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Resumo

A estabilidade térmica em funcdo do pH para trés formas da hemoglobina
extracelular gigante do anelideo Glossoscolex paulistus (HbGp), monitorada
atraves de DSC, CD e absorcéo optica, e estudada no presente trabalho. Estes
estudos possibilitaram a determinacao de parametros importantes do processo
de desnaturacéo e dissociacdo da proteina oligomerica em pH acido, neutro e
alcalino. A HbGp se mostrou mais estavel no pH acido do que em pH neutro e
alcalino. No meio alcalino a HbGp sofre dissociacdo oligomérica gerando
subunidades tais como o dodecamero, o trimero e o monémero. Além disso, as
técnicas de DSC, dicroismo circular (CD) e absor¢do Optica permitiram o
monitoramento da desnaturacdo da estrutura protéica global, da estrutura
secundaria e do centro ativo da HbGp, em funcdo da temperatura. Por DSC foi
determinado que o mecanismo do processo de desnaturagdo térmica da HbGp
é irreversivel. As variacfes de entalpia calorimétrica, AH.,, € de van Hoff,
AH,4, nas formas oxi-, meta- e cianometa-HbGp sédo bem distintas, em todos
0os pHs estudados, indicando que o processo de desnaturacdo é bastante
complexo, sugerindo que o pico de transicdo deve ser composto por varias
transicbes. A ordem de estabilidade apresentada pela HbGp em termos dos
valores de temperatura de transicdo (Tm) foi a seguinte: cianometa- > oxi- >
meta- no intervalo de pH 5,0 a 8,0. Os valores de AH¢y no pH 7,0 para a oxi-
HbGp, meta-HbGp e cianometa-HbGp foram de 25 £ 4, 20 + 2 e 56 + 4 MJ/mol,
respectivamente. Os valores de energia de ativacdo (E,) obtidos no pH 7,0
para a oxi- e cianometa-HbGp foram de 673 £ 99 e 780 + 105 KJ/mol, e no pH
8,0 de 897 £ 106 e 850 + 201 KJ/mol, respectivamente. Esses valores de
energia de ativacdo sdo condizentes com 0s reportados na literatura para
outras hemoglobinas. Nos estudos realizados por CD a oxi-HbGp forma
hemicromo no pH 6,0 e 7,0, em temperaturas superiores a 40 °C, e se dissocia
em meio alcalino. A oxi-HbGp apresenta temperatura critica (Tc) nas regides
das hélices-a e do grupo heme praticamente idéntica nos varios pHs
estudados. A cianometa-HbGp possui maior quantidade de estrutura
secundaria do que a oxi-HbGp, e maiores valores de temperatura critica (Tc),
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sendo bem mais estavel que a oxi-HbGp, assim como o observado por DSC.
Por absorcao éptica o comportamento térmico da HbGp é similar ao do CD,
sendo observado ainda, além da formacdo de hemicromo, a presenca de

espécies pentacoordenadas no pH neutro e alcalino.
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Abstract

The thermal stability as a function of the pH, for three forms of the extracellular
giant hemoglobin of the annelid Glossoscolex paulistus (HbGp) was monitored
by DSC, CD and optical absorption in the present work. These studies allowed
the determination of important parameters characterizing the denaturation and
dissociation at acid, neutral and alkaline pH values. HbGp was shown to be
more stable in acid pH as compared to neutral and alkaline pH values. In
alkaline medium, HbGp presents oligomeric dissociation generating smaller
subunits such as the dodecamer, the trimer and the monomer. Besides that, the
techniques of the DSC, circular dichroism (CD) and optical absorption
spectroscopy allowed to monitor, respectively, the denaturation of the global
protein structure, of the secondary structure and of the active center of the
hemoglobin, as a function of the temperature. By DSC it was determined that
the mechanism of the thermal denaturation of the HbGp is irreversible. The
variations of calorimetric and van Hoff enthalpies, in the oxy- and cyanomet-
HbGp forms, are quite different, for all studied pH values, indicating that the
process of denaturation is complex, characterized by a transition peak
composed by several contributions. The order of stability presented by the
HbGp in terms of the transition temperature values (Tm) was the following:
cyanomet-> oxy- for pH from 5.0 to 8.0. The values of AH., at pH 7.0 for the
oxy-HbGp, met-HbGp and cianomet-HbGp were 25 + 4, 20 £ 2 and 56 + 4
MJ/mol, respectively. The activation energy values (Ea) obtained at pH 7.0 for
the oxy- and cyanomet-HbGp were 673 + 99 and 780 = 105 KJ/mol, and at pH
8.0 they were 897 = 106 and 850 + 201 KJ/mol, respectively. Those energy
values are consistent with data reported in the literature for other hemoglobins.
In the studies carried out by CD for oxy-HbGp formation of hemichrome was
observed at pH 6.0 and 7.0, at temperatures above 40 °C. In alkaline medium
the oligomeric dissociation is observed. Oxy-HbGp presents critical
temperatures (Tc), which are practically identical in the spectral regions of the
polypeptide and of the heme groups for all studied pH values. The cyanomet-
HbGp own larger quantity of secondary structure than oxy-HbGp, and higher

values of critical temperatures (Tc), being more stable than oxy-HbGp, in
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agreemente with DSC data. Optical absorption spectroscopy shows thermal
behavior of HbGp similar to that observed by CD. Besides the formation of the
hemichrome species upon heating, the presence of penta-coordinate species at

neutral and alkaline pH values was observed.
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1.0 Introducéo

1.1  Estrutura e fungdo de hemoproteinas

As proteinas sdo biopolimeros compostos basicamente por carbono,
hidrogénio, nitrogénio, oxigénio, enxofre, e algumas proteinas podem possuir
atomos de metal em sua estrutura, e essas moléculas desenvolvem diversas
fungcbes no meio biologico, como funcdo enzimética, revestimento, defesa,

transporte entre outras [1].

Uma das classes de proteinas muito estudadas sdo as hemoproteinas, que
sao proteinas globulares, que possuem em sua estrutura grupo prostético (atomo de
Ferro) ligado a quatro atomos de nitrogénio do anel protoporfirinico. Essas proteinas
possuem cor avermelhada decorrente do anel porfirinico. As transi¢coes eletronicas
do grupo porfirinico podem ser influenciadas, pelo estado de oxidacdo do ferro e
pelo ligante ligado ao metal, refletindo diretamente na intensidade da sua coloracao
[1-5] Essas proteinas apresentam principios importantes de conformacéo, dinamica
e funcdo de proteinas [1,2]. O conhecimento de sua estrutura tridimensional com
precisao atbmica revela muito a cerca de como as proteinas se enovelam e se ligam

a outras moléculas, [1,3].

As globinas constituem um dos sistemas mais importantes dentro da quimica
das proteinas. As propriedades intrinsecas das hemoproteinas, assim como a sua
relacdo estrutura-atividade, envolvem fendmenos tais como cooperatividade e
afinidade seletiva por ligantes especificos que estdo associados a uma variedade de

mecanismos que tornam possivel a vida [1,4,6]
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A hemoglobina humana é uma das hemoproteinas mais estudadas, e teve
sua estrutura resolvida utilizando a técnica de cristalografia de raios-X. Esse trabalho
foi realizado por Max Perutz em 1959, que revelou uma proteina esférica, com
dimensdes em torno de 6,5 x 5,5 x 5 nm* e massa molecular em torno de 64 kDa.
Revelou também, que esta proteina possui um arranjo tetraédrico formado por
quatro estruturas polipeptidicas globinas. Sendo estas subunidades globinas com
estruturas e funcdes similares entre si, e sdo denominadas cadeias a e cadeias 3 e
se encontram arranjadas de forma alternada na estrutura da proteina, ou seja,
cadeias a-B-o—f respectivamente. As quatro estruturas estdo unidas por ligacdes
nao covalentes; por ligacdes de hidrogénio, pontes salinas e interacdes de Van der
Waals, entre residuos que se encontram na interface de cada cadeia [1,3]. Sendo
que, cada cadeia globinica contém no seu interior um grupo heme, como mostrado

na Figura 1.
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Desoxihemoglobina Mioglobina

——

Figura 1. Estrutura de duas hemoproteinas bastante estudadas (A) hemoglobina cuja principal
funcéo € o transporte de oxigénio dos pulmdes para as células, (B) mioglobina que possui a funcdo

de armazenar o oxigénio nas células [3].

O grupo heme consiste de quatro anéis pirrélicos coplanares, ligados entre si,
e com um atomo de ferro central, que se encontra 0,3 A fora do plano da porfirina
coordenado aos atomos de nitrogénios do anel da porfirina, como mostra a

llustracéo da Figura 2 [1,5].

O atomo de ferro do grupo heme coordenado a quatro atomos de nitrogénio
do anel da porfirina e pode formar mais duas ligagcbes adicionais, sendo uma de
cada lado do plano do grupo heme. A quinta coordenacéo € ocupada pela histidina
proximal. Essa interacdo faz com que o atomo de ferro ndo fique no plano da
porfirina, formando uma estrutura assimétrica [1,5]. A coordenagdo com 0 Oxigénio
ocorre do lado oposto da histidina proximal no grupo heme, e essa ligacdo Fe-O,
torna possivel o transporte dessa molécula essencial para respiracdo celular e
manutencdo da vida. Quando a sexta coordenacao do Fe ndo se encontra ocupada

pela molécula de O, essa coordenacdo pode ser ocupada pela histidina distal,
20



Figura 3A, [1,5]. Nesse caso, quando o nitrogénio do imidazol da histidina distal se
encontra coordenada ao ferro tem-se hemicromo ou hemocromo dependendo do
estado de oxidacdo do ferro. Isso significa que, quando o estado de oxidacéo é Fe®*

tem-se o hemocromo e quando o estado de oxidacdo é Fe*" forma o hemicromo.

O grupo heme encontra-se inteiramente no interior da estrutura com excecao
da extremidade que contém dois grupos polares propionatos, que direcionam-se
para fora, e encontram-se envolvidos por moléculas de agua [1,3]. A vizinhanca do
grupo heme é composta por aminoacidos apolares com excecao de duas histidinas,
a distal e a proximal que se encontram nas hélices H e F, respectivamente, Figura 3

B, [3,5].
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Figura 2: Grupo prostético heme que é constituido de uma protoporfirina e um atomo de ferro central

(3].

A ligacdo de O, na hemoglobina ocorre de forma cooperativa, ou seja, a

ligacdo de uma molécula de O, ao Ferro de um dos grupos heme facilita a
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coordenacao do O, nos outros hemes do mesmo tetramero. Da mesma forma ocorre
O processo inverso, ou seja, a perda da molécula de O, em um heme facilita a perda

nos demais [1,4 ].

A hemoglobina também transporta o CO, formado nos tecidos devido a
atividade metabdlica, para os capilares alveolares nos pulmdes. O CO; transportado
pela hemoglobina é ligado em residuos das cadeias a e B principalmente na forma
de ion bicarbonato (HCO3) e nédo é ligado direto ao atomo de Fe do grupo heme

[1,3,5].

Outros ligantes podem se coordenar ao Fe do grupo heme além do O, e
provocar alteracdes na valéncia e no estado de spin eletronico do Fe. Exemplos de
ligantes sdo o ion CN" (cianeto), ion OH" (hidroxi) e H,O (agua): a coordenacao
desses ligantes ocorre com o Fe no estado oxidado (Fe*®). Com o atomo de Fe na
forma reduzida (Fe*? ) a sexta coordenacdo pode se encontrar desocupada (desoxi)
ou ocupada pelo CO (carboxi), NO (nitrosila) ou pelo O, (oxi) entre outros (Figura 3)

[3,5].
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Figura 3: (A) Grupo heme na forma T tensa — desoxihemoglobina a esquerda e na forma R relaxada
— oxi-hemoglobina a direita. (B) Grupo heme, mostrando as seis coordenac¢8es do Ferro. Em amarelo
aparece a molécula de oxigénio coordenada, em vermelho o grupo pofirinico, em cinza na parte

inferior a Histidina proximal (F8 — significa que a histidina é o residuo de niumero oito da hélice-F) [3].

Quando o atomo de Fe do grupo heme é oxidado a Fe*™ a molécula perde sua
atividade biologica, ou seja, ndo consegue ligar reversivelmente oxigénio. Esse
estado € muito util para estudos estruturais da proteina que pode contribuir para a

compreensao de suas propriedades funcionais [1,3,5].

As proteinas globulares s&o ricas em estruturas secundarias tais como
hélices-a, folhas-B e “random coil” designadas de estruturas desordenadas ou

aleatorias, em menor proporcdo [2,6]. Dentre as proteinas globulares ricas em
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estruturas de hélices-a e folhas-f muito estudadas, a hemoglobina e mioglobina

humanas sdo dois exemplos bem conhecidos.

A mioglobina € uma hemoproteina monomérica, ou seja, possui uma unica
cadeia globinica, enquanto que a hemoglobina possui quatro subunidades globinicas
e grupos heme por molécula. A funcdo da mioglobina no meio celular € armazenar
oxigénio nas células, principalmente nos musculos onde ela € encontrada em maior
quantidade [1,4]. JA a hemoglobina € responsavel pelo transporte de oxigénio no

organismo.

Assim como na hemoglobina, na mioglobina o processo de ligacéo reversivel
de oxigénio ocorre diretamente ao atomo de Fe do grupo heme. Porém a ligacdo de

oxigénio pela mioglobina nédo ocorre de maneira cooperativa [3, 5].

1.2 Hemoglobinas gigantes extracelulares

As hemoglobinas dos invertebrados apresentam similaridade com a dos
vertebrados, no entanto, as suas subunidades se arranjam de maneira diferente.
Principalmente no caso dos anelideos, que podem apresentar hemoglobinas

extracelulares e, em alguns casos, intra e extracelulares [7].

As hemoglobinas extracelulares sdo também conhecidas como eritrocruorinas
e sao encontradas em espécies de anelideos como a Lumbricus terrestris e
Glossoscolex paulistus, sendo ambas pertencentes a classe oligochaeta. Uma das
principais caracteristicas destas hemoglobinas é que elas possuem uma quantidade

relativamente grande de subunidades com pesos moleculares entre 16 kDa a 19
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kDa, conferindo & proteina uma massa molecular total em torno de 3,6 MDa. Alem
disso, essas hemoglobinas apresentam uma alta cooperatividade na ligacdo de
oxigénio, o que as torna um sistema interessante do ponto de vista estrutural e de
organizacdo das varias subunidades, sendo um modelo interessante no estudo de

relacdo entre sua estrutura e funcao [8,9].

Entre as hortolégas gigantes extracelulares, a mais estudada é a do
Lumbricus terrestris (HbLt) que serve como modelo de comparagdo com outras
hemoglobinas homolégas, tal como, a hemoglobina de Glossoscolex paulistus . A
estrutura cristalografica mais recente da HbLt reportada na literatura com resolucéo
de 3,5 A mostra com bastante detalhe a disposicdo em bicamada hexagonal das
varias cadeias polipeptidicas que compdem a proteina, incluindo as cadeias

globinicas e os linkers (Figura 4) [10].

Figura 4: Estrutura quaternaria da hemoglobina integra de Lumbricus terrestris, que pertence a
mesma classe Oligochaeta que a hemoglobina de Glossoscolex paulistus, contendo 144 cadeias
globinicas contendo o grupo heme e 36 cadeias Linkers em um arranjo espacial conhecido como
modelo do bracelete [7]. O dodecdmero é composto por 3 tetrdmeros (abcd); A estrutura do
tetramero corresponde 1/12 da molécula integra contém 1 dodecamero e 3 linkers L3 correspondendo

a (abcd)sLs. (A) integra, (B) dodecamero,(C) tetrameros e (D) dimero [10].
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A hemoglobina do anelideo Glossoscolex paulistus a (HbGp) apresenta uma
massa molecular de 3,6 MDa, determinada por Carvalho e colaboradores [8]
utiizando a técnica de ultracentrifugacdo analitica através do coeficiente de
sedimentacdo. Devido a similaridade estrutural entre HbGp e HbLt pode-se propor
gque essa macroproteina apresenta uma disposicdo altamente organizada
envolvendo 144 cadeias polipeptidicas que contém o grupo heme e 36 cadeias
polipeptidicas sem grupos heme, que sao denominadas cadeias Linkers (Figura 5)
[10]. A estrutura oligomérica € composta de dois discos hexagonais, que formam
uma espécie de bicamada hexagonal sendo que a dissociacdo dessa estrutura da
origem a doze unidades de massa molecular equivalente a 1/12 da molécula integra
correspondendo a cerca de 300 KDa [10,11], e cuja estrutura € (abcd)sLs, ou seja,

contém um dodecamero, (abcd), e trés linkers, Ls.

Figura 5: Estrutura cristalografica das subunidades né&o globinicas da HbLt. Sendo da esquerda para
direita os Linkers 1, 2 e 3 ligados a unidade dodecamérica (abcd)s;, respectivamente. As partes

ampliadas mostram os contatos das cadeias Linkers com as globinas da HbLt [11].
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A HbGp é composta de quatro subunidades globinicas que contém o grupo
heme, denominadas de cadeias a, b, c e d, sendo que as subunidades a, b e c estédo
ligadas por pontes dissulfeto formando um trimero (abc) e a subunidade d
mantém-se na forma monomérica [10]. Além destas quatro subunidades que contém
0 grupo heme, a proteina possui varias cadeias polipeptidicas que ndo possuem o0
grupo heme (linkers). A funcéo destas subunidades esta provavelmente relacionada
com a manutencdo da estrutura oligomérica da proteina. No caso da hemoglobina
extracelular extraida da minhoca comum no hemisfério norte, a Lumbricus terrestris,
especialmente na regido de Vancouver, Canada, as subunidades sdo bem
conhecidas em termos de seqUéncia primaria e a estrutura da macroproteina tem

sido estudada na forma cristalografica pelo grupo de W. E. Royer Jr. [10].

A hortologia da HbGp com a HbLt esta baseada em estudos de microscopia
eletrbnica onde é observada a presenca de estruturas hexagonais, em pH 7,3, que
correspondem a proteina nativa. Entretanto, foi constatado que quando em pH 8,6

essas estruturas ndo sao mais observadas devido a dissociag&o do oligdmero [9,12].

Estudos espectroscopicos com a HbGp revelaram que essa proteina
oligomérica se dissocia em pH alcalino [9, 12]. Trabalhos anteriores utilizando como
ferramenta principal as espectroscopias de fluorescéncia e de absorcao 6tica no UV-
VIS indicam que a dissociacdo alcalina € fortemente dependente do estado de
oxidacdo do &tomo de Ferro do grupo heme [15-18]. Estudos com a HbGp na forma
oxidada (Fe*") [13-15] demonstram que a mesma, quando em meio alcalino, sofre
completa dissociagdo em trimeros e mondémeros. Dessa forma a hemoglobina na
forma oxidada é menos estdvel em relacdo ao arranjo oligomérico quando

comparada com a espécie ndo oxidada ou oxi-HbGp. Consequientemente a oxidacéo
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da proteina favorece a sua dissociacdo oligomérica. Um trabalho posterior
complementa e evidencia esse efeito da autoxidacdo na dissociacdo da proteina

[18,19]

Estudos realizados por Zhu e colaboradores. [20] focando a estrutura
oligomérica da hemoglobina da Lumbricus terrestris constataram que a associacao e
a dissociacdo das subunidades sdo dependentes do estado de oxidacdo do atomo
de Ferro do grupo heme da hemoglobina. A oxidacdo da estrutura (abcd); com
ferricianeto causa completa dissociagdo em mondmeros d e trimeros abc, mas a
adicdo de CN mantém o complexo (abcd), ou favorece a re-associacdo das
subunidades oxidadas. Esta observacado evidencia a acéo efetiva do cianeto nas
hemoglobinas gigantes, além de enfatizar a correlacédo entre as modificacdes do
estado de oxidacdo do grupo heme com as alteracbes das interacdes entre as

cadeias polipeptidicas, responsaveis pela manutencéo da estrutura oligomérica.

Vérios estudos vém sendo realizados por varios grupos de pesquisa sobre a
estabilidade e composicéo da estrutura oligomérica de diferentes proteinas gigantes
como a HbGp [13, 18], HbLt [7,20] e hemoglobina de Arenicola marina (HbAm) [19].
Estes estudos envolvem o monitoramento dos efeitos das mudangas na composigao
do meio, variacdo do pH, presenca de sais e de agentes desnaturantes. Os
processos de dissociacdo e re-associacdo da HbLt tém sido investigados, porém
muitas questdes relacionadas aos mecanismos de dissociacdo e re-associacao,
permanecem ndo muito bem entendidas. Por esse motivo, h4 um interesse
crescente em entender 0os processos de dissociagao e re-associagao desta classe
de hemoglobinas. Este tipo de estudos pode fornecer informag8es Uteis sobre as

interacdes entre as subunidades que sdo necessarias para manter a estrutura global
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da proteina. Por outro lado, sdo poucos os estudos dos efeitos provocados por

variacdo de temperatura na estrutura oligomeérica dessas hemoproteinas [21].

2.0 Desnaturacao de proteinas

As proteinas na forma nativa sdo caracterizadas pela presenca de uma
estrutura tridimensional organizada, em decorréncia de um equilibrio de forcas entre
as diversas subunidades da proteina e o solvente do meio [21-23]. A desnaturacéo
de proteina envolve a perturbacdo e rompimento das forcas que mantém a
conformacao nativa, pela quebra de ligagdes ndo covalentes, levando a modificacéo
nas estruturas secundaria, terciaria, e quaternaria da proteina [20,23], levando a
perda de sua atividade, devido ao desenovelamento dessas estruturas (“unfolding”,
Figura 6). Entre os efeitos mais comuns que induzem a desnaturacdo de proteina
temos o aumento da temperatura acima de um determinado limite, variagdo da
constante dielétrica do meio em presenca de solventes organicos, as mudancas
drasticas do pH e a presenca de agentes quimicos especificos em solu¢do que
levam a ruptura da conformacdo nativa (como por exemplo, a uréia e o cloreto de

guanidina (GdmHCI) [24-26].
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Figura 6: llustracdo da estrutura de uma proteina na forma nativa (esquerda) e desnaturada (direita)

na presenca de moléculas de agua [3].

Alguns estudos tém reportado o efeito da desnaturagcdo na estrutura
secundaria e terciaria de hemoproteinas, assim como mudancas no tamanho e
forma das estruturas [27-29], como estudos [29], usando a técnica de DLS com a
HbGp, em pH 7,0, revelou que acima de 52 °C a proteina desnaturou-se
aumentando o tamanho da particula de 27 nm para 65 nm. Por outro lado, a HbGp
em pH 7,0 a 25 °C, é bastante estavel, ndo modificando o seu didmetro
hidrodinamico, Dy, de 27 nm por um longo periodo de tempo (72 h). Para valores de
pH superiores a 9,0, foi observado o processo de dissociacdo da proteina,
resultando numa particula de Dy, de 10 nm, o que esta de acordo com a literatura
gue associa essa dimensdo a unidade dodecamero (abcd); [23]. O dodecamero

originado na dissociacao alcalina da HbLt possui um diametro de Dy, = 10 nm [23].

Estudos de re-associacdo de proteinas podem trazer também informacdes
relevantes. Estudos realizados com a HbLt [23] mostraram que a proteina apés
sofrer processos de dissociacdo oligomérica, pode se re-associar nha presenca de
dications (Ca** e Mg®") recuperando cerca de 30 % da estrutura oligomérica.

Entretanto, ainda permanece nao esclarecido se as espécies re-associadas podem
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apresentar a mesma atividade da proteina nativa. Para estudar a re-associacdo de
proteinas, um dos requisitos principais € que as mesmas nao tenham sofrido o
processo de desnaturacdo. Por isso, alguns pesquisadores para provocar uma
dissociacao inicial na proteina sem levar a desnaturacao, utilizam a aplicacdo de
pressdo hidrostatica [28], presenca de agentes desnaturantes em baixa
concentracdo (menor do que 2 mol/L, no caso de uréia) [26] ou ainda aceleram os

processos de oxidacdo adicionando agentes oxidantes [18].
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3.0 Objetivos

3.1.0 Objetivo geral

Estudar a estabilidade da proteina nativa em relacdo aos processos de
dissociacao oligomérica, de oxidacdo do grupo heme e desnaturacdo da HbGp em
diferentes condi¢cdes experimentais. Mudancas nos valores de pH e temperatura
serdo utilizados como agentes externos indutores das alteracdes da proteina. Estes
estudos visam avaliar os mecanismos de dissociacao e re-associacao, possibilitando

uma melhor compreensédo das interacdes das subunidades da proteina.

Considerando que a dissociacdo alcalina leva a formacdo de subunidades
menores em solucédo, dependentes do estado de oxidacdo do ferro, o presente
trabalho tem por objetivo avaliar também o efeito desta dissociagcdo na estrutura
secundaria e terciaria das particulas em solucéo e tentar determinar a energia (AH)
envolvida nos processos de dissociacdo e desnaturacdo. Estes estudos visam
aprofundar o conhecimento em nivel molecular das interacfes entre as subunidades
responsaveis pela manutencao da estrutura oligomérica da hemoglobina extracelular

gigante do Glossoscolex paulistus, a HbGp.
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3.1.1 Objetivos especificos

1) Estudar por microcalorimetria diferencial de varredura (DSC) os processos
de dissociacdo e desnaturacdo da macroproteina nas formas oxi-, meta- e
cianometa-HbGp no intervalo de pH 5,0 a 8,0 e na faixa de temperatura de 25 a 70

°C.

2) Obter os parametros termodinamicos tais como a variacao da entalpia (AH)
e a temperatura de transicdo (Tn) associados a desnaturacdo da proteina induzida

pela temperatura.

3) Avaliar a estabilidade térmica (“melting point”) por dicroismo circular (CD)
da HbGp nas suas formas oxi- e cianometa- em funcdo do pH e temperatura nas

mesmas condi¢des do item 1 acima.

4) Avaliar a estabilidade térmica (“melting point”) por absorcdo Optica da
HbGp nas suas formas oxi, meta e cianometa, em funcéo do pH e temperatura nas

mesmas condi¢des dos itens 1 e 3 acima.
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4.0 Materiais e métodos

4.1.0 Preparagao de amostras

4.1.1 Extracdo e purificagdo da hemoglobina extrace lular de Glossoscolex

paulistus (HbGp)

A HbGp é obtida pela extracdo do sangue do anelideo Glossoscolex
paulistus (Figura 7), através de um corte no dorso do animal apés o mesmo ser
anestesiado em atmosfera de éter etilico. Ao sangue coletado foi adicionada solucéo

anticoagulante de citrato de sddio e acido citrico 0,10 mol/L [30].
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Figura 7 : Anelideo Glossoscolex paulistus.

ApGs a coleta, o sangue extraido foi centrifugado por 15 min a 2500 rpm para
remocdo de possiveis impurezas sélidas. Em seguida foi ultracentrifugado por um
periodo de 3 horas a 250.000 x g, a 4 °C. Apds o processo de ultracentrifugacdo a

proteina é obtida na forma de “pellet” (hemoglobina sedimentada no fundo do tubo).
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O “pellet” foi ressuspendido em um volume minimo de tampé&o Tris-HCI 100 mmol/L
pH 7,0. Como processo final de purificacdo a hemoglobina foi filtrada em coluna de
gel de Sephadex G-200, obtendo-se a proteina pura na forma oxi-HbGp. A
concentracdo da HbGp foi determinada por absorcao 6ptica utilizando coeficiente de

absortividade molar €415 nm = 5,5 L mol*cm™ na banda de Soret [30]

4.1.2 Preparacao da HbGp nas formas oxidadas, meta- e cianometa-HbGp

A meta-HbGp foi obtida pela a adicdo de ferricianeto de potassio a uma
aliquota de proteina na forma oxi, na propor¢cao estequiométrica calculada de 1 mol
de heme de (HbGp) para 4 mols de ferricianeto de potassio (KsFe(CN)g), seguido de
incubacdo por 45 minutos, obtendo-se a HbGp na forma meta. Em seguida, foi
realizada dialise contra tampdo Tris-HCI 100 mmol/L pH 7,0 para remover o

excedente de ions ferro e ferricianeto do meio.

Para obter a cianometa-HbGp foi adicionado a uma aliqguota da meta-HbGp
cianeto de potédssio (KCN) na mesma proporcao estequiométrica de ferricianeto de
potéssio (KsFe(CN)g), seguido de incubagéo por um periodo de 45 minutos, e didlise
em tampdao Tris-HCI 100 mmol/L pH 7,0 por 2h, para remoc¢do de excesso de ions
ferro- e ferricianeto do meio. A concentracdo de HbGp foi determinada utilizando o
mesmo procedimento efetuado para a forma oxi, através do coeficiente de
absortividade molar para a cianometa-HbGp €420 nm = 4,8 L mol*cm™, e para a meta-

HbGP € 402 nm = 4,1 L mol™ cm™, respectivamente na banda de Soret.
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4.1.2 Preparacao das amostras utilizadas nas medida s das diferentes técnicas

experimentais.

4.1.2.1 Medidas de microcalorimetria diferencial de  varredura (DSC)

As amostras da hemoglobina extracelular de Glossoscolex paulistus (HbGp)
nas formas oxi-, meta- e cianometa-HbGp usadas nas medidas de DSC foram
preparadas seguindo o0s seguintes procedimentos: solucdes protéicas na
concentracdo de 0,5 mg/mL foram obtidas a partir de solugcbes estoques de
concentracdes 5,0 e 6,0 mg/mL, respectivamente. Essas amostras foram preparadas
no intervalo de pH 5,0 - 8,0 em solugcédo tampao 20 mmol/L de fosfato-acetato para
valores de pH acidos e fosfato-borato em meio basico. As amostras foram
submetidas a dialise por 4 horas com a troca do tamp&o no respectivo pH a cada
hora, sendo usado o Ultimo tampéo da dialise como solugédo de referéncia para a
linha de base. Todas as amostras foram deareadas por dois minutos sob agitacao

magneética com velocidade de rotacdo média.

As medidas de DSC com a oxi-, meta- e cianometa-HbGp em pH 5,0 e 6,0
foram realizadas com razdo de aquecimento 1 °C/min. No pH 7,0 e 8,0 foram usadas
razGes de aquecimento de 0,5, 0,75, 1,0 e 1,5 °C/min. Todas as medidas de DSC
foram realizadas no intervalo de temperatura de 25 a 95 °C, a pressdo constante de

2 atm e 15 minutos de estabilizacdo na temperatura inicial.

Também foram realizadas medidas com dois ciclos de aquecimento para

verificacdo da reversibilidade do processo de desnaturagcdo da HbGp, sendo a
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amostra estabilizada em 30 °C por 15 minutos e aquecida até 90 °C com raz&o de
aquecimento de 1 °C/min. Em seguida, a amostra foi resfriada até a temperatura
inicial de 30°C, mantida nessa temperatura por mais 15 minutos antes de ser re-

aquecida até a temperatura final de 90 °C.

Na realizacdo das medidas foi usado um aparelho microcalorimétrico modelo
VP-DSC da Microcal com potencial de operacdo na faixa de temperatura de -10 a
110 °C e pressdo de 2 atm com volume de célula de 0, 512 mL. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata, em dias diferentes e com amostras

preparadas de diferentes estoques.

Os dados obtidos foram analisados usando o software Origin versdo 7.0Lab
fornecido junto com aparelho pela Microcal. A subtragdo do branco (tampdao),
correcdo da linha de base e calculo da area do pico do termograma da HbGp foram

realizadas sistematicamente nas analises de dados (veja o apéndice A).

4.1.2.2 Medidas de absorcao oOptica

As medidas de absorcédo oOptica no UV-VIS com a oxi-, meta- e cianometa-
HbGp foram realizadas em duplicata utilizando uma concentra¢do de 0,3 mg/mL em
solucdo de tampao fosfato-acetato 20 mmol/L nos valores de pH acidos e de fosfato-
borato nos valores de pH basicos. As amostras foram preparadas no intervalo de pH
de 5,0 a 9,0, sendo que todas as amostras tiveram seus valores de pH checados

apos a preparacao, usando um pH-metro digital PG1800 da Gehaka.
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Foi usado um espectrofotémetro U-1000 da Hitachi acoplado a um banho com
controlador de temperatura automatico. As amostras foram condicionadas numa
cubeta de quartzo de caminho 6ptico 1 cm, com capacidade para 1 mL de solucéo.
Os espectros foram obtidos na faixa de comprimento de onda de 250-700 nm com a
coleta de um ponto a cada 0,5 nm e velocidade de varredura média. Os dados de
absorcédo 6ptica foram obtidos no intervalo de temperatura de 25 - 70 °C, sendo
obtido um espectro a cada 5 °C. Os espectros foram obtidos apds a estabilizacdo da
amostra em cada temperatura por cinco minutos. A temperatura da amostra foi

monitorada por um termopar inserido diretamente na amostra.

4.1.2.3 Medidas de Dicroismo Circular (CD).

As amostras usadas nas medidas de CD foram preparadas seguindo o0s
mesmos procedimentos das medidas de absorcdo éptica, no intervalo de pH 6,0 -
9,0 e concentracdo 0,2 e 3,0 mg/mL para as regides das ligacdes peptidicas e do
heme, respectivamente, para a oxi-HbGp. Para a cianometa-HbGp na regido das

ligacBes peptidicas foi usado a concentra¢do 0,1 mg/mL.

As medidas de dicroismo circular no ultravioleta-visivel foram realizadas na
faixa de comprimento de onda entre 195 e 250 nm, que corresponde a regiao das
ligacBes peptidicas, e de 250 a 500 nm que compreende a regido do grupo heme e
dos aminoacidos aromaticos. A variagdo de temperatura foi similar a utilizada nas

medidas de absorcao oOptica.
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Um espectropolarimentro da JASCO J720 equipado com controlador de
temperatura (Peltier JASCO PFD 425S) acoplado a um banho externo, e uma
cubeta de 1 mm de caminho Optico e volume de 300 uL foram utilizados. A coleta
dos dados foi realizada pelo acumulo de oito espectros, sendo o espectro final a
média desses espectros, com um aumento de relac&o sinal/ruido de um fator V8. Os
espectros coletados foram filtrados utilizando o software jwexpl32 da JASCO e, apos
a filtragem, foi efetuada a subtracéo da linha de base utilizando o software OriginPro

8.0 (Microcal) (veja o apéndice B).

4.3.0 Técnicas utilizadas

4.4.1 Microcalorimetria diferencial de varredura (D  SC)

A Microcalorimetria diferencial de varredura (DSC) € uma técnica usada
amplamente no monitoramento das variagdes de energia envolvidas nos processos

de desnaturacdo de macromoléculas biologicas [31-41].

O aparelho microcalorimétrico é constituido por um sistema adiabatico
mantido a pressdo constante, onde duas células idénticas revestidas por jaquetas
adiabaticas sdo mantidas na mesma temperatura, uma para a amostra e outra para
o padrdo ou referéncia. O calor € fornecido ao sistema de forma controlada (Figura
8) [39]. A medida da variacdo de energia no sistema consiste na comparagédo dos

calores absorvidos ou liberados pelas duas células durante o ciclo de aquecimento.
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A diferenca de energia absorvida ou liberada € expressa em grafico de capacidade
calorifica (Cp) em funcdo do aumento de temperatura [40-42]. Essa técnica €&
bastante sensivel na deteccdo de variacdo de energia no processo de desnaturacao
de macromoléculas, requerendo uma quantidade minima de matéria da ordem de
10" mol/L [34]. A diferenca de calor liberado ou absorvido no ciclo de aquecimento
corresponde diretamente ao calor absorvido ou liberado pelas moléculas presentes

na amostra em estudo [42-44].

thermal
shield

ATy jacket (AT,)

heater/cooler

main
heaters

feedback
heaters

(ATq)

Figura 8 : llustragdo do sistema de um aparelho calorimétrico. As células S e R sdo de amostra (S-

sample) e do padrdo ou referéncia (R-reference) [43].

Dos resultados das medidas microcalorimétricas s@o extraidos Vvarios
parametros termodinamicos, tais como a variagcdo da capacidade calorifica ACp, a

variacdo de entalpia (AH), a variacdo de entropia (AS), a temperatura de transicao
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(Tm) e a variacdo de energia livre (AG). Todos esses parametros termodinamicos
sdo dependentes da natureza do processo de desnaturacdo da proteina [39-42]. A
variacdo da entalpia e entropia em funcéo da temperatura no sistema é determinada
através da capacidade calorifica a pressao constante Cp que é medida diretamente

por DSC e calculada através da equacéo 1 e 2 [44].

T
AH = | (ACp)dT
To (Eq. 1) [42]
T AC
AS = j (Tp) dT
To (Eq. 2) [42]

Sendo a variagdo da energia livre definida em termos de AH e AS através da

equacéo 3
(AG=AH -TAS)  q 3 m2

Em um processo de desnhaturacao reversivel de uma proteina que segue um
modelo simples de dois estados (N—U), ou seja, s6 existe no sistema proteina no
estado nativo (N) ou no estado desnaturado (U) pode-se determinar esses
parametros termodindmicos de forma quantitativa. Na transicdo entre os dois
estados existe sempre uma condi¢ao equilibrio entre o estado nativo e desnaturado

como descrito pela equacéo 4 [31,42].

(N < U) (Eq. 4)[31]

41



No sistema reversivel quando 50% da proteina se encontrar no estado nativo e 50%
na forma desnaturada a variacao de energia livre é nula AG = 0, e T=AH/AS, sendo
que nas medidas calorimétricas T corresponde a T, que € a temperatura de
transicdo ou a temperatura onde o Cp tem o valor maximo no termograma. No
equilibrio entre as formas nativa (N) e desnaturada (U), o AG pode ser também

expresso em termos da constante de equilibrio do processo (equacgéo 5) [31,45].

K = M
[ N] (Eq. 5) [42]

Logo AG pode ser expresso através da equacdo 6 usando a constante de equilibrio

K.

(AG =-RTInK) €q.6) a1

Onde R é a constante dos gases ideais e T a temperatura em Kelvin.

A energia livre € um parametro termodinamico importante para quantificar e
comparar a estabilidade de proteinas. Dessa forma, quando K<1 a forma nativa da
proteina é favorecida, do mesmo modo que quando K>1 a forma desnaturada é a

favorecida no meio [31,43-45].

Nas medidas calorimétricas AH e AS sdo obtidos pela integral da area da
curva de capacidade calorifica Cp em funcdo da temperatura no termograma de
desnaturacdo da proteina, através as equagbes 1 e 2 (Figura 9). A variacdo de
entalpia (AH) de desnaturacdo corresponde a variacdo total de energia no

desenovelamento da proteina, ou seja, corresponde a energia de quebra das
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interacOes internas da estrutura da proteina e a energia de interacdo do solvente
com as estruturas desenoveladas. A maior contribuicdo energética € atribuida a
quebra das interacbes de hidrogénio, que geralmente se encontram em maior
qguantidade na estrutura protéica [42]. Quando a proteina é desnaturada a variacao
de entropia (AS) aumenta também, primeiro pela interacdo do solvente com grupos
da estrutura interna quando a proteina é desenovelada e também pelo aumento do

namero de conformacdes possiveis da estrutura desenovelada em comparacdo com

a estrutura nativa [42].

L 320
T

AH = | (ACp)dT
240 To

T /ACp |
160 F AS:.[ (—> dT f
To N T b

o

AC, = Cpp —Cpy

Cp,_ (kI mol' °C")
-
L=

] [ - R, R

'S ™ e i e

20 40 60 30 100 120

Temperature (°C)

Figura 9: Termograma de microcalorimetria diferencial de varredura (DSC) da Nitrito redutase,

mostrando os parametros obtidos pela integracdo (area) do termograma [39).

Outro parametro termodinamico obtido nas medidas microcalorimétricas € a entalpia
de van't Hoff (AH,y). A variacdo de entalpia calorimétrica AH., esta relacionada com

a entalpia de van’t Hoff pela equacéo 7.

AHyy = ART?m<ACpy>/AH (Eq. 7) [42]
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Onde AH,4 é a entalpia de van't Hoff, R a constante dos gases ideais, ACpy 0 valor
maximo de Cp no termograma e AH a variacdo de entalpia calorimétrica do

processo, ou seja, AH = AHc,.

A razdo entre AH.y/ AH,y caracteriza a transicdo do processo de
desnaturacao das proteinas nas medidas calorimétricas, ou seja, € o parametro que
indica 0 quanto a transicdo € cooperativa e se a mesma corresponde a uma
transicdo simples de dois estados [42]. Para a obtencéo da entalpia de van't Hoff de
forma direta de medidas calorimétricas, € necessaria a realizacdo de ajustes das
curvas experimentais usando um software, como por exemplo, o Origin da microcal
obtendo-se um ajuste como mostrado na Figura 9. Dependendo da largura do pico
de transicdo no termograma, 0 mesmo pode ser ajustado com uma unica transicao
através do modelo de dois estados ou com varias transicbes se houver

intermediarios no processo de desnaturacdo da proteina.

Na Figura 9 €& mostrado o termograma de desnaturacdo da L-2-
Hidroxisocaproate desidrogenase de Lactobacillus confusus [37] onde a curva
experimental foi ajustada com uma Unica transi¢cdo usando o modelo de dois estados

e os dados obtidos com o0 ajuste sdo mostrados na Tabela 1.
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Figura 10: Medida de DSC da L-HicDH em tampado fosfato de potassio 5 mmol/L, pH 7,0,
concentracdo de proteina: 1 mg / mL e velocidade de varredura 1 K / min. A curva em preto é a

experimental e em azul o ajuste. Figura adaptada da referéncia [37].

Na Tabela 1 sdo mostrados os valores de T, AHca, AHyy, € da razdo AHca/
AH,4. Os valores da razdo AHqy/ AH,y sdo praticamente iguais a 1, indicando que o
processo de desnaturacdo dessa proteina ocorre por um processo de dois estados
[37]. A razdo AHcy/ AHyy préxima de 1 indica também uma alta cooperatividade e
baixa complexidade do processo de desnaturacdo. A cooperatividade é um
fenbmeno presente em processos reversiveis e irreversiveis muito comuns em
proteinas oligoméricas, e quanto maior for a diferenca entre os valores de AHcq €
AH,4 obtidos no ajuste mais complexa a transicdo que pode envolver estados

intermediarios [42].
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Tabela 1: As medidas de DSC foram realizadas com a concentracéo de proteina de 1 mg / mL e com
uma velocidade de varredura de 1 K / min no tampdo 50 mmol/L fosfato 300 mmol/L NaCl, 250

mmol/L imidazol. AH é a variacdo de entalpia; AH\4 € a de entalpia de van t Hoff) [37].

o N 1 AH/ AHy

pH Tm ("C) AH (KJmol™) AHy4 (KImol™) 4

(KImol™)
6,0 62,55 + 0,06 929+ 4 950 + 4,19 0,978
7,0 55,08 + 0,05 850 + 17 846 + 17 1,007
8,0 44,07 £ 0,05 925+ 16 942 + 17 0,982

* Dados retirados da referéncia [37].

Quando o pico de transicdo do termograma de desnaturacao € largo e ndo se
ajusta ao modelo simples de dois estados, 0 mesmo pode ser ajustado com varias
transicdes, como mostrado na Figura 10. Nessa figura é mostrado o ajuste do
termograma de desnaturacdo da Albumina do Soro Bovino, BSA, na presenca e

auséncia do surfactante dextran [44].

Os valores de Tn, AHqy € AHyy obtidos com os ajustes estdo reunidos na
Tabela 2. Comparando os valores mostrados na Tabela 1 com os da Tabela 2 é
observado que os valores da razdo AH/ AHvVH da BSA sao muito maiores do que 0s
obtidos para a L-HicDH com o modelo de dois estados. Esses valores elevados da
razdo AH./ AH,y indicam que o processo de desnaturacdo da BSA € muito mais
complexo do que o da L-HicDH, e, nesse caso, 0 processo de desnaturacao da BSA
€ menos cooperativo [42]. Quantos mais os valores de AH/ AH, forem diferentes de

1, mais complexo é a transi¢cdo e menor a probabilidade dessa transi¢cdo representar
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um unico estado de transicdo, ou seja, essa transicdo pode ser formada por varias
outras transicbes menores que podem ser determinados através do ajuste dos

dados, como mostrado na Figura 11[37,38,42].
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Figura 11: Ajuste das curvas de DSC da Albumina do Soro Bovino (BSA) com um modelo de n&o

dois estados, (a) na auséncia do surfactante dextran, (b) BSA na presenca em proporcdo igual em

peso de dextran e (c) na presenca de excesso de dextran [44].
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Tabela 2: Pardmetros termodinamicos das transicfes do processo de desenovelamento térmico da
BSA na presenca e na auséncia de dextran. Esses dados sdo dos ajustes mostrados na Figura 10
retirados da referéncia [44]. As linhas de cima para baixo coorespondem as Figuras 11A, 11B e 11C,

respectivamente.

AHc1a/
AHym
KJ/mol

AHcao/
AHyns
KJ/mol

AHcas/
AHyps
KJ/mol

Tml AHcau AH\,Hl
°C KJ/mol  KJ/mol

Tm2 AHca|2 AH\,HZ
°Cc KJ/mol  KJ/mol

Tm3 AHca|3 AHVH3
°Cc KJ/mol KJ/mol

58,0 229 207 11 65,7 272 376 0,72 - - - -

53,0 101 307 0,32 63,9 461 305 1,51 - - - -

38,5 485 145,8 0,33 57,5 466 202 2,3 645 144,1 386 0,37

* Segundo o autor os valores dos erros para os dados mostrados acima sdo: = 0,57 Tm, + 5 % AH,
[44].

Os ajustes mostrados na Figura 10 sao realizados baseados em um modelo
de ndo dois estados, com pelo menos um intermediario, em que o intermediario
representa a proteina parcialmente desnaturada de forma reversivel. O modelo mais
usado na literatura para esses ajustes € o modelo proposto por Sanchez-Ruiz [31].
Esse modelo é baseado no modelo de Lurmry-Eyring [31], sendo amplamente usado
na literatura para o ajuste de termogramas de sistemas irreversiveis. Nesse modelo,
é considerado que o processo de desnaturacdo ocorre com um intermediario entre o
estado nativo e o desnaturado, e que a transi¢ao entre os dois estados ocorre por

etapas como ilustrado na equacéo 8.
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k1 ks
N=U — F
(Eq. 8) [31]

Onde N é o estado nativo, U 0 estado em que a proteina se encontra parcialmente
desnaturada ( intermediario) e F o estado final desnaturado irreversivelmente [31,

45]

UM F

(Eq. 9) [31]

A etapa envolvendo a transicdo de N para U (equacdo 8) é considerada
reversivel, sendo que o estado U representa uma condi¢cdo de desnaturacéo parcial
da proteina. A etapa descrita pela equagédo 9 corresponde a transicdo de U para F,
irreversivel, sendo o k3 >>k, No estado final F a proteina se encontra desnaturada
de forma irreversivel. Esse modelo € amplamente usado na racionalizacdo de
termogramas de proteinas, principalmente no caso de proteinas oligoméricas que
possuem estrutura complexa formada por varias subunidades com diferentes

estabilidades térmicas [33-38].

Usando esse modelo de Sanchez-Ruiz € possivel fazer ajustes de
termogramas experimentais com varias transicées usando o software Origin, sendo
que, as transicbes do ajuste representam as etapas do processo de
desnaturacdo/agregacdo da proteina, tornando possivel a determinagdo de
parametros termodinamicos associados a cada uma dessas etapas, como 0s ajustes

mostrados na Figura 10.
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Outro parametro termodinamico muito Util na analise de estabilidade térmica
de proteinas € a energia de ativacdo (E,), que pode ser obtida diretamente de
medidas microcalorimetricas. Entretanto, para o calculo da energia de ativacdo €&
necessario a realizacdo de experimentos com diferentes razdoes de aquecimento, e o
valor de T, do processo de desnaturacdo deve ser dependente da razdo de
aguecimento, ou seja, 0 processo de desnaturacdo deve ser cineticamente
controlado. Os valores de T, dos termogramas com varias razoes de aguecimento, e
no caso de transi¢des largas, sao obtidos pelo ajuste mostrado na Figura 10. Esses
dados séo apresentados em grafico de Arrhenius com a funcédo velocidade de
aguecimento da amostra, dividida pelo quadrado da temperatura de transicéo
(v/Tm?) para cada transicdo versus um sobre temperatura de transicdo (1/Tm)

através da equacao 10 [31, 33]:

(Eq. 10)

Obtem-se uma reta com inclinagdo negativa cujo valor € igual a —E,/R, sendo E; a
energia de ativacdo e R a constante dos gases ideais [,37,38,45]. Nesse calculo da
energia de ativacdo o processo de desnaturacdo é considerado como sendo de

primeira ordem, seguindo o modelo de Sanches-Ruiz [31].
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4.4.2 Espectroscopia de absorcao optica

A espectroscopia de absorcdo Optica € uma técnica muito Gtil para monitorar
processos fisicos ou fisico-quimicos que ocorrem quando a frequéncia da radiacao
eletromagnética incidente for maior ou igual a diferenca de energia entre dois niveis
de energia eletrbnica das moléculas em estudo. Parte da radiacdo incidente é
absorvida pelas moléculas da matéria pela promocdo de elétrons do estado
fundamental para niveis de energia mais elevados (estados excitados). O intervalo
de tempo caracteristico do processo de absorcdo por moléculas em solugcédo é de
aproximadamente 10%°s sendo considerado muito curto para que ocorra
deslocamento significativo entre nudcleos atdémicos das moléculas. A energia
absorvida (E) esta relacionada com a freqiéncia da radiacdo pela equacao de
Planck (E = hv), onde h é a constante de Planck (6,63x10°%J s) e v a frequiéncia da

radiacéo [5,46,47].

A técnica de absorcdo Optica baseia-se na comparacdo da intensidade do
feixe de luz inicial (radiac&o incidente) e final (radiacdo transmitida) obtidos de uma
amostra, em geral diluida, e nessas condi¢cdes o0 processo de absorcdo € governado
pela lei de Beer-Lambert, que relaciona a quantidade de luz absorvida com a
espessura da amostra e sua concentragdo. E pode ser expressa pela razdo lo/l que
€ a fracdo de luz incidente que é transmitida chamada transmitancia (T), e
geralmente os dados sdo apresentados na forma de absorbancia através da

equagéao 11
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T=1/lp — A=logT = (lo/l) =€.c.t (Eq. 11)

Onde A é a absorbancia, € € o coeficiente de absortividade molar, que € um
parametro caracteristico de cada espécie em um determinado solvente, C é a
concentracdo da amostra em mol/L e £ o caminho 6ptico que corresponde a

espessura da amostra em cm [5,47].

Quando um quantum de energia da radiacdo € absorvido por uma molécula,
elétrons sdo promovidos do nivel de energia fundamental para niveis excitados, ou

seja, para niveis de energia mais altos, como ilustrado na Figura 12.

E2 ell0

Niveis
(S) vibracionais

E: €o

Energia

EO €o

Figura 12 : llustracado do diagrama dos niveis de energia eletrdnicos de uma molécula, sendo E, o
nivel de energia do estado fundamental e E; e E, niveis de dois estados excitados. As linhas e,

e, ey representam os niveis vibracionais de energia da molécula [47].

Os parametros importantes nessa técnica sao os comprimentos de onda dos

méaximos da absorcado, que correspondem a medida da separagdo entre os estados
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de energia, e a largura da banda, que esta relacionada com o ambiente em torno do
cromoforo, a eventual heterogeneidade de cromoforo e o movimento molecular.
Dessa forma, diversas macromoléculas biolégicas podem ser investigadas com essa
técnica e, no caso das proteinas, devem-se destacar os grupos moleculares que
absorvem na regido UV-VIS. Esses grupos sao, basicamente, os aminoacidos
aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, e as ligacbes peptidicas, que
compreendem a ligacdo entre dois aminoacidos consecutivos na cadeia
polipeptidica de proteina. Os aminoacidos aromaticos absorvem em comprimentos
de ondas especificos no UV-VIS, sendo que a fenilalanina absorve em 260 nm, a
tirosina em 275 nm e o triptofano em 280 nm e as ligacdes peptidicas entre 190 —

198 nm [5,18].

Em hemoglobinas, o espectro de absorcdo na regido do visivel apresenta
bandas em 575 nm e 540 nm denominadas de bandas Q, a e B, respectivamente, e
a banda de Soret entre 400 - 415 nm sendo todas essas bandas atribuidas é
absorcdo do grupo heme (Figura 13, [5,18,30]). Dessa forma, pode-se monitorar
mudancas nas proximidades do grupo heme e na estrutura da proteina usando
espectroscopia de absorcdo Optica obtendo-se informacdes relevantes sobre as
mudancas conformacionais nas estruturas protéicas e no estado de oxidagdo do

ferro do grupo heme [5,18].
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Figura 13 : Espectro de absorgéo Optica da HbGp na forma oxi a 25 °C. A banda A é referente as
ligagBes peptidicas, (B) aos aminoacidos aromaticos triptofano, tirosina e fenilalanina, (C) ao grupo
heme (banda de Soret), (D) grupo heme bandas Q. As transi¢cdes eletrbnicas sdo do tipo T—H1*

contendo misturas de transic6es d—d* devidos aos orbitais do metal (ferro) [18].

As transicdes eletrdnicas responsaveis pelas bandas mostradas na Figura 13
podem ser explicadas pelo modelo quantico de combinacdo linear dos orbitais
atdmicos dos nitrogénios dos anéis da porfirina e do atomo de ferro, proposto por
Huckel. Nesse caso, a banda de Soret que é a mais intensa é atribuida as transicoes
eletrdnicas do tipo m— TT* nos orbitais do anel porfirinico, as bandas Q as transi¢cdes
eletrbnicas m — 1 * de menor energia da porfirina misturadas com as transi¢cdes

d—d* do atomo de ferro [5].

Os valores de absor¢cdo Optica num comprimento de onda especifico como,
por exemplo, em 415 nm podem ser parametros para monitorar as mudangas na

estrutura da proteina, como mostrado na Figura 14. O parametro obtido com o
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grafico da figura abaixo é a temperatura critica, que compreende o ponto onde 50%
da estrutura da proteina sofre mudanca (se desnatura) e 50% se encontra na forma

inicial (nativa) [48].

Os agentes indutores de mudancas na estrutura da proteina podem ser de
varios tipos, como por exemplo, o pH a partir de um determinado valor, surfactantes,

temperatura entre outros [48].

1.D—1
D.BJ
0.6-
04
02 ;
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290 300 310 320 330 340 350 360
Temperature (°K)

Figura 14: Curva da fracdo de desnaturacdo por temperatura da Fusarium solani Lectin na presenca
de 0,Immol/L guanidina tiocianato (Gdn-HSCN) no pH 8,0 [49]. Essa curva da fracdo de

desnaturacgéo foi construida usando dados de intensidade de fluorescéncia em 348 nm.

O gréfico da figura 14 é construido com o auxilio da equacdo 12 assumindo

que a proteina segue um processo de desnaturagdo simples de dois estados [48].

55



&, = 0, (Eq. 12)

onde F, corresponde a fracdo de proteina desnaturada; ©, o valor da absorcdo da
proteina nativa a 25 °C; ©, a absor¢do numa temperatura T; e ©4 o valor da
absorcdo, nesse caso na temperatura mais elevada estudada, que corresponde a
proteina na forma desnaturada. A temperatura critica corresponde a temperatura em
que 50% da proteina encontra-se na forma nativa e 50% na forma desnaturada, ou
seja, F, = 0,5, que no exemplo mostrado na Figura 14 é 328 K [48,49]. Esse modelo
permite calcular o ponto critico com dados coletados com varias técnicas, como por
exemplo, o dicroismo circular, absorcdo O6ptica, fluorescéncia, entre outras, e €

bastante (til para comparar a estabilidade de proteinas [48].

4.4.3 Espectropolarimetria de dicroismo circular (C D)

Grande parte das moléculas biologicas sdo assimétricas e possuem a
capacidade de interagir com a luz polarizada, ou seja, absorvem parte da radiacéo
polarizada quando o vetor campo elétrico da radiacdo se encontra paralelo ao vetor
do momento de dipolo da molécula. Com isso, o dicroismo circular € uma ferramenta

poderosa para estudar mudancas na estrutura de biomoléculas [50,51].

Esta técnica consiste em excitar uma amostra de interesse com um feixe de

luz polarizada circularmente a direita e a esquerda. Mede-se a diferenca de
56



absorcado da radiacdo polarizada circular & esquerda L, e a direita R;. O sinal é dado
em termos da diferenca (© = L, — R,) em funcdo do comprimento de onda. E obtido
também a elipticidade [©] em unidades de deg.dmol™.cm?, que é o grau de rotagéo
do campo elétrico da radiacdo no plano polarizado pelas moléculas. Essa diferenca
de absorcao a direita e a esquerda e a distorcdo do plano de polarizacédo da luz &
sensivel a mudancas na estrutura da biomolécula. A determinacdo desses

parametros na medida esta ilustrada na Figura 15 [51].
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Figura 15: Origem do efeito do CD. (a) As componentes circularmente polarizadas a esquerda (L) e a
direita (R) de radiacdo polarizada no plano: (I) as duas componentes tém a mesma amplitude e
quando combinadas geram a radiacdo polarizada no plano. (lI) as componentes tém amplitudes
diferentes e a resultante circulo tracejado é polarizado elipticamente. (b) A relac@o entre os espectros
de absorgéo e de CD. A banda 2 tem um espectro de CD, positivo, com eL> ¢R; a banda 3 tem um
espectro de CD negativo com €R>¢L; a banda 1 corresponde a um croméforo aquiral ou ndo quiral

(sinal de CD nulo) [51].
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Essas moléculas que absorvem radiagdo em um plano polarizado definido
sdo denominadas cromoforos e possuem atividade Optica. No meio bioldgico é
abundante o numero de moléculas que possuem atividade Optica, porque, a grande
maioria € formada por estruturas complexas, o que facilita a presenca de um grande

namero de centros assimétricos [1,46, 50].

As proteinas possuem basicamente quatro tipos de organizacao estrutural, a
estrutura primaria, secundaria, terciaria e quaternaria. As estruturas primarias sao
regulares e planares devido as ligacdes peptidicas rigidas (O=N-C-) tendo o restante
da cadeia um alto grau de liberdade. Essas caracteristicas limitam a orientacdo dos
peptideos vizinhos, no entanto, essa maior liberdade do restante da cadeia
possibilita varias interagdes intramoleculares de hidrogénios (-N---H-) e (-O---H-) e
varios arranjos intramoleculares dessas ligacdes de hidrogénio entre o C-O de uma

unidade peptidica e o N-H de outras unidades da cadeia polipeptidica [46, 50,51].

Tendo em vista, que a maioria dos aminoacidos que ocorrem naturalmente
nos sistemas biol6gicos sdo quirais, a estrutura secundaria formada por essas
moléculas tendem a apresentar, consequentemente, caracteristicas quirais. O
cromoforo peptidico (que absorve na regidao do UV distante (180 a 240 nm) possui
elétrons ndo-ligantes nos atomos de O e N e 0s elétrons 1 encontram se nos orbitais

dos atomos de C, N e O [50,51].

Uma das transi¢cfes eletrénicas no croméforo peptidico é a n— 1* esse tipo
de transicdo existe em grande numero. Entretanto, ela & proibidas por simetria de
orbital. O outro tipo de transicdo é a T— T* que é a mais observada. As transi¢coes
n— 11* ocorrem na faixa de comprimento de onda 210 - 230 nm, e as transi¢cdes TT—

* ocorrem entre 190-195 nm, [49-52].

58



As proteinas podem apresentar trés tipos de formas estruturais peptidicas que
podem ser as hélices-a, as folhas- e as estruturas aleatérias. O espectro de CD
caracteristico de hélices-a € caracterizado por ombros de elipticidade negativa de
magnitudes similares em 222 (transi¢cdes n — 1*) e 208 nm (parte das transi¢coes 1T
— 11*) e folhas-B com um ombro negativo em 215 nm e um positivo em 198 nm,

respectivamente Figura 16, [51,52].
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Figura 16 : Espectros de CD no UV associados a varios tipos de estrutura: (traco e ponto) hélices-a,

(tracos) folhas-B e (linha cheia) estruturas aleatérias [46].
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5.0 Resultados e discussdes
5.1.0 Microcalorimetria diferencial de varredura (D  SC)
5.1.1 Estudo da reversibilidade do processo de desn  aturacdo térmica da oxi-

HbGp por microcalorimetria diferencial de Varredura (DSC)

A Figura 17 mostra os termogramas de desnaturacéo da oxi-HbGp no pH 7,0
apresentando Cp, calor especifico, em funcdo do aumento de temperatura, com
razdo de aquecimento 1 °C/min e dois ciclos de aquecimento consecutivos. A
proteina apresenta processo de desnaturacao térmica irreversivel, ou seja, uma vez

desnaturada a proteina ndo recupera sua estrutura oligomeérica [31].

No primeiro ciclo de aquecimento foi obtido um termograma com um Unico
pico de transicdo (termograma a) com T, em torno de 60 °C e o termograma
referente ao segundo ciclo de aquecimento ndo apresenta qualquer pico de
transicdo (termograma b) restando basicamente a linha de base (termograma c).
Esses resultados caracterizam a natureza irreversivel do processo de desnaturacao
da HbGp, como ja havia sido observado por espalhamento de luz dinamico (DLS)
em trabalhos anteriores [29]. A transicdo bem definida sugere que o processo de
desnaturacdo apresenta fendmeno de cooperatividade entre os varios dominios da

HbGp [24,32,34].

A desnaturacao irreversivel de proteinas com estrutura oligomérica complexa,
como é o caso da HbGp, tem sido atribuida a quebra de interacdes internas
covalentes e ndo covalentes no oligdmero, e essas interagdes nao sao recuperadas

quando a amostra € resfriada de volta & temperatura inicial, [34,42]
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Figura 17: Termogramas da oxi-HbGp na concentracdo de 0,5 mg/mL em tamp&o fosfato-borato 20
mmol/L em pH 7,0, com dois ciclos de agquecimento consecutivos com razdo de aquecimento de 1,0
°C/min, no intervalo de temperatura 30-90 °C . Inicialmente, a amostra foi equilibrada por 15 minutos
em 30 °C e aquecida até 90 °C (termograma a), em seguida resfriada para a temperatura inicial 30
°C, re-equilibrada por 15 minutos nessa temperatura, e, aquecida novamente até a temperatura final
de 90 °C.

Apesar do termograma da oxi-HbGp apresentar uma Unica transicdo bem
definida, essa transicdo ndo se ajusta bem com o modelo de dois estados, se
ajustando melhor ao modelo de ndo dois estados com um intermediario (Equacéo 8),
e duas transi¢cdes, como serd mostrado adiante [31]. Dessa forma, 0 processo de
desnaturacao/agregacdo da HbGp foi analisado através de ajustes com varias

transicdes [24,31,53].
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E devido o processo de desnaturacdo da hemoglobina gigante de
Glossoscolex paulistus (HbGp) ser de forma irreversivel, os parametros
termodinamicos experimentais obtidos com os ajustes usando o modelo de néo dois
estados que serdo mostrados adiante sdo apenas comparativos e, como descrito
pela literatura, ndo podem ser considerados valores quantitativos precisos

associados a processos especificos [31-37].

Entretanto, pare se chegar ao ajuste usado foram feitas varias tentativas
usando o software origin7.0Lab. Foram testados o ajuste com uma transi¢do para a
oxi- e cianometa-HbGp com o modelo de dois estados, no entanto, ndo se obtém um
bom ajuste, como mostrado na Figura 18, e com trés transicdes nao foi possivel
obter ajustes, devido o software ndo encontrar um ajuste que se enquadre na curva
experimental. Por outro lado, para a oxi-HbGp no pH 8,0 o melhor ajuste obtido foi
com trés transicbes. As tentativas de ajuste foram realizadas deixando os
parametros de ajustes livres, (temperatura e entalpia). Mas foram testados também
ajustes fixando um dos parametros e deixando o outro livre, sendo que os melhores

ajustes obtidos correspondem aos dois parametros livres.
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Figura 18: A ajuste do termograma da oxi-HbGp no pH 7,0 utilizando o software origin com uma

transicdo (A) e com duas transicdes (B).
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5.1.2 Estudo da estabilidade térmica da HbGp nas fo rmas oxi-, meta- e
cianometa- em solucdo acida, neutra e basica, utili  zando microcalorimetria

diferencial de varredura (DSC).

Os estudos de desnaturacao/agregacao térmica por DSC com a oxi-, meta- e
cianometa-HbGp, no meio acido mostram que a HbGp apresenta grande
estabilidade térmica, e um termograma com um pico de transicdo endotérmico, como
mostram os termogramas da Figura 19A. Esses termogramas mostram ainda que
em meio acido as formas cianometa- e oxi-HbGp sdo mais estaveis do que a meta-
HbGp, e que as trés formas de HbGp formam agregados na faixa 70-90 °C sendo
observados varios picos exotérmicos nesse intervalo de temperatura [36,37]. Essa
tendéncia da HbGp em formar agregados em meio acido quando submetida a
condicbes desnaturantes é condizente com estudos anteriores realizados com a
HbGp [54]. Essa classe de proteina gigante possui ponto isoéletrico (pl) acido em
torno de 5.5, e por isso, em meio acido no pl as diferencas de cargas eletrostaticas
existentes na superficie da HbGp é nula, criando uma situacdo favoravel a formacéo

de agregados de proteina [53,54,] .

O ajuste do pico de transicdo do termograma da HbGp usando o modelo de
Sanchez-Ruiz [31] com duas transi¢des, é mostrado para a oxi-HbGp na Figura 19B.
Nesse ajuste é obtido a primeira transicdo T,,1 em 65,2 + 0,1 °C e a segunda
transicdo T2 em 67,0 + 0,1 °C. Os demais parametros obtidos com o ajuste estdo

reunidos na Tabela 3.
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As transicbes do ajuste sédo atribuidas a mudancas de conformacédo na
estrutura oligomérica, como mudanc¢as conformacionais que levam a perda da
estrutura de bicamada hexagonal na primeira transicdo, e a segunda transi¢cao
corresponde ao rearranjo das estruturas que se encontram parcialmente
desnaturadas e a formacdo de agregacao de proteina [10,36,37]. Tendo em vista,
que em estudos por DLS no meio acido, pH 5,4 e 6,1, a HbGp se mantém estavel
até 55 °C havendo a formagdo no meio de agregados de tamanho crescente com 0
aumento da temperatura atingindo um tamanho maximo de raio hidrodinanico de
3000 nm no pH 54 e 2650 nm no pH 6,0, sendo que inicialmente, o raio
hidrodindmico antes de alcancar a temperatura critica € de 27 nm. Dessa forma,
acredita-se que antes de se agregar a HbGp perde a conformacdo em bicamada
hexagonal [10], como, por exemplo, a separacdo dessa estrutura em duas metades
dando origem a estruturas parcialmente desnaturadas e como o pH esta préximo do
ponto isoelétrico e a temperatura elevada induz a formacéo de agregados [29,54]. A
tendéncia da HbGp de formar agregados grandes em pH acido proximo ao pl
também foi determinada por absorcdo éptica. Para tanto, realizou-se aguecimento
por um periodo de uma hora no intervalo de temperatura critico de maior agregacao,
entre 50 - 70 °C, e depois de resfriada a temperatura ambiente e equilibrada pelo
mesmo tempo, a amostra foi centrifugada e medida a absor¢cdo Optica do
sobrenadante. Dessa forma, é obtida uma porcentagem de reducdo da absorcdo
que é atribuida a agregacéo/precipitacdo a 70 °C maior que 80 % nos valores de pH

5,0 e 6,0 [54].

Alguns autores propdem que a agregacdo ocorre apds a desnaturacdo da
proteina, tendo em vista, que € necessaria a exposicao de estruturas (residuos)

hidrofébicos ao solvente (H,O) que se encontram inicialmente no interior da
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estrutura, para que a molécula desnaturada seja induzida pelo solvente a adotar
conformacdes que protejam essas estruturas da repulsdo da agua formando

agregados e que, dependendo do pH, podem formar—se agregado grandes [36-40].

Fodor e colaboradores [53] observaram em estudos por DSC que a proteina
Na, K-ATPase da glandula salina do tubardo e do rim do porco também forma
agregado com o aumento de temperatura quando em pH &cido e préximo ao pl e
essa tendéncia em formar agregados dessas proteinas foi atribuida a mudancas
conformacionais em funcédo da temperatura dos varios dominios, e também, as

cargas na superficie que favorecem a agregacao.
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Figura 19: Termogramas de desnaturacdo da HbGp nas formas oxi-, meta- e cianometa,
concentracdo 0,5 mg/mL em solucdo tampao fosfato-acetato 20 mmol/L de pH 5,0 com razdo de
aquecimento 1,0 °C/min. (A) Curvas experimentais da oxi-, meta- e cianometa-HbGp no intervalo de
temperatura 30-95 °C. (B) Ajuste da curva experimental com o modelo de n&o dois estados com duas
transicdes. O mesmo ajuste mostrado para a oxi-HbGp foi realizado para a meta- e cianometa-HbGp
e os dados obtidos com esses ajustes estdo reunidos na Tabela 3. Nesses ajustes realizados com a
oxi-,meta- e cianometa-HbGp no meio acido (pH 5,0 e 6,0), foi considerado apenas o0 pico

endotérmico do termograma.
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Os termogramas obtidos no pH 7,0 com a HbGp sdo mostrados na Figura 20.
Nota-se que a oxi-HbGp apresenta um pico de transicdo mais fino do que o pico
apresentado no meio acido com transicdo em temperatura um pouco menor. O pico
de transicdo mais fino apresentado pela oxi-HbGp sugere que nessa condi¢ao de pH
os varios dominios do oligbmero possuem termo-estabilidades mais préximas,
transicionando numa pequena faixa de temperatura, resultando em um pico mais

cooperativo [42,55-57].

A cianometa-HbGp apresenta termograma com pico de transicdo composto
por no minimo duas transicfes, em temperatura maior. A transicdo da cianometa-
HbGp composta por, no minimo, duas transicdes evidencia a contribuicdo do pH
para a estabilidade térmica dos diferentes dominios através de mudancas
conformacionais levando parte dos dominios a se desnaturarem em temperaturas
diferentes. Essa diferenca de estabilidade de parte do oligbmero pode estar
associada a mudancas de cargas eletrostaticas na superficie da proteina levando a

alteracOes das forcas de interagéo entre as subunidades [53].

A meta-HbGp é a menos estavel no pH 7,0 possuindo termograma também
composto por dois picos de transi¢ao, o que sugere que as alteracdes das forcas de
interacdo entre as subunidades induzido pelo pH sdo mais fortes, do que na
cianometa-HbGp [40,54]. As mudancas conformacionais mais intensas na meta-
HbGp podem ser atribuidas a maiores mudancas na quantidade de cargas
eletrostaticas, do que na oxi- e cianometa-HbGp. Isto produz uma maior
heterogeneidade de estabilidade dos dominios do oligbmero resultando na
diminuicdo da estabilidade térmica e no surgimento de varias transicdes no

termograma [33-35,54].
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Figura 20: Termogramas de desnaturagcdo da HbGp nas formas oxi-, meta- e cianometa-.

Concentracdo 0.5 mg/mL em solucao tampéo fosfato-borato 20 mM e valore de pH 7,0.

Nos ajustes dos termogramas no pH 7,0 mostrados na Figura 21 a oxi-HbGp
apresenta T,1 em 58,3 + 0,3 °C e Tn2 em 60,0 + 0,1 °C,e a cianometa-HbGp é um
pouco mais estavel apresentando T,,1 em 59,3 + 0,1 e T,2 em 64,6 + 0,1 °C e a
meta-HbGp € a menos estavel apresentado transicdbes em temperaturas menores
como pode ser visto na Tabela 3. Esses valores de Tm da HbGp sdo bem menores
do que os valores encontrados para as hemocianinas Rapana thomasiana (83 e 90
°C) [33] e Concholepas concholepas (82, 83 e 94 °C) [57] que sdo proteinas
oligoméricas como a HbGp, e esses valores de Tm da HbGp corroboram com

resultados anteriores [54,55].
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As diferencas nos termogramas no pH 7,0 apresentados pela oxi-, meta- e
cianometa-HbGp podem ser atribuidas a diferentes niveis de complexidade do
processo de desnaturacao, seguido por cada forma de HbGp e da influéncia do pH

do meio [42,44, 54].

Os termogramas da oxi-, meta- e cianometa-HbGp embora sejam diferentes,
se ajustaram bem com duas transi¢des, sugerindo que, mesmo possuindo diferenca
de complexidade no processo de desnaturacdo e Tm, a transi¢do continua sendo
composta por duas transi¢cdes. Essas transicdes podem ser atribuidas a processos
de perda da estrutura oligomérica seguida de desnaturacdo dessas estruturas. A
primeira transicdo T,1 ocorre 58.3 + 0.3 °C para a oxi-HbGp sendo atribuida a
desnaturacdo parcial do oligdmero, e a segunda transi¢cdo T2 em 60.0 = 0.1 °C

corresponde a desnaturacéo irreversivel dos varios dominios da HbGp [53,54].

Essa diferenca de complexidade do processo de desenovelamento térmico de
acordo com o estado de oxidacdo do ferro e do tipo de ligante ligado a sexta
coordenacao do ferro do grupo heme é consistente com estudos de melting por DLS.
Estes estudos mostraram que em pH 7,0 a oxi-, meta- e cianometa-HbGp formam
estruturas com diferentes raios hidrodindmicos e todas as trés formas néo se
dissociam, mas se desnaturam numa temperatura critica acima de 50 °C. No
entanto, a meta-HbGp se desnatura formando estruturas de tamanhos variados com
raio hidrodindmico maximo de 90 nm. A cianometa-HbGp também se desnatura e
forma estruturas com raio maior que 200 nm [54]. A oxi-HbGp desnaturada forma
estruturas menores com raio hidrodinamico de 65 nm [54]. Dessa forma, acredita-se
que essas diferencas de termograma podem estar associadas a diferentes

processos de desenovelamento das diferentes formas de HbGp. A segunda
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transicéo do ajuste do termograma da meta- e cianometa-HbGp pode ser atribuida a
desnaturacdo de dominios que permanecem no meio na forma parcialmente
desnaturada e que no DLS sao vistos como agregados, uma vez que, hao €
observado nenhum pico exotérmico referente a formacdo dessas estruturas de

agregados no DSC [53,54].
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Figura 21: Ajustes das curvas experimentais com o modelo de ndo dois estados, com duas
transicdes para (A) oxi-, (B) meta- e (C) cianometa-HbGp no pH 7,0. Os dados obtidos com os ajustes

encontram-se reunidos na Tabela 3.
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No pH 8,0 a HbGp apresenta menor estabilidade térmica dentre os pHs
estudados e a complexidade do termograma aumenta em relacdo a meio acido e
neutro. Com o aumento do numero de transicées no caso da oxi-HbGp e a melhor

definicdo das duas transi¢cdes na meta- e cianometa-HbGp em relacéo ao pH 7,0.

A oxi-HbGp no pH 8,0 apresenta termograma composto por dois picos de
transicdes, possuindo um pico mais fino intenso préximo a 50 °C e outro pico mais
largo em torno 60 °C. Da mesma forma, meta- e cianometa-HbGp que ja
apresentavam indicios de duas transi¢cées no pH 7,0, no pH 8,0 essas transi¢cdes
estdo melhores definidas como pode ser visto na Figura 22. Os termogramas
compostos por dois picos de transicdo no pH 8,0 evidenciam que em meio alcalino
as trés formas de HbGp sofrem dissociacdo oligomérica [29,54]. A HbGp em meio
alcalino se dissocia em dodecamero, trimeros, mondémeros, e linkers como mostram

estudos por cromatografia de gel filtracédo [15,29].
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Figura 22: Termogramas de desnaturacdo da HbGp nas formas oxi, meta e cianometa, concentracédo
0.5 mg/mL em solucéo tampao fosfato-acetato-borato 20 mmol/L, pH 8,0 com razdo de aquecimento
1 °C/min.

Na Figura 23 sdo mostrados os ajustes realizados para a oxi-, meta- e
cianometa-HbGp no pH 8,0. A forma oxi-HbGp apresenta duas transicdes em
menores temperaturas de Tl 48,6 + 0,5 °C e T2 50,7 + 0,1 e uma terceira
transicdo em T3 de 59,4 + 0,1°C. Essas transicdes sdo atribuidas a processos de
dissociacdo oligomérica e na temperatura mais alta a desnaturacdo das
subunidades, respectivamente [29,54]. No caso da meta- e cianometa-HbGp
acredita-se que as duas transicoes representam 0s mesmos processos sofridos pela
forma oxi, sendo que o estado de oxidacdo e o ligante ligado ao ferro na sexta
coordenacdo do grupo heme deve conferir dinamica de desnaturacédo diferentes

resultando em duas transicoes.
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Figura 23: Ajustes das curvas experimentais usando o modelo de ndo dois estados com
transicdes independentes para oxi-, meta- e cianometa-HbGp no pH 8,0. Ajuste com trés

transi¢cdes para a oxi-HbGp (A), e com duas transi¢cdes, meta-(B) e cianometa-HbGp (C).

Na Tabela 3 sdo mostrados os valores de Tm, de variacdo de entalpia
calorimétrica (AHcy) € da razdo AHqy/ AHy nos diferentes pHs estudados. A ordem
de estabilidade térmica seguida é cianometa-> oxi->meta-HbGp sendo que o0s

valores de Tm decrescem com o aumento de pH do meio. Essa reducéo dos valores
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de Tm com o pH evidencia a diminuicdo das forcas de interacao entre os dominios
da HbGp resultando num processo de desenovelamento mais complexo como

indicam os valores das razoes AHcay/ AH .

Os valores das razdoes AHq,/ AH,4 da HbGp sdo bastante elevados e muito
maiores do que os relatados na literaturas para proteinas menores, e que foram
usados na analise dos termogramas através do mesmo modelo usado para analisar
os termogramas da HbGp, como, por exemplo, a albumina do soro bovina (BSA) [44]
que apresenta valor maximo da razdo AHq/ AH,y = 2,3. Entretanto, os valores da
razdo AHga/ AH,y da HbGp sdo muito maiores evidenciando que o processo de
desnaturacdo da HbGp é muito mais complexo . Tal fato € condizente com a
estrutura oligomérica da HbGp devido ao grande numero de subunidades de

diferente grau de complexidade [10,13].

Os valores das razdoes AH¢,/ AH,y bastante elevados, além de indicar que o
processo de desnaturacdo da oxi-, meta- e cianometa-HbGp é bem complexo,
também sugere que a estrutura oligomérica possui grande quantidade de estrutura
polares, ou seja, € muito rica em ligacdes de hidrogénio, resultando em valores de
AH., de ordem de grandeza MJ/mol. A exposicdo dessas estruturas polares é maior
em meio alcalino nas trés formas de HbGp estudadas indicando que o pH do meio é
um fator determinante no processo de desnaturacdo e solvatacdo do oligbmero

desnaturado [42].

As diferencas dos valores de AH¢y nos diferentes pHs e das diferentes formas
de HbGp pode ser atribuida a fatores relacionados com as cargas e ao tipo de
estrutura assumida pelos diversos dominios na forma desnaturada, ou seja, quanto

maior 0o numero de cargas presentes e quanto mais ficarem os dominios
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desnaturados e expostos ao solvente, mais solvatados serdo e maiores os valores

de entalpia [40,42].
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Tabela 3: Temperaturas de transicdo (Tm) da HbGp nas formas oxi, cianometa, e meta na

concentracdo 0,5 mg/mL com raz&o de aquecimento de 1.0 °C/min na faixa de pH 5,0-8,0

- AHL/ - AH2/
pH AH1 AH1 AH2 AH,2 AH,.2 AHy
oo (MJ/mol) (MJ/mol) AHL1 oc (MJ/mol) (MJ/mol) (M3/mol)
(MJ/mol) (MJ/mol)
oxi-HbGp
50 652%£0,6 9%3 0,8+0,1 11,2 67,0£0,2 8,03 1,2£0,2 6.7 17+6
6,0 658%0,5 286 20£04 14 67,8 0,1 18+6 20£0,4 9 46 £12
7,0 60,2+ 0.2 s34z 1201 23 233
8,0  50,3%0,1 3043 0,7+0,01 42,8 60,1+0,1 61 10,1 6,3 417
cianometa-HbGp
50 68,0£0,2 374 0,6%0,1 61 70,4 0,2 3£1 21 15 40%5
60 67,4%0,1 10£2 120,1 10 69,3+0,1 504  0,52%0,1 96 606
70 59,3%0,1 264 120,1 26 64601 26%3 0,6+0,1 43,3 52+7
80 530%0,1 271 0,5¢0,1 54 60£0.1 31+2 0,5£0,01 62 58+ 4
meta-HbGp
50  65,0%0,2 328 0,8+0,1 40 68,1+£0,1 920 10,1 9 41 +10
6,0  62,1#0,2 55+4  0,6+0,01 96,7 66,6 0,3 7£2 1,2%0,4 5,8 627
70  52,5$0,1 101  0,6+0,01 16,7 60,1+0,1 101  0,6+0,01 16,7 202
8,0  45110,1 54+5  0,5%0,01 108 557+0,1 90%6 0,2+0,1 450 140 £11
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5.1.3. Estudo do comportamento cinético do processo de desnaturacéo

térmica da oxi- e cianometa-HbGp em valoresde pH7 ,0 e 8,0.

A Figura 23 mostra os resultados do estudo do comportamento cinético do
processo de desnaturacao térmica da oxi- e cianometa-HbGp, em concentracéo 0, 5
mg/mL, em pH 7,0 e 8,0, com razdes de aquecimento entre 0,5, e 1,5 °C/min.
Nesses termogramas é observado que a medida que a razdo de aquecimento da
amostra aumenta, a temperatura de transicdo (Tm) se desloca para valores de
temperatura mais altos. Esses resultados caracterizam que 0 processo de
desnaturacao da oxi- e cianometa-HbGp corresponde a um processo cineticamente
controlado, ou seja, isso significa que a temperatura de transicdo € dependente da

razao de aquecimento da amostra.
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Figura 23: Termogramas da oxi- e cianometa-HbGp na concentragcdo 0,5 mg/mL, em tampéo fosfato-
borato 20 mmol/L, pH 7,0 e 8,0, com razéo de aquecimento de 0,5, 0,75, 1,0 e 1,5 °C/min no intervalo
de temperatura 30-90 °C. No pH 7,0 (A) oxi-HbGp, (B) cianometa-HbGp. No pH 8,0 (C) oxi-HbGp e
(D) cianometa-HbGp.

Os termogramas com varias razbes de aquecimento foram ajustados com
base no modelo de Sanchez-Ruiz [31] para a obtencdo dos parametros necessarios
para o calculo da energia de ativacdo uma vez que o0 processo de desnaturacdo nao e
do tipo de dois estados. Alguns dos ajustes sdo mostrados na Figura 24, sendo que 0s
valores de Tm obtidos correspondentes a cada transicao foram usados para construir o

grafico de Arrhenius mostrado na Figura 25.
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Figura 24 : Ajustes dos termogramas de oxi e cianometa-HbGp na concentracéo 0,5 mg/mL no pH 7,0

e 8,0, em tampédo fosfato-20 mmol/L de borato, razdo de aquecimento 1,0 °C/min com duas

transicbes e com trés transicdes para oxi-HbGp no pH 7,0 e 8,0 e com duas transicbes para

cianometa-HbGp nos dois valores de pH. Os dados termodindmicos obtidos com os ajustes estdo

reunidos na Tabela 4.

Com os gréficos de Arrhenius da Figura 25 foram determinados os valores

de energia de ativagéo, baseado na funcao razao de aquecimento sobre o quadrado de

Tm (v/Tm?) versus (1/Tm). Nesse gréfico a inclinacéo da reta é igual a —Ea/R, sendo E,

a energia de ativacao, R constante dos gases ideais. Dessa forma, cada transicao no

ajuste com razdo de aquecimento de 0,5 a 1,5 °C/min possui um valor de Tm e

corresponde uma reta correspondente tracada no grafico de Arrhenius com quatro

pontos, resultando num numero de valores de energias de ativacao igual ao numero de
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transicbes no ajustes das curvas experimentais e de retas tracadas nos graficos da

figura abaixo. Os valores de energia de ativagéo estdo mostrados na Tabela 4 [31].
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Figura 25 Graficos de Arrhenius utilizadas na estimativa da energia de ativagdo da desnaturacéo
térmica irreversivel de oxi-HbGp em pH 7,0 (A) e 8,0 (B) e cianometa-HbGp em pH 7,0 (C) e 8,0 (D),

nas concentragdes 0,5 mg / mL. A energia de ativagdo E, corresponde a inclinacdo da reta do grafico

de Arrhenius (veja equacéo 10), e Tabela 4.

Os valores de energia de ativacao total encontrados para a oxi e cianometa-

HbGp no pH 7,0 apresentados na Tabela 4 sdo menores do que 0s encontrados

para hemocianinas dos moluscos marinhos Rapana thomsiana (1212 + 45 KJ/mol)
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[33] e da Concholepas concholepas (1208 + 12 KJ/mol) [58] que séo proteinas
semelhantes a HbGp em termos de complexidade de estrutura oligomérica.
Entretanto, a energia de ativacdo de HbGp € maior do que os valores reportados na
literatura para proteinas de estrutura mais simples como a ovalbumina 490 KJ/mol
[36], e L-2-Hidroxisocaproate dehidrogenase que apresenta E, de 361 KJ/mol [37]
evidenciando que a HbGp é cineticamente bastante estavel o que corrobora com

trabalhos anteriores.

Alguns autores tais como Rodriguez-Larrea col. [59] e Sanchez-Ruiz [45]
definem a energia de ativacdo como o grau de solvatacao/dessolvatacdo da proteina
Nno meio aquoso, ou seja, como grau de protecdo da proteina pelas moléculas de
dgua, criando dessa forma uma barreira energética em oposicdo ao
desenovelamento da proteina denominada de “barreira de solvatacdo”. Assim,
quanto mais solvatada for a proteina no meio, maior sera sua energia de ativacao.

Nesse contexto, a cianometa-HbGp é melhor solvatada do que a oxi-HbGp.
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Tabela 4: Energia de ativacdo (kJ / mol) e temperaturas de transicdo (Tm) da oxi e cianometa-
HbGp 1,0 °C/min em valores de pH 7,0 e 8,0 obtidos a partir de dados de DSC, em velocidades
de varredura na faixa de 0,5 a 1,5 oC/min

pH T (°C) Eal Tm2(°C) Eaz Tma(°C)
oxi-HbGp

7.0 60,2+ 0.5 260 £ 15 260 £ 15

8.0 50,6 £ 0,3 339+34 58,9+0,1 196 + 36 535+ 70

cianometa-HbGp

7.0 60,1+0,2 453 £ 90 65,3+0,2 386 + 31 839+ 121

8.0 52,1+0,2 561171 60,7 £0,3 288 + 32 849 + 203

A Tabela 5 mostra os valores de variacdo de entalpia do processo de
desnaturacao térmica da oxi- e cianometa-HbGp no pH 7,0 e 8,0, com diferentes
valores de razdo de aquecimento obtidos com os ajustes mostrados na Figura 24. Os
valores de variacdo de entalpia sdo um pouco maiores no pH 8,0 sugerindo que o
processo de desnaturacdo térmica em meio alcalino leva a maiores mudancas na
estrutura da proteina, e que a mesma € melhor solvatada quando desenovelada do que

no pH 7,0 os efeitos de desnaturacdo por temperatura e pH se somam [25].

Outro fato importante a ser ressaltado € que os valores da variacdo de
entalpia do processo de desnaturagdo térmica da oxi- e cianometa-HbGp ndo possuem
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dependéncia linear com o aumento da taxa de aquecimento, evidenciando que no
processo cinético de desnaturacao térmica irreversivel da HbGp, ndo ha equilibrio na
transicdo entre as formas nativa-desnaturada [32]. Essa nao linearidade da entalpia
com a cinética de desnaturacdo tem sido relatada na literatura [25,32] como sendo
devido a auséncia de equilibrio entre os dois estados no processo de deshaturacao
quando o processo de desnaturacao é irreversivel. Nesse caso, na transicdo s6 ha no
sistema a coexisténcia de quantidades de proteina nas formas nativa e desnaturada,
sem a conversdo de uma forma na outra, ou seja, a forma desnaturada nédo se
transforma na forma nativa. Com isso, os valores de variacdo de entalpia nao

dependem da razdo de aquecimento do sistema [25, 32].
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Tabela 4: Parametros termodindmicos para a desnaturacdo da oxi-e cianometa-HbGp
obtidos a partir do ajuste dos termogramas com duas e trés transi¢cdes independentes
em valores de pH 7,0 e 8,0

Razéo de
aguecimento Tm;, AH; Tm, AH, AH(Total)
(°C/min)
°C) (MJmol ™) (°C) (MImol ™) (MImol™)
oxi-HbGp-pH7,0
0,5 57,7+0.1 15+ 2 - - 15+ 2
0,75 59,0+0.1 16+ 2 - - 16+ 2
1,0 60,2+ 0.2 23+3 23+3
1,5 61,3+0.1 27+3 27+3
oxi-HbGp-pH8,0
0,5 485+0,1 28+4 57,8+0,1 11+2 39+6
0,75 49,1+0,1 34+5 59,0+ 0,2 13+2 477
1,0 50,3+0,1 30+1 60,1+ 0,2 6+1 36+2
1,5 51,7+0,1 41 + 2 61,3+0,2 102 41 +5
Cianometa-HbGp-pH7,0
0,5 58,5+0,1 33+2 62,6 +0,1 21+3 54+5
0,75 58,6 £ 0,1 28+3 63,6 + 0,1 24+ 3 52+6
1,0 59,3+0,1 264 64,6 + 0,1 26+ 3 52+7
1,5 60,5+ 0,1 272 65,7+ 0,1 21+3 48 £ 5
Cianometa-HbGp-pH8,0
0,5 51,0+0,1 372 57,8+0,1 27+ 2 64 + 4
0,75 55,6 +£0,1 25+1 59,5+0,1 26+ 1 51+2
1,0 56,0+0,1 271 61,5+0,1 311 58+2

15 56,6 £ 0,1 231 61,7+0,1 31+1 54 +2




5.2.0 Estudos da estabilidade térmica da oxi- e cia  hometa-HbGp utilizando

Dicroismo Circular (CD).

5.2.1 oxi-HbGp

A Figura 26 mostra os espectros de (CD) de oxi-HbGp no intervalo de
temperatura 25 a 75 °C, apresentando a elipticidade em funcdo do comprimento de
onda, no pH 6,0 e 7,0. Nessa figura sdo mostrados 0s espectros separadamente na
regido das ligacdes peptidicas (195 - 250 nm), e na regido do grupo heme e dos
aminoacidos aromaticos (250 - 500 nm). O monitoramento da estrutura secundaria da
HbGp foi realizado com o intuito de investigar o processo de desenovelamento térmico

e o efeito do pH.

Os espectros mostram a oxi-HbGp na forma nativa a 25 °C, tendo na regido
das ligacdes peptidicas, sinal de elipticidade de valor negativo com uma banda em 222
nm correspondente as estruturas peptidicas em forma de hélices-a. Sdo mostrados
também, espectros da regido do grupo heme com valores de elipticidade positiva com
maximo em 415 nm (pH 7,0) que é caracteristica da forma oxi-HbGp e bandas entre
250-300 nm que corresponde ao sinal de assimetria dos aminoacidos aromatico

[51,52].

No pH 6,0 (Figura 26 A) na regido das ligacfes peptidicas observa-se que a
proteina se mantém estavel até 50 °C, ndo apresentando perdas significativas de sinal
referentes as estruturas secundarias comparada a 25 °C. Mas o sinal é reduzido
abruptamente em 55 °C sugerindo que essa proteina gigante perde sua estrutura

secundaria de forma cooperativa, ou seja, ela mantém toda a sua estrutura organizada
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até uma certa temperatura e essa organizacao € perdida simultaneamente pela maioria

dos dominios protéicos. Na regido espectral que correspondente ao grupo heme e aos

aminoacidos aromaticos (Figura 26B), pode ser notado que até 40 °C o grupo heme

também se mantém estavel. No entanto, a partir de 45 °C ocorre um deslocamento do

comprimento de onda do maximo da banda de Soret de 412 nm, a 25 °C para, 434 nm.

A banda em 434 nm aumenta de intensidade de 50 a 60 °C comparado ao espectro a

45°C, e acima de 60 °C ha a perda da banda em 434 nm indicando a desnaturagdo da

espécie formada e das hélices-a da proteina.
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Figura 26: Espectros de dicroismo circular (CD) da oxi-HbGp, no pH 6.0 (A), pH 7.0 (C) nas regides
das ligacdes peptidicas na concentracdo de 0,2 mg/mL, e pH 6,0 (B), pH 7.0 (D) regiao do grupo

heme e dos aminoacidos aromaticos concentragdo 3,0 mg/mL. Faixa de temperatura 25 - 75 °C.
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O comportamento espectral da oxi-HbGp no pH 7,0, Figura 26C e 26D, &
semelhante ao observado no pH 6,0. Na regido das ligacfes peptidicas a perda de
elipticidade com o aumento de temperatura ocorre de forma mais gradual, diferente
do meio acido em que ocorrem mudancas abruptas. A estabilidade térmica do grupo
heme também é semelhante ao do meio acido, ocorrendo praticamente 0 mesmo
deslocamento da banda de Soret, que inicialmente tinha maximo em 415 nm, e &

deslocada para 434 nm antes de se desnaturar.

O deslocamento da banda de Soret para 434 nm no pH 6,0 e 7,0 é atribuido a
processos de auto-oxidacéo da oxi-HbGp com o aumento da temperatura, levando a
formacdo de espécie oxidada hemicromo, que é quando a sexta coordenacédo do
ferro no estado de oxidacdo Fe®* passa a ser ocupada pelo nitrogénio do imidazol da
histidina distal, formando um complexo bis-histidina [18]. Dessa forma, acredita-se
que a espécie hemicromo formada no pH 6,0 e 7,0 seja a mesma devido a que a
banda de Soret esteja centrada em 434 nm. A formacdo dessa espécie foi
caracterizada em trabalhos anteriores com a oxi-HbGp na presenca de surfactante
[18]. O hemicromo formado se mostra bastante estavel e induz fortes mudancas na
quantidade de hélices-a, sugerindo que a coordenacgdo do imidazol da histidina distal

acarreta mudancgas conformacionais importantes na estrutura global da HbGp.

Na Figura 27 sdo mostrados os espectros de CD da oxi-HbGp no pH 8,0 € 9,0
em funcdo do aumento de temperatura. Na regido das ligacdes peptidicas (Figura
27A e 27C) a elipticidade diminui de forma mais progressiva a partir de 45 °C, sendo
que as menores reducdes da elipticidade ocorrem no pH 9,0. Na regidao do grupo

heme no pH 8,0 (Figura 27B) o sinal é perdido totalmente entre 50 e 55 °C de forma
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abrupta. No pH 9,0 (Figura 27D) ocorrem reducfes de sinal do heme de forma

progressiva e mais lenta até a temperatura final de 45 °C.

Essas diferencas de perda de elipticidade nos pHs 8,0 e 9,0 sugerem
diferentes graus de dissociacdo oligomérica sofridos pela oxi-HbGp em funcdo da
temperatura, originando subunidades menores tais como o dodecamero, trimero e
mondmero [15,18,29,54]. A perda de elipticidade de forma mais abrupta na regiao do
grupo heme no pH 8,0 acompanhada por mudancas nas hélices-a sugere que a oxi-
HbGp ndo se encontra totalmente dissociada, tendo em vista, que essa perda de
sinal do heme de forma rapida sugere processos de mudancas comformacionais de
forma cooperativa entre os varios dominios do oligdbmero [29]. Também é conhecido
que as subunidades da HbGp possuem estabilidades diferentes como mostrado em
estudo do comportamento cinético de auto-oxidacdo. Apos a dissociacdo alcalina o
mondmero se mostra mais estavel do que o trimero por ndo apresentar processo
cooperativo de auto-oxidagcdo [18]. Dessa forma, quando a HbGp se encontra

totalmente dissociada a perda de estrutura secundaria é mais lenta devido as

diferencas de estabilidade entre as subunidades no meio.

A dissociacdo oligomérica também leva a mudancas de assimetria dos
aminoacidos aromaticos como pode ser observado nas bandas em 260 e 335 nm,
gue se tornam mais intensas, sugerindo que a estrutura dos aromaticos sao mais
expostos ao solvente e a alta hidrofobicidade dessas estruturas induz a mudancas

de conformacéo e assimetria (Figura 27B e 27D).
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Figura 27: : Espectros de dicroismo circular (CD) da oxi-HbGp, no pH 8.0 (A), pH 9.0 (C) regido das
ligacdes peptidicas, concentracdo 0,2 mg/mL. pH 8,0 (B), pH 9.0 (D) na regido do grupo heme e dos

aminoécidos, aromaticos concentracdo 3,0 mg/mL. Faixa de temperatura 25-60 °C.

5.2.2 Cianometa-HbGp

No monitoramento da estrutura secundaria por dicroismo circular (CD) da
cianometa-HbGp com o aumento de temperatura e em funcéo do pH, na regido das
ligacBes peptidicas, foi utilizada metade da concentracdo usada na oxi-HbGp, e na
regido do grupo heme a concentracdo de proteina foi idéntica. A necessidade de
uma menor concentragdo sugere que a cianometa-HbGp possui uma maior

guantidade de estrutura secundaria comparada a forma oxi-HbGp.
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A Figura 28 mostra os espectros de CD da cianometa-HbGp no pH 6,0 e 7,0
com as bandas caracteristicas a 25 °C da espécie nativa com valores de elipticidade
negativa na regiao peptidica em hélices-a em 222 nm, uma banda positiva na regiao
do grupo heme a 420 nm (banda de Soret) e dos aminoacidos aromaticos entre 250-
350 nm, caracteristica de globina na forma enovelada [51]. Diferente da oxi-HbGp a
forma cianometa ndo apresenta ombros negativos entre 250 — 350 nm, sugerindo
mudancas de assimetria dos aromaticos induzido pela forca do ligante cianeto ligado

a sexta coordenacao do ferro do heme.

Na figura 28A e 28B sdo mostrados os espectros no pH 6,0 na regido dos
peptideos e do heme, onde pode ser notado que as hélices-a se mantém estaveis
até 60°C, ocorrendo uma reducdo de 64 % da elipticidade em 222 nm entre as
temperaturas de 65 e 70 °C. O grupo heme apresenta comportamento semelhante
aos peptideos, com reducao gradativa de elipticidade da banda de Soret, perdendo
71 % do sinal entre 25 e 70 °C, com uma perda de 50 % da elipticidade entre 65 e
70 °C. Essa grande perda de estruturas em hélices-a e do heme sugere a existéncia
de cooperatividade no processo de desnaturagcdo, como observado para a oxi-HbGp.
No entanto, na cianometa-HbGp a perda de elipticidade ocorre a uma temperatura
10 °C maior nas hélices-a do que a oxi-HbGp, evidenciando que o ligante cianeto

torna a HbGp mais estavel.

No pH 7,0, Figuras 28C e 28D, a perda de estrutura em hélices-a e do heme é
mais lenta, com perda total de 55 % e 76 % no intervalo 25-65 °C respectivamente.
Essa perda de elipticidade ocorre de forma mais lenta nas hélices-a e no heme

sugerindo que a desnaturacdo € menos cooperativa do que no meio acido.
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Figura 28 : Espectros de dicroismo circular (CD) da cianometa-HbGp, no pH 6.0 (A), pH 7.0 (C) regido
das ligacbes peptidicas, concentracdo 0,1 mg/mL. pH 6,0 (B), pH 7.0 (D) na regido do grupo heme e

dos aminoacidos aromaticos, concentragéo 3,0 mg/mL. Faixa de temperatura 25 -75 °C.

No meio alcalino (pH 8.0 e 9,0), Figura 29, a cianometa-HbGp apresenta
menor estabilidade térmica e menor quantidade de estruturas secundarias. A
diminuicdo da quantidade de estrutura secundéria com a elevagéo do pH é atribuida
a mudancas conformacionais no oligbmero induzida pelo pH alcalino e a tendéncia
do oligbmero em se dissociar com a temperatura. Entretanto, a elipticidade do grupo
heme n&o muda significativamente, o que significa dizer que as mudancgas
conformacionais ocasionadas pelo pH ndo modificam significativamente a assimétria

do ferro do heme.
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A perda de elipticidade nos peptideos no pH 8,0 e 9,0 corresponde a cerca
de 32 e 31 % quando comparado a 25 °C a temperatura final, respectivamente. No
grupo heme a perda de elipticidade € total no mesmo intervalo de temperatura. No
pH 8,0 um comportamento semelhante ao da forma oxi-HbGp é observado, sendo
que a perda de sinal mais abrupta ocorre entre 45 e 50 °C, com a reducdo de 71 %
entre 25 a 55 °C. Essa mudanca sugere que nessa temperatura ocorre a dissociagao

oligomerica da cianometa-HbGp antes de se desnaturar completamente.

No pH 9,0 a perda de sinal do grupo heme mais gradual evidenciando que a
cianometa-HbGp nesse pH se encontra bem mais dissociada do que no pH 8,0, e
assim como na oxi-HbGp essa reducédo gradativa da elipticidade da banda de Soret
deve-se as diferentes estabilidades das subunidades dissociadas no meio que se
desnaturam em diferentes temperaturas e nesse caso a perda de sinal do grupo

heme entre 25 e 55 é de 66 %.
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Figura 29: Espectros de dicroismo circular (CD) da cianometa-HbGp, no pH 8.0 (A), pH 9.0 (C) na
regido das ligacbes peptidicas, concentracdo 0,1 mg/mL. pH 8,0 (B), pH 9.0 (D) na regido do grupo

heme e dos aminoacidos aromaticos, concentracéo 3,0 mg/mL. Faixa de temperatura 25 -65 °C.

No processo de desnaturacdo da cianometa-HbGp n&do ha evidéncias da
formacdo de outras espeécies, tal como o hemicromo, mostrando ainda diferencas
nas bandas entre 300 e 400 nm correspondentes a movimentos vibracionais da
estrutura do grupo heme. E observado que as bandas com elipticidade negativa em
345 nm e de valor positivo em 375 nm na cianometa-HbGp sdo bem menos intensas
do que na oxi-HbGp (Figura 29B e 29D). Essa diferenca de intensidade de bandas
entre a oxi- e a cianometa-HbGp indica que quando o cianeto é coordenado ao ferro
do heme o ligante induz mudancas de conformacdo da vizinhanca, nesse caso

diminui a vibragdo das estruturas que compdem o grupo heme, modificada pela
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forca de ligacdo do cianeto [5]. O ligante CN™ também induz nos aminoacidos
aromaticos uma conformacao diferente devido as bandas em 260 nm serem mais
intensas do que na oxi-HbGp. Dessa forma, acredita-se que essas mudancas
conformacionais causadas pelo ligante cianeto sé&o responsaveis pelo ganho de
estrutura peptidica na regiao das hélices-a e a maior resisténcia a temperatura por

formar uma estrutura mais compacta.

5.2.3 Fracdo de desnaturacdo (Fu) e temperatura cri tica (Tc) obtidos da
estrutura secundaria da oxi- e cianometa-HbGp monit  oradas por dicroismo

circular (CD).

Na Figura 30 sdo mostradas as fracGes de desnaturacdo da HbGp em funcéo
da temperatura nos varios pHs estudados. Esses gréaficos foram construidos com os
dados de elipticidade da oxi- e cianometa-HbGp em 222 nm que corresponde ao
sinal das hélices-a e do maximo da banda de Soret em cada pH estudado. A partir
do grafico da fracdo de desnaturacdo em funcéo da temperatura foi determinado o
valor de temperatura critica em funcdo do pH. Os resultados obtidos sdo mostrados
na Tabela 6. Nesse calculo foi assumido que o processo de desnaturacdo da HbGp
segue um modelo de dois estados e foi usada a equacdo 11 [48]. A temperatura
critica corresponde ao ponto onde 50 % da estrutura secundaria da HbGp se
encontra na forma nativa (enovelada) e 50 % na forma desnaturada ou

desenovelada, ou seja, € a temperatura em que o F, é igual a 0,5.
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A fracdo de desnaturacdo mostra a seguinte ordem decrescente de

estabilidade térmica em funcédo do pH para a oxi e cianometa-HbGp: pH6,0 > pH 7,0

> pH 8,0 > pH 9,0, respectivamente.
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Figura 30: Fragdo de desnaturacdo da HbGp na faixa de pH 6.0 a 9.0, no intervalo de temperatura

25-75 °C. Oxi-HbGp (A) regido peptidica e (B) regido do grupo heme e aminoacidos aromaticos.

Cianometa-HbGp regido peptidica (C) e (D) regido do grupo heme e aminoacidos aromaticos.

Outro fato a ser ressaltado € que em ambas as regides de monitoramento, na

regido peptidica e dos grupos hemes, a oxi-hbGp possui, praticamente, 0s mesmos

valores de temperatura critica, em meio acido e neutro, evidenciando grande

homogeneidade entre os varios dominios nessas condi¢des. A oxi-HbGp apresenta

no pH 6,0 um valor Tc de 53,6 °C e no pH 7,0 um valor de 52,5 °C, valores muito

maiores do que o valo reportado na literatura para a hemoglobina humana que € de
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37 °C [52]. Por outro lado, esses valores sdo semelhantes aos valores obtidos
usando a técnica de espalhamento de luz dindmico DLS para a oxi-HbGp [29,54]. No
entanto, a medida que o meio se torna alcalino a diferenca de temperatura critica
entre os dominios peptidicos e dos grupos hemes, aumenta tornando-se cerca de
1,5 °C. Essas diferencas de Tc entre os peptideos e os grupos heme evidencia o
efeito na estabilidade das varias subunidades com a dissociacdo oligomérica

[15,18,29], desestabilizando mais o grupo heme do que as estruturas em hélices-a.

Tabela 5: Temperatura critica Tc (°C) da HbGp nas formas oxi- e cianometa-,
para a regido peptidica (hélices-a 222 nm) e regido do grupo heme (banda de

Soret) no intervalo de pH 6,0 ao 9,0

pH oxi-HbGp peptideos oxi-HbGp banda de Soret

6,0 53,6 53,3

7,0 52,3 52,5

8,0 49,5 47,2

9,0 44,4 37,1

pH cianome,ta-Hpr cianometa-HbGp banda de
peptideos Soret

6,0 66,8 69,1

7,0 55,7 62,4

8,0 49,5 53,0

9,0 47,0 474

O erro nos valores da tabela acima € aproximadamente + 0,5 °C.

Na cianometa-HbGp a temperatura critica também diminui com o aumento de

pH, entretanto, os valores de temperatura critica para as hélices-a e o grupo heme
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possuem uma diferenca de 2,3 °C no pH 6,0 (Tabela 6). O grupo heme tem os
maiores valores de Tc, mas com a elevacao do pH, essa diferenca de temperatura
critica diminui entre as duas estruturas se tornando praticamente igual no pH 9,0.
Essa diferenca de temperatura critica entre o grupo heme e as hélices-a sugere que
a cianometa-HbGp possui estrutura oligomérica mais heterogénea do que a oxi-
HbGp e essa heterogeneidade € atribuida ao ligante cianeto (CN-) ligado ao ferro do
heme que torna mais dificil a desnaturacédo dessa estrutura, mas com a dissociacao

oligomérica a estabilidade entre essas estruturas torna-se muito proxima.

5.3.0 Estudo por espectroscopia de absorcéo Optica no ultravioleta-visivel com
a hemoglobina do Glossoscolex paulistus nas formas oxi, cianometa- e meta-

HbGp

5.3.1. oxi-HbGp.

A Figura 31 mostra os espectros de absorcéo optica da oxi-HbGp integra na
regido do ultravioleta-visivel em pH 5,0, 7,0 8,0 e 9,0, em funcdo da temperatura.
Inicialmente é observado um espectro caracteristico da oxi-HbGp nativa a 25 °C,
apresentando comprimento de onda com maximo da banda de Soret em 415 nm

(pH7,0), e as bandas a e f em 540 nm e 575 nm [18,29].

No pH &cido a oxi-HbGp se mantém praticamente estavel até 50 °C havendo
poucas mudancas espectrais, até a formacdo de agregados em temperaturas
maiores que 65 °C. No entanto, essa pequena diminuicdo de intensidade na banda

de Soret € associada a auto-oxidacdo do ferro do grupo heme com o aumento de
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temperatura, formando espécies oxidadas tais como o hemicromo, que é um
complexo bi-histidina, caracterizado pelo deslocamento da banda de Soret para o
azul (Figura 31A) e bandas Q centradas em comprimento de onda 535 e 565 nm
[18], respectivamente, como pode ser melhor visualizado na Figura 32A. No meio
acido, oxi-HbGp forma agregados grandes em temperaturas maiores que 55 °C e
esses agregados formados sdo visiveis quando a amostra € removida da cubeta

apos o aquecimento.

No pH 7,0 (Figura 31B) a oxi-HbGp é menos estavel, e acima de 50 °C, as
bandas de Soret e bandas Q diminuem de intensidade e se deslocam de forma
progressiva indicando que a auto-oxidacdo é maior, do que, no meio acido formando

maior quantidade de espécies oxidadas (Figura 32B, [18]).

No meio basico (pH 8,0 e 9,0) as mudancas espectrais ocorrem em
temperatura mais baixa: observa-se a reducdo da intensidade e o alargamento da
banda de Soret, sugerindo que o processo de desnaturagdo térmica em solucéo
alcalina envolve a formacdo de mais espécies oxidadas como o hemicromo,
aguometa e espécies pentacoordenadas, principalmente no pH 9,0 [18,60-62].
Essas modificagbes espectrais sdo mais fortes em meio alcalino, com a formacéo de
maiores quantidades de hemicromo, aquometa e espécies pentacoordenadas, o que
é atribuido a dissociagéo oligomérica que facilita a formacao dessas espécies como
mostrado em trabalhos anteriores [18, 60]. A dissociacdo oligomérica promove a
formacdo de maior quantidade de espécies hemicromo, aquometa e
pentacoordenadas, devido ao acesso de moléculas de dgua ao bolsdo hidrofébico

do grupo heme ser maior e a interacao eletrostatica das moléculas de agua com a
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densidade eletronica do atomo de ferro aumentar a taxa de auto-oxidacéo levando a

formacao de varias espécies oxidadas no meio [60-65].
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Figura 31: Espectros de absorcdo 6ptica no ultravioleta-visivel da oxi-HbGp, concentracdo 0,3
mg/mL, no intervalo de temperatura 25 - 70 °C. (A) pH 5,0, (B) pH 7,0, (C) pH 8,0 e (D) pH 9,0.

A Figura 32 mostra com mais detalhe as bandas Q da oxi-HbGp no meio
acido, neutro e basico em funcdo da temperatura, sendo observado, que com o
aumento da temperatura o surgimento de uma banda em 625 nm que é atribuida a
forma oxidada aquometa-HbGp. No meio acido pode ser visto que a auto-oxidacéo é
menor devido a banda em 625 nm ser menos intensa. No entanto, essa banda

aumenta de intensidade no meio neutro e alcalino devido ao aumento da auto-

100



oxidacdo nesses pHs com o aumento da temperatura [60,61]. A banda em torno de

625 nm é atribuida a forma aquometa-HbG, no entanto, ela se desloca para

comprimentos de onda proximos de 600 nm conforme o pH vai aumentando,

sugerindo a formacéo de espécies pentacoordenadas no meio, sendo nesse caso, a

espécie pentacoordenada uma forma parcialmente desnaturada da HbGp (Figura

32, [18,29]).
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Figura 32: Espectros de absorcdo 6ptica das bandas Q no visivel da oxi-HbGp, concentracdo 0,3
mg/mL, no intervalo de temperatura 25-70 °C. (A) pH 5,0, (B) pH 7,0, (C) pH 8,0 e (D) pH 9,0.

Analisando o deslocamento do Anax da banda de Soret e da absorbancia em

415 nm em funcéo da temperatura nos varios pHs mostrados na Figura 33 pode ser
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notado seguinte: nos pHs A%

max Permanece constante em torno de 415 nm até
cerca de 50 °C. Acima dessa temperatura h4 um decréscimo de AS°®,., chegando a
408 nm a 65 °C no pH 8,0 e a 70 °C em pH 7,0. Em pH 9,0 a diminuicéio de A%,

ocorre em temperatura mais baixa a partir de 45 °C.

ASOret . é menos acentuado

No meio acido, em pH 6,0 e 5,0, a diminui¢do de
(mais suave) chegando a 410 - 411 nm na temperatura de 55 °C. O comportamento
da absorbancia em 415 nm (Figura 33B) é bastante similar & descrita para A% ..
A diminuicdo A%, nas temperaturas mais elevadas alcancando comprimentos de
ondas de 408 nm e 410 - 411 nm sugerem a formacao de hemicromo e aquometa-
HbGp [60]. No pH 9,0 o A%, se desloca para comprimentos de onda menores em
temperaturas menores, chegando a 403 nm nas temperaturas mais altas e uma
banda de Soret bem larga, é consistente com a coexisténcia de espécies

hemicromo, aquometa e pentacoordenada no meio, formando um equilibrio

complexo [18,29,62-67].
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Figura 33: Deslocamento do A%

max € absorbancia da banda de Soret da oxi-HbGp concentracdo

0,3 mg/mL, no intervalo de 25- 70 °C, com variacdo de pH de 5,0 2 9,0. (A) A°"® ..« € (B) absorbancia

em 415 nm.
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5.3.2 Cianometa-HbGp

Os espectros de absorgédo Optica da cianometa-HbGp no UV-VIS mostra
bandas caracteristicas da forma nativa a 25 °C, sobretudo no pH 7,0, com uma
banda centrada em 420 nm (banda de Soret) e outra banda bem alargada em 540
nm (banda Q, [65] ,Figura 34). Na Figura 34 sdo mostrados ainda os espectros no

pH 5,0, 7,0, 8,0 e 9,0 em funcédo do aumento de temperatura.

Os espectros no pH5,0 da cianometa-HbGp ndo apresentam mudancas
significativas, e assim como a oxi-HbGp, ela forma agregados em temperaturas
maiores que 65 °C (Figura 34A). A cianometa-HbGp apresenta comportamento

similar a pH 6,0.

No pH 7,0 a cianometa-HbGp apresenta mudancas espectrais consideraveis
como a diminuigao de intensidade da banda de Soret e um ligeiro deslocamento do
comprimento de ondas maximo para o azul e alargamento dessa banda em 60 °C.
Essa mudanca espectral abrupta sugere alteracées na esfera de coordenacao e no
ambiente do ferro do grupo heme, como a competicéo pela densidade eletronica do
ferro pelas moléculas de agua e a histidina com o ligante CN’, que se encontra
inicialmente a 25 °C ligado a sexta coordenacdo do ferro. Com isso, os resultados
sugerem o delocamento do CN- dessa coordenacdo e a ocupacdo dessa
coordenacao pelas moléculas de solvente formando aquometa-HbGp [59]. Ainda no
pH 7,0, em 60 °C h& também o surgimento de uma banda em 625 nm que se torna
cada vez mais intensa com o0 aumento de temperatura, e que pode ser vista melhor

na Figura 35B. Essa banda em 625 nm é caracteristica da aguometa-HbGp [65,66].
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Os espectros no pH 8,0 (Figura 34C) seguem comportamento semelhante aos
do pH 7,0, no entanto, o deslocamento e alargamento da banda de Soret ocorrem de
forma progressiva, sugerindo que a ocorréncia de dissociacdo oligomérica da
cianometa-HbGp acompanhada pela formacdo da aquometa-HbGp, como pode ser

melhor visualizada na Figura 35C.
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Figura 34: Espectros de absorcéo 6ptica no ultravioleta-visivel da cianometa-HbGp na concentracéo
0,3 mg/mL, na faixa de temperatura 25 -70 °C. (A) pH 5,0, (B) pH 7,0, (C) pH 8,0 e (D) pH 9,0.

105



No pH 9,0 as mudancas espectrais sugerem que nas temperaturas iniciais ha
no meio hemicromo com uma banda em 575 nm, e com o aumento de temperatura,
ocorre a formacdo de espécies aquometa e pentacoordenadas, a partir de 60 °C

com a banda de Soret larga (Figura 34D) e outra banda em torno de 600 nm (Figura

35D, [60]).
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Figura 35: Espectros de absorcao oOptica das bandas Q da cianometa-HbGp, na concentragéo 0,3
mg/mL, na faixa de temperatura 25 -70°C. (A) pH5,0, (B) pH7,0, (C)pH 8,0 e (D)pH9,0.

A Figura 36 mostra o deslocamento do AS°®. da banda de Soret da

cianometa-HbGp e da absorbancia em 420 nm, em funcdo do aumento de
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temperatura, nos varios pHs estudados. Esses dados mostram que no meio acido a
cianometa-HbGp realmente se mantém estavel mantendo-se integra até se agregar

[54].

No pH 7,0 o A5 .. se desloca consideravelmente a partir de 55 °C e
absorbancia em 420 nm também diminui a partir de 55 °C apresentando a 70 °C
Aot .« igual a 403 nm, sugerindo que na temperatura final a espécie predominante

no meio € aquometa-HbGp e, possivelmente, uma pequena fracdo de espécies

pentacoordenadas [63,64].

No pH 8,0 e 9,0 a cianometa-HbGp apresenta A>*®,.« condizentes com a
presenca de aquometa, hemicromo e espécies pentacoordenadas, sendo que o

)\Soret

hemicromo possui max €M torno de 413 nm e a espécie pentacoordenada possui

NSOt .« entre 390 e 400 nm, e uma menor absorvitividade em 420 nm , (Figura 36).

Essa mudanca drastica do A%

max NO pH 9,0 sugere a perda total do ligante CN°
pela a cianometa-HbGp facilitado pela dissociacdo oligomérica induzida pela
temperatura. Devido as subunidades (trimero e mondmero) serem mais susceptiveis
a mudancas na esfera de coordenacdo do ferro e nesse caso, o ligante CN™ seria
deslocado da sexta coordenacgao do ferro mais facilmente, resultando na formacéo
de espécies aquometa e pentacoordenadas. No entanto, € importante acrescentar,
gque o CN é um ligante forte e consequentemente dificil de ser removido da
coordenacdo do ferro, com isso, € dificil afirmar com precisdo, que tipo de
mecanismo estd envolvido no seu processo de deslocamento da coordenacdo do

ferro. O que é bastante claro de nossos resultados é o fato de que a cianometa-

HbGp é bastante estavel em funcdo da temperatura permanecendo praticamente
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inalterada até 55 °C. A estabilidade térmica da cianometa-HbGp &, portanto, maior

do que a da oxi-HbGp nas mesmas condi¢cdes de concentracéo e pH.

O\Soret

Absrbéncia (420 nm)
o
o
]

0.3 +

! | ! | ! | ! | ! |
20 30 40 50 60 70
Temperatura °C

Soret

Figura 36: Deslocamento do A .« € absorbancia da banda de Soret da cianometa-HbGp

concentracdo 0,3 mg/mL, no intervalo de 25- 70 °C, com variacdo de pH de 5,0 a 9,0. (A) A" €

(B) absorbancia em 420 nm.

5.3.3 Meta-HbGp

Com a meta-HbGp inicialmente a 25 °C, no pH 7,0, observa-se um espectro
caracteristico da aquometa-HbGp integra apresentando comprimento de onda do

méaximo de absorcdo na banda de Soret de 405 nm, além da banda de transferéncia
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de carga do ligante-metal em 625 nm e em 500 nm (bandas Q) que também é
caracteristica dessa espécie (Figura 37, [30]).. Na Figura 37 sdo mostrados também
0s espectros de absorgdo 6ptica no UV-VIS no pH 6.0, 7,0, 8,0 e 9,0 com 0 aumento

de temperatura.

A meta-HbGp, quando em solucdo de pH 5,0, se mostra bem estavel nao
apresenta mudancas espectrais significativas nas temperaturas estudadas, e forma
agregados a temperaturas maiores que 65 °C, como observado para oxi- e

cianometa-HbGp [65].

No pH 7,0 a meta-HbGp (Figura 37B) se mantém na forma aquometa até 45
°C mantendo os comprimentos de onda da banda de Soret, e da banda Q e de
transferéncia de cargas ligante-metal em 625 nm, caracteristica da forma nativa.
Entretanto, a partir de 50 °C ocorre a formacédo de hemicromo com o deslocamento
da banda de Soret para o vermelho em torno de 413 nm, que € caracteristica da
espécie hemicromo [64,66]. O hemicromo possui também bandas em 535 e 565 nm
como pode ser observado na Figura 38B. Nas temperaturas maiores que 60 °C a
guantidade de hemicromo no meio diminui pois a banda de Soret é deslocada
novamente para comprimento de onda proximo a 405 nm e se torna menos intensa
[60,67]. Esse deslocamento da banda de Soret de 413 nm, a 50 °C, para
comprimentos proximos de 405 nm sugere que o hemicromo se desnatura
parcialmente e forma a espécie pentacoordenada [60]. A espécie pentacoordenada
com ombro em 600 nm também é caracterizada por uma banda de Soret mais larga
e menos intensa do que da aquometa com ombro em 625 nm, e o0 hemicromo por
ombros em comprimentos de onda 530 e 576 nm [67]. Esses ombros podem ser

melhores visualizados na Figura 38B.
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Figura 37 : Espectros de absorcéo 6ptica no ultravioleta-visivel da meta-HbGp na concentracdo 0,3
mg/mL, na faixa de temperatura 25-70 °C. (A) pH 5,0, (B) pH 7,0, (C) pH 8,0 e (D) pH 9,0.

No meio alcalino (pH 8,0, Figura 37C) os espectros mostram a banda de
Soret centrada em 413 nm a 25 °C, sugerindo que nessa condi¢ido de pH a espécie
majoritaria presente no meio € o hemicromo (59). Entretanto, a medida que a
temperatura € aumentada ha uma diminuicdo da quantidade de hemicromo, como
visto, pelo alargamento e reducdo da banda de Soret de forma gradativa,
acompanhada por deslocamento para proximo de 400 nm. Pode ser visto também
que, a partir de 45 °C, surge uma banda em 625 nm, que se desloca para proximo

de 600 nm com a elevacdo da temperatura (Figura 38C). Essa banda em 600 nm é

atribuida a formacao de espécies pentacoordenadas no meio [60, 67].
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Figura 38: Espectros de absorcdo 6ptica das bandas Q da meta-HbGp, na concentracdo 0,3 mg/mL,
na faixa de temperatura 25 -70 °C. (A) pH5,0, (B) pH7,0, (C) pH 8,0 e (D) pH9,0.

No pH 9,0 a 25 °C a meta-HbGp também se encontra na forma de
hemicromo. No entanto, essa espécie € desnaturada parcialmente em temperatura
menor e a banda referente a espécie pentacoordenada proxima a 600 nm é mais
intensa sugerindo que é formada maior quantidade dessa espécie do que no pH 8,0.
Essa menor estabilidade térmica no pH 9,0 € devido a meta-HbGp se encontrar
totalmente dissociada a 25 °C o que facilita a formacdo de maior quantidade de

hemicromo e espécie pentacoordenada [60-65].

)\Soret

Analisando o deslocamento do max € a absorbancia em 405 nm da meta-

HbGp em funcdo da temperatura nos varios pHs mostrados na Figura 39. Pode-se
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observar que realmente a meta-HbGp se mantém praticamente estavel no pH 5,0 e
6,0, até a formacdo de agregados. No pH 7,0 observa-se que no intervalo de
temperatura 45-55 °C a quantidade de hemicromo no meio atinge o maximo e depois
reduz devido a desnaturacdo. No meio alcalino o hemicromo formado no meio é
menos estavel e no pH 9,0 no intervalo 55-70 °C a espécie predominante no meio é

a pentacoordenada com AS°"®

max centrada em 395 nm e a uma baixa absorcédo. A
formacdo de hemicromo e espécies pentacoordenadas pela meta-HbGp, no
processo desnaturacdo, tem sido descrita como sendo espécies comuns na

desnaturacao tanto por pH acido como alcalino, tanto da meta-HbGp integra como

da subunidade monomeérica d [60,64,65,67,68].
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Figura 39 : Deslocamento do A3 e absorbancia da banda de Soret da meta-HbGp concentracdo

Soret

0,3 mg/mL, no intervalo de 25- 70 °C, com variacdo de pH de 5,0 a 9,0. (A) \>”® ..« e (B) absorbancia

em 405 nm.

5.3.4 Fragdo de desnaturacdo (Fu) e temperatura cri tica (Tc) monitorando o

centro ativo por absorcao oOptica da oxi-, meta- e ¢ ianometa-HbGp.

Com os dados de absorcdo em 415nm, 420 nm e 405 nm para oxi-,
cianometa- e meta-HbGp, respectivamente, foi realizado o célculo da fracdo de
desnaturacdo em fungcdo da temperatura nos varios pHs estudados usando a
equacdo 11. Nesse calculo foi considerado que o processo de desnaturacdo do
centro ativo da HbGp segue o modelo de dois estados [48]. Os gréficos da fracdo de

desnaturacdo para as trés formas de HbGp sdo mostrados na Figura 40. E os
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valores de temperatura criticas obtidos a partir desses graficos se encontram

reunidos na Tabela 7.
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Figura 40: Fracéo de desnaturacdo da HbGp na faixa de pH 5,0 a 9,0 no intervalo de temperatura 25-
70 °C, usando os valores da absorcéo na banda de Soret. (A) oxi-HbGp 415 nm, (B) cianometa-HbGp

420 nm e (C) meta-HbGp 405 nm.

Analisando a Tabela 7 observa-se que a ordem de estabilidade térmica do
centro ativo seguida pela oxi-, meta- e cianometa- HbGp ndo é linear como
observado no monitoramento da estrutura secundaria por dicroismo circular. No pH

5,0 e 6,0 a ordem de estabilidade é oxi-HbGp > cianometa-HbGp > meta-HbGp,
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tendo a forma oxi um valor de Tc 6 °C maior do que a cianometa, e a meta e
cianometa diferem em 2 °C. Essa diferenca de Tc da oxi- e cianometa-HbGp é
associada a maior tendéncia de agregacao da cianometa, que € muito parecida com
a meta-HbGp, como visto em trabalhos anteriores [29,54]. No pH 7,0 a oxi- e
cianometa-HbGp possuem valores de Tc 3 °C maiores que o valor da meta —HbGp.
Acredita-se que esses valores de Tc maiores estdo intrinsecamente relacionados ao
hemicromo formado pela oxi- e meta-HbGp no processo de desnaturacao, tendo em
vista, que o hemicromo € uma espécie bastante estavel. No pH 9,0 a cianometa-
HbGp possui maior valor de Tc do que oxi- e meta-HbGp indicando que a cianometa

se dissocia menos com a temperatura, sendo mais dificil desnatura-la.

Tabela 6: Temperatura critica (Tc) da oxi-,cianometa- e meta-HbGp no intervalo de pH 5,0 ao
9,0 em funcé@o da temperatura. Os valores de Fu foram calculado a partir dos valores de

absorbancia em 415 nm, 420 nm e 405 nm para oxi,cianometa- e meta-HbGp, respectivamente

pH oxi-HbGp cianometa-HbGp meta-HbGp
5,0 54+1 48 +1 45+ 2
6,0 54+1 485+ 0,2 431
7,0 58,5+0,7 58+1 54+1
8,0 54,2+0,1 54,3+0,3 49,2+0,2
9,0 46 + 0,5 49,6 + 0,2 446+04
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5.4 0 Estabilidade térmica da oxi-, cianometa- e me ta-HbGp monitorado por

DSC, CD e absorcéo Optica.

Analisando os dados obtidos por DSC, CD e absorcédo 6ptica, observa-se que
no pH acido realmente a oxi-, meta- e cianometa-HbGp sdo mais estaveis e que o
aumento de pH desestabiliza a HbGp possibilitando a formacao de varias espécies
parcialmente desnaturadas, resultando em diferentes graus de complexidade no
processo de desnaturacdo seguido pelas diferentes formas de HbGp. As varias
transicOes obtidas com os ajustes dos dados de DSC podem ser atribuidas a
formacdo e desnaturacdo das espécies observadas nos resultados por absorcéao
optica e CD. O hemicromo presente no processo de desnaturacdo das trés formas
oxi, meta, e cianometa-HbGp se mostra bastante estavel. Além do hemicromo,
existem também espécies pentacoordenadas que também podem estar presentes
no processo de desnaturacdo térmica, principalmente em meio alcalino. Acredita-se
que a dissociacdo oligomérica da HbGp facilta a formacdo de espécies
pentacoordenadas no meio com 0 aumento da temperatura aumentando a

complexidade do mecanismo de desnaturacédo da HbGp.

No monitoramento da quantidade de estruturas em hélices-a néo fica claro a
influéncia da presenca de espécies tais como hemicromo e espécies
pentacoordenadas, e 0 quanto estas espécies contribuem na perda ou ganho de
estrutura secundaria e na resisténcia a desnaturacao por temperatura. Com excecao
da oxi-HbGp no pH 6,0 e 7,0 (Figura 26) que mostra um deslocamento forte na
banda de Soret para o vermelho o qual foi atribuido a formacdo de hemicromo no
meio, nas demais formas meta- e cianometa-HbGp nao sédo observados fenébmenos

semelhantes. Entretanto, fica bem visivel a contribuicdo da dissociacdo oligomérica
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em meio alcalino na perda de estrutura secundaria. A dissociacdo oligomérica torna
a proteina menos rica em estruturas em hélices-a e menos resistente a

desnaturacao térmica

Outro fato que fica evidente € que a estabilidade da HbGp € fortemente
influenciada pelo estado de oxidagéao do ferro do grupo heme e pela forca do ligante
coordenado a sexta coordenacdo do ferro. Dessa forma, o estado de oxidacdo do
ferro influencia as propriedades fisico-quimicas da HbGp como mostram o0s
resultados obtidos por DSC, CD e Absorcdo Optica. As técnicas de DSC e CD
mostraram que a cianometa-HbGp é mais estavel e mais rica em estruturas
secundarias. A técnica de absorcdo 6ptica mostrou que em meio acido a cianometa-
e a meta-HbGp se agrega em temperatura mais baixa do que a forma oxi, sugerindo

que o estado de oxidacéo do ferro pode ser um fator importante na agregacao.

Alguns estudos com proteinas pequenas, como no caso da mioglobina de
baleia e de cavalo [69,70], mostram o efeito da presenca de diferentes ligantes
ligados ao ferro do heme dessas proteinas. Observa-se que a presenca de ligantes
fortes tais como o cianeto (CN-) e o monoéxido de carbono (CO) torna essas
proteinas muito mais resistentes a desnaturacdo por agentes caotropicos (uréia,
cloreto de guanidina) e por temperatura. Essa maior estabilidade da mioglobina de
baleia e de cavalo na presenca do CN" € atribuida ao fato do CN" ser um excelente
aceitador de elétrons T, distorcendo assim a camada de valéncia do ferro. Essa
distorcdo da camada de valéncia do ferro leva a modificagcbes de cargas na
superficie da globina, por mudancas conformacionais da estrutura globinica, e
modificacdes de pontes salinas ou interacfes de dipolos na estrutura peptidica,

modificando assim as cargas presentes na superficie da globina. No caso da HbGp
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podemos afirmar que o cianeto exerce influéncia semelhante combinada com
propriedades alostéricas comuns a essa classe de proteinas gigantes tornando, a

cianometa-HbGp mais resistente a desnaturacao por temperatura.

118



6.0 Conclusoes

1) Pode-se inferir com base nos dados de DSC que as trés formas oxi-, meta-
e cianometa-HbGp sdo mais estaveis em meio acido, e formam agregados grandes
em altas temperaturas. Os termogramas possuem picos de transicdo endotérmica
compostos por duas transicdes associadas a desnaturacdo do oligbmero e a

formacéo de agregados.

2) No pH neutro a cianometa- e meta-HbGp possuem termograma composto
por duas transi¢coes, associadas a mudancas conformacionais e a desnaturacao do

oligbmero, enquanto que em meio alcalino essas transicées ficam mais evidentes.

3) A oxi-HbGp em meio alcalino possui termograma com dois picos de
transicdo, um em temperatura menor composto por duas transi¢cdes, e 0 outro em
temperatura maior compostos por uma Uunica transicdo. No pH 7,0 e 8,0 a
cianometa-HbGp € cineticamente mais estavel do que a oxi-HbGp e ambas

possuem processo de desnaturacdo térmica cineticamente controlado.

4) Todas as transicbes da oxi-, meta- e cianometa-HbGp s&o bastante
complexas e poucos cooperativas, possuindo alta probabilidade que essas
transicOes representem a desnaturacdo de varios dominios da proteina e que cada
dominio possua uma transi¢cdo. Esses dominios devem ser bastante polares devido

a razado AHga/AH,4 ser bem maior do que 1.

5) A cianometa-HbGp possui mais estrutura secundaria mais estavel do que a
oxi- e a meta-HbGp. Entretanto, a oxi-HbGp no pH 6,0 e 7,0 forma hemicromo

proximo a sua temperatura critica, e nos demais valores de pH ndo é observada a

119



formacdo de qualquer outra espécie. A dissociacdo oligomérica em meio alcalino é
maior na oxi-HbGp, do que, na forma cianometa-HbGp levando a diminuicdo da
quantidade de estruturas secundarias e a reducdo da resisténcia a desnaturacéo

térmica.

6) Com base nos estudos por absorcédo 6ptica pode-se inferir que 0s centros
ativos da oxi-, meta- e cianometa-HbGp se mantém praticamente estaveis até
formarem agregados no meio acido. Em pH neutro e alcalino o processo de
desnaturacao envolve a formacédo de hemicromo e espécies pentacoordenadas. Fica
claro também que o pH do meio é um fator decisivo para a formacdo dessas
espécies hemicromo e pentacoordenadas e no caso da cianometa-HbGp para a
manutencdo do CN’ ligado a sexta coordenacdo do ferro do heme. A taxa de auto-

oxidacao do ferro do heme da oxi-HbGp também é dependente do pH do meio.
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Apéndices

Apéndice A

Software origin versao 7.0lab

O software origin é bastante usado no tratamento de dados de
microcalorimetria diferencial de varredura (DSC), que € uma técnica que vem sendo
bastante usada no estudo de biomoléculas. E por acreditarmos que esse método de
analise seja pouco difundido, nos propomos nessa secao elaborar um pequeno texto
auto-explicativo sobre os métodos e procedimentos seguidos no tratamento dos
dados obtidos com a HbGp, com o intuito de produzir uma descri¢cdo util de alguns

recursos oferecidos pelo software.

No tratamento dos dados de DSC foi usado o software origin 7.0lab, fornecido
pela firma microcal junto com o aparelho microcalorimétrico, que possui a interface
de entrada mostrada na Figura 41 onde podem ser vistos alguns comandos tais
como: File, Edit, Graph, etc., na barra de ferramentas superior e na barra de
ferramentas a esquerda comandos como: Read Data, Subtract Reference, etc., que

serdo usados ao longo dos procedimento de tratamento dos dados.
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Figura 41 : Janela de entrada do programa origin 7.0lab mostrando os icones de comando (File, Edit,

Graph, etc) na barra de ferramentas superior, e na barra a esquerda (Read Date, Subtract Reference,

etc). .

O primeiro passo a ser feito no tratamento dos dados € a importacdo dos
arquivos através do uso do comando READ DATA. Clicando uma vez, em seguida
indica-se o caminho do arquivo. Quando o arquivo € encontrado selecione o arquivo
e clique no comando ADD FILE(S) e OK. Podem ser selecionados varios arquivos e
0S mesmos aparecerdo de acordo com a ordem de selecdo. Pode-se também

importar um arquivo de cada vez repetindo o procedimento descrito acima, varias

vezes.
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Depois de importado o arquivo, 0 segundo passo é a subtracéo da linha de
base (tampé&o), do termograma da proteina. Para fazer a subtracéo usa-se o

comando SUBTRACT REFERENCE e na janela menor deve-se selecionar a

amostra em (DATA) e o tampédo em REFERENCE e clicar OK, como mostrado na

Figura 42.
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Figura 42 : Subtraindo a linha de base (o tamp&do) do termograma da amostra. S80 mostrados os

termograma da proteina e do tampao, e a esquerda a janela de selecdo do termograma da amostra e
do tampdo para que sejam subtraidos.

Em seguida deve ser feita a normalizacdo pela concentracdo do termograma

da proteina, ja subtraido o tampé&o e a unidade de concentragdo deve ser mmol/L. A
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normalizacéo é feita usando o comando NORMALISE CONCENTRATION digitando

o valor da concentracéo e clicando OK.

O passo seguinte € acertar a linha de base, ou seja, trazer o inicio da curva
do termograma para o valor de Cp = 0. Para fazer esse procedimento deve-se clicar
no comando PEAK e depois em START BASELINE SESSION. Em seguida, na
opcao BASELINE — PROGRESS BASELINE clicar novamente na op¢cdo BASELINE
e em MOVE BASELINE BY CURSOR para que a linha de correcao seja ajustada
usando o mouse, da forma desejada. Feito 0 acerto da posi¢cao da linha de correcao,

deve-se clicar OK e em seguida em SIM.
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Figura 43: (A) A linha de correcdo da linha de base posicionada da forma desejada, (B) linha de base

corrigida.

O préximo passo realizado é o ajuste ndo linear do termograma usando
varieas transicdes no caso mostrado, o ajuste realizado com o termograma da oxi-
HbGp pH 7,0 usando duas transigbes. Para escolher o ajuste deve-se clicar no
comando DSC na barra de ferramenta superior e escolher o modelo NON-2-STATE
clicar em CURSOR UNIT e ird abrir uma pequena janela onde deve ser digitado o
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numero de transicdes que deseja ajustar o termograma e cligue OK. Em seguida
deverdo ser marcados no termograma com O cursor do mouse 0S pontos
correspondentes as transicbes que deseja ajustar. Esses pontos marcados no
termograma servirdo como guia para o software, no ajuste. Apos indicados esses
pontos, aparecera uma janela igual a mostrada na Figura 45B. Nessa janela a
esquerda (Figura 45B) se encontram os comandos para fazer as iteracbes onde
pode ser feita 1 ou 100 iteracdes acionando o comando. Quando o software nao
esta encontrando um ajuste para a curva experimental pode sugerir valores de Tm,
AHca,AH\y ou fixar algum desses valores até que ele encontre um ajuste para a
curva. No entanto, € recomendavel no ajuste final que figuem todos esses
paramentos variaveis. Quando obtido um ajuste como o mostrado no grafico da
Figura 45B, clique na opcdo DONE. Sera mostrado o ajuste encontrado para a curva
experimental. Desse ajuste sdo obtidos os valores de Tm, AH.y e AH,4 para cada
transicdo do ajuste e cabe ao operador avaliar se as transicdes ajustadas sao

coerentes dentro da curva experimental.
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Figura 44: (A) Escolha do modelo de ajuste, (B) iteracdes do ajuste, e (C) o ajuste final.
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Apéndice B

Software EspectraManager

O software Spectra Manager € um programa fornecido junto com o
espectropolarimetro da JASCO, que é usado para filtrar o ruido instrumental dos
espectros de dicroismo circular (CD) e transformar o formato do arquivo da extensao
Jws, que é formato do arquivo obtido na medida, para o formato com a extensao .txt,
gue pode ser importado em outros softwares tais como o Origin da Microcal que é

um dos mais usados na analise de dados experimentais.

7

Na Figura 45 é mostrada a interface de entrada do programa Spectra
Manager onde podem ser observados varios icones de comando tais como: File,
Vew, Other e Help que permitem ao operador manusear o programa e tratar os

dados experimentais.
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Figura 45: Interface do Software Spectra Manager mostrando os icones File, Vew, Other e Help,
entre outras ferramentas.

Na filtragem do espectro de dicroismo circular o primeiro passo no € importar
0 arquivo de extensao jws através do comando FILLE — IMPORT —seleciona-se o
arquivo e clica-se OK. ApoOs ter importado o arquivo ele serd mostrado como na
Figura 46. Pode-se observar que a interface € mostrada em duas partes, sendo na
parte superior o comando da filtragem, delimitado por uma linha azul, e na parte
inferior da interface o espectro ruidoso que sera filtrado, Figura 46A. A filtragem que
corresponde ao segundo passo é realizada movendo o comando de filtro para a
esquerda e observando se o espectro filtrado esta ficando sobreposto ao espectro
ruidoso, como mostrado na Figura 46B. Na filtragem o comando de filtragem deve
ser movido lentamente para a esquerda, onde a parte superior marcada por um
guadrado preto e a base marcada com o circulo aberto, (Figura 46A). Quando uma
fitragem adequada € obtida como a mostrada na Figura 46B, deve-se clicar no

comando OK. O espectro filtrado sera mostrado e deve ser salvo com uma extensao
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diferente da .jws, geralmente, aconselha-se que o arquivo do espectro filtrado seja
salvo com a extensdao .txt. O terceiro passo € salvar o espectro filtrado que pode ser
feito usando o comando FILE e EXPORT e a extensado .TXT, e para finalizar aciona-
se 0 comando OK e seu arquivo tratado ja pode ser importado em outros softwares
tais como, por exemplo, o Origin. Quando terminar a filtragem o espectro filtrado for
salvo todas as janelas deverédo ser fechadas, voltando para a interface mostrada na
Figura 45 para que outro arquivo possa ser tratado, seguindo 0S mesmos passos

descritos acima.
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Figura 46 : Interface do programa Spectra Manager na filtragem do espectro ruidoso de CD (A) Na
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Na Figura 47 sdo mostrados espectros da oxi-HbGp na regido das ligacoes

peptidicas e do grupo heme e aminoacidos aromaticos nas formas filtrada e ruidosa.

Pode ser observado que os espectros filtrados sobrepdem-se aos espectros

ruidosos indicando que a filtragem foi bem sucedida. O ideal é que o espectro

filtrado fique sempre sobreposto ao espectro ruidoso, o que pode ser observado na

parte inferior da interface do Spectra Manager, que é mostrada na Figura 46. Para

salvar a forma ruidosa € s6 observar que quando o espectro filtrado é salvo e todas

as janelas vao sendo fechadas o software pergunta se deseja salvar. No caso de se

desejar salvar o espectro ruidoso acione o sim e siga as dicas do terceiro passo.
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Figura 47 : Espectros de CD da HbGp na regido das ligag8es peptidicas (A), e na regido do grupo

heme e dos aminoéacidos aromaticos.
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