos de medida de saturacao de oxigénio.
Este trabalho, além de fornecer novas informacdes sobre parametros de

estabilidade de duas hemoglobinas de canideos, apresenta um novo
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modelo de estudo de proteinas onde as modificacdes na estrutura
tridimensional podem fornecer explicagbes sobre a alteragcao da
estabilidade conformacional. E neste caso especifico existem varios
exemplos de hemoglobinas com estruturas tridimensionais conservadas
apresentando varias mutacdes na seqiéncia.

Durante o desenvolvimento desse trabalho pudemos observar que
a aquisicao desses parametros de estabilidade da hemoglobina é um
processo dificil e depende das caracteristicas estruturais intrinsecas da
proteina. Por sofrer auto-oxidacdao em condicoes fisioldgicas, € preciso
controlar e avaliar o estado de oxidacao do ferro, assim como o ligante
da hemoglobina.

Por ser uma proteina multimérica, o processo de desnaturacao da
hemoglobina varia de acordo com a condicao de pH e o tipo de
desnaturante utilizado. Esse processo pode ser observado acontecendo
de uma forma direta, em um processo de dois estados, ou de uma
forma mais suave onde podem ser observados um ou mais estados
intermedidrios que se formam durante o processo de dissociacdo das
subunidades, que é parte do processo de desnaturacdo da hemoglobina.
Dependendo das condicdes, pode-se até mesmo observar apenas o
processo de dissociacdo em dimeros e mondmeros, € ndo se observar a
desnaturacdao dos monOmeros com a perda da estrutura e da interacao
do grupo heme com a globina.

A fluorescéncia e o dicroismo circular sdo técnicas que permitem p
estudo de diferentes ambientes moleculares e permitem a determinacgao
de parametros termodindmicos de forma indireta. No processo de
desnaturacao observado pela fluorescéncia, os espectros apresentaram
uma forma geral semelhante. Mas, na analise das fracdes desnaturadas,
a partir dos ajustes das curvas experimentais, foram observados
comportamentos diferentes das hemoglobinas de C. thous e P. vetulus.

De maneira geral, as duas hemoglobinas apresentaram caracteristicas
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de proteinas estaveis, nos pHs analisados. No entanto, a hemoglobina
de C. thous foi bem mais estavel em pH &cido apresentando um
processo de desdobramento de dois estados, acompanhado por
fluorescéncia, e um processo de desdobramento em 3 estados, de
acordo com a anadlise por dicroismo circular. A hemoglobina de P.
vetulus foi bem mais estavel em pH basico, e o processo nao foi do tipo
cooperativo, indicando que essa hemoglobina pode se dissociar antes do
processo de desnaturagao completa.

A guanidina foi um agente desnaturante que provocou muita
oscilacao dos dados experimentais. Em conseqiiéncia disso, os dados da
hemoglobina de P. vetulus ndao puderam ser analisados, mostrando que
essa hemoglobina é mais sensivel a guanidina.

Nos experimentos de dicroismo circular, devido a maior
sensibilidade da técnica, as curvas apresentaram varias regidoes de
transicao com oscilagdes nos valores da elipticidade que dificultaram os
ajustes. Somente os dados obtidos para a agao da uréia na hemoglobina
de C. thous pH 10 foram computados e analisados, devido ao
aparecimento de varios intermediarios conformacionais.

Em relacdao ao parametro de estabilidade, AG, o valor encontrado
para a hemoglobina de P. vetulus foi maior que o observado para a
hemoglobina de C. thous, mas, comparando com o unico dado existente
na literatura da cianometahemoglobina humana, que apresenta um
ligante do Ferro diferente, a hemoglobina de C. thous é mais instavel
gue esta humana e a hemoglobina de P. vetulus é mais estavel que
essa. Nesta comparacdo, as razdoes das diferencas na estabilidade
podem ser atribuidas, em parte, ao tipo do ligante do ferro.

O efeito do pH na estrutura secundaria das hemoglobinas foi
acompanhado por dicroismo circular, sendo que a hemoglobina de C.
thous apresentou maior conteludo relativo dessas estruturas em pH 3,5,

8,5 e 10 e a hemoglobina de P. vetulus foi mais estavel em pH 3,5 e pH
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9,5. Esses dados indicam, de forma qualitativa, uma maior estabilidade
nesses pHs, mas que de forma geral essas hemoglobinas sao resistentes
a mudangas de pH. Esta baixa influéncia do pH foi confirmada
guantitativamente na desnaturacdo térmica pela pouca variagdo nos
valores de Tm.

Em contraste com os dados observados na fluorescéncia, a
hemoglobina de C. thous apresentou maior estabilidade térmica em pH
9 e a hemoglobina de P. vetulus em pH 3. As curvas apresentaram
oscilagao nos valores obtidos, indicando que mesmo com a variagao de
temperatura e pH a hemoglobina se organiza de forma a manter a sua
estrutura conforme a variagao do meio. Mas, as curvas de DC indicam
gue a hemoglobina nao foi completamente desnaturada. Portanto, o
valor de AG obtido, assim como o pH que apresentou maior estabilidade
térmica, nao podem ser comparados com outros dados, mas apenas
entre si, pois foi observada apenas parte do processo de desnaturacgao.
Estes dados sao apenas indicativos desse processo e precisam ser
confirmados com a associacao de outros agentes desnaturantes com a
temperatura e o pH. Portanto, os parametros de estabilidade que foram
mais considerados foram os obtidos pela desnaturacdo quimica.

A determinacdo de parametros termodinamicos nos processos de
interagdo molecular e na analise da estabilidade estrutural de proteinas
e a cristalizacao e resolugdao da estrutura tridimensional de proteinas
tém sido parte das linhas de pesquisas desenvolvidas no laboratério de
Biofisica, sob a coordenacao da Prof Dra Sonia M. de Freitas (Freitas,
1997, Freitas, 1999, Souza, 2000, Silva, 2001, Teles, 2004). A
estabilidade de uma proteina pode ser determinada por meio da
variacao de energia livre calculada durante o processo de desnaturacao
de uma proteina. Proteinas consideradas estaveis apresentam um valor
de AG variando de 5 a 15 kcal.mol. O valor encontrado para as

hemoglobinas estad dentro desse intervalo

113



Com relacdo as analises realizadas com o surfactante cationico, ja
foi relatado na literatura que, dependendo da concentracao, o mesmo
pode ocasionar diversos efeitos como formacao e estabilizacao de a-
hélices, desnaturacao e precipitacdo, agregacao ou estabilizacdo das
proteinas.

Na adicdo de CTAB as hemoglobinas estudadas foi observado um
efeito de estabilizacdo pelo fenbmeno de hidratacao preferencial, onde
os monomeros de CTAB provavelmente se associam na forma de
micelas, internalizam as moléculas de hemoglobinas que interagem com
o solvente tornando-as mais estaveis e resistente a desnaturacao.

Esse efeito de estabilizacdao foi observado na desnaturacao
térmica. A adigcao de CTAB nas hemoglobinas de C thous e P. vetulus na
concentragao de 0,5 e 1 mM elevaram o valor do Tm. O efeito de
estabilizacao foi observado para as outras concentracdes de CTAB nas
duas hemoglobinas. O aumento da temperatura, associado ao efeito de
estabilizacao da adicao do CTAB, nao foi suficiente para que se chegasse
ao estado desnaturado da hemoglobina na maior parte dos casos. Sao
precisos outros estudos associando outras condicdes desnaturantes a
adicao do CTAB e outros tipos de surfactante.

Fundamentado na estrutura tridimensional foi possivel fazer
comparagoes da hemoglobina de C. thous com as hemoglobinas
existentes no PDB. Esta analise foi feita com a hemoglobina humana e
eqlina por serem as Unicas que apresentam algum indicativo de
estabilidade conformacional, permitindo a comparacao dos dados.

Comparada com a hemoglobina humana, as substituicoes de
aminoacidos apresentadas na hemoglobina de C. thous tendem a ser
estabilizadoras. Em contrapartida, comparando com a hemoglobina
eqlina, as modificacdes apresentadas na hemoglobina de C. thous
tendem a ser desfavoraveis para a estabilidade conformacional. Neste

caso, pode ocorrer a perda de contatos do tipo empacotamento de anéis
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aromaticos (“packing”), com perda da estabilidade proporcionada pela
ressonancia dos elétrons dos residuos de aminoacidos aromaticos. Essas
alteragcdes podem ser a causa do valor maior de Tm observado na
hemoglobina eqliina, em comparacdo com a hemoglobina de C. thous,
considerando-se que a primeira apresenta esse tipo de empacotamento
e a segunda nao.

Esse € um modelo de estudo que foi apresentado para a
hemoglobina, mas tem aplicagao para qualquer tipo de proteina. Para as
proteinas que apresentam um grande numero de estruturas
tridimensionais depositadas no PDB, esse estudo pode ser feito,
considerando as diferentes estruturas e abordando as diferencas na
seqléncia primaria como se fossem mutacdes. Mas, é essencial que os
estudos de estabilidade estrutural e os dados dos parametros
termodinamicos tenham sido obtidos para fundamentar a analise da
relagao estrutura vs estabilidade.

Para uma melhor analise da relagao da estrutura tridimensional
com a estabilidade conformacional sao necessarias mais informagoes
sobre os parametros de estabilidade em diferentes condicdes, em
diversos tipos de experimentos, como foi sugerido por nés durante todo
esse trabalho. Proteinas que apresentam uma organizacdo multimérica
ou com varios dominios sao dificeis de serem estudadas, uma vez que
essa complexidade estrutural geralmente dificulta a obtencao desses
parametros, como foi o caso da hemoglobina.

Essas informacdes sao fundamentais para o planejamento racional
para a producdao de proteinas recombinantes, como estd apresentado
neste trabalho, e também para a determinacdo dos parametros
termodinamicos e de estabilidade, assim como estudos relativos a
funcao de proteinas.

A medida que outros trabalhos sobre a estabilidade de

hemoglobinas de diferentes espécies forem desenvolvidos e publicados,
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este modelo de estudo podera ser aplicado para analisar substituicdoes
que possam ser classificadas como estabilizantes ou desestabilizantes.
Essas informagdes sao fundamentais para o desenvolvimento
racional de proteinas com modificacdes que levem ao aumento da
estabilidade, em particular as hemoglobinas, visando a producao de

sangue artificial, uma tendéncia que vem crescendo nos ultimos anos.
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. CONCLUSOES

e A estrutura tridimensional cristalografica da hemoglobina C. thous
foi resolvida. Esta estrutura foi depositada no pdb com o cédigo
PDB ID: 2BH7 e é a segunda estrutura de canideo apresentada
neste banco de dados.

e O modelo cristalografico foi considerado de otima qualidade
esteroquimica.

e O modelo apresentou a mesma organizacao estrutural da
hemoglobina humana na conformagao R.

e O padrao de desnaturacao para as hemoglobinas estudadas e a
obtencdo dos parametros de estabilidade é complexo

e A desnaturacdo completa da hemoglobinas é iniciada pelo
processo de dissociagdao das subunidades, seguida da
desnaturagcao das mesmas.

e O processo de desnaturacdo varia de acordo com o desnaturante.
A guanidina foi mais eficiente na desnaturacao que a uréia.

e Modificagbes na estrutura tridimensional podem fornecer
explicagcOes sobre a alteracao da estabilidade conformacional.

e A auséncia de dados na literatura para comparacao de parametros
termodinamicos com hemoglobinas de outras espécies dificultou a
andlise comparativa da estabilidade estrutural entre essas
proteinas.

e Os valores de variacao de energia livre (AG) foram préximos aos
da hemoglobina humana

o Hb P. vetulus maior que Hb humana.

o Hb C. thous menor que Hb humana.
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De forma geral os valores de AG encontrados foram compativeis
com valores encontrados para proteinas estaveis estruturalmente.
O CTAB é um agente estabilizador da estrutura de hemoglobinas
na concentragao de 0,5mM para a Hb de P. vetulus e na
concentragcao de 0,1mM para a Hb de C. thous.

o AG sem CTAB 3,27 kcal.mol

o AG com CTAB 5,72 kcal.mol™
O modelo de estudo da relagao estrutura tridimensional x
estabilidade estrutural pode ser aplicavel a outras proteinas.
Varios residuos de aminodacidos que ndo alteram a estrutura
tridimensional e aumentam o numero de interagdes foram
identificados. A presenca destes aminoacidos pode fortalecer e
estabilizar a estrutura tridimensional. Todos esses residuos sao

candidatos para a producdo de proteinas recombinantes.
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