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RESUMO

Dentre as globinas identificadas no microrganismo Methylacidiphilum infernorum, um
metanotrofo que sobrevive em condigdes extremas de temperatura e pH, tem-se a Hell s Gate
Globin 1 (HGbI), uma hemeproteina que apresenta caracteristicas peculiares, como estabilidade
em pH 2,8, hexacoordenacio no estado Fe! dependente do pH e uma capacidade andmala de
coordenagao do ion acetato ao grupo heme. Apesar da funcao fisiologica dessa proteina no
microrganismo permanecer nio identificada, sabe-se que ha interagdes com o ion Fe' no
grupo heme e que estas dependem do estado de oxidagdo. Este trabalho teve como objetivo a
determinagdo do potencial redox do ponto médio (Em) da proteina HGbI na auséncia e na
presenca de ligantes (cianeto, imidazol, mono6xido de carbono, acetato e oxigénio) em solugdes
de diferentes valores de pH. Para tanto, procedeu-se o estudo espectroeletroquimico onde a
técnica de espectroscopia de absorcao eletronica nas regides do ultravioleta e visivel (UV-Vis)
foi acoplada a técnica de eletrdlise a potencial controlado usando-se uma célula
espectroeletroquimica de camada delgada contendo, além da proteina, diferentes mediadores
redox. Os valores de En determinados foram: -307, -330, - 501, -313, -312 mV vs cletrodo
padrdo de hidrogénio (EPH) na auséncia de ligantes e na presenca de imidazol, cianeto,
oxigénio e acetato, respectivamente. As medidas em meio contendo CO apresentaram histerese
com valores de potenciais de oxidacdo e reducdo de 358 e -182 mV vs EPH, respectivamente.
Os testes cataliticos em relag@o a reacdo de reducdo de acetato foram monitorados por UV-Vis
em solucdes de pH 5 e 8, sendo observadas alteracdes espectrais apenas em meio acido. A
mudanga no perfil espectral foi atribuida a geragdo de um novo composto resultante da redugao
do acetato. Os experimentos espectroeletroquimicos em solugdes de diferentes valores de pH,
além de permitir a determinagdo do pKa (6,9; meio sem ligantes exdgenos), fornceram indicios
para a sugestao do residuo lisina como sexto ligante. Os resultados obtidos, em conjunto com
dados da literatura, reforcam que a funcao fisiologica da proteina HGbI esta associada ao estado
redox do 4tomo de ferro e que esta ndo atua no armazenamento ou transporte de oxigénio no
microrganismo Methylacidiphilum infernorum. Experimentos adicionais para confirmacao do
sexto ligante e elucidagdo do mecanismo de reducao do acetato precisam ser realizados a fim

de contribuir para o entendimento da fung¢ao fisiologica da proteina HGbI.

Palavras-chave: hemeproteinas;  proteinas  extremofilas; Hell’s  Gate  Globin;

espectroeletroquimica.



ABSTRACT

Among the globins identified in the microorganism Methylacidiphilum infernorum, a
methanotroph that survives under extreme temperature and pH conditions, there is the Hell's
Gate Globin 1 (HGbI), a hemeprotein that present peculiar features, like stability in pH 2.8, pH-
dependent hexacoordination in the reduced state (Fe'), and an anomalous ability to coordinate
acetate ion to the heme group. Despite the biological function of HGbI in the microorganism
remains unsolved it is known there are interactions with the Fe!! ion of the heme group which
are dependent on the oxidation state. This work aimed the determination of the midpoint redox
potential (Em) of the HGbI protein in the absence and presence of relevant molecules (cyanide,
imidazole, carbo monoxide, acetate and oxygen) in solution of different pH values. For that, a
spectroelectrochemical study was performed where the techniques electronic absorption
spectroscopy in the ultraviolet and visible regions and electrolysis at controlled potential were
coupled by using a thin layer spectroelectrochemical cell containing, besides the protein,
different redox mediators. The determined E., values were as follows: 307, -330, - 501, -313
and -312 mV vs standard hydrogen electrode (SHE) in the absence and presence of imidazole,
cyanide, oxygen and acetate, respectively. The measurements in medium containing CO
showed hysteresis with oxidation and reductions potentials at 358 and -182 mV vs SHE,
respectively. The catalytic assays in respect to the reduction reaction of acetate were monitored
by UV-Vis in solutions of pH 5 and 8, with spectral changes being observed only in acid
medium. The change in the spectral profile was assigned to the generation of a new compound
resultant of acetate reduction. The spectroelectrochemical experiments in solutions of different
pH values, besides allowed the determination of pKa (6.9; in the absence of ligand), provide
support for suggesting lysine as the sixth ligand. The obtained results, in conjunction with the
literature, reinforce the physiological function of HGbI is associated to the oxidation state of
the iron atom and that it is not involved in the storage nor in the transport of oxygen in the
Methylacidiphilum infernorum microorganism. Further studies are required for the
confirmation of the sixth ligand as well as for the elucidation of the mechanism of the acetate

reduction aiming to contribute for the understanding of the physiological function of HGbI.

Keywords: hemeprotein; extremophile proteins; Hell’s Gate Globin; spectroelectrochemistry.



Figura 1 —

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 5 —

Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —

Figura 10 —

Figura 11 —

LISTA DE FIGURAS

Esquema ilustrativo contendo o grupo prostético heme b nas formas livre
€ em Uma hemeproteing..........cceeeeuiieeiiieeie et
Representagdo ilustrativa das regides proximal e distal no grupo heme de
NEMEPTOLEING ...eeuvieeiiieiieeie ettt ettt ebeeseneeseens
Perfil espectroscopico ilustrativo de hemeproteinas hexacoordenadas na
forma reduzida e ligadas a residuo de aminoacido e CO............ccoccu.ee..
Comparagao estrutural entre os padrdes de enovelamento 3/3 (A) e 2/2
(B) na familia das globinas............cccceeeiierieeiieniieiesie e
Perfis ilustrativos dos espectros eletronicos da HGbI no estado reduzido

(Fell, desoxi-HGbI) em condi¢do 4cida (pH 5,0) e em condicdo basica

Complexos de ferro e cobalto que podem atuar como mediadores em
titulagdo potenciométrica e de seus respectivos valores de potencial
formal M MV ..o
Etapas de purificacdo da proteina HGbI .........ccccooeviiiiiiininiiiiiine,
Esquema ilustrativo (fora de escala) da técnica de cromatografia de
afinidade por ions metélicos imobilizados (IMAC) ........cccceevvveriveennenne
Célula espectroeletroquimica OTTLE utilizada nos experimentos. A)
Célula espectroeletroquimica montada. B) I. Cubeta de quartzo com
caminho 6ptico de 0,1 cm. II. Eletrodo de referéncia Ag/AgCl/KCl(sat)
(196 mV vs EPH). III. Eletrodo de trabalho composto por uma malha fina
de platina. IV. Contra-eletrodo de platina .............coceveeviniinienenicneennns
Perfil espectroscopico da proteina HGbI (7 umol L-1) em tampdo pH 8
tris 50 mmol L-1 / NaCl 100 mmol L-1 nas formas oxidada e reduzida.
A) Espectros eletronicos de absor¢do nas regides do UV-Vis das formas
oxidada (A) e reduzida (B) da proteina HGbI apos oxidacao e reducgdo
quimica utilizando hexacianoferrato(Ill) e ditionito de sodio,
TESPECLIVAIMNENTC ...eeuvvieeeiieeeiiieeeieeeeieeeeteeesebeeeebeeessseeessseesnsseeensseesnsseesnnsens
Etapas realizadas para obten¢do e tratamento dos dados referentes as

titulagdes espectroeletroquimicas realizadas. ........ccccoceevervieniencnnicnnenne.

14

15

16

17

18

21

23

25

27

30

31



Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —

Figura 15 —

Figura 16 —

Purifica¢do da proteina HGbI em coluna de afinidade de ions Ni2+. A)
Coluna de niquel carregada com a proteina HGbI. B) Esquema ilustrativo
da elui¢do da proteina na coluna (fragdo vermelha) apos a adicao de
solugdes 50, 70, 100 e 125 mmol L-1 de imidazol .............cccoeeeennnenan.
Perfil de purificagdo da proteina HGbI. A) Gel desnaturante de
poliacrilamida (SDS-PAGE) contendo as etapas de purificagdo da
proteina. Pogos: 1- Marcador molecular utilizado como padrao; 2- Fracao
soluvel (citosol); 3- Precipitacdo com sulfato de amodnio. 4- Primeira
didlise apos precipitacdo com sulfato de amoénio. 5- Fracdo eluida da
coluna de afinidade de Niquel. 6- Segunda diélise ap6s coluna de niquel.
B) Espectro eletronico obtido a partir de uma fragao da proteina coletada
ao fim da purificacdo em Tris 50 mmol L-1 / NaCl 100 mmol L-1, pH
0. ettt ettt b et e a e e bt et et enaeenre s
Titulagdo espectroeletroquimica em meio anaerdbico da proteina HGbI
na auséncia de ligantes. A) Variagdes espectroscopicas da proteina HGbI
(30 pmol L-1) durante a titulagdo potenciométrica em uma solugdo 50
mmol L-1 de tampao tris (pH 8,0) e NaCl 100 mmol L-1 contendo os
mediadores de A a F (25 umol L-1). Inser¢do: Variacdo da absorbancia
em 412 nm em fun¢do do potencial nos sentidos oxidativo (®) e redutivo
(m). B) Espectros eletronicos calculados para as formas met-HGbI
(vermelho) e desoxi-HGDI (PIeto) .......ccceevieeiiiniiiiieieeieeeeee e
Titulacao espectroeletroquimica em meio anaerdbico da proteina HGbI
na presenca de imidazol. A) Variagdes espectroscopicas da proteina HGbI
(30 pmol L-1) durante a titulagdo potenciométrica em uma solugiao 50
mmol L-1 de tampao tris (pH 8,0) e NaCl 100 mmol L-1 contendo os
mediadores de A a F (25 pumol L-1) e imidazol (50 mmol L-1) Insercdo:
Variagdo da absorbancia em 411 nm em fun¢do do potencial nos sentidos
oxidativo () e redutivo (m). B) Espectros eletronicos calculados para as
formas imz-HGDI (preto) e desoxi-HGbI (vermelho). .........ccceceeeenenneen.
Perfil espectroscopico da proteina HGbI nas condi¢des oxidada e
reduzida apds remogdo da coluna de afinidade com variagao do pH. A)

met-HGbI na auséncia (linha vermelha) e presenca de imidazol (linha

33

34

36

40



Figura 17 —

Figura 18 —

Figura 19 —

Figura 20 —

roxa). B) desoxi-HGbI na auséncia (linha preta) e na presenca de imidazol
(IINH@ QZUL) .ot et
Titulacao espectroeletroquimica da proteina HGbl em meio aerdbico. A)
Variagdes espectroscopicas da proteina HGbI (30 umol L-1) durante a
titulagdo potenciométrica em uma solu¢ao 50 mmol L-1 de tampao tris
(pH 8,0) e NaCl 100 mmol L-1 contendo os mediadores A a F (25 ummol
L-1). Inser¢do: Variagdo da absorbancia em 411 nm em fun¢do do
potencial nos sentidos oxidativo (e) e redutivo (m). B) Espectros
eletronicos calculados para as formas met-HGbI (preto) e desoxi-HGbI
(VEIMEIN0) .oieiiiiiiciieee ettt et
Titulagdo espectroeletroquimica em meio anaerdbico da proteina HGbI
na auséncia de ligantes. A) Variagdes espectroscopicas da proteina HGbI
(30 pmol L-1) durante a titulagdo potenciométrica em uma solucao 50
mmol L-1 de tampao tris (pH 9,5) e NaCl 100 mmol L-1 contendo os
mediadores de A a F (25 ummol L-1). Inser¢ao: Variagdo da absorbancia
em 412 nm em fun¢ao do potencial nos sentidos oxidativo (e) e redutivo
(m). B) Espectros eletronicos calculados para as formas met-HGbI (preto)
e desoxi-HGDbI (vermelho) .......coocviveiiiiiiiieiecceee e
Titulacao espectroeletroquimica em meio anaerdbico da proteina HGbI
na presenca do ligante cianeto. A) Variagdes espectroscopicas da proteina
HGDI (30 pmol L-1) durante a titulagdo potenciométrica em uma solugao
50 mmol L-1 de tampao tris (pH 9,5) e NaCl 100 mmol L-1 contendo os
mediadores de A a F (25 pmmol L-1) e NaCN 4 mmol L-1. Insercdo:
Varia¢do da absorbancia em 415 nm em fun¢do do potencial nos sentidos
oxidativo () e redutivo (m). B) Espectros eletronicos calculados para as
formas cianomet-HGbI (preto) e desoxi-HGbI (vermelho) .....................
Titulacao espectroeletroquimica da proteina HGbI em meio anaerdbico
saturado de CO. A) Variagdes espectroscopicas da proteina HGbI (30
pumol L-1) durante a titulagdo potenciométrica em uma solu¢do 50 mmol
L-1 de tampao tris (pH 8,0) e NaCl 100 mmol L-1 contendo os
mediadores de A a H (25 ummol L-1). Inser¢do: Variagao da absorbancia

em 412 nm em funcdo do potencial nos sentidos oxidativo (®) e redutivo

41

43

44

45



Figura 21 —

Figura 22 —

Figura 23 —

Figura 24 —
Figura 25 —

(m). B) Espectros eletronicos calculados para as formas CO-HGDI (preto)
e met-HGDbI (Vermelho) .......ccoooiiiiiiiiiiiiieieceecee e
Titulacao espectroeletroquimica em meio anaerdbico da proteina HGbI
na presenca de acetato 4 mmol L-1. A) Variagdes espectroscopicas da
proteina HGbI (30 umol L-1) durante a titulacdo potenciométrica em uma
solugdo 50 mmol L-1 de tampao tris (pH 8,0) e NaCl 100 mmol L-1
contendo os mediadores A a F (25 ummol L-1) acetato 10mmol L-1.
Inser¢ao: Variagao da absorbancia em 412 nm em fungao do potencial nos
sentidos oxidativo (®) e redutivo (m). B) Espectros eletronicos calculados
para as formas met-HGbI (preto) e desoxi-HGDI (vermelho) ..................
A) Espectros eletronicos da proteina HGbI (30 pmol L-1) em funcdo do
potencial aplicado em uma solugao 50 mmol L-1 de tampao acetato (pH
5,0) contendo os mediadores A a F (25 ymmol L-1). B) Varia¢do da
absorbancia da Soret (406nm) da proteina em fun¢do do potencial ........
Oxidagao da proteina HGbI 7 umol L-1 em meio anaerdbico em tampao
acetato 100 mmol L-1 em pH 5. A) Acompanhamento espectroscopico
da oxidagdo da proteina durante 24 horas. Inser¢ao: Acompanhamento
das absorbancias das bandas em 422 (desoxi-HGbI) e 406nm (Act-HGbI)
em funcdo do tempo. B) Perfis espectroscopicos obtidos para a HGbI na
forma reduzida (preto) e na forma oxidada ligada a acetato (vermelho).
Insercdo: Bandas Q referentes a forma reduzida da proteina no inicio do
experimento (preto) e referente a forma oxidada ligada a acetato
(vermelho) ao final do eXperimento ..........ccceecvveerciieerieeeniiee e e
Proposta de ciclo catalitico para HGbI na presenga de acetato.................
Titulagdo espectroeletroquimica em meio anaerdbico da proteina HGbI
na auséncia de ligantes e em solucdes de diferentes valores de pH.
Variagdes espectroscopicas da proteina HGbI (30 umol L-1) durante a
titulagdo potenciométrica em uma solucao contendo NaCl 100 mmol L-1
e os mediadores A a F (25 pmmol L-1) em 50 mmol L-1 de tampao tris
pH 9,5 (A); 9,0 (B); 8,0 (C); 7,0 (D); 6,0 (E) e 3,5 (F). Inser¢aos: Variacao
da absorbancia através da Soret em funcao do potencial nos sentidos

redutivo (@) € oXidativo (). ...ccceeeveviieriieeeiie e e

47

49

51

52
53

55



Figura 26 —

Figura 27 —

Figura 28 —

Figura 29 —

Figura 30 —

Perfil do potencial do ponto médio (Em) da proteina HGbI versus pH do

Esquema ilustrativo que representa a influéncia do equilibrio envolvendo
uma possivel agua na posi¢do distal da hemeproteina no valor de
potencial do ponto médio ao modificar o pH do meio. .........ccceeevvennennee.
Perfis espectroscopicos obtidos para as formas totalmente oxidada (em
vermelho) e totalmente reduzida (em preto) nas titulagdes
espectroeletroquimicas realizadas em pH 3.5 € 9.5, ...coociiieiieeeiieciene
Esquema ilustrativo representando a influéncia do residuo endégeno da
HGDbI no potencial do ponto MEdio. .........ccceevieriierieniieriieeieeieeie e
Esquema ilustrativo que representa o equilibrio envolvendo o possivel

ligante lisina para a HGbI na forma reduzida. .........c.ccoceeciiniininiinnnnnn.

57

57

58

59

61



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

LISTA DE TABELAS

Valores de E1/2 dos compostos utilizados como mediadores redox nas
titulagdes espectroeletroquimicas.........cocueeveerieeriienieeiierie e
Condigdes experimentais para determinagdo dos valores de Em da
proteina HGDI........c.ooooiiiieeeeeee e
Condicdes experimentais para determinacao dos valores de Em da
proteina HGbI na auséncia de ligantes...........ccoceveveeecieerieecieeneeeieenneenn,
Equacdes quimicas sugeridas para a titulagdo espectroeletroquimica na
auséncia de ligantes exdgenos nos sentidos oxidativo e redutivo.............
Valores de potencial do ponto médio (Em) para proteinas
hexacoordenadas...........covuieiirieriiierieee e
Equacdes quimicas sugeridas para a titulagdo espectroeletroquimica na
presenca do ligante cianeto nos sentidos oxidativo e redutivo..................
Valores de Em calculados para a HGbI e os valores correspondentes as

bandas Soret e bandas 3 e a nas condi¢des estudadas..........c.cceeeveennnne.

28

28

29

37

38

45



CooA
C-terminal
DevS
DNA

E. coli
EDTA
EPH

Em

Eox
Ered
FPLC
His

Imz

Kd

Lys

Met
N-terminal
OD
PAGE
PMSF
Rz

SDS
TEMED
Tris

UV-Vis

LISTA DE ABREVIATURAS

Proteina sensora de CO oxidation activator
Porg¢ao carboxi terminal
Differentially expressed in virulent strain sensor protein
Acido desoxirribonucleico

Bactéria Escherichia coli

Acido etilenodiaminotetracético
Eletrodo padrao de hidrogénio
Potencial de ponto médio

Potencial de oxidagao

Potencial de reducao

Fast Protein Liquid Chromatography
Histidina

Imidazol

Constante de dissociagao

Lisina

Metionina

Por¢ao amino terminal

Densidade 6ptica

polyacrylamide gel electrophoresis
phenylmethanesulfonyl fluoride
Razao de pureza

Dodecilsulfato de sédio
Tetrametiletilenodiamina
Hidroximetil-aminometano

Ultravioleta — visivel



1.1
1.2

3.1
3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.1.4
3.2

4.1

4.2

4.2.1
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4.2.5
4.2.6
4.2.7
4.3

SUMARIO

INTRODUQGAO ... eeeene. 14
HGDI (Hells Gate GIoBin I) .....................ccccoooiiiiiiiiiiiieiieeeee et 17
Eletroquimica de Hemeproteinas...................cccovieeviiieiiieciicee e 19
JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS ...t 22
PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL.......cccoccooitiiiiiiiiiienieeeeee e 23
Expressao e purificacdo da proteina HGbI.....................c.oocoiiiiiniii 23
Partic@o Aas CEIUIAS .....................uveveeiiiieeaeeiiieeeiieeeeeeeecieeeee e e 23
Precipitacdo com sulfato de amonio ...........................ccoooceveeecvieeiiiieeiieeniieeeiieeeieens 24
Isolamento em coluna cromatogridfica de afinidade............................cccc.cccccuvevune.. 24
Eletroforese em el ......................ooooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeiee ettt 26
EspectroeletroquimiCa.................c.ooooiiiiiiiiiiiiccceceeeee e 26
RESULTADOS E DISCUSSAQ ......ccooviiiiiririeriesiesiiesisesesesiesssessosesssssesessesenns 32
Purificacdo da Hell’s Gate Globin L........................ccooiiiiiiiii e, 32
Influéncia dos ligantes no valor de Em.............cccocoooviiiiiiiiiiiniiiccceeeee 35
DesOXI-HGDL ...................coocoioiiiiiiiiiiiiieieee ettt et 35
TMZ-HGDBL ...ttt ettt et ettt et 39
OXi- HGDBI ..............ooouoiiiiiiiiieeeeeet ettt et 42
Cianomet —HGDI ......................cccoooiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeete ettt 43
CO —HGDI ...............couooiiiiiiiieeeeeeeeeet ettt ettt 46
Espectroeletroquimica na presenga de acetato.............................ccccccoevevueevueencuenancen. 49
Testes cataliticos de reducdo de acetato pela proteina HGbI ..................................... 52
Influéncia do pH no valor de Em ...........ccccooooiiiiiiiiiiiiiceceeeee e 54
CONCLUSAOQ.......ootviiitiierieesise et 62

REFERENCIAS ..o, 63



14

1 INTRODUCAO

A capacidade dos organismos vivos de realizar reacdes redox ¢ um elemento
essencial a vida. Nesse sentido, proteinas capazes de experimentar reagdes de transferéncia
eletronica devido a presenca de ions metalicos em sua estrutura assumem papel fundamental

em processos bioquimicos necessarios para o pleno funcionamento metabdlico dos seres vivos.

Dentre essas biomoléculas se destacam a classe das hemeproteinas que possuem em
sua estrutura um grupo prostético, denominado heme, que contém no centro um ion ferro (II ou
III). Essas proteinas estdo presentes nos mais diversos seres vivos e podem atuar em reagdes
de transferéncia eletronica, no transporte (hemoglobina) e armazenamento de gases
(mioglobina), catélise (citocromo P450) e como sensoras de pequenas moléculas (FixL) [1,2].
Conforme ilustrag¢do da Figura 1, o grupo heme do tipo b (protoporfirina IX) se caracteriza por
possuir uma estrutura geral de um anel macrociclo tetrapirrélico e no centro desse macrociclo,
uma cavidade de aproximadamente 4 A, apresenta-se coordenado a um ion de Fe (II ou III) que
pode experimentar reagoes redox. A alta afinidade da porfirina por este metal se deve ao efeito
macrociclico, devido a presenga de quatro nitrogénios em que o metal se coordena de maneira

estavel resultando em menor flexibilidade [3].

Figura 1 - Esquema ilustrativo contendo o grupo prostético heme b nas formas livre e

em uma hemeproteina.

4 N doadores
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(heme b)

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

A coordenacao do anel porfirinico ao ferro deixa livre, ainda, dois sitios de
coordenacdo no eixo z conhecidos, respectivamente, como posi¢des proximal e distal,

ilustrados na Figura 2. Geralmente, o quinto sitio de coordenagdo, localizado na posicao
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proximal, ¢ ocupado por residuos de histidina, cisteina ou metionina provenientes da propria
estrutura proteica. A posi¢ao distal, por sua vez, pode ser ocupada por ligantes exdgenos como
H>0, Oz, CO, NO, imidazol ou CN-, embora ligantes enddgenos, tais como histidina e lisina,

também possam participar.

Figura 2 - Representacdo ilustrativa das regides proximal e distal no

grupo heme de hemeproteina.
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proximal

*Tlustragiio fora de escala
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Apesar dos grupos hemes se apresentarem na natureza de diversas formas, estes
diferem em fungdo do tipo de substituinte na por¢do externa ao anel. Os tipos de grupos hemes
mais recorrentes sdo aqueles dos tipos b e ¢ que se ligam a cadeia polipeptidica das proteinas
de maneira ndo covalente e covalente, respectivamente. A versatilidade do grupo heme se deve
a capacidade de alterar suas propriedades em fun¢do do microambiente da proteina,
modificando sua reatividade em fun¢@o das interagdes do ion ferro com ligantes externos na
posic¢do distal, da acessibilidade a ligantes externos e da distribui¢do de carga na regido em que

se localiza [4].

As caracteristicas espectroscopicas que o grupo heme apresenta facilitam o estudo
deste tipo de sistema, visto que essas bandas fornecem informagdes estruturais sobre a proteina,
uma vez que sdo sensiveis ao estado de oxidagao do metal, aos ligantes que se coordenam ao
ferro e a possiveis modificagdes conformacionais da cadeia polipeptidica [5]. O espectro
eletronico de uma hemeproteina, geralmente, ¢ composto por trés regides (Figura 3) [6,7]: (1)
uma banda em ~280 nm referente aos residuos aromaticos triptofano, fenilalanina e tirosina e
que correspondem a medi¢do de concentragao total de proteinas; (ii) banda Soret, de 380 a 450
nm e (ii1) bandas Q (que se subdividem em [ e o) na regido de 500 a 600 nm. As bandas Soret

e Q estdo associadas as transi¢des eletronicas m — n* referentes ao anel porfirinico [6].



16

Figura 3 - Perfil espectroscopico ilustrativo de hemeproteinas hexacoordenadas na forma

reduzida e ligadas a residuo de aminoacido e CO.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

As bandas B e o podem fornecer informagdes relevantes sobre o estado de
coordenacdo desses sistemas. Por exemplo, hemeproteinas hexacoordenadas com residuos de
aminoacido nas posi¢des proximal e distal na forma reduzida apresentam o perfil caracteristico
[8,9] em que a banda B apresenta menor intensidade em relagdo a a, similar ao espectro
ilustrativo apresentado na Figura 3. Na presenca de CO, que se coordena ao ion Fe'l no centro
do grupo heme, entretanto, esse perfil se modifica. Nessa condi¢do, além da Soret apresentar
uma reducdo na largura de banda tornando-a mais fina, as bandas 3 e o apresentam intensidades
similares. Dessa forma, a andlise das alteracdes espectrais, tanto na regido da Soret como das
bandas Q, pode ser utilizada para verificar em que condicdo se encontra o grupo heme da
proteina com relacdo a coordenagdo de ligantes enddgenos e exdgenos e seus estados de

oxidacao.

Um conjunto de proteinas pertencente a classe das hemeproteinas e que tem sido
topico de poucos estudos nos ultimos anos sao as globinas extremofilas encontradas no genoma
da bactéria Methylacidiphilum infernorum. Essa bactéria ¢ um metanétrofo aerébico, ou seja,
metaboliza metano como fonte de energia. Tal microorganismo pode ser encontrado em regides
geotermais da Nova Zelandia e tem crescimento 6timo a 60 °C e em pH 2,0-2,5 [10]. As
proteinas encontradas em organismos que vivem sob condi¢des extremas apresentam
caracteristicas que tém sido exploradas em diversos estudos biotecnoldgicos, visando, por
exemplo, melhoramentos de processos cataliticos [11]. Dentre as globinas hémicas

identificadas no M. infernorum, se encontra a HGbl (Hell’s Gate Globin I), uma heme proteina
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pertencente a familia das globinas, termoestavel e que apresenta uma estabilidade anémala em

solugdes de pH abaixo de 4.
1.1 HGDbI (Hells Gate Globin I)

A familia das globinas ¢ classicamente composta por uma estrutura 3/3 de alfa
hélices contendo 8 hélices classificadas de A a H e composta por aproximadamente 150
residuos de aminoécido [12]. Essa estrutura 3/3 de alfa hélices da proteina ¢ caracterizada pelo
padrao de enovelamento [12] em que ha a sobreposicao das estruturas secundarias no entorno
do grupo heme e as hélices F, G e H se encontram proximas a posi¢do proximal, enquanto que

as nomeadas A, B e E, encontram-se proximas a regido distal, como ilustrado na Figura 4A.

Além do padrdo 3/3 de alfa hélice, também foi identificado um outro grande grupo
de globinas, as que apresentam o padrdo 2/2 de alfa hélice [12]. Esse grupo de globinas,
conhecidas por “truncadas”, apresenta uma reducdo de 20 a 40 aminoacidos em sua estrutura
se comparadas as globinas padrao de enovelamento classico. Essa redug¢do ocasiona algumas
modificagdes estruturais resultando, por exemplo, na redugdo ou auséncia da hélice A e na

presenca de apenas as hélices BC, E, G e H no entorno do heme, como ilustrado na Figura 4.

Figura 4 - Comparacao estrutural entre os padrdes de enovelamento 3/3 (A) e 2/2

(B) na familia das globinas.

Fonte: adaptado de H. Wajcman et al. (2009) [12].

Além da HGDI, foram identificadas no genoma do M. infernorum outras quatro
globinas: HGbII, HGbIII, e HGbRL com estrutura 3/3 de alfa hélices e HGbIV que apresenta
uma estrutura 2/2 de alfa hélices. Além da HGbI, apenas as proteinas HGbRL ¢ HGbIV [13—
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15] foram estudadas até o momento. Apesar dos estudos de caracterizacdo, afinidade por
ligantes e de dindmica molecular [16] realizados para HGbI [17], ainda perduram diversos
questionamentos acerca de seu funcionamento, em especial no que se refere a sua fungdo
biologica no organismo de origem. Além disso, essa proteina apresenta caracteristicas
peculiares em relagdo a outras globinas que sugerem um comportamento incomum associado,

provavelmente, ao par redox Fe do grupo heme.

Usualmente, proteinas globinas apresentam uma ligacao Fe-His estavel na posi¢ado
proximal em condi¢do de neutralidade [18]. Ao reduzir o pH do meio, porém, a um valor menor
que 4,7, referente ao pKa, das cadeias imidazdlicas, ocorre a quebra dessa ligacao de modo que
o grupo heme pode ser removido da proteina [19]. A proteina HGbI, diferente de outras
globinas, apresentou um comportamento andémalo uma vez que mesmo em pH 2,8, o grupo
heme se mantém estavel [16]. Para além da estabilidade em meio acido, essa proteina também
apresenta propriedades estruturais distintas, sendo observado no estado reduzido um equilibrio
dependente do pH entre as formas penta ¢ hexacoordenada, observado pela presencga da banda
[ em menor intensidade em relacao a a em solugdes de pH 8,6 ¢ 7,0. A natureza do residuo
aminoacido envolvido nesse processo, todavia, ainda ndo foi elucidada [16], como ilustrado na

1T

Figura 5. No estado oxidado (Fe', met-HGDbI), mesmo com variagdes no pH do meio, a proteina

permanece hexacoordenada [16].

Figura 5 - Perfis ilustrativos dos espectros eletronicos da HGbI no estado reduzido (Fell,

desoxi-HGbI) em condigdo acida (pH 5,0) e em condi¢ao basica (pH 9,0).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Outra carateristica interessante diz respeito a afinidade por ligantes, em especial O,.
A proteina HGbI apresentou umas das maiores afinidades por oxigénio ja reportadas para
globinas com K4 = 0,53 x10? (a 25 °C, pH 7), valor este que sugere que sua fungdo no M.
infernorum nao ¢ de transporte de oxigénio. Adicionalmente, esse baixo valor de constante de
dissociacdo também descarta a possibilidade de a mesma atuar como sensor de O2 [16]. A
proteina apresenta, ainda, uma acentuada afinidade pelo ion acetato, caracteristica incomum em
hemeproteinas. Na presenga dessa espécie, parece ocorrer uma reacao de oxidacao induzida do

jon Fe'la Fe!l

. Esses dados indicam a necessidade de se estudar o comportamento redox do
grupo heme da proteina HGbI. A medida do valor do potencial do ponto médio (Em) [20] frente
a diferentes condigdes pode fornecer informacgdes relevantes e contribuir para o esclarecimento

do comportamento redox dessa proteina.
1.2 Eletroquimica de Hemeproteinas

Estudos eletroquimicos podem fornecer informagdes acerca das propriedades
termodindmicas e estruturais de hemeproteinas sendo til, portanto, para o esclarecimento de
algumas caracteristicas da proteina HGbI. A propriedade que se relaciona intrinsicamente com

o par redox Fe!I

contido no grupo heme ¢ o potencial do ponto médio (Em), termo utilizado
para se referir ao potencial redox quando se trata de sistemas biologicos [20]. Esse parametro
termodindmico corresponde a variagdo da energia livre de Gibbs (AG) necessaria para promover
a conversao entre os estados de oxidagdo do ferro da proteina. Por se tratar de um sistema
complexo, entretanto, esse termo ¢ resultado da contribuicao de diversos parametros [21,22],

como a energia resultante da interagdo com o centro redox, fatores conformacionais e interagdes

eletrostaticas com residuos polares entre o solvente e a proteina.

Por meio da medida do valor de En, foi possivel esclarecer a funcdo bioldgica de
hemeproteinas sensoras, como a DevS [23], e de globinas tal como a proteina GLB-6 [24].
Adicionalmente, em um estudo realizado com a hemeproteina sensora FixL [25], pdde-se
compreender melhor o papel das propriedades eletronicas do grupo heme, ilustrando que o valor
de Em ndo depende apenas do ligante na posigdo distal, mas resulta de uma combinagdo entre
fatores conformacionais e interagdes entres os grupos propionatos que podem ser dominantes.
Para a determinagdo desse parametro termodindmico, técnicas eletroquimicas convencionais
podem ser invidveis uma vez que as proteinas apresentam baixo coeficiente de difusdo e,
eventualmente, podem experimentar desnaturacdo ao se adsorverem na superficie de eletrodos

metalicos [26], impossibilitando a realizagdo das medidas. Uma estratégia utilizada para superar
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essas dificuldades experimentais ¢ a associacdo entre técnicas espectroscopicas e
eletroquimicas, denominada espectroeletroquimica. O uso da técnica ndo se limita ao estudo de
proteinas redox, uma vez que qualquer espécie eletroativa pode ser estudada desde que
apresente resposta a uma técnica espectroscopica, podendo ser espectroscopia de absor¢ao
eletronica nas regides do UV-Vis ou vibracional, por exemplo [27]. Em sistemas contendo
hemeproteinas se utiliza, geralmente, a espectroscopia de absor¢do eletronica nas regides do
UV-Vis. Isso ocorre devido a uma caracteristica intrinseca desse tipo de sistema, conforme
comentado anteriormente, que ¢ a presenca das bandas Soret e Q, resultantes de transi¢coes
eletronicas 1 — w* do anel porfirinico [5]. Essas bandas, por serem sensiveis ao estado de
oxidacdo e/ou a presenca de ligantes axiais coordenados ao ferro do grupo heme, podem ser
utilizadas para acompanhar a transi¢do entre os estados redox a medida que o potencial ¢

aplicado.

Devido a baixa velocidade em que ocorre o transporte difusional de proteinas em
solucdo, o contato entre o centro redox ¢ a superficie do eletrodo € ineficiente. Utiliza-se, assim,
compostos conhecidos como mediadores eletroquimicos que facilitam o fluxo eletronico entre
a proteina e a superficie metalica [28]. Nessa perspectiva, Bernhardt e colaboradores [29]
sintetizaram complexos de cobalto e ferro, ilustrados na Figura 6, que se mostraram eficientes
em atuar como mediadores em titulagdes potenciométricas envolvendo sistemas bioldgicos.
Esses mediadores cobrem a faixa de potencial de +400 a -550 mV, necessaria para determinar
os valores de En das proteinas e, além disso, ndo apresentam variagao de potencial em fungao

do pH e nem bandas de absor¢dao que possam interferir na regido do visivel.
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Figura 6 - Complexos de ferro e cobalto que podem atuar como mediadores em

titulagdo potenciométrica e de seus respectivos valores de potencial formal em mV.
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Fonte: Bernhardt et al, 2006.

Para a determinacao do valor de En em hemeproteinas pode-se utilizar a Equagao
1, obtida da relagdo entre duas outras equacgdes: a de Nernst e a Lei de Lambert-Beer [29].
Considerando um sistema de dois componentes em que ocorre a transferéncia de apenas um
elétron de maneira reversivel e em que ndo ocorrem reagdes quimicas interferentes, a
concentracao das formas oxidada e reduzida serd uma medida direta da absorbancia da solugao.
Dessa forma, através desta relagdo, faz-se possivel relacionar as duas equagoes e, através de um
ajuste ndo linear, determinar o valor de En, da proteina em diferentes condigdes [29].

Aoy x10"E"Em g o
AbS -_ l’l(E—Em) (1)

1+10 59

Em que:

Abs ¢ a absorbancia maxima no potencial aplicado;

Aox € a Absorbancia maxima da proteina totalmente oxidada;
Ared € a Absorbancia maxima da proteina totalmente reduzida;
n é o numero de elétrons = 1;

E ¢ o potencial aplicado (mV);

Em € o potencial do ponto médio da proteina.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

As hemeproteinas podem atuar como armazenadoras de oxigénio, sensoras de
pequenas moléculas ou como participantes de reagdes redox necessarias para o funcionamento
metabolico do organismo do qual fazem parte. O grupo heme estd intrinsicamente relacionado

as fungdes exercidas por essas proteinas, sendo o potencial do par redox Fe™'™

um parametro
importante a ser determinado para a elucidag@o de caracteristicas estruturais € para uma melhor
compreensdo dos processos que envolvem transferéncia eletronica nesses sistemas. A proteina
HGbI, uma proteina extremofila pertencente a familia das globinas e identificada no genoma
do M. Infernourum, ainda ndo teve sua funcdo bioldgica determinada. Estudos biofisicos de
afinidade e de dinamica molecular [ 16] sugerem que essa proteina ndo atua como armazenadora
ou sensora de O;. Perduram, ainda, questionamentos em virtude da pouca quantidade de
informacdes acerca das suas caracteristicas, tais como afinidade anomala por acetato,
estabilidade em meio acido, termoestabilidade, além da capacidade incomum de modificar a
coordenacdo do grupo heme em fungcdo do pH do meio. Esses comportamentos que,

i

essencialmente, envolvem interagdes com o ion Fe™"" presente no grupo heme, indicam que o

comportamento redox dessa proteina deve ser estudado.

Dessa forma, o objetivo geral deste trabalho foi investigar o comportamento redox
da proteina HGbI por espectroeletroquimica na auséncia e na presenca de ligantes através da

utilizacao de mediadores redox.
Especificamente, o presente trabalho teve os seguintes objetivos:

e Expressar em sistema heterélogo (E. coli, BL21(DE3)) a hemeproteina
recombinante HGbI a partir do plasmideo pET3a;

e Purificar e avaliar a pureza da proteina;

e Determinar os valores de potencial do ponto médio (Em) nas seguintes
condicoes:

I. Auséncia de ligantes em solucdes de diferentes valores de pH (de 3,5 a 9,5);

II. Presenca dos ligantes CO, imidazol, CN", O2 e acetato.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As solucdes utilizadas foram preparadas com 4agua ultrapura apresentando
resistividade maior que 18 MQ cm. Todos os procedimentos na etapa de expressao da proteina
recombinante que exigiam condi¢do estéril foram realizados nas proximidades da chama de um

bico de Bunsen e os materiais utilizados foram previamente autoclavados.
3.1 Expressao e purifica¢ao da proteina HGbI

A proteina HGbI foi expressa conforme procedimento reportado na literatura [16].
O esquema ilustrado na Figura 7 apresenta as etapas de purificacdo a que foi submetida até a

obtencao e verificagdo de sua forma pura.

Figura 7 - Etapas de purificacdo da proteina HGbI.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Para isolar a proteina HGbI expressa em E. coli, fez-se uso de procedimentos
classicos levando-se em consideracdo as propriedades intrinsecas das proteinas como carga,
solubilidade, caracteristicas estruturais e afinidade por metais, que permitissem separar e
purificar o sistema de interesse de outros componentes presentes durante a expressao pelas

c¢lulas bacterianas [30].
3.1.1 Particdo das células

Apos a obtengdo das células, fez-se necessario obter a proteina de interesse que se
encontrava expressa no citosol bacteriano da E. coli (BL21(DE3)). Para isso, foi utilizado um
tampao de lise composto de tris-HCI, pH 8,0, (Sigma-aldrich), NaCl (Serva), KCI (Amresco),
glicerol (Sigma-aldrich), EDTA (4dcido etilenodiaminotetracético, Sigma-aldrich), 2-
mercapetanol (Sigma-aldrich), PMSF (phenylmethanesulfonyl fluoride, Sigma-aldrich) e
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lisozima (Sigma-aldrich) que catalisa uma reagdo que promove o rompimento da parede celular
bacteriana. Apoés ressuspendida no tampao, transferiu-se a solu¢ao contendo as células para um
recipiente a 10 °C onde foram submetidas a ultrassom por 40 minutos utilizando o sonicador
de sonda Vibracell TM SONICS (U.S.A.); sendo 1 minuto de pulso € 1 minuto em repouso, sob
agitacdo constante. Em seguida, a solucdo foi submetida a centrifugacdo a 14000 rpm em uma
centrifuga 3-30K SIGMA® por 40 minutos. O pellet contendo fragmentos insoluveis foi
descartado, enquanto o sobrenadante foi reservado para posterior precipitagdo com sulfato de

amonio.
3.1.2 Precipitagdo com sulfato de amonio

Nesta etapa, utilizou-se a diferenca de solubilidade entre as proteinas para realizar
uma primeira purificagdo da amostra. Apesar dessa propriedade ser uma fungao complexa que
envolve pH, temperatura e concentracdo salina, tem-se observado que certas solugdes de
elevada concentracdo salina promovem a precipitagdo de proteina globulares [31], tornando-as
insoluveis e permitindo a separacdo de componentes indesejaveis, sem desnatura-las. Esse
efeito ¢ conhecido como salting out [30]. Adicionou-se uma solucdo saturada de sulfato de
amoOnio a mistura até atingir o percentual de 60% quando, entdo, observou-se a formagdo de um
precipitado avermelhado indicando a presenca da proteina HGbI na fase insoluvel. A fra¢do
insoltivel da proteina foi ressuspensa em um tampao tris 50 mmol L' / NaCl 100 mmol L' e
levada a dialise em tampdo tris HCl 50 mmol L' / NaCl 100 mmol L! em uma membrana com
porosidade de 3500 Da para remocdo de excesso de sulfato de amonio, tornando a amostra

compativel para uso em coluna de afinidade por niquel.
3.1.3 Isolamento em coluna cromatogrdfica de afinidade

Apos expressao da proteina HGbI em sua forma his-tagged, ou seja, contendo uma
cauda de 6x-histidina em sua por¢ao C-terminal, a purificagao foi realizada por cromatografia
de afinidade por ions metdlicos imobilizados (IMAC, do inglés immobilized metal affinity
chromatography). Nessa técnica, a coluna utilizada ¢ composta por uma fase estacionaria
(geralmente, agarose ou silica) em que um metal (Cu?’, Ni**, Co*" ou Zn?") é imobilizado por
meio da acdo de um agente quelante que se liga a fase estaciondria, mas que mantem um ou
dois sitios de coordenacdo livres e acessiveis para interacdo com a proteina [32,33]. O processo

de purificacdo ocorre através da coordenacdao da regido da proteina que contém histidinas
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sequenciais ao ion metdlico [34]. A Figura 8 ilustra um esquema representativo do

funcionamento da IMAC carregada com ions Ni** que interagem com uma proteina his-tagged.

Figura 8 - Esquema ilustrativo (fora de escala) da técnica de cromatografia de afinidade por

ions metalicos imobilizados (IMAC).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Neste trabalho, utilizou-se uma coluna cromatografica de afinidade de niquel
(Sigma-Aldrich). Apds a primeira didlise para remocdo do excesso de sulfato de amonio, a
solugdo obtida foi levada a coluna previamente equilibrada com tampao Tris 50 mmol L' /
NaCl 100 mmol L', pH 8,0. Ao iniciar a purificagio, acoplou-se a coluna ao equipamento
FPLC (do inglés fast protein liquid chromatography) (Biorad) para o acompanhamento das
etapas de lavagem e eluicdao por absor¢do eletronica em 280 nm, referente [35] as transi¢des
eletronicas dos residuos aromaticos triptofano, fenilalanina e tirosina que, conjuntamente,
correspondem a medic¢do da concentragdo total de proteinas. Na primeira lavagem da coluna,
adicionou-se 30 mL de tampao Tris 50 mmol L'/ NaCl 100 mmol L, pH 8,0. Em seguida,
foram adicionados, respectivamente, volumes iguais de solugdes 50 e 70 mmol L™ de imidazol.
Ao adicionar a solu¢do 100 mmol L™ de imidazol, observou-se um espalhamento expressivo da
banda na coluna referente a HGbI, claramente visualizada pela sua cor vermelha, ilustrada na
Figura 8 (circulo vermelho tracejado no lado esquerdo). Para garantir uma eluigdo completa,
aplicou-se uma solucdo 125 mmol L de imidazol. Apos essa adicdo, passou-se a coletar a
proteina que foi novamente dialisada para remog¢@o do imidazol excedente em 1 L de tampao

tris HCL 50 mmol L' / NaCl 100 mmol L' por 1 h e em 3 L por 12 h. Em cada etapa de
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purificacdo da proteina HGbI, foram coletadas aliquotas de 50 pL para posterior aplicagdo em

um gel desnaturante de poliacrilamida com corrida eletroforética.
3.1.4 Eletroforese em gel

A fim de avaliar a pureza da proteina HGbI, foi utilizada a técnica de eletroforese
em gel desnaturante de poliacrilamida. Para que a corrida em gel fosse realizada, as fracdes
coletadas durante a purificagdo da proteina tiveram de ser submetidas a uma etapa de preparacao
em que foram deliberadamente desnaturadas pela adicdo de tampao de duodecil sulfato de
sodio (SDS) (0,125 mol L™ Tris-HCI pH 6,8; 4% SDS; 700 mmol L™ 2-mercaptoetanol; 10%
glicerol e 0,2 mg mL" azul de bromofenol) e aquecimento a 100°C durante 5 minutos. Como
marcador molecular foi utilizado o Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards
(#1610363, Bio-rad) que contém 10 proteinas com massa molecular entre 10 e 250 kDa. As
amostras foram aplicadas no gel 15% (PAGE-SDS) e, entdo, submetidas a uma diferenca de
potencial de 150 V. Apods 50 minutos, com a finalizagdo da corrida eletroforética, procedeu-se
arevelacdo do gel usando solucdo de azul de Coomassie 5g/L. (Sigma-Aldrich) contendo acido
acético glacial 7,5% (Vetec) e metanol 45% (Vetec), sob agitacdo. Em seguida, descoloriu-se
o gel em solucdo composta por 45% metanol (v/v) e 7,5% acido acético glacial (v/v). As
imagens dos géis foram registradas utilizando-se um fotodocumentador Gel Doc EQ System w/

Universal Hood II (Bio-rad).
3.2 Espectroeletroquimica

A determinacao do valor de En, da proteina HGbI foi realizada por meio de titulagao
espectroeletroquimica consistindo na associagcdo entre as técnicas de eletrélise a potencial
controlado e espectroscopia de absor¢do eletronica nas regides do UV-Vis. Enquanto o
potencial ¢ aplicado em um intervalo que promove a conversdo da proteina em seus estados
redox, o espectro eletronico € coletado. A partir dos dados obtidos, tem-se informagdes como
o valor de En, além da possibilidade de determinar pardmetros termodindmicos como AH, AS
e AG [36]. Nesse trabalho, utilizou-se como célula espectroeletroquimica uma cubeta OTTLE
(do inglés optically transparent thin-layer) de caminho 6ptico 0,1cm, apresentada na Figura 9.
O sistema ¢ composto por eletrodo de trabalho, uma malha fina de platina que permite a
passagem do feixe de luz, um eletrodo auxiliar, também de platina e, por fim, um eletrodo de

referéncia Ag/AgCl/KClsa, 196 mV vs eletrodo padrao de hidrogénio (EPH).
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Figura 9 - Célula espectroeletroquimica OTTLE utilizada nos experimentos. A)
Célula espectroeletroquimica montada. B) I. Cubeta de quartzo com caminho
optico de 0,1 cm; II. Eletrodo de referéncia Ag/AgCl/KClsar) (196 mV vs EPH);
II1. Eletrodo de trabalho composto por uma malha fina de platina; IV. Contra

eletrodo de platina.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

A célula espectroeletroquimica foi acoplada ao Potenciostato 910 PSTAT mini
(Metrohm Autolab) e a um espectrofotdometro Cary 5000 UV-Vis-NIR (Agilent, Australia). Nos
sistemas em que foi necessaria condi¢do anaerdbica, as solugdes utilizadas foram previamente
desaeradas, bem como a adi¢do do tampao, proteina ¢ mediadores a cubeta foi realizada em
uma camara anaerobica (COY laboratory). Durante a realizagdo do experimento, a cubeta foi
acoplada a um fluxo constante de argénio para garantir uma atmosfera inerte e impedir seu

contato com oxigénio.

Os experimentos foram realizados na presenga de mediadores eletroquimicos que
cobrissem a faixa de potencial esperada para obtencdo da proteina em suas formas totalmente

oxidada e reduzida.

A Tabela I apresenta os compostos utilizados que, de A a F, foram cedidos pelo
professor Paul Bernhardt (University of Queensland, Austréalia) e cujas sinteses encontram-se
reportadas na literatura [29]. Os compostos G e H foram obtidos comercialmente (procedéncia
da Sigma-Aldrich). A Tabela 1 apresenta, também, os valores de potenciais de meia-onda (E1/2),

os quais foram determinados por voltametria ciclica usando-se a Equagao 2:

_ EpatEpc
2

E1 /s (2)
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Em que Ep. e Epc sdo, respectivamente, os potenciais de pico anddico e catodico.

Tabela 1 - Valores de Ei» dos compostos utilizados como mediadores redox nas titulagdes

espectroeletroquimicas.

Item Mediadores E12vs EPH (mv)
A) [Co(trans-diammac)]Cls -555
B) [Co(AMMEsar)]Cls -380
O) [Co(AMME-N;5S-sar)|Cl3 -220
D) [Co(CLMENj4Sssar)]Cls -134
E) [Co(NMes3)zsar]Cls 10
F) Fe(NOTA) 195
G) Ferrocenometanol 447
H) [Ru(CN)s]Cl4 657
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nesse trabalho, analisou-se como o potencial do ponto médio (Em) da proteina

HGDbI se comporta frente a duas condigdes experimentais. Na primeira, foram determinados os

valores de Em da proteina HGbI (30 pmol L) na auséncia e na presenca dos ligantes O», CO,

imidazol e CN™ (Tabela 2).

Tabela 2 - Condigdes experimentais para determinagdo dos valores de En, da proteina HGbI.

Condicao experimental Tampao Mediadores pH
Sem ligantes AaF 8,0
CO (solugao saturada através de

borbulhamento) Tampdo Tris 50 mmol L"! AaG 50
Imidazol, 50 mmol L-! e NaCl 100 mmol L™ AaF 8,0
O2 (meio aerdbico) AaF 8,0
CN", 4 mmol L! AaF 9,5
Acetato, 10 mmol L! AaF 8,0e5,0

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Na segunda condi¢do experimental, avaliou-se a influéncia do pH do meio no valor

de En da proteina. Para isso, realizaram-se titulagdes espectroeletroquimicas de solugdes 30
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pumol L' de HGbI na faixa de pH de 3,5 a 9,5 na auséncia de ligantes. A Tabela 3 apresenta, de

maneira detalhada, as composi¢des das solugdes que foram utilizadas.

Tabela 3 - Condic¢des experimentais para determinagao dos valores de Em da proteina HGbI na

auséncia de ligantes.

pH Tampao Mediadores
3,5 PBS 50 mmol L' / NaCl 100 mmol L!

6,0

- PBS 50 mmol L' / NaCl 100 mmol L!

’ AaF

8,0

9,0 Tris 50 mmol L' / NaCl 100 mmol L'

9,5

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

Apds a montagem do sistema descrito acima, utilizou-se o seguinte procedimento
para determinacao dos valores de En: todas as titulagdes foram iniciadas com aplicacao, por
cerca de 15 minutos, de um potencial tal que a proteina se encontrasse em um estado de
oxidacdo especifico e ndo fossem observadas alteragdes no espectro eletronico. Para garantir
que a condi¢cdo foi atingida, o espectro eletronico era comparado aos espectros das formas

oxidada (met-HGDbI) e reduzida (desoxi-HGDbI), ilustrados na Figura 10.
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Figura 10 - Perfil espectroscopico da proteina HGbI (7 pmol L!) em tampdo pH 8 tris 50 mmol
L'/ NaCl 100 mmol L™ nas formas oxidada e reduzida. A) Espectros eletronicos de absorcio
nas regides do UV-Vis das formas oxidada (A) e reduzida (B) da proteina HGbI apods oxidagao

e reducdo quimica utilizando hexacianoferrato(IIl) e ditionito de sddio, respectivamente
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Para obtencdo dos espectros apresentados na Figura 10, realizou-se, previamente,
os procedimentos de oxidacdo e reducdo quimica. No primeiro, uma solugdo 7 pmol L' da
proteina HGbI em tampdo Tris 50 mmol L' / NaCl 100 mmol L™ foi adicionada a uma cubeta
contendo o agente oxidante hexacianoferrato(Ill) em concentra¢do cinco vezes superior. O
espectro da forma oxidada (Fe'") foi obtido apds 20 minutos (Figura 10A). Na redugdo quimica,
o procedimento foi realizado em uma camara anaerdbica (COY laboratory) para impedir a
ligacdo da forma reduzida da proteina ao oxigénio. Inicialmente, um tampao Tris 50 mmol L!
/ NaCl 100 mmol L foi desaerado e, em seguida, foi adicionado juntamente com uma solugdo
7 umol L' da proteina HGbI & uma cubeta. Como agente redutor, utilizou-se ditionito de sodio
em concentracao cinco vezes superior ao da proteina. Apos a adi¢do do ditionito, aguardou-se
20 minutos e foi observado o espectro da proteina em sua forma reduzida (Fe'), ilustrado na

Figura 10B.

Posteriormente, foram aplicados potenciais no sentido oxidativo/redutivo com
variacoes de 100 e 50 mV com o intuito de promover a conversao da proteina entre os estados
de oxidagdo. Em cada potencial aplicado, aguardou-se cerca de 10 minutos para que o sistema
alcancasse o equilibrio aparente, indicado por valores constantes de absorbancia. Ao observar
mudangas significativas na absorbancia entre dois valores de potencial, variagdes de 25 mV

foram aplicadas até ser observado que a proteina se apresentava em um unico estado de
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oxidacdo, o que foi verificado através das bandas Soret e Q. Ao atingir um determinado estado
de oxidacdo, realizou-se novamente a titulagao potenciométrica, porém, no sentido inverso para
analisar a presenga de histerese e a reversibilidade do sistema. As medidas foram realizadas
utilizando um eletrodo de Ag/AgCl/KClsay) €, posteriormente, foram convertidas para valores
de referéncia em relacdo ao eletrodo padrao de hidrogénio (Ag/AgCl =196 mV vs EPH). Para
cada experimento realizado, foram obtidas curvas espectroscopicas em fungdo dos potenciais
aplicados. Com auxilio de um programa grafico, para cada umas das titulagdes realizadas,
plotou-se os valores de absorbancia da banda Soret para a forma oxidada em fung¢ao dos valores
de potencial aplicado para as titulagdes oxidativa e redutiva. Dessa forma, foi possivel obter
duas curvas de perfil sigmoidal, por meio das quais pode-se calcular os valores de potencial de
oxidagdo (Eox), para a titulacdo oxidativa e os valores de potencial de redugdo (Erd) para a
titulagdo redutiva e além disso, foi possivel verificar a presenca de histerese. O procedimento e

as etapas de tratamento dos dados se encontram ilustrado na Figura 11.

Figura 11 - Etapas realizadas para obtencdo e tratamento dos dados referentes as titulagdes

espectroeletroquimicas realizadas.

1. Obtengdo das curvas de titulagio # 2. Plotagem da Absgeiem) H 3. Determinagéo ‘ 4. Verificagdo ‘
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Além da determinagdo dos valores de Eox € Ered, realizou-se um tratamento dos
dados espectrais obtidos em funcdo dos potenciais aplicados e calculou-se o valor de En
utilizando o programa ReactLab Redox [37] por meio de um ajuste ndo linear global aplicando-

se a Equacgdo 1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Purificacao da Hell’s Gate Globin I

A proteina HGDbI foi expressa em sua forma his-tagged, em que uma cauda de seis
residuos de histidina sequenciais se apresenta ligada a extremidade C-terminal. Esses residuos
ndo nativos facilitam o processo de purificagdo, uma vez que conferem a proteina afinidade por
cations como Ni*" e Co*" presentes na forma de complexos metéalicos ancorados nas colunas de
afinidade cromatografica [38]. Previamente, foi confirmado que a presenca dessa cauda ndo
interfere nas propriedades da proteina HGbI, ndo havendo motivacdo para sua remog¢ao apos

purificacao [16].

Nesse tipo de coluna de afinidade, a eluigdo da proteina pode ocorrer de dois
modos. No primeiro, pode-se reduzir o pH do meio com a adigdo de uma solugdo tampao acida
promovendo, desta forma, a protonagao dos atomos de nitrogénio presentes nas histidinas (pKa
= 6) e, por consequéncia, competindo e rompendo a ligacdo formada entre o residuo de
aminoacido que se coordena ao metal presente na coluna. O outro modo, mais comum e que foi
utilizado neste trabalho, consiste em adicionar a coluna solugdes de imidazol em concentragdes
crescentes. Por possuir afinidade pelo ion Ni** tanto quanto a cauda de histidina (na verdade o
residuo lateral da histidina ¢ um grupo imidazol), o imidazol compete pelo sitio de ligagdo.
Assim, ao se atingir uma determinada concentragao, tem-se a elui¢ao da proteina que se desliga

do metal da resina e fica livre em solugao [38].

Anteriormente a aplicacdo da amostra em coluna de afinidade realizou-se uma etapa
de purificagdo por precipitagdo com sulfato de amonio. Logo em seguida, a fragdo proteica
ressolubilizada e dialisada foi adicionada a coluna de afinidade cromatogrifica de Ni?*,
ilustrado Figura 12A, e foi realizado o acompanhamento espectroscopico (banda em 280 nm)
usando o equipamento cromatografico do tipo FPLC, apos as adi¢gdes de solucdes 50,70, 100 e
125 mmol L' de imidazol até a elui¢io da proteina. O procedimento de lavagem se encontra
ilustrado na Figura 12B. Apés a lavagem com solugdes 50 e 70 mmol L' de imidazol, observou-
se variagOes na absorbancia referentes a outras proteinas que se ligaram fracamente ao metal da
resina e que foram eluidas sendo, por conseguinte, descartadas. Ao adicionar a solugdo 100
mmol L' de imidazol, como esperado, observou-se o deslocamento e espalhamento da banda
vermelha referente a proteina HGbI na coluna, uma vez que o imidazol passou a competir mais

fortemente pelos sitios de ligagdo do metal promovendo a liberacdo da mesma. Logo em
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seguida, adicionou-se a solug¢do 125 mmol L™ de modo a garantir a completa eluigdo da proteina

HGbI.

Figura 12 - Purificacdo da proteina HGbI em coluna de afinidade de ions Ni*". A) Coluna de
niquel carregada com a proteina HGbI. B) Esquema ilustrativo da elui¢@o da proteina na coluna

(fragdo vermelha) apds a adigdo de solugdes 50, 70, 100 e 125 mmol L de imidazol.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

A checagem da pureza das amostras eluidas e a eficiéncia das etapas de purificagdo
foi realizada por analise em gel de poliacrilamida desnaturante e espectroscopia UV-Vis (Figura

13). As imagens dos géis de eletroforese encontram-se ilustradas na Figura 13A.

O pogo 2 apresenta a fracdo citosolica apds o rompimento das células no tampao de
lise em que a grande quantidade de bandas se deve a presenca de contaminantes proteicos
diversos, dentre eles, outras proteinas da E. coli obtidas durante o processo de expressao da
HGDbI. Ao realizar a precipitagdo com sulfato de amodnio, pocos 3 e 4 (ap6s didlise), pode-se
observar uma leve diminui¢do no numero de bandas, correspondente ao desaparecimento de
algumas proteinas contaminantes que permaneceram soltiveis durante o procedimento. O pogo
5, pertencente a fragao da proteina apos a passagem pela coluna de afinidade cromatografica de
Ni?*, apresentou uma banda correspondente ao marcador molecular de 15 kD, valor proximo a
massa molecular da HGbI sugerindo que o processo de purificagdo foi eficiente. No poco 6 ¢
apresentado a fracdo correspondente a passagem pela coluna ap6s a didlise para remog¢ao do
imidazol proveniente da etapa de purificacdo anterior, consistente com uma amostra de elevada

pureza.
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O espectro eletronico obtido da fragdo final da proteina HGbI, Figura 13B,
apresentou uma banda em 280 nm referente a concentracgao total de proteinas, uma Soret em
412 nm e uma banda 3 em 535 nm com um pequeno ombro a direta, associadas as transigoes
eletronicas m — w* referentes ao anel porfirinico [5]. Essas observagdes evidenciam que, ao fim
da purificacdo, a proteina se encontrava em sua forma Fe'' hexacoordenada (vide Figura 3). O
espectro sugere, ainda, um estado de baixo spin, uma vez que ndo se observa uma banda de

transferéncia de carga em 624 nm [39].

Figura 13 — Perfil de purificag@o da proteina HGbI. A) Gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-
PAGE) contendo as etapas de purificagdo da proteina. Pogos: 1- Marcador molecular utilizado
como padrdo; 2- Fragdo soluvel (citosol); 3- Precipitagdo com sulfato de amonio. 4- Primeira
dialise apos precipitagdo com sulfato de amodnio. 5- Fragao eluida da coluna de afinidade de
Niquel. 6- Segunda dialise apds coluna de niquel. B) Espectro eletronico obtido a partir de uma
fracdo da proteina coletada ao fim da purificacdo em Tris 50 mmol L' / NaCl 100 mmol L!, pH
8,0.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

O perfil espectroscopico da forma met-HGbI (Fe'') se assemelha ao perfil
observado para outras globinas hexacoordenadas com residuos de aminoacidos na posi¢do
distal, como Kgb [9], Cgb [40], GLB-6 [24] e outras globinas também expressas pelo
microrganismo M. infernorum, como as proteinas HGbIV [14] e HGbRL [15]. Adicionalmente,
o espectro eletronico de hemeproteinas pode ser usado como técnica adicional de validagdo de
pureza, considerando que proteinas totais absorvem em 280 nm, como comentado
anteriormente. A razao entre os valores de absorbancia da banda atribuida as proteinas totais e
da banda Soret (Abs2gonm/Abssoret) €sta associada ao grau de pureza de hemeproteinas [35], de

maneira que quanto menor for o valor desta razdo maior serd a pureza da proteina. Para a
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proteina HGbI, obteve-se um valor de 0,39 para a razdo Abs2gonm/Abssoret Sendo consistente
com um elevado grau de pureza obtido para outras hemeproteinas [23,41]. Cabe ressaltar que
estudos de ressonancia magnética nuclear (RMN) realizados com esta proteina nas mesmas

condigdes experimentais confirmam a pureza.
4.2 Influéncia dos ligantes no valor de Em

Para todos os sistemas estudados, aplicou-se um potencial inicial minimo de +100
mV por 15 minutos até a obtengao de um espectro atribuido a proteina na forma oxidada [35]
similar ao apresentado na Figura 10A. A partir desse ponto, os potenciais foram aplicados no
sentido redutivo até um valor maximo de -600 mV. As curvas obtidas permitiram estimar o
valor de En para cada condigdo experimental (presenca ou auséncia de ligantes e variagao de
pH). As curvas apresentadas na discussao a seguir tiveram seus valores de potencial aplicados
em uma faixa de aproximadamente 300 mV (negativo e positivo) em relacdo ao valor de Eny

previamente estimado.
4.2.1 Desoxi-HGbI

Para realizacdo da titulagdo espectroeletroquimica na auséncia de ligantes, todas as
solucdes utilizadas foram desaeradas em uma camara anaerobica. Além disso, foi mantido um
fluxo constante de argonio na cubeta em que se realizou o experimento de modo a garantir que

nao ocorresse a ligacao de oxigénio com a forma reduzida da proteina.

O potencial foi variado de -23 a -523 mV vs EPH em intervalos de 50 e 25 mV,
sendo aplicada a segunda variacdo quando se observaram mudangas significativas nos valores
de absorbancia. O experimento foi iniciado com aplicag¢do de potencial em -23 mV durante 15
minutos até obtengdo de um perfil espectral correspondente a forma oxidada. Conforme o
potencial era aplicado no sentido redutivo, observou-se o deslocamento da banda de 412 nm
para422 nm e o surgimento de duas bandas, § € a, em 530 e 559 nm, respectivamente, mostrado
na Figura 14. A banda o apresentou maior intensidade em relacdo a f indicando a forma

hexacoordenada da proteina, consistente com a forma desoxi-HGbI descrita na literatura [16].



36

Figura 14 - Titulacdo espectroeletroquimica em meio anaerobico da proteina HGbI na auséncia
de ligantes. A) Variagdes espectroscopicas da proteina HGbI (30 pmol L) durante a titulagio
potenciométrica em uma solu¢do 50 mmol L de tampao tris (pH 8,0) e NaCl 100 mmol L
contendo os mediadores de A a F (25 pmol L™). Inser¢io: Varia¢do da absorbancia em 412 nm
em funcdo do potencial nos sentidos oxidativo (e) e redutivo (m). B) Espectros eletronicos

calculados para as formas met-HGbI (vermelho) e desoxi-HGbI (preto).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Na forma hexacoordenada, o sexto ligante se trata, possivelmente, de um residuo
de aminoacido enddgeno ainda ndo identificado. A mudanca de perfil evidencia que a proteina
passou da forma oxidada a reduzida, uma vez que os espectros nas formas met (Fe') e desoxi
(Fe™), respectivamente, sdo similares aqueles ja reportados na literatura para a proteina HGblI
[16]. Apos a obtencao da forma reduzida, com o intuito de verificar a reversibilidade do sistema,
o potencial foi varrido no sentido oxidativo nos mesmos intervalos aplicados. Nao foi observado
histerese (vide grafico inserido na Figura 13A), sendo os valores dos potenciais de oxidacao

e Fe'' da proteina sem

(Eox) e reducdo (Ereq) similares, o que sugere que apenas as formas Fe
ligantes estdo presentes no sistema estudado. A Tabela 4 apresenta as equagdes quimicas
sugeridas para as etapas oxidativa e redutiva da titulagdo espectroeletroquimica na auséncia de

ligantes exdgenos.
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Tabela 4 — Equagdes quimicas sugeridas para a titulagdo espectroeletroquimica na auséncia

de ligantes exdgenos nos sentidos oxidativo e redutivo.

Condigao experimental Etapa redutiva Etapa oxidativa

Auséncia de ligantes
) Fe(Ill) + e~ — Fe(Il) Fe(Il) — Fe(Ill) + ¢~
exogenos

Fonte: elaborado pelo autor (2020).

Por meio de um ajuste ndo linear utilizando a Equacgao 1, o valor de En, foi calculado
em -307 mV vs EPH. Comparativamente a outras proteinas globinas hexacoordenadas que
possuem duas histidinas ligadas nas posi¢cdes proximal e distal (His-Fe-His) do grupo heme
[24], o valor de En determinado para a proteina HGbI é consideravelmente mais negativo. A
Tabela 5 apresenta valores de En para algumas proteinas hexacoordenadas para fins de

correlagao.

Dewilde e coloboradores [42] determinaram por meio de titulagcdo potenciométrica
o valor de En em -129 mV para a proteina neuroglobina. Essa proteina, em termos estruturais,
¢ a mais similar a HGbI, diferenciando-se por possuir uma hélice D e por apresentar uma
His(E7) na posicao distal, enquanto que a HGbI apresenta GInS0(E7) [16]. O valor de E, da
proteina neuroglobina também apresenta valor negativo, embora cerca de 200 mV mais positivo
que aquele determinado para a proteina em estudo. Comparativamente a proteina HGbI, os
diferentes valores de potencial determinados para proteinas com grupos heme bis-histidinicos
sugerem a auséncia de um residuo histidina na posi¢ao distal, sendo consistente com a distancia

entre esses residuos [16].
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Hemeproteina Ligacao axial Em (mV)vs EPH  Referéncia
Heme tipo b

HGbI Desconhecido/His  -307 Este trabalho
NGb His/His -129 [42]

GLB-6 His/His -196 [24]

Cgb His/His 20 [40]

Mb H64V/V68H His/His -128 [43]

Mb (H20)/His 54 [43]

GbX His/His -119 [44]

THB1 Lys/His -67 [45]

THB2 Lys/His -90 [45]

THB4 Lys/His -98 [45]

CDH Met/His 164 [46]
All4978 (Cys-His)/His -449 [47]

Heme tipo ¢

Cyt c-551 Met/His 260 [48]
GSU0582 (H20)/His -156 [49]
GSU0935 Met/His -251 [49]
Horseradish

peroxidase /His -306 [50]

Fonte: elaborado pelo autor (2020)

Jonhson e colaboradores [45] determinaram para as hemeproteinas THB1, THB2 e
THB4, que apresentam o ligante endogeno lisina na posigao distal, os valores de Em de -67, -
90 e -98 mV, respectivamente. Os valores, apesar de negativos, sdo bem distintos daquele
determinado para a proteina HGbI. A possibilidade de coordenag¢do com o residuo Lys53(E10),
por sua vez, ndo pode ser descartada. Para que essa ligagdo ocorra, entretanto, seriam
necessarias mudangas conformacionais consideraveis [16]. Algumas hemeproteinas reportadas
na literatura apresentam valor de potencial do ponto médio proximo ao determinado para a
proteina HGbI, como ¢ o caso da HRP (En = -306 mV). Diferentemente da proteina HGbI,
todavia, a proteina HRP apresenta um grupo heme do tipo ¢ pentacoordenado. Para essa espécie,

o valor negativo de potencial foi atribuido a efeitos entropicos resultantes da interagdo do centro
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metalico com moléculas de agua na forma reduzida [50]. Para a proteina HGbI, os parametros
termodinamicos de entropia e entalpia ndo sdo conhecidos o que impede a avaliagdo do efeito

destes sobre o valor de En, neste trabalho.

Roncel e colaboradores, determinaram o valor de E, para a proteina citocromo ¢550
e obtiveram o valor de -250 mV, cerca de 60 mV menos negativo que aquele determinado para
HGbI. O valor de -250 mV foi atribuido a um equilibrio 4cido-base envolvendo o residuo de
tirosina na regiao distal do grupo heme que, na forma reduzida, encontra-se protonado em pH
9,5 [51]. Para a proteina HGbI no estado reduzido, ndo se pode descartar a influéncia do
equilibrio acido-base de residuos enddgenos. Assim como comentado para o residuo histidina,
porém, nao ha residuo tirosina préximo o suficiente para se coordenar ao atomo de ferro do

grupo heme [16].

O valor de En negativo sugere, ainda, que a fung¢do da proteina HGDbI no
microrganismo de origem deve estar relacionada a uma quimica redox. A hexacoordenagdo
pode colaborar para manter o potencial do sistema em valores negativos. Essa conclusdo ¢
relevante se for considerado que o papel fisiologico da proteina HGbI esta envolvido em

processos de transferéncia de elétrons, incluindo catalise de reagdes de redugdo [24].
4.2.2 Imz-HGbI

Geralmente, em hemeproteinas, o ligante imidazol se coordena ao ion ferro no
estado oxidado (Fe') apresentando, inclusive, amplas faixas de constantes de dissociacdo (Kq
10" a 107) [15,23,25,52]. A coordenagio dessa molécula ao estado reduzido (Fe'), entretanto,
pode ocorrer, como ja reportado para a proteina DevS, apesar de apresentar baixa afinidade
[23]. Esse resultado, todavia, ndo ¢ frequentemente observado, sendo considerado um

comportamento incomum.

Com o objetivo de verificar a influéncia do ligante imidazol no valor de En da
proteina HGDbI, foi realizada uma titulagdo espectroeletroquimica em condi¢@o anaerdbica em
solucdo tampao contendo os mediadores de A a F (ver Tabela 1). As curvas obtidas
experimentalmente e calculadas encontram-se ilustradas na Figura 15. Inicialmente, foi
aplicado o potencial de +27 mV de modo a garantir a completa oxidagdo da proteina, condi¢ao
que promoveria a possivel coordenacdo do ligante imidazol. Apds 15 minutos, observou-se
valores constantes de absorbancia e foi obtido um espectro eletronico, apresentado na Figura

15B (curva vermelha). Nessa curva observa-se, além da banda Soret em 411 nm, a banda 3 em
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565 nm com um ombro a direita. Curiosamente, o perfil observado se apresentou similar aquele
obtido durante a titulagdo na auséncia de ligantes exo6genos. Essa observagdo sugere que nao ha
ligagdo entre a proteina e o ligante no estado desoxi. Logo apos garantir que a proteina HGbI
estava em sua forma oxidada e ndo apresentava variagdes espectrais, aplicou-se potenciais no
sentido negativo até -523 mV com intervalos de 50 e 25 mV. A medida em que ocorria a reducio
da proteina, constatou-se o desaparecimento da banda em 411 nm e o surgimento da banda em
424 nm, além do surgimento de duas outras bandas Q em 535 e 565 nm. Esse comportamento
indica a obtencao da proteina em seu estado desoxi e hexacoordenada com um residuo de
aminoacido, tal como observado previamente na auséncia de ligantes exdgenos (Figura 14).
Ap6s a obtengdo da forma reduzida, o potencial foi aplicado no sentido oposto até + 27 mV,

utilizando os mesmos intervalos, € constatou-se a reversibilidade do processo.

Figura 15 - Titulagdo espectroeletroquimica em meio anaerdbico da proteina HGbI na presenga
de imidazol. A) Varia¢des espectroscopicas da proteina HGbI (30 pmol L) durante a titulagio
potenciométrica em uma solugdo 50 mmol L' de tampdo tris (pH 8,0) e NaCl 100 mmol L!
contendo os mediadores de A a F (25 pmol L) e imidazol (50 mmol L") Insercdo: Varia¢io
da absorbancia em 411 nm em func¢do do potencial nos sentidos oxidativo (®) e redutivo (m).

B) Espectros eletronicos calculados para as formas imz-HGbI (preto) e desoxi-HGbI

(vermelho).
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0.8 - _0.5-
4 m;
@ 0.6 - 2 0.4 -
:E ' 0.3
0.4 - J S —
. -0.6 -0.4 -0.2 0.0
0.2 - E, V vs EPH

0.0

1 v 1 v 1 v 1 || . 1 v 1 - 1
400 500 600 700 400 500 600 700
A, nm A, nm

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Na presenca de imidazol, nao foi observada histerese e o valor de En para a proteina
HGbI foi determinado em -330 mV vs EPH. O valor obtido ¢ 23 mV mais negativo se
comparado ao valor determinado na auséncia de ligantes exdgenos (-307 mV vs EPH). Além

da proximidade no valor de E, e da similaridade nos perfis espectroscopicos quando comparada
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a condicdo em que ndo havia ligantes exdgenos no meio, a titulacdo nao apresentou histerese
sugerindo, fortemente, que o imidazol ndo se liga a proteina na condicdo estudada. Outra
hipotese passivel de consideracao € a de que a proteina ja se encontrava ligada a imidazol desde
o inicio da titulagdo espectroeletroquimica, uma vez que uma das etapas de purificacdo envolve
a utilizagdo deste ligante. Para desligar a proteina da coluna de afinidade (ver metodologia),
concentragdes crescentes de imidazol sdo adicionadas. A remogao de imidazol ¢é feita por meio
de didlise e, caso esta ndo seja efetiva, pode resultar em quantidades de imidazol suficientes
para se ligar a proteina. Para avaliar essa hipdtese, realizou-se uma nova expressao da proteina
seguindo os mesmos procedimentos descritos na metodologia, porém, ao desligar a proteina da
coluna de afinidade, ao invés de utilizar imidazol, foi utilizada a variagdo de pH. Iniciou-se a
lavagem da coluna com tampdo tris 10 mmol L' pH 8,0 posteriormente, foi iniciada a lavagem
com tampdes PBS 50 mmol L' com pH 7,0; 6,0; 5,5; 5,0; 4,0; 3,5 e 3,0, e apenas neste tltimo
valor houve a elui¢do da proteina. Apos esta etapa, a proteina foi concentrada e o pH ajustado
para 7,4 em tampdo PBS 10 mmol L!. A Figura 16 ilustra os espectros obtidos seguindo essa

metodologia.

Figura 16 — Perfil espectroscopico da proteina HGbI nas condi¢des oxidada e reduzida apos
remoc¢do da coluna de afinidade com variagdo do pH. A) met-HGbI na auséncia (linha
vermelha) e presenga de imidazol (linha roxa). B) desoxi-HGDbI na auséncia (linha preta) e na

presenca de imidazol (linha azul).

A) 0.8 - B) .
| 412 1.04 426
0.6 - 0.8 -
» T » ]
1 et HGbI 0.6 - —— Deoxy-HGbI
2 0.4 —met-HGbI-%—imidazol 2 1 Deoxy-HGbI + imz
T 0.4 4
0.2 1 1 527 556
. 530 56 0.2 530 260
0.0 ] . ] - ] - 1 0.0 | ] L
400 500 600 700 400 500 600 700
A, nm A, nm

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nas formas oxidada e reduzida da proteina, ndo foi possivel observar variagdes
espectroscopicas significativas que sugerissem a ligacao da proteina ao imidazol. Em ambas as
condic¢des, o espectro nio se alterou, mesmo ap6s a adi¢do de imidazol 50 mmol L. Esse

resultado indica que a proteina ndo se liga ao imidazol durante o processo de purificacdo e,
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consequentemente, ndo deve se ligar durante a titulagdo espectroeletroquimica. Sendo assim, o
valor de Epy de -330 mV vs EPH (Figura 14) deve corresponder a uma titulagdo sem ligantes

exdgenos, uma vez que, possivelmente, a proteina apresenta baixa ou nenhuma afinidade pelo
ligante. Comparativamente a condi¢cao em que se realizou a titulagdo na auséncia de ligantes
esperavam-se alteracdes significativas na regido da Soret e bandas Q ap6s adi¢ao de imidazol;

resultado este que ndo foi observado.

Apesar da diferenca de -27 mV entre os valores de Ey, para as titulagdes na auséncia

de ligantes e na presenca de imidazol, os espectros da proteina apos a purificagdo utilizando
variagdo de pH (Figura 16) e a auséncia de histerese na titulagdo sugerem, fortemente, que a

ligagdo ao imidazol ndo ocorre.
4.2.3 Oxi- HGbI

Outro ligante exdgeno de grande relevancia para hemeproteinas ¢ o oxigénio. Essa
molécula se coordena a proteina no estado reduzido (Fel'), sendo a natureza dessa ligagdo
bastante descrita na literatura [52,53]. Assim, foram realizados experimentos para determinar o
valor de En da proteina HGbI em meio aerobico. Inicialmente, foi aplicado um potencial de -
16 mV para garantir que a proteina estivesse na forma oxidada e sem ligantes. Como ilustrado
na Figura 17, a forma met foi evidenciada pela banda Soret em 411 nm e por uma banda 3 em
535 nm com um ombro em 564 nm. A titulagdo espectroeletroquimica foi realizada de -16 a -
534 mV vs EPH. Apos verificar a auséncia de variagdes no espectro na forma oxidada, passou-
se a aplicar potencial no sentido redutivo com intervalos de 50 e 25 mV, mantendo-se 10
minutos para estabilizacdo da absorbancia em cada valor aplicado, similarmente ao descrito
para as amostras anteriores. Como pode ser visto na Figura 17B, verificou-se um deslocamento
da banda em 411 nm para 424 nm e o aparecimento das bandas a e f3, respectivamente, em 530
e 557 nm, indicando a conversdo da proteina de sua forma oxidada a reduzida e

hexacoordenada.
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Figura 17 - Titulacdo espectroeletroquimica da proteina HGbIl em meio aerobico. A) Variagdes
espectroscopicas da proteina HGbI (30 pmol L) durante a titulagio potenciométrica em uma
solugdo 50 mmol L' de tampdo tris (pH 8,0) e NaCl 100 mmol L™ contendo os mediadores A
a F (25 pmmol L). Inser¢do: Variagido da absorbancia em 411 nm em funcdo do potencial nos
sentidos oxidativo (@) e redutivo (m). B) Espectros eletronicos calculados para as formas met-

HGDI (preto) e desoxi-HGDI (vermelho).
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Elaborado pelo autor (2020).

O valor de En da proteina HGbI em meio aerdbico e na auséncia de ligantes foi
calculado em -313 mV vs EPH estando bem proximo daquele obtido para a proteina na auséncia
de ligantes (condi¢do anaerdbica, Em = -307 mV). Sabendo-se [16] que o valor de K4 para a
proteina ligada a O, é de 0,53 x 10™ (25 °C, pH 7,0), esperava-se obter o perfil espectroscopico
tipicamente associado a esta condicao apos redu¢do em meio aerdbico. O espectro apresentado
na Figura 17B (curva preta), todavia, ndo corresponde aquele reportado para a proteina ligada
a O2 [16]. Esse resultado foi atribuido a possivel redugdo eletroquimica do oxigénio o que

impossibilitou a medida do valor de En, para a proteina na presenga de oxigénio.
4.2.4 Cianomet — HGbI

Para realizacdo da titulacdo espectrofotométrica na presenca do ligante cianeto,
alterou-se o pH do meio para 9,5, visto que o valor de pKa do acido cianidrico (HCN), uma
substancia volatil, ¢ 9,2. Antes dos experimentos contendo ions CN-, realizou-se uma titulagao
em condigdo anaerobica sem ligantes exdgenos, na presenca de mediadores e em pH 9,5 a fim
de avaliar o comportamento espectroscopico nestas condigdes. As curvas obtidas estdo

ilustradas na Figura 18.
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Inicialmente, aplicou-se o potencial de -73 mV por 15 minutos para obtencao da
forma oxidada sem ligantes, evidenciada pela Soret em 412 nm e pela presenca da banda § em
533 nm com um ombro da banda a em 560 nm. Posteriormente, aplicou-se potenciais no sentido
negativo até a obtencdo da forma reduzida sem ligantes, evidenciada pela Soret em 426 nm e
pela presenca das bandas B e a em 530 e 560 nm, respectivamente. O valor de E,, calculado
neste experimento foi de -315 mV, que se encontra praticamente idéntico ao medido em pH

8.0.

Figura 18 - Titulagdo espectroeletroquimica em meio anaerdbico da proteina HGbI na auséncia
de ligantes. A) Variagdes espectroscopicas da proteina HGbI (30 pmol L) durante a titulagio
potenciométrica em uma solugdo 50 mmol L' de tampdo tris (pH 9,5) e NaCl 100 mmol L!
contendo os mediadores de A a F (25 ummol L™!). Inser¢iio: Variacdo da absorbancia em 412
nm em fun¢ao do potencial nos sentidos oxidativo (@) e redutivo (m). B) Espectros eletronicos

calculados para as formas met-HGbI (preto) e desoxi-HGbI (vermelho).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Em seguida, realizou-se a titulagdo potenciométrica da proteina HGbI nas mesmas
condi¢des da Figura 18, mas acrescentando-se NaCN 4 mmol L™!; cujas curvas sio apresentadas
na Figura 19. De acordo com a literatura [23,25,54], hemeproteinas se ligam ao ion cianeto
quando no estado oxidado (Fe'"). Sendo assim, aplicou-se um potencial de -223 mV durante 15
minutos, a fim de garantir a obten¢@o do estado oxidado da proteina e ligada ao ion CN". De
fato, essa condicdo foi verificada através das mudangas espectroscopicas na banda Soret em
415 nm e da banda B em 544 nm com ombro referente a banda oo em 565 nm. Em seguida,
foram aplicados potenciais no sentido redutivo com intervalos de 25 e 50 mV até a obtencdo do
perfil espectral tipico da forma reduzida com banda Soret em 430 nm, como ilustrado na Figura

18B. Posteriormente, os mesmos valores de potenciais foram aplicados no sentido inverso,
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sendo observada a presenga de histerese no sistema, cujos valores de Eox € Ereq foram calculados
em -475 e -524 mV, respectivamente. Esse comportamento se deve, possivelmente, a
dissociagao do ligante cianeto apos a reducao da proteina. Por meio dos dados espectrais obtidos

em funcao do potencial, o valor de En, nesse caso, foi calculado em -501 mV.

Figura 19 - Titulag¢do espectroeletroquimica em meio anaerdbico da proteina HGbI na presenca
do ligante cianeto. A) Variagdes espectroscopicas da proteina HGbI (30 pmol L) durante a
titulagdo potenciométrica em uma solugdo 50 mmol L' de tampdo tris (pH 9,5) e NaCl 100
mmol L contendo os mediadores de A a F (25 pmmol L) e NaCN 4 mmol L!. Inser¢io:
Variacdo da absorbancia em 415 nm em fun¢do do potencial nos sentidos oxidativo (e) e
redutivo (m). B) Espectros eletronicos calculados para as formas cianomet-HGbI (preto) e

desoxi-HGbI (vermelho).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Comparativamente ao valor determinado em pH 9,5 (Figura 17, En, = -315 mV),
observou-se um deslocamento de -186 mV na presenga de ions CN". Esse comportamento era
esperado, uma vez que o ion CN- se liga a forma oxidada da proteina estabilizando-a nesse
estado de oxidacdo. A Tabela 6 apresenta as equacdes quimicas sugeridas para as etapas

oxidativa e redutiva referentes a titulagcdo espectroeletroquimica na presenga de cianeto.

Tabela 6 — Equacdes quimicas sugeridas para a titulagao espectroeletroquimica na presenga do

ligante cianeto nos sentidos oxidativo e redutivo.

Condi¢ao . oy
. Etapa redutiva Etapa oxidativa
experimental
Fe(IIH)-CN" + e~ — Fe(I)-CN"~ | Fe(Il) + CN-— Fe(Ill) + e— + CN-
Presenca de CN-
Fe(I)-CN" — Fe(Il) + CN- Fe(III) + CN- = Fe(III)-CN-

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Em outras palavras, essa condi¢do torna necessaria a aplicacao de potenciais ainda
mais negativos para a reducao da proteina. Relativamente a outras hemeproteinas, como a DevS
[23] e a FixL [25], a proteina HGbI apresentou tendéncia similar. Considerando o AEn, (variagao
do potencial do ponto médio em relacdo a condicao sem ligantes exdgenos e na presenca de
cianeto), a proteina HGbI apresentou valor de -186 mV, enquanto para as proteinas DevS e
FixL foram observadas variagdes de -217 e -175 mV, respectivamente. A proteina HRP [50]
apresentou variagdo de -126 mV enquanto a maior diferenca, -400 mV, foi observada para a

mioglobina [55].

Os valores de En calculados na presenca de cianeto para as proteinas DevS, FixL,
HRP e mioglobina, bem como para a HGbI, apresentaram tendéncia similar, sendo observado
valores mais negativos de Em quando os experimentos sao realizados na presenca deste ligante

exdgeno.
4.2.5 CO-HGbI

Com objetivo de determinar o valor de En da proteina em sua forma ligada ao CO,
a titulacdo espectroeletroquimica foi realizada em solugdo tampao saturada, condi¢do obtida
ap6s 30 minutos de fluxo constante de CO na solu¢do. A literatura [23,25,56] reporta que
hemeproteinas se apresentam coordenadas ao CO essencialmente no estado reduzido (Fe™).
Dessa forma, apds adi¢ao da proteina a solucdo, aplicou-se potencial de -468 mV a fim de obté-
la em sua forma ligada a CO. Apds 15 minutos de aplicacdo de potencial para estabilizacao da
absorbancia da forma completamente reduzida da proteina, foi observada a banda Soret em 417
nm e duas absor¢des de baixa intensidade na regido das bandas Q indicando a liga¢do da
proteina HGbI a molécula de CO, similarmente ao espectro descrito na literatura (Figura 20).
Aplicou-se, entdo, potenciais mais positivos em intervalos de 50 mV para oxidar a proteina. A
presenca da banda Soret em 412 nm no espectro ilustrado na Figura 20B (curva preta) indica
que a forma oxidada da proteina sem ligantes (desoxi-HGbI) foi obtida apos aplicagdo de

potenciais positivos.
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Figura 20 - Titulacdo espectroeletroquimica da proteina HGbIl em meio anaerdbico saturado de
CO. A) Variagdes espectroscopicas da proteina HGbI (30 pmol L) durante a titulagio
potenciométrica em uma solu¢do 50 mmol L de tampao tris (pH 8,0) e NaCl 100 mmol L
contendo os mediadores de A a H (25 pmmol L!). Inser¢io: Variagio da absorbancia em 412
nm em fun¢ao do potencial nos sentidos oxidativo (@) e redutivo (m). B) Espectros eletronicos

calculados para as formas CO-HGDbI (preto) e met-HGbI (vermelho).
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Elaborado pelo autor (2020).

Ao analisar a variacdo da absorbancia em 412 nm na inserc¢ao da Figura 17A, pode-
se observar uma diminui¢do sutil nos valores de absorbancia ao aplicar potenciais positivos.
Préximo de 300 mV, entretanto, ha uma variagao mais brusca de absorbancia. O deslocamento
do potencial de oxidagdo para valores mais positivos ocorreu conforme o previsto, uma vez que
a proteina no estado ferroso apresenta grande afinidade por CO (Kq=0,67 x 10” a 25 °C e pH
7,0) [16], um ligante m-aceptor que estabiliza o estado Fe. Apds obter a forma oxidada,
evidenciada pela banda Soret em 412nm, realizou-se a titulagdao no sentido redutivo e, para isto,
foram aplicados potencias de 582 a -468 mV em intervalos de 100 e 50 mV. A comparagao
entre as curvas obtidas nos sentidos redutivo e oxidativo mostram a presenga de grande histerese

com valores de Eox € Ereda de 358 e -182 mV, respectivamente, sendo o valor de En, 88 mV.

O valor de En determinado para a HGbI na presenca de CO parece seguir um
tendéncia similar ao observado para a proteina DevS [23], em que o potencial do ponto médio
apresentou deslocamento para valores mais positivos se comparado a condi¢do sem ligantes

exodgenos. Porém, ao considerar o AEy, para as duas proteinas os valores mostram bastante

distintos, enquanto a HGbI apresentou AEn, de 395 mV, para a DevS esse valor foi de apenas
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106 mV. Para a proteina FixL na presenca de CO o valor de En, praticamente ndo foi [25]

alterado se comparado a condi¢do sem ligantes.

A Tabela 7 resume os valores de En calculados para a proteina HGbI nas condi¢des

estudadas, além dos valores de comprimento de onda das bandas Soret e bandas Q.

Tabela 7 -Valores de En calculados para a HGbI e os valores correspondentes as bandas Soret

e bandas [} e a nas condigdes estudadas.

Em
Condi¢ao Forma Soret Bandas Q (B e o)
(mV)
Sem Ligantes 20 met 412 535 558
-307
ex0genos desoxi 422 530 559
o met 411 532 553
Presenca de imidazol -330
desoxi 424 535 565
o met 411 535 564
Presenca de Oxigénio -313
desoxi 424 530 557
met 415 544 565
CN° -501
desoxi 430 535 562
met 412 531 555
CcoO 88*
desoxi 418 540 565

*Forte histerese, Eox: 358 mV, Ereq: -182 mV

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Foi possivel determinar para a proteina HGbI o valor de Em de -307 mV na auséncia
de ligantes exogenos. Para as titulagdes na presenca de CO e CN-, foram observados
deslocamentos para valores positivo e negativo, respectivamente. Comportamento similar foi
observado para outras hemeproteinas, embora sem a ocorréncia de uma histerese tdo grande.
Para a proteina HGbI, observou-se uma histerese superior a 500 mV. Experimentos futuros

devem ser realizados a fim de entender esse comportamento.

Para a titulag@o na presenca de O, obteve-se um valor de Ey, (-313 mV) proximo a
condicdo sem ligantes exdgenos (-307 mV) sugerindo que esta espécie ndo se liga ao ion ferro

do grupo heme.
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4.2.6 Espectroeletroquimica na presenga de acetato

De acordo com a literatura [16], a proteina HGDI, diferentemente de outras
hemeproteinas, se liga ao ion acetato quando na forma oxidada. Com o objetivo de estudar a
natureza da ligag¢ao da proteina HGbI a essa espécie, realizou-se uma titulagdo potenciométrica

cujas curvas encontram-se ilustradas na Figura 21.

Ao iniciar o experimento, aplicou-se um potencial de 17 mV por 15 minutos a fim
de oxidar completamente a proteina. A partir da obtencdo do espectro da forma oxidada, o
potencial foi aplicado de 17 a -533 mV vs EPH em intervalos de 50 e 25 mV. Esperava-se,
entretanto, que o acetato se ligasse a esta forma, o que parece ndo ter ocorrido, uma vez que o

espectro eletronico sugere a forma Fe!!

sem ligantes, evidenciado pela banda Soret em 412 nm
e pela presenga de uma banda B em 535 nm, tal como observado na titulagdo na auséncia de

ligantes exdgenos (Figura 14).

Figura 21 - Titulagdo espectroeletroquimica em meio anaerdbico da proteina HGbI na presenga
de acetato 4 mmol L!. A) Varia¢des espectroscopicas da proteina HGbI (30 pmol L) durante
a titulagdo potenciométrica em uma solu¢io 50 mmol L™ de tampdo tris (pH 8,0) e NaCl 100
mmol L! contendo os mediadores A 4 F (25 ummol L") acetato 10mmol L. Inser¢do: Variagdo
da absorbancia em 412 nm em func¢do do potencial nos sentidos oxidativo (@) e redutivo (m).

B) Espectros eletronicos calculados para as formas met-HGbI (preto) e desoxi-HGbI

(vermelho).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

Realizou-se a titulagdao no sentido redutivo, em que se observou o deslocamento da

banda em 412 nm para 424 nm e o surgimento de duas bandas, B € o, em 530 nm e 559 nm,
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respectivamente. A banda a apresentou maior intensidade em relagdo a B, o que sugere um
estado reduzido hexacoordenado com residuo endégeno. Apds a obtencdo da forma reduzida,
verificou-se a reversibilidade do sistema, realizando-se a titulacdo no sentido oxidativo nos
mesmos intervalos de potencial aplicados. O valor de En, determinado nessa condigao foi de -
312 mV, valor similar ao obtido para a titulagdo realizada na auséncia de ligantes (Figura 14).
A auséncia de histerese, em conjunto com a presenca de apenas um ponto isosbéstico, sugere
que a ligacdo com acetato nao ocorre na condi¢do estudada ou que ndo provoca qualquer

perturbagdo nessas medidas.

Ao realizar o experimento, esperava-se que o potencial do ponto médio da proteina
na presenca de acetato se modificasse em relagdo a condicdo em que se realizou o estudo na
auséncia de ligantes exdgenos. O fato da molécula de acetato ndo se ligar ao centro metalico,
pode estar relacionado ao valor de pH do meio, uma vez que essa interagdo foi reportada para
a proteina em pH 4,6 [16]. Para validar essa hipdtese realizou-se a titulagdo
espectroeletroquimica em tampao acetato pH 5,0. Os graficos obtidos no experimento estdo

ilustrados na Figura 22.

Ao iniciar o experimento, aplicou-se por 15 minutos um potencial de 50 mV de
modo a garantir que a proteina se encontrasse totalmente oxidada e ligada a acetato (Act-
HGDbI/Fe*"). Aguardou-se até ndo serem observadas variagdes espectroscopicas na banda Soret,
em 406 nm, e em uma absor¢do de baixa intensidade em 620 nm. O perfil espectroscopico
obtido foi similar ao reportado na literatura, evidenciando a ligagdo da proteina ao acetato [16].
Comparativamente aos espectros obtidos em pH 5,0 na presenga de acetato (Figura 22), nos
quais ndo sdo observadas variagdes espectroscopicas (as curvas das titulagdes de redugdo e
oxidagdo estdo sobrepostas), aqueles obtidos em pH 8,0 (Figura 21) coincidem com os
resultados publicados e indicam a ligacao do acetato sugerindo que a afinidade da proteina por

esta molécula ¢ dependente do pH.
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Figura 22 - A) Espectros eletronicos da proteina HGbI (30 umol L) em fun¢io do potencial
aplicado em uma solu¢do 50 mmol L™ de tampao acetato (pH 5,0) contendo os mediadores A
a F (25 ummol L). B) Variagdo da absorbancia da Soret (406 nm) da proteina ao variar o

potencial.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Apos verificar a ocorréncia da ligagdo, iniciou-se a titulagdo no sentido redutivo,
varrendo o potencial de -50 a -450 mV, aplicando valores de 100 e 50 mV no sentido negativo.
Curiosamente, ndo foram observadas variagdes espectroscopicas ao aplicar os potenciais
negativos, ndo sendo possivel, assim, concluir a titulacdo. Pode-se observar, entretanto, um
comportamento anomalo. Devido a estimativa de valor de En na regido de -200 a -400 mV,
esperava-se que a proteina fosse convertida ao estado reduzido quando da aplicagdo dessa faixa
de potencial. A proteina, entretanto, ndo apresentou perfil espectroscopico associado a forma

reduzida, mesmo aplicando valores de potencial de  -450 mV.

Nessa perspectiva, duas hipdteses podem explicar a auséncia de variagdes
espectroscopicas em fungao do potencial aplicado. A primeira seria considerar que o acetato
estabiliza o estado oxidado da proteina, de modo que seria necessario aplicar valores de
potencial muito mais negativos. A segunda hipdtese seria considerar a conversao catalitica do
acetato em um subproduto através de uma reagao de oxirreducao envolvendo o grupo heme. Ao
aplicar potencial em uma regido suficientemente redutiva, a proteina seria convertida a forma
reduzida e, posteriormente, devido a grande disponibilidade de acetato no meio, seria
reconvertida a forma oxidada catalisando a reagcdo de reducdo do acetato. A segunda hipdtese
parece ser mais consistente com o resultado observado. Essa possibilidade é corroborada por
resultados em que se observou uma oxidagdo andomala da proteina HGbI na presenga de acetato

e na auséncia de oxigénio. Com o intuito de observar e validar essa hipotese foram realizados

testes cataliticos preliminares envolvendo a proteina na condi¢ao estudada.
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4.2.7 Testes cataliticos de reducdo de acetato pela proteina HGbI

O sistema foi preparado em condi¢des similares ao teste de espectroeletroquimica
em uma camara anaerdbica, porém, sem a presenca dos mediadores. O meio foi tamponado em
pH 5,0 com tampdo acetato 100 mmol L' e a proteina foi quimicamente reduzida com ditionito
de sédio 1 mmol L-!. Apds adicionados a cubeta, o sistema foi vedado e levado ao
espectrofotometro onde se realizou o acompanhamento da reagdo por 24 horas, sendo coletados

espectros em intervalos de 20 minutos.

Figura 23 — Oxidacdo da proteina HGbI 7 pmol L! em meio anaerdbico em tampdo acetato 100
mmol L' em pH 5,0. A) Acompanhamento espectroscopico da oxidacdo da proteina durante 24
horas. Inser¢do: Acompanhamento das absorbancias das bandas em 422 (desoxi-HGbI) e 406
nm (Act-HGbI) em fungdo do tempo. B) Perfis espectroscopicos obtidos para a HGbI na forma
reduzida (preto) e na forma oxidada ligada a acetato (vermelho). Inser¢do: Bandas Q referentes
a forma reduzida da proteina no inicio do experimento (preto) e referente a forma oxidada ligada

a acetato (vermelho) ao final do experimento.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Apbs cerca de 7 horas de reacdo, observou-se uma acentuada variagdo na
absorbancia da banda em 422 nm, sugerindo que a proteina, em sua forma reduzida, estava
experimentando algum processo quimico. Gradativamente, a banda em 422 nm foi deslocada
para 406 nm apresentando, apds cerca de 16 horas de reacdo, valores constantes de absorbancia,
como ilustrado na inser¢do da Figura 23A. Além das bandas Soret, as bandas Q também
evidenciam a ocorréncia da conversdo da proteina da forma reduzida a oxidada sem aplicagao

de qualquer potencial elétrico. Na forma reduzida sem ligantes, a proteina apresentou uma
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banda 3 em 547 nm com um pequeno ombro a direita, tal evidéncia espectroscopica sugere um
estado reduzido sem ligantes. No decorrer do tempo, observou-se o gradativo desaparecimento
da banda em 547nm e o surgimento de uma banda em 620 nm, caracteristica da proteina em

sua forma oxidada ligada a acetato.

Como nao houve aplicacdo de potencial externo, algum componente do sistema foi
responsavel por promover o processo de oxirreducao. Uma hipotese inicial seria considerar a
auto oxidacao da proteina, mecanismo observado em globinas e hemoglobinas quando ligadas
a oxigénio [57]. Essa possibilidade, entretanto, ndo parece ser plausivel, uma vez que testes
previamente realizados com a HGbI sugerem que a proteina ndo experimenta auto oxidagao,
mesmo com 24 h de monitoramento [16]. Convém, ainda, mencionar que essa conversao nao
parece ocorrer por eventual entrada de oxigénio na cubeta, o que poderia justificar uma
oxidacdo, ja que ndo ha espectros da proteina nessa forma e sim pontos isosbésticos bem
definidos. Outra hipodtese seria considerar que a HGbI promove a conversdo catalitica do

acetato, reduzindo-o a um novo produto, tal como ilustrado na Figura 24.

Figura 24 - Proposta de ciclo catalitico para HGbI na presenca de acetato.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nesse caso, em uma primeira etapa, a proteina, na forma reduzida e
pentacoordenada, experimentaria uma oxidagdo no grupo heme levando, consequentemente, a
redugdo do acetato, espécie em maior quantidade no meio. O desaparecimento da banda em 422
nm pode ser explicado por esse processo. Na segunda etapa, apds a formagao do novo produto,
0 acetato em excesso presente no meio se ligaria a proteina resultando no perfil espectroscopico
observado na Figura 23, com uma Soret em 406 nm e a banda Q em 620 nm. Na terceira etapa,

a proteina seria levada de volta a forma reduzida devido a presenca, no meio reacional, de
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ditionito em concentragdo elevada (~1 mmol L!). A auséncia de mudangas espectroscopicas
antes de 7 horas de reacdo pode ser explicada pelo processo sugerido na etapa 3. Admitindo
que todo o ditionito ¢ consumido ap6s 7 horas de reagdo, a proteina passou a reduzir o acetato

e a ser convertida a forma oxidada.

Considerando que todo ditionito adicionado atuou apenas como agente redutor da
proteina, ndo experimentando dissociagdo, este definiria, ao final, a quantidade de produto
gerado. Nesse caso, como foi utilizado cerca de 1 mmol L do agente redutor, o produto
formado, possivelmente, também apresenta essa ordem de grandeza. Para a identificagdo do

produto outros testes de natureza qualitativa e quantitativa ainda necessitam ser realizados.
4.3 Influéncia do pH no valor de Em

O estudo da variacdo do valor de E, em fungdo do pH se mostra particularmente
relevante para a proteina HGbI, uma vez que a mesma apresenta, quando na forma reduzida
(Fe), um equilibrio entre as formas penta e hexacoordenada que, porventura, pode vir a
influenciar os valores de En do ferro do Heme. A medida que o pH do meio ¢ basificado, ocorre
um incremento na populacao de proteinas na forma hexacoordenada devido a coordenagao de
um residuo de aminoécido na posi¢do distal do grupo heme, evidenciado pelo aumento na

intensidade da banda o em relagdo a 3 [16].

Outros estudos analisaram a dependéncia do potencial do ponto médio com o pH
em proteinas que apresentam o grupo heme. Por exemplo, Barreto e colaboradores [23]
observaram para a hemeproteina DevS que o potencial do ponto médio varia em funcao do pH
e essa variagdo se deve possivelmente aos grupos propionatos do heme que sdo
protonados/desprotonados e, consequentemente, modificam o valor de Ey,. De maneira similar,
observou-se para a citocromo PccH do microrganismo Geobacter sulfurreducens, uma

dependéncia do valor de Er, com pH também atribuida aos grupos propionatos [58].

Em outro caso, utilizando eletroquimica direta, observou-se para a mioglobina [59],
que também pertence a familia das globinas tal como a HGbI, uma dependéncia linear do
potencial do ponto médio com o pH que foi atribuida possivelmente a um equilibrio adcido-base
envolvendo residuos de aminoacidos nas proximidades do heme ou a um equilibrio agua-
hidroxido, em que uma molécula de agua se coordena a mioglobina na forma oxidada, e em
condig¢do basica, essa molécula de agua ¢ desprotonada, levando a possiveis alteragdes no valor

do potencial do En [60].
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Para avaliar a influéncia do pH no valor de En, da proteina HGbI foram realizadas
titulagdes espectroeletroquimicas sem ligantes, em meio anaerdbico e na presenca de
mediadores nos seguintes valores de pH: 3.,5; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0 e 9,5. As curvas obtidas

encontram-se ilustradas na Figura 25.

Figura 25 - Titulagdo espectroeletroquimica em meio anaerébico da proteina HGbI na
auséncia de ligantes e em solucdes de diferentes valores de pH. Variagdes
espectroscopicas da proteina HGbI (30 umol L) durante a titulagio potenciométrica
em uma solugdo contendo NaCl 100 mmol L' e os mediadores A a F (25 pmmol L)
em 50 mmol L de tampdo tris pH 9,5 (A); 9,0 (B); 8,0 (C); 7,0 (D); 6,0 (E) e 3,5 (F).

Inser¢des: Variagao da absorbancia através da Soret em fungao do potencial nos sentidos

redutivo (e®) e oxidativo (m).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).



56

Para a realizagdo desses experimentos, os potenciais aplicados no inicio foram
diferentes para cada valor de pH, a saber: 82 mV (pH 3,5), 27 mV (pH 6), -23 mV (pH 7,0 e
8,0), -30mV (pH 9,0) e -73 mV (pH 9,5). Esses potenciais foram aplicados até a obtencao da
proteina na forma completamente oxidada (met-HGbI) procedendo de forma similar ao descrito
para os sistemas anteriores. Em seguida, os potenciais foram aplicados no sentido negativo com
intervalos de 50 e 25 mV até -318 mV (pH 3,5), -423 mV (pH 6,0), -473 mV (pH 7,0), -523
mV (pH 8,0), -478 mV (pH 9,0) e -523 mV (pH 9,5), quando se obteve a forma totalmente
reduzida (desoxi-HGDbI).

Uma vez finalizada a titulacdo redutiva, fez-se a varredura oxidativa a fim de
verificar a reversibilidade dos sistemas e a possivel presenca de histerese. Comparativamente
as curvas obtidas em pH 8,0, Em -307 mV, os valores de En calculados em pH 9,0 € 9,5 foram
de -318 ¢ -315 mV, respectivamente. Os valores citados sdo proéximos e sugerem que nao ha
alteragdes significativas no valor de En para valores de pH > 8,0. Para valores de pH menores
que 8,0, houve alteragdes significativas nos valores de En. Para as solugdes de pH 7,0 e 6,0
ocorreu um aumento de, respectivamente, 47 ¢ 102 mV em relagdo ao valor determinado em

pH 8.,0.

Todos os sistemas, com excecao da solucao de pH 3,5, ndo apresentaram histerese
significativa indicando a presenca de apenas uma espécie no meio em suas formas oxidada e
reduzida. Os dados obtidos mostram um deslocamento de En para valores positivos em meio
acido e para valores negativos quando se basifica o meio. O grafico ilustrado na Figura 26, En,
vs pH, apresenta um perfil sigmoidal demonstrando essa tendéncia. O equilibrio 4cido-base
parece envolver fragmentos nas proximidades do grupo heme, uma vez que modifica o valor

de En. Esse equilibrio apresentou valor de pKa 6,9.



Figura 26 - Perfil do potencial do ponto médio (Em)

da proteina HGbI versus pH do meio.
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A modificacdo do pH do meio poderia sugerir a ocorréncia de um equilibrio

envolvendo a dgua que estaria coordenada ao ferro na posicao distal. Nesse caso, semelhante

ao que acontece com a mioglobina oxidada [61], seria razodvel considerar que a molécula de

agua coordenada na posicao distal do grupo heme experimentasse ionizacdo em meio basico

formando hidroxila [60] o que poderia implicar em altera¢des no valor de En, tal como ilustrado

no esquema apresentado na Figura 27.

Figura 27- Esquema ilustrativo que representa a influéncia do equilibrio envolvendo uma

possivel dgua na posi¢do distal da hemeproteina no valor de potencial do ponto médio ao

modificar o pH do meio.
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Esse mecanismo, todavia, ndo parece ser operante no caso da proteina HGbI, uma
vez que nao foram observadas variagdes no espectro na regido das bandas Q (ver Figura 28) na
forma oxidada que justificassem a ocorréncia desse equilibrio. De fato, quando héa esse
equilibrio, caso da mioglobina, variagdes espectrais consideraveis sao observadas na regiao das

bandas a e f ao modificar o pH [60].

Figura 28 - Perfis espectroscopicos obtidos para as formas totalmente oxidada (em vermelho)
e totalmente reduzida (em preto) nas titulagcdes espectroeletroquimicas realizadas em pH 3,5 e

9,5.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2020).

A analise dos perfis espectroscdpicos obtidos para as formas totalmente oxidada da
HGbI em pH 3,5 e 9,5 sugerem que a proteina se encontra hexacoordenada com um residuo
endogeno de aminodcido e ndo coordenada a dgua. Isso pode ser evidenciado pelo perfil das
bandas Q que ndo apresentam alteracdes significativas, sendo os valores das bandas a e 3

similares nas duas condi¢des estudadas.

Outra possibilidade que poderia justificar as alteracdes nos valores de Em, seria o
equilibrio acido-base dos grupos propionatos da porfirina do grupo heme. Esses grupos podem
apresentar valores de pKa na faixa de 8,6 a 3,0, de modo que podem ser responsaveis pelo
equilibrio observado na proteina HGbI (pKa = 6,9). Dificilmente, entretanto, a perturbag¢ao no
equilibrio dos grupos propionatos provocaria tamanha alteragdo espectral como observada para
a proteina HGbI neste estudo. Deve-se comentar, todavia, que ¢ bastante curioso o fato de que
outras hemeproteinas tiveram seus valores de pKa atribuidos ao grupo propionato da porfirina

estando proximos ao que foi determinado para a proteina HGbI: pKa = 7,2 para citocromo c-
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551 (P. aeruginosa) [62], pKa = 8,6 para Mb (Aplysia) [60] e pKa = 7,3 para DevS
(Mycobacterium tuberculosis) [23].

Adicionalmente, ndo se pode descartar a influéncia do residuo de aminoécido
enddgeno na posicao distal sobre os valores de Em. As variagdes espectrais na forma reduzida
em funcdo do pH sugerem, de fato, que um equilibrio envolvendo protonagdo/desprotonagao
do residuo enddgeno resultaria em mudancas no valor de potencial, tal como ilustrado na Figura

29.

Figura 29 - Esquema ilustrativo representando a influéncia do residuo endégeno da HGbI no

potencial do ponto médio.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Em condig¢do 4cida, o residuo de aminoacido endégeno na posi¢ao distal da HGbI
na forma reduzida seria protonados, convertendo a proteina de sua forma hexacoordenada a
pentacoordenada. Essa alteracdo justificaria a mudanga de potencial do ponto médio para
valores menos negativos. Os resultados espectroscopicos obtidos para as titulacdes evidenciam

a ocorréncia desse equilibrio para a forma reduzida.

Para HGbI faz-se necessario, portanto, considerar quais residuos endogenos de
aminodcidos nas proximidades do grupo heme seriam capazes de se coordenar ao ferro,
participar desse equilibrio e, consequentemente, alterar o valor de Em. Uma primeira hipotese
seria considerar que uma histidina, relativamente comum na posi¢ao distal em globinas, seria o
residuo endogeno desconhecido que se coordena ao ferro. Ao analisar a estrutura cristalina da

HGDbI, porém, este residuo ndo se apresenta nas proximidades da posicao distal do heme [16].
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Teixeira e coloboradores [63] observaram para a hemeproteina citocromo OmcF
(Geobacter sulfurreducens) uma dependéncia do potencial redox em fun¢do do pH atribuida a
um equilibrio 4cido-base envolvendo o residuo HIS47. Em outro estudo [64], os mesmos
autores evidenciaram o papel desse residuo na modificagao do potencial da OmcF utilizando
proteinas mutantes em que a HIS47 foi substituida por outros residuos nao protonaveis. A
analise do cristal da proteina OmcF permite supor que uma histidina estd coordenada ao grupo
heme, enquanto para HGbI, considerando a estrutura cristalina, nao hé residuo de histidina

coordenado na posicao distal.

Apesar do valor de pKa para a proteina HGbI (pKa: 6,9) se mostrar préoximo ao
valor obtido para a OmcF (pKox =6,73; pKiea =7,55) sugerindo a presenca do residuo histidina,
essa possibilidade ndo parece ser plausivel. Além do impedimento estrutural, os valores de
potencial do ponto médio obtidos para a HGbI sdo bastante negativos quando proteinas

hexacoordenadas bis-histidinicas apresentam, frequentemente, valores positivos.

Uma outra possibilidade seria considerar a coordenacdo do residuo Tyr29 ao ion
ferro no grupo heme da HGbI. Estruturalmente, porém, niio possivel dada a distancia de 5,3 A,
razoavelmente distante do grupo heme [16]. Outra hipdtese a ser considerada seria a
coordenacdo de uma lisina ao fon Fe!' Para que a lisina mais proxima se coordenasse, seriam
necessarias modificagdes estruturais nas hélices B ¢ E e isso resultaria em um possivel
rompimento da dimerizacao [15]. Apesar disso, alguns fatores corroboram para hipotese de que
esse residuo endogeno se trata possivelmente de uma lisina. E necessério considerar que poucos
sdo os sistemas descritos na literatura que reportam a lisina como um ligante na posi¢ao distal
em hemeproteinas. A proteina HGbRL, encontrada no Methylacidiphilum infernorum,
apresenta uma lisina na posi¢ao distal [15]. Diferentemente da proteina HGbI, porém, ndo se
observa uma coordenacao dependente do pH na forma reduzida. Além da HGbRL, foram
observadas lisinas coordenadas ao grupo heme na posicdo distal em hemeproteinas expressas
pelo microrganismo Chlamydomonas reinhardtii, sendo elas as proteinas THB1 [65], THB2, e
THB4 [45]. Os valores de Em obtidos nas titulagdes realizadas na auséncia de ligantes exdgenos
para esse conjunto de proteinas sdo negativos sugerindo, inicialmente, a coordenagdo do residuo

lisina na proteina HGbI, apesar do valor de potencial bem mais negativo.

As proteinas THB1, THB2, e THB4 apresentam uma dependéncia com o pH para
a forma reduzida em que ocorre a transi¢cdo para um estado hexacoordenado a medida que o pH

¢ aumentado, sendo os perfis espectroscopicos observados similares ao da HGbI. Além disso,
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os valores de pKa determinados para as proteinas THB1 (pKa = 6,5) e THB2 (pKa = ~7,0) sao

bastante préximos ao determinado para a HGbI (pKa = 6,9).

Considerando a discussdo acima, parece ser razoavel propor que o residuo
endogeno coordenado ao ion ferro do grupo heme da proteina HGbI seja lisina ndo havendo
equilibrio entre dois residuos enddégenos competindo por um mesmo sitio de ligagdo, similar ao
observado para a proteina GIbN-A [66]. Observa-se para essa ultima proteina na forma
reduzida, a competi¢ao entre os residuos lisina e histidina pela sexta posi¢ao de coordenagao

com o aumento do pH do meio [66].

Figura 30 - Esquema ilustrativo que representa o equilibrio envolvendo o possivel ligante lisina

para a HGbI na forma reduzida.

@ pKa = 6.9 ?
é T —

NN NN

His — Fe His — Fe - Lys

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Comparativamente as proteinas que contém o residuo lisina coordenado na posi¢ao
distal, a proteina HGbI apresenta caracteristicas similares tornando plausivel a proposi¢ao deste
residuo como sexto ligante coordenado ao ion ferro do grupo heme da HGbI na forma reduzida
(ver Figura 30). Essa proposicao pode explicar a dependéncia do potencial do ponto médio com

o pH do meio.
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5 CONCLUSAO

Uma vez expressa e purificada a proteina HGbI em sua forma His-tagged, utilizou-
se a técnica espectroeletroquimica na presenca de mediadores para determinar o potencial do
ponto médio (Em) da hemeproteina HGbI sob diferentes condigdes, seja na auséncia ou presenga

de diversos ligantes hémicos, bem como sob véarios pHs.

O valor de En determinado em pH 8,0 (-307 mV vs EPH) corrobora com a hipotese
de que a proteina ndo parece atuar no armazenamento ou transporte de oxigénio [16], mas que
sua funcao fisioldgica parece estar envolvida em uma quimica redox. A hexacoordenagdo pode
colaborar para manter o potencial da HGbI baixo no citosol do organismo o que seria necessario
caso a mesma estivesse envolvida em uma transferéncia eletronica ou em um processo de
redugdo catalitica. Curiosamente, essa proteina em pH 8,0 apresentou reagao de autoxidagao
extremamente lenta (mensurdvel somente a 50 °C, ti2 = 8,2 h) [16] um aparente paradoxo, que

deve responder a sua reatividade e dependéncia com ligantes.

Os potenciais redox parecem depender da natureza dos ligantes como observado
nas titulagdes na presenca de CO e CN, entretanto, outros fatores como as cadeias laterais de
aminoacidos e o ligante endogeno na posi¢ao distal, parecem ser bastante influentes na titulagao

com imidazol.

Os resultados apontam também um comportamento curioso no que se refere a
dependéncia do Em com o pH. Outras proteinas tiveram essa dependéncia relacionada as
comportamento acido-base dos grupos propionatos do heme, entretanto, para HGbI ndo parece
ser o caso. As mudancas espectrais na regido das bandas Q sugerem a desprotonacao do residuo
endogeno na posicao distal em funcdao do pH, e, possivelmente, este seja responsavel pelas

mudancas no potencial do ponto médio (Enm).
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