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RESUMO. 

A mioglobina é uma hemeproteína que tem a função de transportar e 

armazenar o oxigênio. Suas estruturas primária e secundária são compostas por 

153 aminoácidos e oito α-hélices (nomeadas de A-H), respectivamente. Esta 

proteína tem sido usada como um bom modelo para estudos de estrutura, função, 

ligação de heme, estabilidade e enovelamento de proteínas. Em condições 

ligeiramente ácidas (pH em torno de 4), a apomioglobina se desenovela passando 

por uma forma intermediária que possui propriedades físicas entre o estado nativo 

(pH 7) e o estado desenovelado (pH 2). Este intermediário apresenta as hélices A, 

G e H protegidas como demonstrado por experimentos de troca de deutério. 

No presente trabalho, foram realizados estudos com mutantes de deleção e 

de permutações circulares de hélices da mioglobina com a finalidade de aumentar 

o conhecimento sobre como a estrutura terciária de uma proteína é construída. 

Três classes de mutantes foram criadas: 1) deleção de hélices: 1.1) um mutante 

de deleção da hélice H (Mb1-123) e 1.2) um mutante de deleção das hélices G e H 

(Mb1-99); 2) permutações circulares: 2.1) um mutante de permutação da hélice A 

da extremidade N-terminal para a C-terminal (Mb-B_GHA) e 2.2) um mutante de 

permutação das hélices A e B da extremidade N-terminal para a C-terminal (Mb-

C_GHAB) e 3) permutação com deleção: um mutante de deleção da hélice G com 

permutação da hélice H da extremidade C-terminal para N-terminal (Mb-HAB_F). 

As proteínas mutantes foram purificadas diretamente na forma apo, embora 

estes mutantes possuam capacidade de se ligar ao grupo heme, com exceção do 

mutante Mb1-123. Estes mutantes possuem valores mais baixos de elipticidade 

molar e tendência maior à agregação do que a proteína selvagem. Quando na 

forma holo, os dois mutantes circularmente permutados são compactos e têm 

estrutura e função semelhantes à holoMbWT. Este resultado difere do resultado 

observado para as variantes de deleção (Mb1-99 e Mb-HAB_F) que não 

apresentaram restabelecimento da estrutura e nem supressão da tendência à 

agregação. Nossos resultados indicam que, embora a mioglobina possua um 

núcleo de ligação do grupo heme, as hélices A, B, G e H são necessárias para a 

correta arquitetura da proteína. Apesar da menor estabilidade dos mutantes de 
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permutação circulares em relação à proteína selvagem, as extremidades N- e C- 

terminais da mioglobina são necessárias para que a proteína alcance uma 

estrutura estável e funcional semelhante à selvagem. 

As permuteínas estruturaram a forma intermediária mesmo em pH ao redor 

de 7, mostrando novamente que as extremidades N- e C- terminais de mioglobina 

são necessárias para que elas se estruturem como a selvagem. Acreditamos que 

um núcleo, que se mostrou insensível ao desenovelamento em meio ácido, foi 

formado nestes mutantes. Como estes mutantes diferem quanto à posição da 

hélice B, eles permitiram inferir sobre a participação da hélice B no intermediário 

de ApoMbWT. Duas formas de intermediários estão provavelmente presentes na 

via de enovelamento da mioglobina e suas maiores diferenças parecem estar na 

quantidade de estrutura formada pela hélice B. Nossos resultados estão de acordo 

com o modelo seqüencial de enovelamento para mioglobina, no qual a hélice B é 

incorporada após a formação do domínio AGH. 
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ABSTRACT. 

Myoglobin functions as a protein for transporting and storing oxygen and is 

a soluble, globular heme-binding protein, comprising 153 amino acids arranged in 

eight helical segments (named A to H). This protein has been used as a good 

model to study structure, function, heme binding, stability, and folding pathway. 

Under mild acid conditions (pH 4), apomyoglobin unfolds through an intermediate 

form with physical properties intermediate between the native (neutral pH) and the 

unfolded (pH 2.0) states. This intermediate has helices A, G and H protected from 

hydrogen exchange. 

Here we present studies of deleted and circularly permuted mutations of 

helical blocks of myoglobin to add to our understanding of how protein topology is 

built. Three classes of mutants were constructed: 1) helix deletion: 1.1) a mutant 

deleted of H helix, Mb1-123, and 1.2) a mutant deleted of G and H helices, Mb1-99; 2) 

circularly permutation: 2.1) Mb-B_GHA where B-helix is N-terminal and A helix is 

C-terminal, and 2.2) Mb-C_GHAB where C-helix is N-terminal and B helix is C-

terminal; 3) permutation/deletion: a deleted circularly permutation where H-helix is 

N-terminal, the G helix is deleted, and the F helix is C-terminal, Mb-HAB_F. 

The mutants were purified in the apo form, where although they have the 

ability to bind heme with an exception to Mb1-123, they have lower ellipticity and a 

larger tendency to aggregate than the wild-type. When in the holo form, the two 

circularly permuted mutants are compact and have native-like function and 

conformation, different form the myoglobin variants of deletion (i.e. Mb1-99 and Mb-

HAB_F), where the heme binding does not seem to be native-like and do not 

suppresses their tendency to aggregate. Our results indicate that although 

myoglobin has a core that is able to bind heme, the A, G, H and B helices are 

needed for the correct structural architecture of the protein. And, since the 

circularly permutations are less stable than the wild-type, the N- and C-termini of 

myoglobin need to be native-like for the optimum structure-function relationship of 

this protein. 

The apopermuteins resembled the intermediate form even at physiological 

pH, showing again that the N- and C-termini of myoglobin need to be native-like for 
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the optimum structure-function relationship of this protein. We believe that a 

nucleus, mostly independent of acid unfolding, was formed by these mutants and, 

since these permutants differ in the position of the B helix, they gave insights about 

the participation of the B helix in the intermediate. Two forms of intermediates are 

likely to be present in the folding pathway of apomyoglobin and their major 

difference seems to be in the amount of structure in the B helix. Our results agreed 

with a model of sequencial folding for apomyoglobin where the B helix is added 

later in the AGH nucleus. 
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1. INTRODUÇÃO. 

 

1. 1. Enovelamento de proteínas. 

O enovelamento de proteínas constitui um evento pós-traducional importante 

para que a proteína possa assumir, se enovelada corretamente, sua conformação 

tridimensional estável para a execução de sua função biológica. No entanto, o 

conhecimento básico do mecanismo molecular responsável por este 

enovelamento ainda permanece como um dos maiores desafios para a biologia 

estrutural. Um método utilizado para tentar entender este processo é a engenharia 

de proteínas, que possibilita a troca, a deleção e a permutação de resíduos de 

aminoácidos numa determinada estrutura primária. Este método ainda permite 

estudar a relação entre estrutura e função de proteínas que é importante para 

determinar domínios funcionais e estruturais, bem como a sua relevância para a 

estabilidade das proteínas. Este método é justificado pela teoria de que toda a 

informação necessária para o enovelamento de uma proteína está contida na sua 

seqüência de aminoácidos (Anfisen, 1973). Portanto, o conhecimento adquirido 

com estes estudos pode ajudar a desvendar a complicada tarefa de como ocorre o 

processo de enovelamento nas proteínas para podermos produzir novas proteínas 

que sejam funcionais e mais estáveis para a utilização em vários processos 

biotecnológicos. Uma outra importância deste conhecimento é entender como 

ocorre o processo de enovelamento que resulta em um enovelamento incorreto da 

proteína e que está associado a diversas doenças degenerativas tais como mal de 

Alzheimer, encefalopatia espongiforme bovina (mal da vaca louca) entre outras. 

As várias questões que têm surgido quanto aos mecanismos e as vias que uma 

proteína utiliza para atingir sua conformação tridimensional têm sido objetos de 

diversos estudos, uma vez que este entendimento pode preencher o fosso de 

informação que existe entre o conhecimento dos genes e a estrutura 

tridimensional das proteínas que eles codificam (Para revisões veja: Kuwajima, 

1989; Kim e Baldwin, 1990; Ptitsyn, 1991; Matthews, 1993; Ptitsyn, 1995; 

Jaenicke, 1999, Baldwin e Rose, 1999a e 1999b; Dinner et al. 2000; Rumbley et 

al. 2001; Daggett e Fersht, 2003; Ferguson e Fersht, 2003). 
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1.1.1. Os mecanismos de enovelamento. 

O enovelamento de proteínas não pode ser um processo randômico, uma 

vez que este processo levaria um tempo infinitamente longo para uma proteína 

testar todas as conformações possíveis. Segundo Levinthal (1969), este tempo 

aumentaria exponencialmente com o aumento da cadeia de aminoácidos, o quê 

torna o processo improvável dado à rapidez com que o enovelamento ocorre. Esta 

consideração sugere a existência de mecanismos específicos que possam 

simplificar a formação de estruturas protéicas enoveladas, estáveis e funcionais. A 

procura destes mecanismos tem levado à proposição de alguns modelos de 

enovelamento de proteínas, os quais serão apresentados neste tópico. Anfinsen 

(1973) mostrou que a RNAse A na presença de 8 M uréia e β-mercaptoetanol 

desenovelava e perdia sua função biológica, mas que após a remoção destes 

agentes desnaturante e redutor, respectivamente, a proteína se reenovelava e 

recuperava sua atividade biológica. Este trabalho serviu de suporte para a teoria 

que diz que as informações necessárias para a proteína se enovelar corretamente 

se encontram na sua estrutura primária (Anfinsen, 1973). 

A partir destes estudos a área de enovelamento de proteínas ganhou grande 

impulso e diversos modelos foram propostos e debatidos para se tentar explicar 

como as proteínas se enovelavam. Os principais modelos propostos para este 

mecanismo de enovelamento foram: nucleação (Wetlaufer, 1973); “Framework” 

(Ptitsyn e Rashin, 1975; Kim e Baldwin 1982; Kim e Baldwin, 1990); quebra-

cabeça (Harrison e Durbin, 1985); difusão-colisão (Karplus e Weaver, 1976); 

colapso hidrofóbico (Schellman, 1955; Kauzmann, 1959; Baldwin, 1989) e 

nucleação-condensação (Itzhaki et al., 1995; Fersht, 1995; Fersht, 1997). Alguns 

avanços nos estudos experimentais aliados aos teóricos, onde a mecânica 

estatística e os modelos de míminos energéticos (o estado conformacional de uma 

proteína está relacionado à sua energia mímina de estruturação) têm ganhado 

credibilidade, têm levado à introdução de uma nova visão sobre o enovelamento 

de proteínas que propôs o modelo do funil energético (Bryngelson et al. 1987; Sali 

et al., 1994; Onuchic et al., 1995; Dill e Chan, 1997). Esta visão sugere que o 

enovelamento segue a partir de um espaço conformacional mais amplo onde uma 
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proteína individual pode seguir rotas diferentes e paralelas que são capazes de 

resultar na formação de uma mesma conformação nativa. Contudo, alguns 

modelos defendem o enovelamento seqüencial e com intermediários definidos 

como o modelo hierárquico (Baldwin e Rose, 1999a e 1999b). 

 

1.1.2. Intermediários na via de enovelamento. 

Ptitsyn (1991) sugeriu um mecanismo de enovelamento de proteínas que 

ocorreria em três etapas: 1) formação muito rápida, de forma geral na escala de 

tempo em micro a milisegundos, de uma estrutura secundária; 2) colapso desta 

estrutura em uma forma compacta e sem conformação terciária rígida e 3) 

formação de estrutura nativa compacta. A presença de intermediários seria uma 

solução ao Paradoxo de Levinthal, pois a formação de estruturas parcialmente 

enoveladas restringiria o espaço conformacional. Contudo, a compreensão deste 

processo requer um melhor conhecimento das vias envolvidas, pois em muitos 

casos a estrutura nativa de uma proteína pode ser determinada mais pela via de 

enovelamento do que pela conformação mais estável (Baldwin, 1989). 

As estruturas intermediárias são também observadas durante o estudo da 

cinética de enovelamento de proteínas pequenas (Kim e Baldwin, 1990). O 

problema prático para se estudar intermediários presentes nesta via é que as 

reações de enovelamento para essas proteínas são altamente cooperativas, 

sendo que os intermediários formados só existem nesta forma por um curto 

período de tempo (Kim e Baldwin, 1990). Contudo, as α-lactalbuminas, as 

lisozimas e as apomioglobinas são alguns exemplos de proteínas que apresentam 

intermediários em equilíbrio (Kuwajima, 1989; Kim e Baldwin, 1990). Os estudos 

desses intermediários têm ajudado a responder questões relacionadas à rapidez e 

à eficiência do enovelamento de proteínas. Mais detalhes sobre a estrutura e 

formação de intermediários estão descritos no item 1.2.3 que trata da 

apomioglobina e sua via de enovelamento. 

 

1.2. Mioglobina como modelo biológico para estudo de enovelamento de 

proteínas. 
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1.2.1. Mioglobina: função biológica, ligação e coordenação do grupo heme. 

A mioglobina é uma hemeproteína abundante nos músculos de mamíferos 

e que possui importante função de armazenamento de oxigênio. In vivo, sua 

função está associada à ligação reversível do oxigênio podendo também ligar 

outras moléculas, tais como CO2, NO e CO (Antonini e Brunori, 1971). A 

capacidade da mioglobina em ligar o oxigênio depende da presença do grupo 

prostético (heme). Este grupo não polipeptídico consiste de uma protoporfirina 

(parte orgânica) e um átomo de ferro central (parte inorgânica) que em solução dá 

a mioglobina uma cor marrom avermelhada (Stryer, 1988). A protoporfirina é 

constituída de quatro anéis pirrólicos que formam o anel tetrapirrólico. O átomo de 

ferro da hemina está coordenado a quatro átomos de nitrogênio no centro do anel 

protoporfirínico (Fig. 1). Este ferro pode formar mais duas ligações que estão 

localizadas uma em cada lado do plano do anel protoporfirínico. Estas posições 

são nomeadas de quinta e sexta posições de coordenação. Este átomo de ferro 

pode ser encontrado no estado oxidado - férrico (3+) - ou reduzido – ferroso (2+) 

e, dependendo do seu estado de oxidação (Fe3+ + e- ⇔ Fe2+), o sítio da sexta 

coordenação pode ficar desocupado ou ligado ao O2, CO, NO ou ao isocianeto, 

quando no estado Fe2+, ou ligado ao CN-, N3
-, F-, SCN-, NO2

- ou ao NO quando no 

estado Fe3+ (Antonini e Brunori, 1971). 

 

Figura 1 – O grupo prostético heme. O grupo heme é constituído de uma 

protoporfirina (parte orgânica) e um átomo de ferro central (parte inorgânica). 
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Quando ligado à molécula de mioglobina, o grupo heme se localiza em uma 

cavidade onde suas cadeias laterais, altamente polares devido ao propionato, 

estão na superfície da proteína e se encontram ionizados em pH fisiológico 

(Hargrove e Olson, 1996). O resto da estrutura do grupo heme é encontrado no 

interior da mioglobina, onde permanece cercado por resíduos apolares, com 

exceção de duas histidinas (Fig. 2B). O átomo de ferro está diretamente ligado, 

mas não covalentemente ligado, à His 93 (sétimo resíduo da hélice F – F7) 

conhecida como histidina proximal, a qual ocupa a quinta posição de 

coordenação. Este átomo de Fe está posicionado 0,3 Å fora do plano da porfirina 

na direção da His 93. O sítio de ligação ao oxigênio encontra-se no outro plano 

que está direcionado para a sexta posição de coordenação, onde se encontra a 

segunda histidina que esta diretamente ligada ao ligante (Ex.: oxigênio), a His 64 

(E7). Esta histidina é denominada de distal por não estar diretamente ligada ao Fe 

do grupo heme como ocorre com a histidina proximal. Estas interações causam 

mudanças conformacionais na apomioglobina, resultando em uma estrutura mais 

compacta com aumento de aproximadamente 20% no teor de α-hélice (Breslow et 

al. 1965), que está relacionado à estruturação da hélice F (Cocco e Lecomte, 

1994; Eliezer e Wright, 1996). O aumento do teor de estrutura secundária to tipo 

α-hélice e os baixos valores das constantes de dissociação da ligação do grupo 

heme com a mioglobina (na ordem de 10-12 – 10-15 M) implicam num alto grau de 

especificidade deste processo de ligação (Hargrove et al., 1996a). Os resíduos de 

mioglobina envolvidos na coordenação do grupo heme estão destacados na 

Figura 2B. 

Normalmente, a coordenação do grupo heme à proteína produz uma 

intensa coloração marrom avermelhada na solução que está relacionada às 

transições eletrônicas envolvendo os orbitais moleculares da porfirina do grupo 

heme. Estas transições são influenciadas pelo tipo de ligação que as porfirinas 

fazem com as proteínas, pelo estado de oxidação do Fe que compõe o grupo 

heme, pela ligação axial do ferro à proteína e pela polaridade do meio que 

circunda o grupo heme (cavidade de ligação ao grupo heme) que é dependente do 

enovelamento da cadeia polipeptídica. Estes eventos são responsáveis pelas 

modificações no espectro de absorção das hemeproteínas, que é caracterizado 
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pela presença de duas bandas de absorção (Eaton e Hofrichter, 1981). Uma 

banda é delimitada pelo intervalo entre 390 e 450 nm e é denominada de banda 

de Soret ou banda B. A outra banda está no intervalo entre 500 e 600 nm e é 

denominada de banda visível ou banda Q. A banda Soret é tipicamente 5 a 10 

vezes mais intensa que a banda que ocorrem na região espectral do visível. Estas 

características contribuem para que as bandas de absorção referentes à 

coordenação do grupo heme nas hemeproteínas constituam sondas importantes 

no monitoramento de mudanças conformacionais destas proteínas. 
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A 
-1- VLSEGEWQLVLHVWAKVEADVAGHGQDILIRLFKS HPETLEKFDRFK- 

             A                B            C 

-48-HLKTEAEMKA SEDLKKHGVTVLTALGAILKKKGHHEAELKPLAQSHATK- 

          D            E                       F 

-97-HKIPIKYLEFISEAIIHVLHSRHPGFGADAQGAMNKALELFRKDIAAKYKELGYQG- 

                G                      H 

B 
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Figura 2 – Estrutura da mioglobina selvagem de baleia (Physeter catodon). A) 

Estrutura secundária e terciária da holoMb. As α-hélices que compõem a 

estrutura secundária da mioglobina estão nomeadas de A à H. O grupo heme está 

evidenciado pela cor amarela. Os resíduos destacados em vermelho e laranja 

mostram as histidinas 64 (distal) e 93 (proximal), respectivamente. Estes resíduos 

são responsáveis pela coordenação do grupo heme e constituem a quinta (His93) 

e a sexta (His64) posições de coordenação. O desenho foi obtido através da 

modelagem da estrutura de mioglobina extraída de um banco de dados de 

estrutura de proteínas (PDB, http://www.rcsb.org/pdb), código 5MBN, utilizando os 

recursos do programa WebLab ViewerLite 3.7 (Molecular Simulations Inc). B) 

Esquema da estrutura primária e secundária. A estrutura primária da 

mioglobina está representada pelas letras códigos de cada aminoácido e os 

aminoácidos que formam as α- hélices estão sombreados pela cor cinza. As 

hélices são nomeadas de A - H. As histidinas distal e proximal estão marcadas em 

vermelho e laranja, respectivamente, e os demais resíduos que são importantes 

para a coordenação e a estabilidade da ligação do grupo heme estão destacados 

pela cor vinho (Hargrove et al., 1996a). 
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1.2.2. Holo e apomioglobina. 

A mioglobina (Mb) de baleia (Physeter catodon), é uma proteína globular de 

massa molecular de 17 kDa (153 aminoácidos), monomérica e que possui 8 α-

hélices que são nomeadas de A - H (Takano, 1977) (Fig. 2B). Sua função, sua 

estrutura e sua via de enovelamento já foram extensamente estudadas (revisões 

recentes constam em Wright e Baldwin, 2000; Brunori, 2000; Wittenberg e 

Wittenberg, 2003). A habilidade de mioglobina ligar oxigênio depende da presença 

do grupo heme. Quando o grupo heme é retirado, a forma apo da mioglobina 

(ApoMb) ainda mantém a solubilidade, porém em concentrações mais baixas, e 

muitas das suas características estruturais. As principais diferenças são a perda 

da cor vermelha, menor elipticidade (–25.000 versus –18.000 deg.cm2.dmol-1) 

(Breslow et al., 1965), menor estabilidade (Griko et al., 1988) e menor 

compactação (Nishii et al., 1994). A apomioglobina (estado nativo) perde 

principalmente a estruturação da hélice F em relação à forma holo (Eliezer e 

Wright, 1996) e não possui características de ‘molten globule’ (Eliezer e Wright, 

1996; Ribeiro e Ramos, nesta tese – item 9.2). Contudo, o seu desenovelamento, 

diferente da forma holo, não é do tipo dois estados (Ramos et al., 1999). 

 

1.2.3. Apomioglobina e sua via de enovelamento. 

A ApoMb é considerada um ótimo modelo para o estudo de intermediários 

da via de enovelamento de proteínas (por exemplo: Hughson et al., 1990; Kay e 

Baldwin, 1996 e Ramos et al., 1999). Durante o desenovelamento induzido pela 

redução do pH, a ApoMb forma um intermediário em pH próximo de 4,2 com 

propriedades físicas tanto do estado enovelado (pH 7) quanto do desenovelado 

(pH 2) (Griko et al., 1988). As principais características são: elipticidade molar de 

aproximadamente -14.000 deg.cm2.dmol-1, perda global de estrutura secundária, 

mas com as hélices A, G e H (Hughson et al., 1990) e provavelmente uma parte 

da B (Loh et al., 1995; Eliezer et al., 1998) mais estruturadas, triptofanos 

parcialmente expostos (Kirby e Steiner, 1970) e estrutura terciária menos 

compacta que a forma nativa (Eliezer et al., 1995). 

A caracterização mais detalhada desse intermediário foi feita por 

experimentos de troca de deutério (Hughson et al., 1990; Jennings e Wright, 



 10

1993). Estes estudos mostram que o estado intermediário apresenta maior 

estruturação das hélices A, G e H em relação às demais hélices (Hughson et al., 

1990) e que esta estrutura está presente na via de enovelamento da mioglobina 

(Jennings e Wright, 1993). Estes resultados sugerem que a formação deste 

intermediário é uma etapa importante para que a ApoMb atinja seu estado nativo. 

A natureza da participação das hélices A, B, G e H na formação do intermediário 

em pH 4 foi estudada em diversos trabalhos utilizando mutagênese sítio-dirigida 

(Kay et al., 1999; Luo e Baldwin, 2001; Sirangelo et al. 2002; e muitos outros). As 

observações destes estudos suportam a teoria de um enovelamento seqüencial 

com subseqüente incorporação das hélices que ainda estão desordenadas 

resultando na formação de uma proteína com estrutura compacta e estável (Loh et 

al., 1995). 

Jennings e Wright (1993) mostraram que os últimos resíduos da hélice B 

também estão protegidos e sugerem que esta hélice está incorporada 

parcialmente ao domínio do intermediário durante o enovelamento. Outros 

trabalhos também sugerem a presença de dois intermediários na via de 

enovelamento desta proteína (Loh et al., 1995; Kiefhaber e Baldwin, 1995; Jamin e 

Baldwin, 1996; Eliezer et al., 1998; Nishimura et al., 2003). O restante da hélice B 

é incorporado após a formação deste primeiro intermediário. A incorporação 

seqüencial da hélice B, no intermediário (pH 4), é apoiada por experiências de 

troca de deutério na presença de TCA 20 mM (Loh et al., 1995). A adição de TCA 

aumenta a elipticidade e a estabilidade do intermediário que tem um fator mais 

elevado de proteção para as hélices de A, G e H e para a hélice B (Loh et al., 

1995). Um aumento dos valores da elipticidade e da estabilidade relativa do 

intermediário em pH 4 também é mostrado quando a hélice B é estabilizada pela 

mutação dos resíduos G23 e G25 por alaninas (Kiefhaber e Baldwin, 1995). Jamin 

e Baldwin (1998) identificaram duas formas de intermediários, Ia e Ib, que 

coexistiriam em pH 4 em um equilíbrio que depende do pH, da concentração de 

uréia e de ânions. A evidência para os dois intermediários vem da diferença entre 

os espectros de emissão de fluorescência da proteína entre pHs 3,4 e 4,2 e do 

aumento da sua fluorescência quando se usa uréia 1 M. A conclusão foi que Ia não 

teria a hélice B ainda formada e seria a única forma em pH 3,4. Em pH 4,2 a forma 
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dominante seria Ib, com a hélice B total ou parcialmente formada, que seria a 

primeira a se desenovelar em presença de 0 a 1M uréia, onde apenas Ia estaria 

presente. Eliezer et al. (1998) mostraram com mais detalhe a composição 

estrutural do intermediário através de experimentos de ressonância magnética 

nuclear. Este trabalho mostra que a hélice B está mais estruturada no 

intermediário em pH 4, sugerindo que o domínio de A[B]GH é o núcleo deste 

intermediário. Estes resultados foram confirmados por experimentos de simulação 

feitos por Onufriev et al. (2003). Nishimura et al. (2002 e 2003), estudando a troca 

de hidrogênio avaliada pela espectrometria de massa em mutantes de Mb 

mostraram proteções diferentes para os vários resíduos da hélice B, sugerindo 

que esta esteja parcialmente enovelada no intermediário. Em conjunto, estes 

resultados demonstram maior estruturação para a porção C-terminal da hélice B 

do que para a sua porção N-terminal. 
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1.3. O uso de deleção e de permutação nos estudos da estrutura, função e 

enovelamento de proteínas. 

 

Na hierarquia da estrutura de proteínas, as estruturas pregueadas e as 

hélices são os blocos básicos responsáveis pela montagem da topologia de uma 

proteína (Chotia, 1984; Woolfson et al, 1993). Para aprofundar este entendimento, 

estudos sobre proteínas mutantes de deleções em série e de permutações 

circulares permitem a identificação de regiões em uma proteína que podem estar 

envolvidas com sua topologia, sua via de enovelamento e a sua função. 

As deleções em série são geralmente obtidas através de técnicas de 

engenharia genética (alguns exemplos podem ser vistos em Ramos, 1999 e 

Grandori et al., 2000). Outra possibilidade é a digestão química ou enzimática de 

proteínas e a posterior purificação dos fragmentos que são eleitos como alvo do 

estudo (De Sanctis et al., 1986). Com relação às permutações, estas proteínas 

podem ser obtidas através da união de suas extremidades N- e C- terminais 

(circularização da proteína) que posteriormente podem ser submetidas à clivagem 

seriada permitindo a criação de novas extremidades N-terminais e a identificação 

de elementos de enovelamento (Iwakura et al., 2000). Ainda nas permutações, a 

união das unidades a serem permutadas pode ser feita pela ligação peptídica 

entre as extremidades N- e C- terminais, quando estas partes se encontram 

próximas na estrutura nativa selvagem, ou através de engenharia de proteína que 

permite a ligação em série de dois cDNAs de uma mesma proteína, em geral 

ligadas por 5 a 16 aminoácidos com propensão à formação de uma estrutura 

secundária mais flexível, como ocorre nas seqüências formadas por serinas e 

glicinas (Heinemann e Hahn, 1995). 

De forma geral, a importância destes métodos para estudar proteínas pode 

ser identificada por um grande número de trabalhos que utilizam estas estratégias, 

por exemplo: funcionalidade de permutações circulares de inibitor de tripsina 

pancreática bovina (Goldemberg e Creighton, 1983); reações enzimáticas de 

mutantes de permutação da beta alfa barril (Luger et al., 1989); estrutura e 

estabilidade de permutações da lisozima T4 (Zhang et al., 1993); enovelamento de 

mutantes de deleção do inibidor da quimotripsina-2 (de Prat-Gay et al., 1995); via 
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de enovelamento de mutantes circularmente permutados do domínio da α-

spectrina SH3 (Viguera et al., 1995); deleção em série para mapear regiões 

funcionais da subunidade do sistema inibitório da troponina (Ramos, 1999); e 

deleções e permutação de resíduos da dihidrofolato redutase para estudo de sua 

estrutura e estabilidade (Smith e Matthews, 2001). Entretanto, muito ainda tem de 

ser compreendido sobre o efeito destas mudanças na função e na estabilidade 

das proteínas. Portanto, a análise dos efeitos das deleções e das permutações em 

outras proteínas pode ajudar a adicionar dados para maior compreensão e para a 

elaboração de um modelo geral sobre a estrutura, a função e a via de 

enovelamento de proteínas. Neste contexto, a mioglobina constitui um dos 

melhores representantes da família das globinas para a execução deste tipo de 

estudo, uma vez que sua função, sua estrutura e sua via de enovelamento já 

foram extensamente estudadas. 

A utilização de deleções de hélices em Mb sugere pequenos efeitos em sua 

função (De Sanctis et al, 1994; De Sanctis et al. 1986; Grandori et al., 2000). Estes 

estudos foram feitos com Mbs de coração de cavalo, que foram submetidas à 

digestão enzimática, que são formadas apenas pelos resíduos 32 ao 139 (De 

Sanctis et al, 1994; De Sanctis et al. 1986), e com Mb recombinante da baleia 

formadas apenas pelos resíduos 29 ao 105 (Grandori et al., 2000) e mostraram 

que estes núcleos mínimos são capazes de ligar o grupo heme. Entretanto, a 

forma apo de uma série de mutantes de deleção da extremidade C-terminal é 

mostrada na maior parte como uma estrutura desenovelada (Grandori et al., 2000; 

Chow et. al. 2003) e com grande tendência à formação de agregados (Chow et al, 

2003). Adicionalmente, a forma apo da Mb da musculatura do caração de cavalo 

formadas pelos resíduos 32 ao 139 (apo-mini-Mb) apresentou um intermediário 

parcialmente enovelado em pH 4,7, apesar da ausência da hélice A e de grande 

parte da hélice H que são hélices importantes para a estabilidade do intermediário 

da ApoMb (De Sanctis et al., 1994). O grupo de Brunori interpretou estes 

resultados sugerindo que a aquisição de um estado enovelado de Apo-mini-Mb 

ocorreria através de uma via alternativa que pode ou não ser seguida pela 

ApoMbWT. Estes experimentos contradizem outras evidências experimentais que 

indicam que apenas as hélices A, G e H fariam parte de um intermediário 



 14

obrigatório da via de enovelamento da apomioglobina (Hughson et al., 1990; 

Eliezer et al., 1998; Kay et al., 1999; Tcherkasskaya e Ptitsyn, 1999). 

Recentemente uma Mb, onde a hélice H é N-terminal e a hélice G é C-terminal, foi 

caracterizada, e os resultados mostram que esta permuteína atinge um estado 

enovelado e funcional com características similares ao estado nativo da Mb 

selvagem (Fishburn et al., 2002). 

 

1.4. Espectroscopia no estudo de mioglobina. 

 

1.4.1. Dicroísmo circular. 

O dicroísmo circular (CD) é um fenômeno que ocorre quando a luz 

circularmente polarizada interage com um cromóforo opticamente ativo 

(assimétrico) (para revisão: Kelly e Price, 1997). Nas proteínas, os cromóforos 

mais opticamente ativos são as ligações amídicas (sonda de estrutura secundária) 

e as estruturas aromáticas (sondas de estrutura terciária) que são melhor 

caracterizadas na região do ultravioleta distante (abaixo de 250 nm) e ultravioleta 

próximo (250-300 nm), respectivamente. Conseqüentemente, os espectros de CD 

podem ser usados na detecção de mudanças estruturais de proteínas, induzidas 

por agentes químicos e físicos, e no auxílio de cálculos da quantidade de estrutura 

secundária (para revisão: Kelly e Price, 1997). Adicionalmente, o dicroísmo 

circular também pode ser utilizado para a determinação de elementos de 

estruturas terciárias (Venyaminov e Vassilenko, 1994). Neste contexto, as 

proteínas têm sido divididas em cinco classes baseadas na sua estrutura 

secundária (Levitt e Chothia, 1976): 1) toda -α (principalmente α- hélices), 2) toda -

β (principalmente folhas -β pregueadas), 3) α + β (regiões α e β separadas), 4) α/β 

(regiões com α e β misturadas) e 5) randômica (predominantemente 

desordenada). Manavalan e Johnson-Jr (1987) sugeriram que seria possível 

identificar uma classe estrutural de uma proteína através da inspeção visual de 

seu espectro de dicroísmo circular. Eles encontraram que as estruturas toda -α 

(principalmente α- hélices) mostram valores negativos pronunciados nos sinais de 

CD em 222 e em 208 nm e pronunciados valores positivos nos sinais entre 190 

nm e 195 nm. Proteínas com toda a sua estrutura em α-hélices podem ser 
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distinguidas de proteínas contendo alguma estrutura β pela mudança de sinal do 

CD de negativo para positivo nos comprimentos de onda abaixo de 180 nm. As 

proteínas com estruturas α + β podem ser distinguidas das estruturas α/β pela 

razão relativa dos sinais em 222 e em 208 nm. Nos tipos α + β o sinal em 208 nm 

é maior do que o sinal em 222 nm, enquanto estas amplitudes relativas em α/β 

são inversas. Estes sinais característicos podem ser avaliados em programas 

computacionais já existentes que podem dar maior precisão na estimativa dessas 

classes de estruturas (Greenfield, 1996). Segundo a classificação das proteínas 

através da estrutura secundária, que foi proposta por Levitt e Chothia (1976), a 

mioglobina é uma proteína pertencente à classe 1, pois é formada principalmente 

por α-hélices. Desta forma, as mudanças estruturais que possam ocorrer nesta 

proteína, quando submetida a variações do meio (exemplo: variação de 

temperatura, de concentração de uréia ou de pH), podem ser facilmente 

monitoradas a partir da inspeção do espectro de CD, principalmente na região do 

ultravioleta distante, e do sinal dicróico em 222 nm (como exemplo desta aplicação 

veja anexo, item 9.2). 

 

1.4.2. Fluorescência. 

A emissão de fluorescência é um fenômeno físico que ocorre quando um 

elétron retorna de um estado excitado para o estado basal. Quando no estado 

excitado, alguma energia é sempre perdida por outros processos não radioativos 

tais como: energia vibracional e calor. Conseqüentemente, a energia da luz 

emitida é sempre menor que a energia da luz absorvida (luz de excitação) o quê 

resulta em uma emissão de fluorescência do cromóforo em comprimentos de 

ondas maiores que o de sua absorção. As proteínas possuem três aminoácidos 

que podem contribuir para a fluorescência intrínseca, que são: triptofano (Trp), 

tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe). A emissão de fluorescência do Trp é muito 

sensível ao solvente, logo este resíduo é uma sonda muito útil no estudo de 

mudanças conformacionais nas proteínas. Os comprimentos de excitação usados 

para excitar estes resíduos estão no intervalo entre 260 e 295 nm. Para separar as 

contribuições de Tyr e Trp podem ser usados 260 nm para seleção do espectro de 

Tyr e 295 nm para espectro de Trp. Após a excitação, o Trp emite uma 
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fluorescência em comprimentos de ondas maiores que dá informações sobre o 

grau de exposição deste fluoróforo ao solvente. Geralmente, quanto maior o 

comprimento de onda de emissão maior é o grau de exposição deste fluoróforo. A 

contribuição da emissão de fluorescência é atribuída em maior escala ao Trp em 

relação a Tyr. Contudo, dependendo da proporção destes fluoróforos e da 

proximidade entre eles, podemos observar comportamentos diferenciados do 

espectro de emissão de fluorescência, tais como: supressão de fluorescência e 

deslocamento do máximo de emissão. 

A mioglobina, que é um dos modelos biológicos no estudo de enovelamento 

de proteínas, possui na sua estrutura primária dois triptofanos que estão 

localizados na hélice A (Trp7 e Trp14) e que têm sido bastante utilizados como 

sondas de estrutura terciária (Veja revisão: Postnikova, 1999). Estes triptofanos se 

encontram voltados para o interior da proteína em pHs maiores que 5,0 e são 

muitos sensíveis às variações do ambiente, tais como: concentração de agentes 

caotrópicos, pH e temperatura. Como exemplo desta sensibilidade podemos 

comentar o desenovelamento em meio ácido de ApoMb. Neste desenovelamento, 

à medida que o pH do meio varia de 5,0 para 4,0, a apomioglobina apresenta um 

aumento no valor da intensidade de emissão de fluorescência junto com um 

deslocamento, para o vermelho, do comprimento de onda máximo (λmáx) de 

emissão de fluorescência. A partir do pH 4,0, os valores da intensidade de 

emissão de fluorescência diminuem à medida que os valores de pH diminuem, 

enquanto o λmáx de emissão de fluorescência se desloca para o vermelho (Kirby e 

Steiner, 1970; Irace et al., 1981; Postnikova et al., 1991). Estas variações que 

ocorrem nos valores de intensidade e de λmáx de emissão de fluorescência 

constituem uma ferramenta poderosa no estudo de desenovelamento e 

enovelamento de mioglobina e pode fornecer informações sobre a estabilidade 

(Ramos et al., 1999), via de enovelamento (Jamin e Baldwin, 1996 e 1998) e 

estrutura terciária desta proteína (ver como exemplos: Kay e Baldwin, 1996; 

Postnikova, 1999). 
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2. OBJETIVOS. 

Para compreender mais sobre o papel da disposição das hélices, que estão 

descritas como sendo importantes na formação dos intermediários (Fig. 3), na 

estrutura, função e na via de enovelamento da mioglobina (Mb) uma série de 

mutantes de deleção e de mutantes de permutação desta proteína foram 

preparados. Estes mutantes podem ser divididos em três classes distintas: i) 

mutantes com deleção das hélices H (Mb1-123) e GH (Mb1-99); ii) duas permutações 

circulares das extremidades N-terminais: a Mb-B_GHA (hélice B é N-terminal e a 

hélice A é C-terminal) e a Mb-C_GHAB (hélice C é N-terminal e a hélice B é C-

terminal) e iii) uma permutação linear C-terminal, onde a hélice H é N-terminal, a 

hélice G foi deletada e a hélice F é a extremidade C-terminal (Mb-HAB_F). As 

características destes mutantes foram determinadas por métodos 

espectroscópicos e hidrodinâmicos e estão detalhadas nesta tese. 

 

 

Figura 3 - Esquema da estrutura terciária de Mb destacando as hélices 

envolvidas na formação dos intermediários de enovelamento. As hélices 

AGH, que formariam o intermediário proposto por Hughson et al. (1990), mais a 

hélice B, que incorporado ao domínio AGH formaria um outro intermediário como 

proposto por Loh et al. (1995), estão evidenciadas pelas cores vermelha (A), 

amarela (B), ciano (G) e verde (H). As demais hélices (C, D, E e F), que estariam 

desestruturadas nos intermediários, estão marcadas em azul escuro. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS. 

 

3.1. Construção, clonagem, expressão e purificação de mutantes de 

permutação e de deleção de hélices da mioglobina selvagem de espermacete 

(Physeter catodon). 

 

3.1.1. Construção, clonagem, expressão e purificação do mutante de deleção da 

hélice H. 

Este item está descrito no manuscrito que se encontra no anexo (item 9.1): 

Ribeiro-Júnior, E. A., Regis, W. C. B., Tasic, L. and Ramos, C. H. I. (2003). Fast 

purification of the Apo form and of a non-binding heme mutant of 

recombinant sperm whale myoglobin. Protein Expres. Purif. 28, 202-208. 

 

3.1.2. Construção e clonagem do mutante de deleção das hélices GH. 

Os métodos para a construção deste mutante foram os mesmos descritos 

para o mutante de deleção da hélice H (ver item 3.1.1). Para a deleção das hélices 

GH foram utilizados os oligonucleotídeos Pro100*GHdel (insere um códon para 

parada de transcrição (*) na posição da prolina 100 da MbWT – Tabela 1) para 

extensão no sentido 5’→3’, juntamente com o oligonucleotídeo GHCTPCR (Tabela 

1) para extensão da fita complementar (sentido 3’←5’). Esse oligonucleotídeo 

Pro100*GHdel também inseriu um sítio de restrição SphI no produto de PCR, 

enquanto que o oligonucleotídeo GHCTPCR manteve o sítio de restrição XhoI. 

Esta estratégia possibilitou a dupla digestão do produto de PCR e do vetor pT7-

7MbWT com as enzimas de restrição (SphI e XhoI) para a clonagem conforme 

está descrito para a deleção da hélice H (Item 3.1.1). 

3.1.3. Construção e clonagem dos mutantes de permutação da hélice H e deleção 

da hélice G e de permutação das hélices A e AB. 

Os oligonucleotídeos utilizados nas construções dos mutantes de 

mioglobina estão documentados na Tabela 1. Para cada amplificação foi utilizado 

um par de oligonucleotídeos, um deles estendeu a fita no sentido 5’→3’ e o outro 
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estendeu a fita no sentido complementar (3’←5’). O primeiro oligonucleotídeo 

contém um sítio para a enzima de restrição, NdeI, que serviu para a clonagem e 

mudança do sítio de iniciação da transcrição. O segundo oligonucleotídeo contém 

um sítio de restrição (BamHI ou SalI), que serviu para clonagem, e um códon de 

parada de transcrição. Esta estratégia está mostrada na Figura 4, onde a 

obtenção do cDNA da mioglobina mutante que possui permutação da hélice H, da 

parte C-terminal para a N-terminal, e não possui a hélice G foi usada como 

exemplo. Nesta construção, os oligonucleotídeos Gly124NdeIHperm e 

Pro100*GHperm (Tabela 1) se anelaram nas fitas molde 5’→3’ e 3’←5’, 

respectivamente. A fita molde utilizada neste processo de permutação foi feita a 

partir de dois cDNAs de mioglobina selvagem (Physeter catodon), que foram 

unidos em série por uma seqüência de nucleotídeos que codificam quatro pares 

de serinas e glicinas também em série – (SG)4, com um códon de parada de 

transcrição localizado no segundo cDNA. Esta seqüência está clonada em um 

vetor de expressão pT7-7a (Amershan Life Science) e foi produzida por Ramos 

(esta construção é descrita pela primeira vez nesta tese de doutoramento - ver 

apêndice, item 7.1). O produto de amplificação que foi obtido pelo método de PCR 

apresentou um sítio para a enzima NdeI e o códon de iniciação de transcrição 

(Met) na posição do códon para Gly124 referente à primeira mioglobina e um 

códon de parada de transcrição na posição Pro100 referente à segunda 

mioglobina, além do sítio para a enzima SalI que está localizado após o códon da 

Pro100. Este produto de PCR foi digerido por estas duas enzimas de restrição 

(NdeI e SalI) para possibilitar a clonagem no vetor de expressão pT7-7a 

previamente digerido pelas mesmas enzimas de restrição. O novo cDNA 

(cDNA2Mb) codifica uma proteína que se inicia pelo códon de Met (atg), seguido 

do resíduo Ala125 (início da hélice H) e termina no resíduo Ile99 (ultímo resíduo 

entre as hélices FG). Seguindo este tipo de estratégia, as combinações dos 

oligonucleotídeos Glu18NdeIAperm mais Ala19*Aperm e Lys34NdeIABperm mais 

Ser35*ABperm (Tabela 1) foram utilizadas nas construções das permuteínas Mb-

B_GHA e Mb-C_GHAB, respectivamente. 
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Figura 4 – Construção do mutante com permutação da hélice H e deleção da 

hélice G de MbWT. (I) Esquema das fitas molde 5’→3’ e 3’←5’ do cDNA das duas 

mioglobinas clonadas em pT7-7a. As letras A até H no topo dos esquemas I à III 

representam as hélices da mioglobina que são decodificadas a partir deste cDNA. 

(SG)4 representa a junção entre os dois cDNAs de mioglobina composta dos 

códons que codificam quatro duplas de serinas e glicinas. As setas vermelhas 

(Gly124NdeIHperm) e verdes (P100*GHperm) representam os oligonucleotídeos 

para a realização do PCR (Tabela 1). (II) Esquema do produto de PCR que 

codifica a seqüência de uma mioglobina com a hélice H permutada da parte C-

terminal para a N-terminal e que não possui a hélice G. (III) Produto de PCR 

digerido pelas enzimas de restrição NdeI e SalI para a clonagem em vetor de 

expressão. As linhas pontilhadas na posição vertical indicam a região de clivagem 

das enzimas de restrição. 
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Tabela 1 – Oligonucleotídeos para construção de mutantes. 

Sigla1 Seqüência2 

Gly124*Hdel 5’ accctgagcgtcgactcagaagtcacctgg 3’ (a) 

Pro100*GHdel 5’ tcgcatgctactaaacataagatttaaatcaaatacctg 3’ (b) 

Gly124NdeIHperm 5’ caggtgaccatatggctgacgctc 3’ 

Pro100*GHperm 5’ aattccaggatccgatttagatcttatgt 3’ (b) 

Glu18NdeIAperm 5’ gtttgggctaaacatatggctgacgtcgct 3’  

Ala19*Aperm 5’ atgaccagggatcccttattcaactttagcc 3’ (b) 

Lys34NdeIABperm 5’ ttgattcgactgcatatgtctcatccggaa 3’  

Ser35*ABperm 5’ cagaggatccggatgttatttgaacagtc 3’ (b) 

GHCTPCR 5’ gtcccaattactccatgccccccagctgttccggaa 3’ (c) 
1As siglas dos oligonucleotídeos indicam as letras códigos e a posição do aminoácido que vai ser 

trocado, qual a principal mutação que vai ser inserida e a finalidade do oligonucleotídeo. 

Exemplos: Gly124*Hdel - mutação do códon referente a Gly124 da mioglobina selvagem por um 

códon de parada de transcrição (*) para deleção da hélice H (Hdel); Gly124NdeIHperm - mutação 

do códon referente a Gly124 da mioglobina selvagem por um sítio de NdeI e códon de iniciação 

de transcrição (NdeI) para permutação da hélice H (Hperm). 
2As seqüências em negrito representam os códons de iniciação (atg) e de parada de transcrição 

(tga ou taa), enquanto que as seqüências sublinhadas representam os sítios de restrição criados. 

(a) este oligonucleotídeo insere um sítio de restrição para SalI (gtcgac) para clonagem em vetor de 

expressão. 

(b) Estes oligonucleotídeos inserem um sítio de restrição para BamHI (ggatcc) que serve para 

clonagem em vetor de expressão. 

(c) GHCTPCR é usado na mutação de deleção das hélices GH. Este oligonucleotídeo inicia seu 

pareamento na posição N152 de Mbwt e vai até o 31º nucleotídeo no vetor pET3a ou pT7-7a, onde 

o cDNA de Mbwt está clonado. Este oligonucleotídeo mantém os dois códons de parada de 

transcrição da Mbwt (attact) e o sítio para enzima de restrição KpnI (ccatgc) e insere um sítio para 

SalI (cagctg). Estes dois sítios de enzima de restrição possibilitam a digestão do produto de PCR 

para a clonagem em vetor de expressão (pET3a ou pT7-7a). 

 

3.1.4. Expressão e purificação dos mutantes de deleção das hélices GH, de 

permutação da hélice H e deleção da hélice G e de permutação das hélices A e 

AB. 
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As proteínas foram purificadas conforme descrito nas duas referências 

abaixo que estão inseridas nos anexos (itens 9.1 e 9.2). 

 

Ribeiro-Júnior, E. A., Regis, W. C. B., Tasic, L. and Ramos, C. H. I. (2003). Fast 

purification of the Apo form and of a non-binding heme mutant of 

recombinant sperm whale myoglobin. Protein Expres. Purif. 28, 202-208; 

 

Ribeiro-Júnior, E. A. and Ramos, C. H. I. (2004) Origin of the anomalous 

circular dichroism spectra of many apomyoglobin mutants. Analytical 

Biochemistry, no prelo. 

 

3.2. Determinação da concentração, preparação da forma ligada ao grupo 

heme, espectroscopia de absorção, espectropolarimetria de dicroísmo 

circular e desenovelamento induzido por uréia e por pH. 

Estes métodos estão descritos nas duas referências abaixo que estão nos 

anexos (itens 9.1 e 9.2) e as informações adicionais para cada experimento estão 

contidas nas legendas das figuras. 

 

Ribeiro-Júnior, E. A., Regis, W. C. B., Tasic, L. and Ramos, C. H. I. (2003). Fast 

purification of the Apo form and of a non-binding heme mutant of 

recombinant sperm whale myoglobin. Protein Expres. Purif. 28, 202-208; 

 

Ribeiro-Júnior, E. A. and Ramos, C. H. I. (2004) Origin of the anomalous 

circular dichroism spectra of many apomyoglobin mutants. Analytical 

Biochemistry, no prelo. 

 

3.3. Fluorescência estática. 

Os experimentos de fluorescência foram realizados utilizando um 

fluorímetro de fase-multifreqüência (ISS K2), cubetas de quartzo de 1 cm x 1 cm 

de caminho ótico e 1 a 2 µM de proteínas. Os programas utilizados para registro e 
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análise dos dados foram o ISS (ISS) e o Origin® versão 6,1 (Microcal™). A 

temperatura da câmara de leitura foi mantida a 4 °C através de um controlador de 

temperatura digital Multi Temp III (Pharmacia Biotech). Os espectros de 

fluorescência foram obtidos utilizando o comprimento de onda (λ) de excitação de 

280 nm, fendas de excitação e de emissão de 4 nm e de 16 nm, respectivamente. 

Os pontos para composição do espectro de emissão foram coletados a cada 1 nm 

dentro do intervalo de 300 a 450 nm com velocidade de varredura de 50 nm/min. 

Os dados foram analisados em função da intensidade de fluorescência em 330 nm 

e/ou cálculo do centro de massa espectral, <λ>, definido pela equação abaixo. As 

informações adicionais de cada experimento estão descritas nas legendas das 

figuras. 

<λ> = ∑(λi x Fi)/∑Fi (Eq. 01), 

onde λi corresponde aos comprimentos de onda utilizados para a aquisição do 

espectro de fluorescência, Fi é a intensidade de fluorescência em λi e ∑Fi é a 

somatória de Fi. 

 

3.4. Tempo de vida de fluorescência. 

As medidas do tempo de vida de fluorescência foram feitas no intervalo de 

4-200 MHz utilizando um fluorômetro de modulação e fase com correlação 

cruzada e multi-freqüência (ISS K2). A excitação foi feita em 280 nm. A emissão 

foi observada usando um filtro óptico de 310 nm (Edmund Industrial Optics). O 

decaimento da intensidade de fluorescência (I) foi analisado segundo uma função 

multi-exponencial, que descreve o comportamento das curvas de fase e de 

modulação que estão em função da freqüência (MHz) [Fig. 5], para a 

determinação do tempo de vida de fluorescência (Lakowicz, 1999): 

I(t,λ)=∑n
i αi(λ)e-t/τi (Eq. 02), 

onde αi é a constante de decaimento, τi é o de tempo de vida a ser calculado e λ é 

o comprimento de onda de emissão. O termo i é o número de componentes da 

função exponencial que nesta tese se restringiu a dois termos. A contribuição 

relativa de cada componente de tempo de vida (ƒ) do total da emissão foi 

calculada pelas equações: 
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ƒ1=(α1τ1)/[(α1τ1)+ (α2τ2)] (Eq. 03), sendo 

ƒ1+ƒ2=1 (Eq. 04) 

O tempo de vida médio (ns) representado pelo termo <τ> foi calculado segundo a 

equação: 

<τ>=α1τ1 + α2τ2 (Eq. 05) 
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Figura 5 – Exemplo de uma curva fase-modulação em função da frenqüência 

(MHz), utilizada para a determinação do tempo de vida de fluorescência, 

obtida com auxílio de um fluorômetro de fase e modulação com correlação 

cruzada e multi-freqüência (ISS K2). As linhas representam os ajustes das 

curvas experimentais, fase e modulação, por uma função exponencial. 

 

3.5. Cromatografia em gel filtração. 

A cromatografia em gel filtração foi feita utilizando uma coluna Superdex 75 

HR 10/30 (Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden) conectada a um sistema 

ÄKTA FPLC ou HPLC Purifier (Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden). O perfil 

cromatográfico foi monitorado utilizando os comprimentos de onda de 280 nm 

(absorção do Trp) e 423 nm (banda de Soret, monitoramento da forma holo de 

Mb). A coluna de gel filtração foi equilibrada com dois volumes de coluna do 

tampão apropriado e que está descrito na legenda da figura. As amostras de 
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proteína (0,5 a 1,5 mg/mL) foram aplicadas na coluna e a eluíção foi mantida a 

uma taxa de 0,5 mL/min à temperatura ambiente. As massas moleculares 

aparentes das proteínas em estudo foram avaliadas utilizando como referência um 

padrão de massa molecular também aplicado na coluna sob as mesmas 

condições. As proteínas contidas no padrão de massa molecular foram as 

seguintes: lisozima de clara de ovo de galinha (14,29 kDa), RNAse A I de 

pâncreas bovino (16,50 kDa), mioglobina de coração de cavalo (16,95 kDa) e BSA 

- albumina de soro bovino (67,00 kDa) como informados pelo fabricante (Sigma). 

Os reagentes utilizados nos experimentos são de grau analítico. Adicionalmente, a 

cromatografia em gel filtração foi utilizada para eliminar as frações agregadas que 

estão presentes nas preparações das formas holo das permuteínas. 

 

3.6. Desenovelamento térmico monitorado por CD. 

O desenovelamento térmico dos mutantes Mb-C_GHAB e Mb-B_GHA, 

ligados ao grupo cianoheme, foi monitorado pelo sinal de CD em 222 nm. Nestes 

experimentos, as proteínas foram diluídas para a concentração final de 2 µM em 

tampão 10 mM fosfato de sódio pH 7,0. A variação de temperatura foi programada 

para ocorrer de 20°C para 90°C a uma taxa de 1°C/min. Esta variação foi feita 

através de um controlador de temperatura NESLAB RTE Series (NESLAB) 

acoplado a um sistema do tipo Peltier. As medidas de CD foram feitas utilizando 

um espectropolarímetro J-810 (JASCO) e cubetas de 0,1 cm de caminho ótico. Os 

valores da temperatura de transição (Tm) foram calculados a partir da 1ª derivada 

aplicada sobre as curvas de desenovelamento térmico obtidas nestes 

experimentos. Este tratamento matemático foi feito on-line utilizando o programa 

de análise de dados da JASCO. Embora os desenovelamentos térmicos para as 

mioglobinas selvagem e permutadas não sejam reversíveis, o quê restringe uma 

análise termodinâmica, esses valores de Tm foram utilizados como um parâmetro 

inicial de comparação das estabilidades das formas holo destas mioglobinas. 

 

3.7. Análise dos dados. 

Os perfis de desenovelamento de proteínas, induzidos por uréia, foram 

monitoradas por dicroísmo circular (CD) e emissão de fluorescência dos Trps (FL) 
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e foram úteis para a aquisição de parâmetros termodinâmicos. Estes parâmetros 

foram utilizados para as comparações das estabilidades entre as proteínas, 

analisadas neste trabalho, e estão detalhados nesta seção. As análises destes 

dados foram feitas utilizando o programa Origin® versão 6,1 (Microcal™). 

A utilização da variação da energia livre de Gibbs (∆G), na ausência de 

desnaturante (∆GD
H2O), foi uma das alternativas para a comparação da 

estabilidade entre as proteínas. Esta variação foi calculada através do método de 

extrapolação linear utilizando os dados da pré e da pós-transição de 

desenovelamento das proteínas, nos casos em que estes desnovelamento são 

reversíveis e em dois estados (Santoro e Bolen, 1988). Para tanto, considerou que 

as transições N (estado nativo) - D (estado desnaturado) ou I (estado 

intermediário) – D (estado desnaturado) podem ser descritas como um processo 

do tipo tudo ou nada. Para simplificar o nosso raciocínio seguiremos apenas com 

a transição N-D que também se aplica para a transição I-D: 

fN+ fD=1 (Eq. 06), 

sendo fN e fD as frações de proteínas nos estados nativo e desnaturado, 

respectivamente. A partir desta consideração utilizou-se a equação de Gibbs, que 

relaciona energia livre com a constante de equilíbrio: 

∆G=-RTlnKeq (Eq. 07), 

onde ∆G é a variação de energia livre do processo, R é a constante universal dos 

gases perfeitos, T é a temperatura absoluta (Kelvin) e Keq é a constante de 

equilíbrio. A constante de equilíbrio para o desenovelamento da proteína no 

estado nativo pode ser calculada pela seguinte relação: 

Keq=fD/fN (Eq. 08) 

Considerando a variável y como um sinal experimental, que foi observado 

pela sonda (no nosso caso: CD ou FL), utilizado para seguir o desenovelamento 

da proteína (variável com dependência linear): 

(yNfN)+(yDfD)=y (Eq. 09) 

 

Keq=fD/fN=(yN-y)/(y-yD) (Eq. 10) 
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Aplicando-se na equação de Gibbs temos a variação da energia livre de 

desenovelamento em função de y para cada ponto dentro da zona de transição 

(∆G0
D): 

∆G0
D=-RTln((yN-y)/(y-yD)) (Eq. 11) 

Tanto a pré-transição (N-estado nativo), quanto a pós-transição (D-estado 

desenovelado) podem ser descritas por equações de retas: 

yN=mN[U]+y0
N (Eq. 12) 

yD=mD[U]+y0
D (Eq. 13) 

onde yN e yD são as variáveis da pré e pós-transição, respectivamente, que são 

fornecidas experimentalmente pelo sinal da sonda, em função da concentração de 

desnaturante utilizada ([U]). y0
N e y0

D são os valores obtidos pelo sinal da sonda 

quando a proteína está nos estados nativo e desnaturado, respectivamente e mN e 

mD representam as inclinações destas equações de reta. 

Este raciocínio pode ser extrapolado para a zona de transição. Portanto, 

combinando as equações 10, 11, 12, 13 e 14 e utilizando-se a inclinação da reta, 

obtida em um gráfico de ∆G0
D (kcal/mol) versus concentração do desnaturante [U] 

(Eq. 14), como valor de m temos que: 

Keq=(yN-y)/(y-yD) (Eq. 10) 

yN=mN[U]+y0
N (Eq. 12) 

yD=mD[U]+y0
D (Eq. 13) 

∆G0
D=∆GD

H20-m[U] (Eq. 14)  

A Eq. 11 combinada com a Eq. 14 temos: 

-RTln((yN-y)/(y-yD))=∆GD
H20-m[U] (Eq. 15), que combinada com as Eqs. 12 

e 13 temos a seguinte dedução: 

-RTln(((mN[U]+y0
N)-y)/(y-(mD[U]+y0

D)))= ∆GD
H2O-m[U] 

exp-((∆GD
H20/RT)- (m[U]/RT))= (((mN[U]+y0

N)-y)/(y-(mD[U]+y0
D))) 

y.exp-((∆GD
H20-m[U])/RT))+y=((mN[U]+y0

N)+(mD[U]+y0
D)).exp-(∆GD

H20-

m[U])/RT) 

y=[((mN[U]+y0
N)+(mD[U]+y0

D))exp-(∆GD
H20-m[U])/RT)]/[1+ exp-((∆GD

H20-

m[U])/RT))] (Eq. 16), 
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onde ∆GD
H2O é a variação de energia na ausência de desnaturante, R é a 

constante universal dos gases e T é a temperatura na qual o experimento foi 

realizado. 

A Eq. 16 foi utilizada para ajustar as curvas de enovelamento para definir os 

parâmetros de ∆GD
H2O (kcal/moL), de m (kcal/moL.M), constante considerada 

como um grau de exposição da proteína ao desnaturante (Tanford, 1968), e de 

Cm que é a concentração molar de desnaturante na metade da transição, onde a 

metade da população de proteínas está desenovelada. 
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4. RESULTADOS. 

 

4.1. Clonagem dos mutantes de deleção (Mb1-123 e Mb1-99), de permutação 

com deleção (Mb-HAB_F) e de permutações circulares (Mb-B_GHA e Mb-

C_GHAB). 

Os cDNAs dos mutantes Mb1-123, Mb1-99 e Mb-HAB_F foram clonados em 

vetores de expressão pT7-7a, enquanto que os cDNAs dos mutantes Mb-B_GHA 

e Mb-C_GHAB foram clonados em vetores de expressão pET3a. A clonagem 

correta e a exatidão das mutações foram confirmadas pelo seqüenciamente de 

DNA. 

 

4.2. Expressão e purificação das proteínas mutantes. 

4.2.1. Mb1-123: Os resultados da expressão, da purificação e da caracterização 

deste mutante de deleção da hélice H (Fig. 6 A e B) estão descritos em: 

Ribeiro-Júnior, E. A., Regis, W. C. B., Tasic, L. and Ramos, C. H. I. (2003) Fast 

purification of the Apo form and a non-binding heme mutant of recombinant 

sperm whale myoglobin. Protein Expres. Purif. 28, 202-208 (anexo, item 9.1). 

 

4.2.2. Mb1-99: Este mutante corresponde a deleção das hélices G e H (Fig. 6 A) e 

foi expresso em grandes quantidades em BL21(DE3), tanto a 37°C quanto a 42°C, 

após 3 h da adição de IPTG para a concentração final de 0,4 mM. Esta indução 

não produziu uma cor marrom avermelhada no sedimento bacteriano como foi 

observado nas induções de MbWT a 37°C (ligação do grupo heme durante a 

expressão de mioglobina). Esta proteína mutante apresenta massa molecular de 

11,3 kDa, é solúvel em água até a concentração final de 10 mg/mL e após a 

purificação apresenta grau de pureza superior a 95% (Fig. 6 B). 

 

4.2.3. Mb-HAB_F: Este mutante de permutação linear com deleção (15,2 kDa) 

possui a hélice H na extremidade N-terminal (primeiro resíduo – Ala125) que está 

ligada ao restante das hélices (A até F – último resíduo Ile99) por quatro pares de 

serinas e glicinas (Fig. 6 A). Adicionalmente, este mutante não possui a hélice G 

na sua composição. Este mutante foi expresso em grandes quantidades em 
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BL21(DE3)pLysS, após 3 h de indução tanto a 37°C quanto a 42°C, na presença 

de IPTG 0,4 mM ou lactose 36 g/L. Esta indução não apresentou uma coloração 

marrom avermelhada no precipitado de bactéria como foi observado para as 

induções de MbWT. A máxima expressão alcançada a 42°C encontrou-se entre 5 

e 16 horas de indução, como foi observado para MbWT, formando corpos de 

inclusão. Esta proteína foi purificada, via corpos de inclusão, com um grau de 

pureza superior a 95% (Fig. 6 C) e na forma apo. Esta apoproteína é solúvel em 

água até a concentração de 1,8 mg/L. 

 

4.2.4. Mb-B_GHA e Mb-C_GHAB: O mutante Mb-B_GHA (19,7 kDa) possui a 

hélice A localizada na extremidade C-terminal (primeiro resíduo Ala19) que está 

ligada ao restante das hélices (B até H – último resíduo Glu18) de MbWT por 

quatro pares de serinas e glicinas (Fig. 6 A). O mutante Mb-C_GHAB (19,7 kDa) 

possui as hélices A e B como seqüências C-terminais (primeiro resíduo Ser35) 

que estão ligadas ao restante das hélices (C até H – último resíduo Lys34) de 

MbWT por quatro pares de serinas e glicinas (Fig. 6 A). Estas permutações N-

terminais, Mb-B_GHA e Mb-C_GHAB, foram expressas em grandes quantidades 

em BL21(DE3)pLysS. A expressão atingiu seu máximo após 16 horas de indução 

sem distinção significativa entre as temperaturas (37°C ou 42°C) e os indutores 

(IPTG 0,4 mM ou lactose 36 g/L) empregados no processo. As expressões das 

permutações promoveram um acúmulo destas proteínas em corpos de inclusão 

que foram purificadas na forma apo, com grau de pureza superior a 95% (Fig. 6 

C). Estas permuteínas são solúveis em água em concentrações de 

aproximadamente 5 mg/mL. 

 

4.3. Caracterização espectroscópica dos mutantes de deleção das hélices 

GH (Mb1-99) e de permutação linear (Mb-HAB_F) em pH fisiológico. 

 

4.3.1. Dicroísmo circular. 
A Figura 7 A mostra a caracterização da estrutura secundária das formas 

apo e holo (CN-) das mioglobinas selvagem (MbWT), mutante de deleção das 

hélices GH (Mb1-99) e mutante de permutação linear com deleção da hélice G (Mb-
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HAB_F) que foi inspecionada através dos espectros de dicroísmo circular (CD). Os 

espectros de CD foram adquiridos na região do ultravioleta distante. Os espectros 

de CD foram registrados como elipticidade molar residual ([θ]) em função do 

comprimento de onda entre 200 e 260 nm. O espectro de CD de ApoMbWT 

apresenta mínimos de elipticidade em 208 nm e em 222 nm como esperado para 

uma proteína com estrutura secundária em que estruturas em α-hélices são 

predominantes (Fig. 7 A). O espectro de CD para ApoMb-HAB_F apresenta 

mínimos de elipticidade molar nas mesmas regiões que foram descritas para a 

ApoMbWT, enquanto o espectro de ApoMb1-99 apresenta um mínimo em 206 nm e 

outro em 218 nm que neste caso é pouco proeminente (Fig. 7 A). As [θ]222 médias 

de ApoMbWT, de ApoMb1-99 e de ApoMb-HAB_F foram de -18.000 deg.cm2.dmol-

1, -5.500 deg.cm2.dmol-1 e de -8.900 deg.cm2.dmol-1, respectivamente (Tabela 2). 

As porcentagens de α- hélices (ƒH) calculadas pelo método de Chen et al. (1974) 

para a ApoMbWT, para a ApoMb1-99 e a ApoMb-HAB_F foram de 65%, de 30% e 

de 39%, respectivamente (Tabela 2). A ApoMb1-99 apresenta reduções de 35% e 

de 54% nas estruturas primária e secundária, respectivamente, em relação aos 

valores destes parâmetros da ApoMbWT, enquanto que a ApoMb-HAB_F, 

também comparada à ApoMbWT, apresenta reduções de 10% e de 40% nas 

estruturas primária e secundária, respectivamente. A ligação do grupo heme 

promoveu um aumento na quantidade de estrutura secundária da MbWT em torno 

de 30% (Fig. 7 A e Tabela 2). A inspeção dos espectros de CD das proteínas 

mutantes mostra que as adições do grupo heme e do ligante cianeto (CN-) não 

foram suficientes para recuperar totalmente a perda de estrutura (Fig. 7 A). O 

espectro de ApoMb1-99 na presença de cianohemina (CN-) apresenta várias 

alterações, tais como: deslocamento do λmín de 206 nm para 208 nm, formação de 

λmín mais proeminente em 222 nm e aumento da porcentagem de α- hélice, 

calculada pelo método de Chen et al. (1974), de 30% (ApoMb1-99) para 37% 

(cianoMb1-99). A ApoMb-HAB_F apresenta uma [θ]222 de -8.900 deg.cm2.dmol-1 que 

se tornou mais negativa (-12.000 deg.cm2.dmol-1) após a adição do grupo heme 

(Tabela 2), sendo que a ƒH, que foi calculada segundo método de Chen et al 

(1974), aumentou de 39% na forma apo para 48% na forma holo (Fig. 7 A). Na 
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proteína selvagem, estes valores de ƒH foram de 65% ([θ]222 -18.000 

deg.cm2.dmol-1) para a forma apo e de 85% ([θ]222 -25.000 deg.cm2.dmol-1) para a 

forma holo (Tabela 2). 

 

4.3.2. Absorbância. 

A coordenação do grupo heme nas Mbs selvagem e mutantes foi 

monitorada pelo espectro de absorção na banda de Soret (Fig. 7 B). A ApoMbWT 

ligou heme como verificado pelo deslocamento do λmáx de absorção da hemina 

livre de 395±0,5  nm para λmáx de 408±0,5 nm (Tabela 2). Este pico máximo de 

absorção em 408 nm se deslocou para 422 nm após a adição do ligante CN- (Fig. 

7 B). A coordenação do grupo heme em ApoMb1-99 deslocou o λmáx de absorção 

de 395±0,5 nm (heme livre – Fig. 7 B) para 414±0,5 nm (holoMb1-99) (Tabela 2). A 

adição de CN- na solução de holoMb1-99 não promoveu o deslocamento do λmáx de 

absorção para um comprimento de onda similar ao documentado para a MbWT 

(Fig. 7 B). Adicionalmente, a solubilidade de holoMb1-99 foi dependente da 

concentração de proteína utilizada, sendo que ela foi comprometida quando se 

trabalhou com concentrações superiores a 20 µM de proteína, pois uma grande 

quantidade de proteína precipitou. A holoMb-HAB_F apresenta um pico máximo 

de absorção em 415,5±0,5 nm. A adição do ligante CN- promoveu um 

deslocamento do comprimento de onda de absorção máxima de 415,5±0,5 nm 

para 417,5±0,5 nm (Fig 7 B). 

 

4.3.3. Cromatografia em gel filtração. 

As massas moleculares aparentes de Mb1-99 e de Mb-HAB_F nas formas 

apo e holo (CN-) foram estimadas através da cromatografia de gel filtração em 

tampão 50 mM fosfato de sódio pH 7,0 contendo 150 mM NaCl (Fig. 8). Os 

resultados foram avaliados em termos de valores de pico máximo de volume de 

eluição que foram convertidos em valores de massa molecular aparente. Para 

ApoMb1-99, a massa molecular aparente que foi calculada a partir destes 

experimentos foi de aproximadamente de 67,0 kDa (Fig. 8). Este valor de massa 

molecular aparente e o perfil global do volume de eluição desta proteína não se 
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modificaram mesmo após a reação com o grupo cianoheme (CN-) [Fig. 8]. A forma 

apo de Mb-HAB_F apresentou um cromatograma, onde o pico máximo 

corresponde ao de uma proteína com massa molecular aparente de 

aproximadamente 27 kDa (Fig. 8). Após a adição do grupamento cianoheme (CN-

), estas amostras de proteínas passaram a apresentar dois picos de volume de 

eluição. As massas moleculares aparentes que foram calculadas a partir destes 

dois picos foram de 41 kDa e de 19 kDa (Fig. 8). 

A tendência à agregação também pode ser constatada na forma apo da 

mioglobina selvagem que apresenta dois picos máximos de eluição que 

convertidos em valores de massa molecular aparente resultam em 

aproximadamente 17 kDa (forma monomérica) e 35 kDa (forma dimérica) [Fig. 8]. 

Essa massa molecular aparente da fração monomérica corresponde à estimada 

pela seqüência primária da proteína (Fig. 8). Em contrapartida a holoMbWT 

apresenta um perfil de eluição com um pico máximo de eluição que se refere a 

uma proteína de massa molecular aparente de 16 kDa (Fig. 8). 

 

4.4. Caracterização espectroscópica dos mutantes de permutação circular 

(Mb-B_GHA e Mb-C_GHAB) em pH fisiológico. 

 
4.4.1. Dicroísmo circular. 

Os mutantes de permutação circular, Mb-B_GHA e Mb-C_GHAB, 

apresentam espectros de CD, na região do ultravioleta distante, de uma proteína 

que tem sua estrutura secundária formada por α-hélices (elipticidade com mínimos 

em 208 nm e em 222 nm) [Fig. 9 A]. As adições do grupo heme mais cianeto (CN-) 

promoveram um aumento nos valores de [θ]222 de -12.400 deg.cm2.dmol-1 (ƒH = 

48%) para -23.600 deg.cm2.dmol-1 (ƒH = 82%) para a Mb-C_GHAB e de -11.700 

deg.cm2.dmol-1 (ƒH = 46%) para -24.800 deg.cm2.dmol-1 (ƒH = 84%) para a Mb-

B_GHA, enquanto que para MbWT os valores destes parâmetros de estrutura 

secundária aumentaram de –18.000 deg.cm2.dmol-1 (ƒH = 65%) para –25.000 

deg.cm2.dmol-1 (ƒH = 85%). A ligação do grupo heme nas apoproteínas mutantes 
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foi capaz de restabelecer a estruturação secundária destas permuteínas ([θ]222 e 

ƒH, Tabela 2) para uma estruturação semelhante à observada para a holoMbWT. 

 

4.4.2. Absorbância. 

A ligação e a coordenação do grupo heme mais ligante (CN-) nos mutantes 

de permutação circular foram monitoradas através dos espectros de absorção na 

banda de Soret (Fig. 9 B). A reação entre o grupo heme e ApoMbWT promoveu 

um deslocamento da absorção máxima de 394 nm (Heme livre, Fig. 9 B) para 409 

nm (espectro não apresentado) que após a adição do ligante cianeto (CN-) se 

deslocou para 422 nm (Fig. 9 B). O pico de absorção máxima em 422 nm foi 

aproximadamente 3 vezes mais intenso que a absorção em 280 nm (triptofano). 

Houve, também, modificações em mais duas bandas de absorção. A banda gama 

com um pico em 360 nm, que é mais definido que no espectro do heme livre, e a 

banda na região Q (500-600 nm) com picos de absorção que variaram entre os 

comprimentos de onda em 534 e 540 nm. Estas características foram comuns 

entre as mioglobinas selvagem e mutantes de permutação circular (Fig. 9 B). 

 

4.4.3. Cromatografia em gel filtração. 

As massas moleculares de Mb-C_GHAB e de Mb-B_GHA (formas apo e 

holo) foram avaliadas através da cromatografia de gel filtração em tampão 50 mM 

fosfato de sódio pH 7,0 contendo 150 mM NaCl (Fig. 10). Nestas condições, as 

amostras da forma apo de Mb-C_GHAB apresentaram perfis de volume de eluição 

com um pico máximo de eluição referente a uma proteína com massa molecular 

aparente de aproximadamente de 67 kDa (Fig. 10). Este valor de massa molecular 

aparente é aproximadamente 3 vezes maior que a de Mb-C_GHAB que foi 

calculada pela composição de aminoácidos (19,7 kDa). Para as amostras de Mb-

B_GHA (forma apo), os perfis de eluíção não apresentaram sinal detectável de 

A280 (perfil não apresentado na Figura 10) provavelmente devido à interação da 

proteína com a resina da coluna de gel filtração, mesmo com a presença de NaCl 

150 mM, ou à formação de agregados com massas moleculares superiores a 

ponto de impedir a entrada destas moléculas na coluna. Contudo, quando as 

formas holo destas permuteínas são avaliadas, os cromatogramas mostram 
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valores de volume de pico máximo de eluição que coincidem com o volume de 

eluição de MbWT na forma holo (Fig. 10). 

 

4.5. Caracterização espectroscópica da forma apo dos mutantes de 

permutação circular (ApoMb-B_GHA e ApoMb-C_GHAB) em diferentes pHs. 

 

4.5.1. Dicroísmo circular. 

Os espectros de CD das formas apo dos mutantes de permutação circular, 

ApoMb-C_GHAB e ApoMb-B_GHA, em condições fisiológicas e da ApoMbWT em 

condições fisiológicas e em pH 4,1 (formação do intermediário) são apresentados 

juntos para efeito de comparação (Fig. 11). As elipticidades molares em 222 nm 

([θ]222) em média foram de –12.400 deg.cm2.dmol-1 para ApoMb-C_GHAB e de -

11.700 deg.cm2.dmol-1 para ApoMb-B_GHA que foram valores menores do que o 

valor apresentado para a ApoMbWT em pH 4, –14.000 deg.cm2.dmol-1 (Fig. 11). A 

redução dos valores de pH de 6,5 para 4,1 só não alterou significativamente a 

elipticidade molar do mutante de permutação das hélices AB (ver adiante). Estes 

valores de [θ]222 juntamente com as porcentagens de α-hélices, calculadas pelo 

método de Chen et al (1974), estão mostradas na Tabela 3 para as principais 

faixas de pH (pH 7,0; 4,2; 3,4 e 2,0). 

 

4.5.2. Fluorescência estática dos triptofanos. 

Os espectros de emissão de fluorescência de ApoMbWT, ApoMb-C_GHAB 

e ApoMb-B_GHA em função do pH estão mostrados na Fig. 12. A inspeção destes 

espectros mostra que os comprimentos de onda de emissão máxima de 

fluorescência das permutações em pH 7,0 coincidem com o comprimento de onda 

de emissão máxima de fluorescência da ApoMbWT em pH 4,1 (Fig. 12 A e Tabela 

3 - ver também os valores de centro de massa espectral). Adicionalmente, os 

valores das intensidades de emissão de fluorescência máxima destes mutantes 

são aproximadamente 10% menores que a intensidade de emissão máxima de 

fluorescência do intermediário da proteína selvagem (pH 4) e são 20% maiores 

que a intensidade de emissão de fluorescência da proteína selvagem em pH 7 

(Fig. 12 A). Estes valores de intensidade de emissão de fluorescência diminuíram 
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cerca de 30% para ApoMb-B_GHA e cerca de 50% para ApoMb-C_GHAB, em 

relação ao valor de intensidade de emissão máxima da proteína selvagem em pH 

4,1, quando os pHs das amostras foram alterados de 7 para 4,1 (Fig. 12 B). Estas 

mudanças de valores de intensidade de emissão de fluorescência ocorreram 

conjuntamente com um ligeiro deslocamento dos comprimentos de onda máximo 

de emissão de fluorescência e dos centros de massa espectral (Tabela 3). Estes 

experimentos demonstraram que os triptofanos nos mutantes de permutação 

circular em pHs 7 e 4,1 se encontram em um ambiente mais parecido ao dos 

triptofanos da ApoMbWT em pH 4,1 do que em pH 7. 

 

4.5.3. Tempo de vida de fluorescência dos triptofanos. 

Os tempos de vida de fluorescência de ApoMbWT e mutantes de 

permutação circular, ApoMb-C_GHAB e ApoMb-B_GHA, foram medidos para a 

obtenção de mais informações sobre o ambiente dos resíduos de triptofano (Trp) 

nos diferentes pH (Tabela 4). Nestes experimentos, os Trp de ApoMb-C_GHAB e 

ApoMb-B_GHA, em pHs 7 e 4, apresentaram componentes de tempo de vida 

longo (τ1 e ƒ1) e curto (τ2 e ƒ2) semelhantes aos apresentados pelos Trp da 

ApoMbWT quando em pH 4 (Tabela 4). Esta similaridade foi melhor evidenciada 

quando se observou os valores de tempo de vida de fluorescência médio, onde τ1, 

ƒ1e τ2, ƒ2 foram avaliados em conjunto. As diferenças de tempo de vida médio 

foram significativas quando a comparação foi feita entre as proteínas mutantes e 

proteína selvagem em pH 7 ou em pH 2. As curvas de decaimento do tempo de 

vida de fluorescência foram melhor ajustadas por uma função bi-exponencial 

seguindo uma distribuição discreta, onde foram encontrados valores de χ2 ≤ 10. A 

aplicação de uma função mono exponencial gerou valores de χ2 pelo menos 10 

vezes maiores do que os encontrados anteriormente, mesmo quando se utilizou 

uma distribuição estatística diferente da discreta, como a distribuição Lorentziana 

por exemplo. O emprego de uma função tri-exponencial não reduziu 

significativamente os valores de χ2 e ainda gerou um terceiro componente de 

tempo de vida (τ3 e ƒ3) com valores de τ3 inferiores a 0,5 ns. Os valores de χ2 ≤ 10 

foram considerados apropriados uma vez que os valores de tempo de vida de 
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fluorescência observados para ApoMbWT estavam em acordo com os dados da 

literatura para esta proteína (Tcherkasskaya et al., 2000a). Neste caso, os altos 

valores de χ2, que foram encontrados nos nossos experimentos, pode ter uma 

explicação baseada na baixa quantidade de freqüências (12 freqüências diferentes 

dentro do intervalo de 4-200 MHz) que foram utilizadas para se fazer os ajustes 

das curvas de fase-modulação em função da freqüência (como exemplo Fig. 5 em 

Material e Métodos). 

 

4.6. Desenovelamento em meio ácido de ApoMbWT, ApoMb-B_GHA e 

ApoMb-C_GHAB. 

As curvas de monitoramento do desenovelamento em meio ácido obtidas 

por CD222 e pela emissão de fluorescência do Trp estão mostradas nas Figuras 13 

e 14, respectivamente. 

 

4.6.1. Dicroísmo circular. 

A curva de desenovelamento em meio ácido de ApoMbWT, monitorada por 

CD222, apresenta um comportamento do tipo três estados que possui uma região 

de pré-transição entre os pH 6,4 e 5,6, onde os valores de [θ]222 permanecem 

praticamente estáveis, que é seguida por uma região de transição entre os pHs 

5,4 e 4,15, onde o valor da [θ]222 reduz à medida que o valor de pH reduz até pH 

4,15. Em torno deste pH ocorre uma estabilização nos valores de [θ]222 com a 

formação do intermediário, e a partir de pH 3,7 uma nova região de transição é 

observada, onde o valor de [θ]222 reduz à medida que o valor de pH reduz até pH 

2,4 (Fig. 13). A ApoMb-C_GHAB é praticamente insensível ao desenovelamento 

em meio ácido (Fig. 13), mas a adição de um agente caotrópico como a guanidina-

HCl, na concentração de 6 M (pH 6), foi capaz de promover o desenovelamento 

total desta proteína ([θ]222, Tabela 3). A ApoMb-B_GHA foi insensível ao 

desenovelamento em meio ácido até o pH 3,5, sendo então desenovelada com um 

perfil semelhante ao da proteína selvagem (Fig. 13). O tratamento destas 

amostras com NaCl 30 mM mudou o perfil do desenovelamento desta proteína 

tornando-a semelhante à ApoMb-C_GHAB na ausência ou na presença de 30 mM 

NaCl (Fig. 13). 
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A variação de pH de 6,7 para 2,4 promoveu uma redução nos valores de 

[θ]222 de –20.000 deg.cm2.dmol-1 para –7.000 deg.cm2.dmol-1 para a ApoMbWT de 

–12.000 deg.cm2.dmol-1 para –9.000 deg.cm2.dmol-1 para ApoMb-C_GHAB e de –

10.000 deg.cm2.dmol-1 para –6.000 deg.cm2.dmol-1 para ApoMb-B_GHA (Fig. 13). 

 

4.6.2. Fluorescência estática dos triptofanos. 

O efeito da variação de pH sob o ambiente dos triptofanos das duas 

permuteínas (Fig. 14 A), que foi avaliado pela modificação na intensidade de 

emissão de fluorescência em 330 nm, pode ser dividido em três partes de acordo 

com: (1) entre os pHs 7 e 5, ocorre redução na intensidade de emissão de 

fluorescência com a redução nos valores de pH; (2) entre os pHs 5 e 4, ocorre 

uma estabilização da intensidade de fluorescência e (3) entre os pHs 4 e 2, ocorre 

um aumento na intensidade de fluorescência (Fig. 14 A). A diferença entre as 

permuteínas, nestes experimentos, está na magnitude da intensidade de 

fluorescência observada. A ApoMb-C_GHAB apresenta uma maior supressão na 

intensidade de emissão de fluorescência do que ApoMb-B_GHA quando o pH vai 

de 7 para 4 (Fig. 14 A). Na ApoMbWT, a intensidade de fluorescência descreve 

um comportamento quase que inverso ao observado para as permuteínas (Fig. 14 

A, gráfico inserido). A ApoMbWT apresenta uma estabilização na intensidade de 

emissão de fluorescência entre os pHs 7 e 5, entre os pHs 5 e 4 ocorre um 

aumento significativo na intensidade de emissão de fluorescência que se estabiliza 

em pH 4 e que é seguido por um decréscimo nesta intensidade, para valores 

próximos aos encontrado entre os pHs 7 e 5, à medida que os valores de pH 

diminuem (pH 4 para 2). 

A emissão de fluorescência dos triptofanos, quando foi avaliada pelas 

mudanças ocorridas no centro de massa espectral (Fig. 14 B), mostrou que 

ApoMb-B_GHA apresenta uma curva de desenovelamento bem mais cooperativa 

do que a de ApoMb-C_GHAB. O desenovelamento de ApoMb-B_GHA apresentou 

uma região de pré-transição, onde os valores de centro de massa espectral se 

mostraram estáveis frente à variação de pH de 7 para 5. Esta pré-transição foi 

seguida por uma região de transição entre os pHs 5 e 3, onde os valores de centro 

de massa espectral aumentaram (deslocamento para comprimentos de onda 
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maiores) à medida que o valor de pH diminui (desenovelamento cooperativo), e 

por uma região de pós-transição que mostra uma estabilização nos valores de 

centro de massa espectral. Para a ApoMb-C_GHAB, a curva de desenovelamento 

apresentou uma região de pré-transição entre os pHs 7 e 5, seguida de uma 

região de transição até pH 2,4 e pós-transição após este valor de pH. Na região de 

transição aparentemente uma espécie foi estabilizada em pH próximo de 3,5. 

 

4.7. Desenovelamento induzido por uréia, das formas apo dos mutantes de 

permutação circular Mb-B_GHA e Mb-C_GHAB em pH 4, monitorado por CD 

e pela emissão de fluorescência dos triptofanos. 

 

4.7.1. Fluorescência estática dos triptofanos. 

A fluorescência dos triptofanos de ApoMb-C_GHAB em pH 4, monitorada 

em 330 nm (Fig. 15 A), mostra um aumento na sua intensidade quando a 

concentração de uréia aumenta de 0 para 1,5 M e a partir desta concentração o 

valor da intensidade de emissão fluorescência sofre um decréscimo à medida que 

a concentração de uréia aumenta até 4 M, quando a proteína está praticamente 

desenovelada (Fig. 15 A). Na ApoMb-B_GHA, a intensidade de emissão de 

fluorescência na ausência de uréia apresenta valor similar à da ApoMb-C_GHAB 

em uréia 1,5 M. No entanto, essa intensidade praticamente não muda entre as 

concentrações de 0 a 1,1 M. A partir desta concentração de uréia ocorre um 

decréscimo mais abrupto nesta intensidade à medida que a concentração de uréia 

aumenta até 4 M que é quando a proteína está desenovelada (Fig. 15 A). Nas 

mesmas condições, a ApoMbWT apresentou um perfil de desenovelamento 

diferente do observado para as permuteínas (Fig. 15 A e B). A intensidade de 

fluorescência de ApoMbWT decresce progressivamente quando a concentração 

de uréia vai de 0 para 2 M, quando a proteína está desenovelada (Fig. 15 B). Uma 

maior estabilização da ApoMbWT em pH 4 ocorre após a adição de NaCl 30 mM, 

onde a intensidade de fluorescência aumenta quando a concentração de uréia vai 

de 0 para 0,5 M. A partir deste valor ocorre um decréscimo nesta intensidade de  
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emissão de fluorescência até 3 M de uréia, quando a proteína selvagem está 

desenovelada. 

 

4.7.2. Dicroísmo circular. 

O desenovelamento de ApoMb-C_GHAB monitorado por CD (Fig. 16) 

apresenta uma curva que possui uma região de pré-transição entre 0 e 1 M de 

uréia, onde não ocorre variação no valor da [θ]222, que é seguida por uma região 

de transição entre 1 e 3,5 M de uréia e finalmente uma região pós-transicional de 

desenovelamento que inicia a partir 3,5 de uréia. A curva de desenovelamento de 

ApoMb-B_GHA mostra que esta proteína desenovela progressivamente à medida 

que a concentração de uréia aumenta de 0 para 3,5 M e a partir desta 

concentração de uréia ocorre a estabilização dos valores de [θ]222. Na proteína 

selvagem também é possível observar apenas a transição de desenovelamento 

que ocorre progressivamente à medida que concentração de uréia aumenta de 0 

para 2 M, quando a proteína se encontra desenovelada. 

 

4.7.3. Estrutura secundária x terciária. 

A cooperatividade entre as mudanças das estruturas secundária e terciária 

das permuteínas foi monitorada através da sobreposição dos dados de [θ]222 e de 

centro de massa dos espectros de fluorescência do triptofano, respectivamente, 

em função de concentrações crescentes de uréia em pH 4 (Fig. 17). Estas 

análises mostraram que as curvas de desenovelamento monitorado pelas sondas 

de estruturas secundária e terciária de ApoMb-B_GHA não se sobrepõem (Fig. 17 

A). Nesta comparação é possível observar que os valores de [θ]222 sofrem redução 

a partir de uréia 0,025 M, enquanto os valores de centro de massa dos espectros 

de fluorescência sofrem deslocamento para comprimentos de ondas maiores 

(exposição dos triptofanos) somente a partir de uréia 1 M. Isto mostra que a 

estrutura secundária de ApoMb-B_GHA sofre modificações antes das 

modificações da estrutura secundária. Em contrapartida, as curvas de 

desenovelamento monitorado pelas sondas de estruturas secundária e terciária de 

ApoMb-C_GHAB possuem ótima sobreposição (Fig. 17 B). Estas curvas foram 
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analisadas pelo método de Santoro e Bolen (1988) para obtenção dos dados 

termodinâmicos deste desenovelamento (Tabela 5). A Tabela 5 resume alguns 

parâmetros termodinâmicos das mioglobinas selvagem e mutantes de permutação 

circular, que foram obtidos através dos tratamentos matemáticos das curvas de 

desenovelamento induzido por uréia (formas apo em pH 4,0 – estado intermediário 

de ApoMbWT), monitoradas por CD e FL, e das curvas de desenovelamento 

térmico destas proteínas no estado nativo (forma cianoheme) pH 7,0, monitoradas 

por CD. De forma geral, a comparação dos valores de Cm mostra que em pH 4 

ApoMb-C_GHAB é mais estável que ApoMb-B_GHA que por sua vez é mais 

estável que ApoMbWT (tanto na ausência quanto na presença de 30 mM de 

NaCl). Esta situação se inverte quando as formas cianoheme (pH 7,0) são 

avaliadas [veja Tm (°C), Tabela 5]. 
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Figura 6 – A) Representação esquemática da seqüência de hélices da 

mioglobina selvagem e dos mutantes de deleção e de permutação. MbWT, 

mioglobina selvagem. Mb1-123 e Mb1-99, mutantes de deleção das hélices H e GH, 

respectivamente. Mb-HAB_F, mutante de permutação da hélice H para a 

extremidade N-terminal com deleção da hélice G. Mb-B_GHA e Mb-C_GHAB 

mutantes de permutação das hélices A e AB, respectivamente, para a extremidade 

C-terminal. As hélices são representadas por retângulos e estão nomeadas de A 

até H (Takano, 1977) sendo que as hélices A, B, G e H que estão envolvidas na 

formação dos intermediários da via de enovelamento de ApoMb estão destacadas 

pelas cores vermelha, amarela, ciano e verde, respectivamente. Os resíduos que 

conectam as hélices estão representados por traços. (SG)4 representa quatro 

pares de serinas e glicinas em série que conectam a hélice H à hélice A nas 

permutações. B) Purificação das mioglobinas selvagem (MbWT), e mutantes 

de deleção da hélice H (Mb1-123) e das hélices GH (Mb1-99) confirmada por 

SDS-PAGE (gel de separação - 15%) corado com Coomassie blue R. Perfil 1, 

amostra de padrão de massa molecular (GIBCO) com algumas das massa 
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moleculares especificadas à esquerda em kDa. Perfil 2, amostra de ApoMbWT (17 

kDa - 153 resíduos). Perfil 3, amostra de ApoMb1-123 (14,1 kDa - 123 resíduos). 

Perfil 4, ApoMb1-99 (11,3 kDa - 99 resíduos). C) Purificação das mioglobinas 

mutantes de permutação circular e mutante de permutação com deleção 

confirmada por SDS-PAGE (gel de separação - 15%) corado com Coomassie 

blue R. Perfil 1, amostra de ApoMbWT (17 kDa - 153 resíduos). Perfil 2, amostra 

de ApoMb-C_GHAB (19,7 kDa - 162 resíduos). Perfil 3, amostra de ApoMb-

B_GHA (19,7 kDa - 162 resíduos). Perfil 4, amostra do padrão de massa 

molecular (Invitrogen) com algumas das massas moleculares especificadas à 

direita (kDa). Perfil 5, amostra de ApoMb-HAB_F (15,2 kDa – 138 resíduos). 
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Figura 7 - Caracterização espectroscópica das formas apo e holo (CN-) das 

mioglobinas selvagem, do mutante de deleção (Mb1-99) e de permutação 

linear com deleção (Mb-HAB_F). As proteínas foram diluídas para a 

concentração final de 2 µM em tampão 10 mM fosfato de sódio pH 7,0 e os 

espectros adquiridos a 20 °C. Os espectros da forma apo estão representados 

pelas linhas pontilhadas, enquanto os da forma holo (CN-) pelas linhas contínuas. 

As linhas sem símbolos representam o mutante de deleção das hélices GH (Mb1-

99). As linhas com retângulos abertos representam as amostras da permuteína da 

hélice H para a extremidade N-terminal sem a hélice G (Mb-HAB_F), enquanto 

que as linhas com triângulos abertos representam as amostras de mioglobina 

selvagem (MbWT). A linha continua com círculos abertos representa o espectro do 

grupo heme sem a adição de proteína. A) Espectro de dicroísmo circular entre 

200-260 nm. A comparação dos espectros mostra a perda de estrutura secundária 

das formas apo e holo das proteínas mutantes em relação a estas mesmas formas 

da proteína selvagem. B) Espectro de absorção entre 250 e 600 nm. A figura 

mostra os espectros de absorção das formas holo (CN-) apresentando as regiões 

do triptofano (260-295 nm) e da banda de Soret (390-450 nm) e da banda Q (500 

a 600 nm). Os espectros evidenciam a ligação e a coordenação do grupo heme às 

proteínas devido à intensa absorção nas bandas de Soret e Q. Estes espectros 

foram normalizados para efeitos de comparação e mostram que os espectros das 

proteínas com deleção não são semelhantes ao da proteína selvagem. 
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Figura 8 - Cromatograma em gel filtração das mioglobinas selvagem (MbWT), 

mutantes da permutação linear com deleção, Mb-HAB_F, e do mutante de 

deleção Mb1-99. As proteínas foram diluídas para a concentração final de 0,5 

mg/mL em tampão 50 mM fosfato de sódio pH 7,0 contendo 150 mM NaCl. As 

análises foram realizadas à temperatura 20°C utilizando um HPLC purifier 

(Pharmacia) e uma coluna superdex 75 HR 10/30 (Pharmacia) equilibrada com o 

mesmo tampão de diluição das amostras de proteína. Os perfis de eluição das 

amostras na forma holo (linha contínua) foram monitorados medindo A280 e A423 

para observar a região dos triptofanos e da ligação do grupo heme (banda de 

Soret), respectivamente. Apenas os dados de A423 foram utilizados para a 

construção do gráfico (linha contínua). Os perfis cromatográficos das amostras na 

forma apo estão representados pelas linhas tracejadas. As massas moleculares 

preditas pela composição de aminoácidos estão mostradas entre parênteses 

enquanto que as massas aparentes, determinadas neste experimento, foram 

calculadas utilizando os valores dos picos de volume de eluição das amostras em 

referência aos picos de volume de eluição do padrão de massa molecular que está 

descrito em Material e Métodos. 



 47

A 

200 210 220 230 240 250 260

-25000

-20000

-15000

-10000

-5000

0

 ApoMb-C_GHAB
 Mb-C_GHAB (CN-)
 ApoMb-B_GHA
 Mb-B_GHA (CN-)
 ApoMbWT
 MbWT (CN-)

[θ
] (

d
eg

.c
m

2 .d
m

o
l-1

)

Comprimento de Onda (nm)

 

B 

250 300 350 400 450 500 550 600
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

A
b

so
rb

ân
ci

a 
(n

o
rm

al
iz

ad
a)

Comprimento de Onda (nm)

 Mb-C_GHAB (CN-)
 Mb-B_GHA (CN-)
 MbWT (CN-)
 Heme livre

 



 48

Figura 9 - Caracterização espectroscópicas das formas apo e holo (CN-) das 

mioglobinas selvagem e mutantes de permutação circular (Mb-C_GHAB e 

Mb-B_GHA). As amostras de proteínas foram diluídas para a concentração final 

de 2 µM em tampão 10 mM fosfato de sódio pH 7,0. Os espectros das formas apo 

e holo (CN-) foram adquiridos a 20 °C e estão representados pelas linhas 

pontilhadas e contínuas, respectivamente. As linhas com círculos abertos 

representam as amostras da permuteína das hélices AB (Mb-C_GHAB). As linhas 

com círculos cheios representam as amostras da permuteína da hélice A (Mb-

B_GHA), enquanto que as linhas com triângulos abertos representam as amostra 

de mioglobina selvagem (MbWT). A linha continua com círculos abertos 

representa o espectro do grupo heme sem a adição de proteína. A) Espectro de 

dicroísmo circular entre 200-260 nm. A comparação dos espectros mostra a 

perda de estrutura secundária das apoproteínas mutantes em relação a 

apoproteína selvagem que, após a adição do grupo heme, são capazes de 

recuperar estrutura secundária para uma estrutura semelhante à da proteína 

selvagem. B) Espectro de absorção entre 250 e 600 nm. O experimento mostra 

apenas os espectros de absorção das formas holo (CN-) apresentando as regiões 

do triptofano (260-295 nm) e da banda de Soret (390-450 nm) e da banda Q (500-

600 nm). Os espectros evidenciam a ligação e a coordenação do grupo heme às 

proteínas dado à intensa absorção nas bandas de Soret e Q. Os espectros foram 

normalizados para efeitos de comparação e mostram que as mioglobinas 

(selvagem e mutantes) apresentam as mesmas características de ligação e de 

coordenação do grupo heme. O espectro do grupo heme livre de proteína está 

representado pela linha tracejada. 
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Figura 10 - Cromatograma em gel filtração das mioglobinas selvagem e 

mutantes de permutação circular. As amostras de proteínas foram diluídas para 

a concentração final de 0,5 mg/mL em tampão 50 mM fosfato de sódio pH 7,0 

contendo NaCl 150 mM. As corridas cromatográficas foram realizadas à 

temperatura 20°C utilizando um HPLC purifier (Pharmacia) e uma coluna superdex 

75 HR 10/30 (Pharmacia) equilibrada com o mesmo tampão de diluição das 

amostras de proteína. Os perfis de eluição das formas holo (linhas contínuas) 

foram monitorados utilizando A280 e A423 para observar a região dos triptofanos e 

da ligação do grupo heme (banda de Soret), respectivamente. Apenas os dados 

de A423 foram utilizados para a construção do gráfico. Os perfis cromatográficos da 

amostra na forma apo estão representados pelas linhas tracejadas e foram 

monitorados utilizando A280. As massas moleculares aparentes, determinadas 

neste experimento, foram calculadas utilizando os valores de eluição das amostras 

em referência aos de eluição do padrão de massa molecular que está descrito em 

Material e Métodos. As massas moleculares esperadas estão mostradas entre 

parênteses. 
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Tabela 2- Parâmetros biofísicos das mioglobinas selvagem (WT) e mutantes 

de deleções e de permutação em pH fisiológico. 

Proteína [θ]222 

(deg.cm2.dmol-1) 

ƒH (%)a <λ>b 

(nm) 

ASoret 

λmáx 
(nm) 

ASoret/280 δ-Banda 

(nm) 

Banda Q 

(nm) 

ApoMbWT -18.000 65 338 -c - - - 

MbWT (H2O) NRd 85 - 408 5,0 NR NR 

MbWT (CN-) -25.000 85 - 422 3,2 358 540 

ApoMb1-123 -2.800 20  345 - - - - 

Mb1-123 (H2O) Não liga heme - - - - - - 

Mb1-123 (CN-) Não liga heme - - - - - - 

ApoMb1-99 -5.500 30 343 - - - - 

Mb1-99 (H2O) -6.600 37 NR 415 3,8 NR NR 

Mb1-99 (CN-) -6.600 37 NR 415 3,8 360 538 e 
570 

ApoMb-HAB_F -8.900 39 344 - - - - 

Mb-HAB_F (H2O) -12.000 48 - 416 4,3 359 538 

Mb-HAB_F (CN-) -12.000 48 - 417 4,8 359 538 

ApoMb-B_GHA -11.700 46 344 - - - - 

Mb-B_GHA (H2O) NR NR - 409 5 NR NR 

Mb-B_GHA (CN-) -24.800 84 - 422 3,1 358 540 

ApoMb-C_GHAB -12.400 48 344 - - - - 

Mb-C_GHAB (H2O) NR NR - 409,5 5,0 NR NR 

Mb-C_GHAB (CN-) -23.600 82 - 422 3,2 358 540 

Os dados desta tabela são representados pelos valores médios de 3 a 5 experimentos independentes. Os 

valores dos desvios padrão não ultrapassam 5% dos valores apresentados pelas médias. aPorcentagem de α-

hélice foi calculada de acordo com a seguinte equação (Chen et al., 1974): [θ]222= (ƒH – iK/N)[θ]ref. Nesta 

equação [θ]222 é a elipticidade molar (deg.cm2.dmol-1) em 222 nm da amostra da proteína analisada; ƒH é a 

porcentagem em α-hélice; I é o número de hélices da proteína analisada; K é a constante em 222 nm que foi 

fixada em 2,57; N é o número de aminoácidos da proteína e [θ]ref é a elipticidade molar considerando 100 % 

(valor de referência) de estrutura em α-hélice de um polipetídeo composto por alaninas, que foi determinada 

experimentalmente, como sendo igual –34.686 deg.cm2.dmol-1. Para efeito de comparação, Mb1-123 perdeu 

20% e Mb1-99 perdeu 35% da estrutura primária. bCentro de massa do espectro de fluorescência calculado 

conforme descrito em Material e Métodos (Eq. 01). cParâmetro que não pode ser determinado 

experimentalmente. dParâmetro experimental não realizado. 
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Figura 11 - Espectros de CD, entre 200 e 250 nm, das apomioglobinas 

selvagem (ApoMbWT) e mutantes de permutação circular ApoMb-C_GHAB e 

ApoMb-B_GHA. As proteínas foram diluídas para a concentração final de 2 µM 

em tampão 2 mM acetato de sódio (pHs 4,1 ou 6,5) a 4 °C. A comparação dos 

espectros mostra que as permutações circulares apresentam perfis de estrutura 

secundária global em pH fisiológico mais parecido com o perfil apresentado por 

ApoMbWT em pH 4,1 do que em pH 6,5. 
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Figura 12 - Espectros de emissão de fluorescência estática das 

apomioglobinas selvagem e mutantes de permutação circular em diferentes 

pHs. As proteínas foram diluídas para a concentração final de 5 µM em tampão 10 

mM acetato de sódio (pHs 4,1 ou 7,0) a 4 °C. As medidas de emissão de 

fluorescência foram realizadas utilizando a mesma padronização do fluorímetro e 

no mesmo dia. A) Espectros adquiridos em pH 7,0 e 4,1 para ApoMbWT e em 

pH 7,0 para os mutantes de permutação. Os dois mutantes de permutação 

apresentam os mesmos valores de intensidade de fluorescência e de comprimento 

de onda de emissão máxima, quando comparados entre si. As intensidades 

destes espectros estão entre os valores de intensidade observados para 

ApoMbWT em pH 7,0 e em pH 4,1. Os comprimentos de onda de emissão máxima 

dos mutantes de permutação são iguais ao da ApoMbWT em pH 4,0. B) 

Espectros adquiridos em pH 7,0 e 4,1 para ApoMbWT e em pH 4,0 para os 

mutantes de permutação. Os dois mutantes de permutação apresentam valores 

diferentes de intensidade de emissão de fluorescência, mas mesmo comprimento 

de onda de emissão máxima, quando comparadas entre si. Adicionalmente, estes 

mutantes apresentam mesmo comprimento de onda de emissão máxima que as 

amostras de ApoMbWT em pH 4,1, mas os valores de intensidade de 

fluorescência estão abaixo dos valores observados para os pHs 7,0 e 4,1 de 

ApoMbWT. 
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Figura 13- Efeito da variação de pH sobre as apomioglobinas selvagem 

(ApoMbWT) e mutantes de permutação circular monitorado pela [θ]222. As 

amostras de proteína foram diluídas para a concentração final de 2 µM em tampão 

2 mM acetato de sódio (diversos pHs) e mantidas em equilíbrio durante 30 min a 4 

°C (mesma temperatura das medidas espectroscópicas). As linhas servem apenas 

para guiar os olhos do leitor. O experimento mostra que ApoMb-C_GHAB é 

resistente ao desenovelamento em meio ácido e que esta característica é 

incorporada à ApoMb-B_GHA após a adição de 30 mM NaCl. 
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Figura 14 – Efeito da variação de pH sobre o ambiente dos resíduos de 

triptofano dos mutantes de permutação circular. As amostras de proteína 

foram diluídas para a concentração final de 1µM em tampão 2 mM acetato de 

sódio (diversos pHs) e mantidas em equilíbrio durante 30 min a 4 °C (mesma 

temperatura das medidas espectroscópicas). As linhas servem apenas para guiar 

os olhos do leitor. A) Emissão de fluorescência do triptofano avaliada pela 

intensidade máxima em 330 nm. O gráfico inserido nesta figura mostra a 

variação da intensidade fluorescência dos resíduos de triptofanos de 

apomioglobina selvagem em função do pH. O resultado mostra que a ApoMb-

C_GHAB apresenta uma maior supressão na intensidade de emissão de 

fluorescência do que ApoMb-B_GHA quando o valor de pH vai de 7 para 4. As 

permuteínas apresentam um perfil de desenovelamento em meio ácido quase que 

inverso ao da proteína selvagem B) Emissão de fluorescência do triptofano 

avaliada pelo centro de massa espectral. A variação do centro de massa 

espectral de ApoMb-B_GHA em função do pH é bem mais cooperativo do que à 

de ApoMb-C_GHAB que parece apresentar pelo menos um intermediário em pH 

próximo de 3,5. 
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Figura 15- Desenovelamento das mioglobinas selvagem e mutantes de 

permutação circular em pH 4,1 induzido por uréia e monitorado pela 

intensidade de fluorescência em 330 nm. A proteína foi diluída para a 

concentração final de 2 µM em tampão 2 mM acetato de sódio pH 4,1 (contendo 

concentrações crescentes de uréia). O tempo de equilíbrio para se realizar as 

medidas espectroscópicas foi de 50 min a 4 °C (mesma temperatura das medidas 

espectroscópicas). As medidas de fluorescência das duas amostras dos mutantes 

de permutação foram feitas utilizando a mesma padronização do fluorímetro, 

enquanto que as medidas das amostras da proteína selvagem foram adquiridas 

em dias diferentes. As linhas servem apenas para guiar os olhos do leitor. A) 

Intensidade de emissão de fluorescência em 330 nm de ApoMb-C_GHAB e 

ApoMb-B_GHA. ApoMb-C_GHAB apresenta um aumento da intensidade de 

emissão de fluorescência à medida que a concentração de uréia aumenta de 0 

para 1,5 M, enquanto que este efeito não é observado para ApoMb-B_GHA. B) 

Intensidade de emissão de fluorescência em 330 nm de ApoMbWT. A adição 

de 30 mM NaCl provoca um aumento na estabilidade da proteína selvagem e 

promove uma modificação no padrão de desenovelamento, onde é possível 

observar um aumento progressivo da intensidade de emissão de fluorescência à 

medida que a concentração de uréia aumenta de 0 para 0,5 M. 
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Figura 16- Desenovelamento das mioglobinas selvagem e mutantes de 

permutação circular em pH 4,1 induzido por uréia e monitorado por [θ]222. A 

proteína foi diluída para a concentração final de 2 µM em tampão 2 mM acetato de 

sódio pH 4,1 (contendo concentrações crescentes de uréia). O tempo de equilíbrio 

anterior às medidas espectroscópicas foi de 50 min a 4 °C (mesma temperatura 

das medidas espectroscópicas). As linhas traçadas sobre as curvas servem 

apenas para guiar os olhos do leitor. 
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Figura 17. Variação do centro de massa espectral e da [θ]222 em função da 

concentração de uréia. As condições experimentais estão descritas na legenda 

da figura anterior. A) ApoMb-B_GHA. As curvas de desenovelamento 

monitoradas pela variação do centro de massa espectral e dicroísmo circular não 

se sobrepõem completamente. As linhas pretas sobre as curvas servem apenas 

para guiar os olhos. B) ApoMb-C_GHAB. As curvas de desenovelamento 

monitoradas pela variação do centro de massa espectral e dicroísmo circular se 

sobrepõem completamente. A linha vermelha mostra o ajuste de curva feito 

através da equação de Santoro e Bolen (1988). A tabela inserida nesta figura 

mostra os valores de alguns parâmetros, para avaliação da estabilidade da 

proteína, que foram extraídos a partir deste ajuste. 
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Tabela 3 – Parâmetros biofísicos das apomioglobinas selvagem (MbWT) e 

mutantes de permutação Mb-B_GHA e Mb-C_GHAB em diferentes pHs. 

Amostras e valores de pH 

(2-4 mM acetato de sódio) 

CD222 

(deg.cm2.dmol-1) 

ƒH 

(%)a 

FLλmax 

(nm)b 

<λ> 

(nm)c 

WT pH 7,0 -18.000 65 328 338 

WT pH 4,2 -14.100 54 334 345 

WT pH 3,4 -10.550 44 338 347 

WT pH 2,0 -4.950 28 343 352 

WT pH 7,0 6M Gnd-Cl -500 3,0 351 356 

C-GHAB pH 7,0 -12.400 48 333 344 

C-GHAB pH 4,2  -11.500 46 335 347 

C-GHAB pH 3,4 -11.000 44 338 348 

C-GHAB pH 2,0 -10.200 42 340 349 

C-GHAB pH 7,0 6M Gnd-Cl -250 1,0 349 356 

B-GHA pH 7,0 -11.700 46 335 344 

B-GHA pH 4,2 -9.400 40 337 346 

B-GHA pH 3,4 -9.570 40 338 348 

B-GHA pH 2,0 -7.800 35 342 350 

B-GHA pH 7,0 6M Gnd-Cl -300 1,5 349 356 

Os dados mostrados nesta tabela representam os valores médios de três a cinco experimentos 

independentes. Os valores dos desvios padrão não ultrapassam 5% e 0,5% dos valores médios 

dos experimentos de CD222 e de emissão de fluorescência dos triptofanos, respectivamente. 
aPorcentagem de α-hélice calculada pelo método de Chen et al. (1974) conforme equação descrita 

na Tabela 2. bComprimento de onda de máxima intensidade de fluorescência. cCentro de massa do 

espectro de emissão de fluorescência calculado conforme descrito em Material e Métodos (Eq. 01). 
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Tabela 4 – Tempo de vida de fluorescência dos dois triptofanos das 

apomioglobinas selvagem e mutantes de permutação em diferentes pH. 

Tratamento τ1 

(ns) 

ƒ1 

(ns) 

τ2 

(ns) 

ƒ2 

(ns) 

χ2 <τ> 

(ns) 

ApoMbWT pH 7,0 4,17 0,49 1,39 0,51 6,96 2,04±0,22 

ApoMbWT pH 4,0 5,53 0,66 1,57 0,34 8,81 2,95±0,10 

ApoMbWT pH 2,0 3,81 0,56 1,40 0,44 9,53 2,12±0,07 

ApoMb-C_GHAB pH 7,0 5,51 0,68 2,08 0,32 9,27 3,52±0,08 

ApoMb-C_GHAB pH 4,0 5,61 0,72 1,44 0,28 9,53 3,24±0,25 

ApoMb-C_GHAB pH 2,0 6,70 0,75 1,87 0,25 8,56 4,05±0,02 

ApoMb-B_GHA pH 7,0 5,56 0,63 1,96 0,37 9,29 3,07±0,20 

ApoMb-B_GHA pH 4,0 5,18 0,72 1,41 0,28 10,0 2,75±0,22 

ApoMb-B_GHA pH 2,0 6,24 0,70 1,85 0,30 7,02 3,46±0,18 

τ1 e ƒ1 referem-se aos componentes de tempo de vida longo (τ=tempo e ƒ=fração de contribuição de 

τ), enquanto τ2 e ƒ2 referem-se aos componentes de tempo de vida curto que foram extraídos a 

partir da função bi-exponencial (Eq. 02) utilizada para a análise do decaimento de emissão de 

fluorescência (Material e Métodos); <τ> é o tempo de vida médio calculado conforme descrito em 

Material e Métodos (Eq. 05) e χ2 é o parâmetro estatístico que descreve a concordância entre o 

dado observado e o ajuste da curva experimental mostrada na Figura 5, qui-quadradro. Os valores 

dos componentes de tempo de vida (τ e ƒ, onde ƒ1 + ƒ2 = 1) de decaimento de emissão de 

fluorescência representam os valores obtidos por um grupo de pelo menos 3 repetições. 
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Tabela 5 – Avaliação da estabilidade entre as formas Apo em pH 4,1 de 

mioglobina selvagem (estado intermediário em equilíbrio) e mutantes de 

permutação circular (Mb-C_GHAB e Mb-B_GHA) e entre as suas formas holo 

(cianoheme) em pH 7,0. 

#Para os pHs 4,1 e 7,0 as amostras foram diluídas em tampão 2 mM acetato de sódio e em 

tampão 10 mM fosfato de sódio, respectivamente. O monitoramento da estabilidade das proteínas 

mencionadas acima foi realizado pelas sondas de dicroísmo circular (CD) e de emissão de 

fluorescência dos triptofanos (FL). 

*Cm, ∆GD
H2O e m foram obtidos a partir do ajuste das curvas de desenovelamento induzido por 

uréia de acordo com a equação desenvolvida por Santoro e Bolen (1988) [Eq. 16]. Para este 

ajuste, o valor de m foi fixado em -1,6 kcal/mol.M para evitar que as diferenças aparentes desta 

constante, entre as proteínas aqui analisadas, possam ocasionar incertezas na determinação da 

∆GD
H20 (Luo et al. , 1997; Serrano et al. 1992). A exceção é feita para ApoMb-B_GHA que não 

apresentou cooperatividade entre as curvas de desenovelamento que foram monitorados por CD e 

FL. Neste caso, o valor de Cm é a mediana da curva de desenovelamento cujo valor nominal é 

representado em concentração molar de uréia. 

**Tm é a temperatura do estado de transição obtida a partir da 1ª derivada aplicada sobre a curva 

de desenovelamento térmico monitorada por CD222. Apesar dos desenovelamentos térmicos das 

mioglobinas estudadas aqui não serem reversíveis, o parâmetro Tm foi utilizado para a 

comparação das estabilidades entre as proteínas na forma nativa. Para MbWT, o valor de Tm foi 

obtido a partir do desenovelamento térmico monitorado pela calorimetria (DSC). NA significa 

análise experimental não aplicável e NR experimento não realizado. 

 

Amostras e condições 

experimentais# 

Cm* 

(M) 

[FL/CD] 

∆GD
H2O 

(kcal/moL) 

[FL/CD] 

m 

(kcal/mol.M) 

[FL/CD] 

Tm** 

(°C) 

[CD] 

ApoMbWT pH 4,1 (4°C) 0,8/0,8 1,2/1,2 -1,6/-1,6 NR 

ApoMbWT pH 4,1 + 30 mM NaCl (4°C) 1,5/1,4 2,4/2,3 -1,6/-1,6 NR 

ApoMb-C_GHAB pH 4,1 (4°C) 2,5/2,4 4,0/3,9 -1,6/-1,6 NR 

ApoMb-B_GHA pH 4,1 (4°C) 1,9/1,7 NA/NA NA/NA NR 

MbWT (CN-) pH 7,0 NR NR NR 86 

Mb-C_GHAB (CN-) pH 7,0 NR NR NR 44 

Mb-B_GHA (CN-) pH 7,0 NR NR NR 65 
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5. DISCUSSÃO. 

 

Uma das estratégias para estudar a via de enovelamento, a estabilidade e 

como ocorre a formação da estrutura nativa de proteínas é a engenharia de 

proteínas, que permite a criação de proteínas com modificações em sua estrutura 

primária. Esta estratégia foi adotada no desenvolvimento deste trabalho, onde 

foram criados mutantes de deleção das hélices C-terminais H (Mb1-123) e GH (Mb1-

99), de permutação da hélice C-terminal (H) com deleção da hélice G (Mb-HAB_F) 

e de permutação das hélices N-terminais A (Mb-B_GHA) e AB (Mb-C_GHAB) para 

tentar entender melhor como ocorre o enovelamento da mioglobina selvagem. 

Para este estudo, estes mutantes foram caracterizados quanto à estrutura 

secundária e terciária através das técnicas de dicroísmo circular e emissão de 

fluorescência dos triptofanos, quanto à hidrodinâmica através da cromatografia em 

gel filtração e quanto à estabilidade através do monitoramento do 

desenovelamento químico em equilíbrio. De forma geral, as mudanças ocorridas 

nos valores de [θ]222 (sinal de CD mais negativo significa aumento de estrurura 

secundária) e de centro de massa espectral (valor maior significa triptofanos mais 

expostos e portanto, perda de estrutura terciária) serão abordados como perda ou 

aumento das estruturas secundárias e terciárias, respectivamente. 

 

5.1. Mutantes de deleção: Mb1-99, Mb1-123 e Mb-HAB_F. 

Os dados referentes ao mutante Mb1-123 estão discutidos no manuscrito em 

anexo (item 9.1), mas estão repetidos aqui para auxiliar na discussão. 

 

5.1.1. Dicroísmo circular. 

O espectro de CD de apomioglobina selvagem em pH fisiológico apresenta 

mínimos característicos em 208 e em 222 nm (ver revisão de Venyaminov e Yang, 

1996). Esta característica do espectro de CD na região do UV distante é 

pertencente à classe de proteínas que possuem sua estrutura secundária 

predominantemente formada por α- hélices (ver revisão de Kelly e Price, 1997). 

O espectro de CD de ApoMb selvagem foi utilizado nas comparações com 

os espectros das proteínas mutantes. Neste tipo de comparação, as unidades de 
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medidas de CD são padronizadas em elipticidade molar ([θ]), a qual leva em 

consideração o número de resíduos de aminoácidos da proteína que está sendo 

analisada e a concentração de proteína utilizada nos ensaios (ver como exemplo: 

Ribeiro e Ramos, nesta tese – item 9.2). A [θ] constitui uma forma de normalização 

dos espectros, o que permite comparação direta entre espectros de proteínas com 

diferentes massas moleculares. As comparações dos espectros de CD mostraram 

que ApoMb1-99 em pH 6,5 apresenta λ mínimo em 206 nm ao invés de 208 nm e 

que tanto este quanto o λ mínimo em 222 nm são menos intensos do que o 

esperado se a perda de estrutura fosse local. Ou seja, a deleção afeta a estrutura 

de outras regiões de ApoMb. ApoMb1-123, apesar de possuir λ mínimo em 208 nm, 

mostrou λ mínimo em 222 nm pouco proeminente. Adicionalmente, a perda global 

de sinal de CD para estas proteínas mutantes foi significativa, tendo os mutantes 

no máximo 1/3 da quantidade de α-hélice do que a proteína selvagem. Além disso, 

o programa usado para a predição de estrutura secundária mostrou a presença de 

estrutura em folhas-beta, que não estão presentes na Mb selvagem (dado não 

apresentado), e que pode ser uma característica de proteínas que estejam 

agregando. O mesmo tipo de comportamento foi verificado para o mutante de 

permutação com deleção, ApoMb-HAB_F (menos de 50% da estrutura secundária 

de ApoMbWT). 

 

5.1.2. Emissão de fluorescência. 

A medida de intensidade de fluorescência do triptofano foi utilizada como 

sonda da estruturação em torno da hélice A que é onde se encontram os dois 

triptofanos da mioglobina (Kendrew, 1962). Estes resíduos se encontram voltados 

para o interior da proteína em pHs maiores que 5,0 e possuem espectros 

característicos. À medida que a proteína vai sendo desenovelada, há um aumento 

na intensidade de emissão de fluorescência e um concomitante deslocamento do 

centro de massa espectral. Os resíduos de triptofano se encontram quase que 

completamente expostos ao solvente em condições desnaturantes (pH 2). Os 

dados de emissão de fluorescência para as proteínas mutantes mostram que os 

resíduos de Trp estão parcialmente expostos ao solvente mesmo em pH 7,0, o 
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que é compatível com os dados de CD, pois mostra que há perda tanto de 

estrutura secundária quanto de estrutura terciária. Além disso, as hélices A, G e H 

são bem empacotadas umas contra as outras na proteína selvagem e as deleções 

muito provavelmente estão desestabilizando o empacotamento em torno da hélice 

A levando à exposição dos Trps. 

 

5.1.3. Coordenação de heme e cianoheme. 

A ApoMb1-99 foi capaz de ligar heme e cianoheme, enquanto ApoMb1-123 

não. Este comportamento diferenciado entre estas proteínas ainda não está 

esclarecido, mas certamente tem relação com a menor porcentagem de α-hélice 

apresentada pelo mutante ApoMb1-123. Mesmo assim, a ligação do grupo heme em 

ApoMb1-99 não é como na proteína selvagem, pois esta ligação promove o 

deslocamento do pico máximo de absorção do heme de 395 nm para 414 nm, 

enquanto que em holoMbWT este deslocamento ocorre para 408 nm. A resposta 

pode estar em uma coordenação parcial do grupo heme. Em pH fisiológico, o 

grupo heme parece ser capaz de continuar coordenado em MbWT mesmo em 

condições desnaturantes (Ramos et al., 1999). 

A ApoMb1-123 possui uma deleção menor e um maior número de resíduos 

que participam da coordenação e/ou estabilidade de ligação do heme do que a 

ApoMb1-99 (Ver Fig. 2B para detalhamento dos resíduos que participam deste 

processo de ligação e coordenação do grupo heme). Entretanto, essa proteína 

apresenta menor estruturação secundária (ƒH = 23%) do que ApoMb1-99 (ƒH = 32%) 

e ainda não liga heme. Isto poderia ocorrer devido a um efeito deletério na 

estruturação da hélice G, no mutante Mb1-123, que necessitaria da hélice H para 

adquirir maior estabilidade e estrutura (maior % de α-hélice). A deleção da hélice 

H exporia uma grande quantidade de resíduos hidrofóbicos da hélice G 

favorecendo a formação de estruturas não nativas, como exemplo: estruturas 

agregadas. Contrariamente, se a hélice G estiver estruturada, esta hélice poderia 

interagir com a hélice E através de interações hidrofóbicas e/ou eletrostáticas que 

permitiria a aproximação da hélice F e a conseqüente formação de uma cavidade 

para a coordenação do grupo heme. As hélices E e F possuem na sua estrutura 

primária resíduos de histidina (His64(E) e His93(F)) que são importantes na 
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coordenação do grupo heme (Hargrove et al., 1996a). Consequentemente, a 

deleção da hélice H causaria uma menor estruturação deste conjunto de hélices e 

desfavoreceria a ligação do grupo heme. Mais uma vez, a análise do 

comportamento do mutante de permutação com deleção, ApoMb-HAB_F, que 

pode ser um mutante que simula a condição em que o mutante ApoMb1-99 é 

colocado na presença do peptídeo referente à hélice H de MbWT, mostra que a 

perda de estrutura foi a provável causa para a perda da função da proteína. Este 

mutante se liga ao grupo heme, enquanto que o mutante de deleçao da hélice H 

não. 

 

5.1.4. Deleção da hélice H (Mb1-123) comparada com as deleções das hélices GH 

(Mb1-99) e da hélice G com permutação da hélice H (Mb-HAB_F). 

A deleção das hélices C-terminais da mioglobina é responsável pela 

redução da estabilidade e da capacidade de ligação do grupo heme das proteínas 

Mb1-123, Mb1-99 e Mb-HAB_F. A primeira evidência desta afirmação foi fornecida 

pelos experimentos de expressão, onde os mutantes Mb1-99, Mb1-123 e Mb-HAB_F 

foram expressos e acumulados em estruturas chamadas de corpos de inclusão. 

Ao contrário de MbWT, que é acumulada em corpos de inclusão quando é 

expressa a 42 °C, a expressão dos mutantes em corpos de inclusão foi 

independente da temperatura (37 °C e 42 °C). Nossos dados também mostram 

que a deleção das hélices C-terminais causam perda de estrutura secundária e 

terciária. Parte desta fonte de desestabilização desaparece com a deleção da 

hélice G. Experimentos com peptídeos representando as hélices G, H e GH 

mostram que, isoladamente, G tem menor propensão a formar uma estrutura 

estável e também contribui para a desestabilização do peptídeo GH, apesar deste 

peptídeo ser capaz de formar uma estrutura em forma de grampo (ver Waltho et 

al., 1993 e discussão mais detalhada abaixo). Esta hipótese é reforçada quando 

analisamos o mutante de permutação com deleção, ApoMb-HAB_F, que perdeu a 

hélice G. Neste mutante, apesar da hélice H não ter contribuído na estruturação 

da hélice A, uma vez que os triptofanos também se apresentaram parcialmente 

expostos, a hélice H parece ter contribuído positivamente para o aumento da 

estruturação secundária e na redução da tendência à agregação. 
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5.1.5. Análise geral das deleções. 

O mutante Mb1-99 mostrou redução da estruturação secundária, em 

comparação com a MbWT, e uma alta tendência à agregação, uma característica 

também verificada para Mb1-123. Este comportamento parece ser característico dos 

mutantes de deleção das hélices C-terminais como foi também mostrado por 

Chow et al. (2003) através da utilização de mutantes de deleção das hélices H 

(Mb1-119), FGH (Mb1-77) e CDEFGH (Mb1-36). Chow et al. (2003) sugerem que, 

durante a tradução da proteína, o enovelamento da Mb selvagem depende do 

comprimento das cadeias de aminoácidos. Estes mutantes são descritos por 

Chow et al. (2003) como sendo altamente passíveis de agregação, além de 

possuírem alta porcentagem de estruturas β-pregueadas, principalmente Mb1-36 e 

Mb1-77, que é um resultado semelhante ao encontrado por nós com os mutantes 

de deleção das hélices H (Mb1-123) e GH (Mb1-99). 

Os estudos da propensão à formação de estruturas secundárias, avaliados 

pelos espectros de CD e RNM, com os peptídeos de ApoMb (Waltho et al., 1993) 

mostraram que a hélice H, isoladamente, pode formar uma alta quantidade de α-

hélice. No entanto, esta hélice é muito mais estável quando associada à ApoMb e 

ainda possui uma porcentagem significativa de estrutura secundária (α-hélice) 

mesmo em condições de pH 2 (Eliezer et al., 1998) e é provavelmente a primeira 

hélice a se estruturar durante o enovelamento de Mb, como foi mostrado pela 

simulação molecular realizada por Onufriev et al. (2003). Entretanto, o peptídeo 

correspondente à hélice G, analisado isoladamente, tem uma alta tendência à 

formação de conformação do tipo α-hélice, mas apresenta baixa estrutura deste 

tipo quando solubilizado em àgua (Waltho et al, 1993). Nossa explicação é que 

este peptídeo só se estrutura na mioglobina se a hélice H estiver associada e que 

na ausência desta hélice, a hélice G seria a causadora de uma maior instabilidade 

da estrutura de Mb. Entretanto, Eliezer e Wright (1996) e Lecomte et al. (1999), 

estudando a estrutura de ApoMb por RNM mostraram que o inicio da hélice G 

apresentava flutuações conformacionais que possivelmente são aumentadas 

quando a estruturação da hélice H é reduzida. Este aumento de flutuação 

conformacional poderia ser estendido à toda hélice G, causando uma 

desestabilização que poderia ser transferida à proteína inteira. Em favor dessa 
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hipótese está a baixa capacidade de ligação ao grupo heme que foi mostrada pelo 

mutante Mb1-123 em comparação com as Mbs com deleções maiores tais como os 

fragmentos: Mb32-105 de cavalo (De Sanctis et al., 1986; De Sanctis et al., 1988), 

Mb29-105 de baleia (Grandori et al., 2000), Mb1-99 e Mb-HAB_F (este trabalho). O 

trabalho de Chow et al (2003), utilizando Mb1-77 (deleção das hélices FGH), que 

não apresenta dados de ligação do grupo heme, mostra que esta proteína tem 

uma [θ]222 em torno de –6.000 deg.cm2.dmol-1 e que é muito similar à [θ]222 de Mb1-

99. Esta similaridade possivelmente ocorre porque a hélice F se encontra 

desestruturada na ApoMbWT (Eliezer e Wright, 1996) e também na Mb1-99. 

A menor afinidade de Mb1-99 para se ligar ao grupo heme pode ser causada 

pela ausência dos resíduos Phe138, Ile107, Leu104 e Tyr103 de MbWT que 

fazem contatos indiretos com o grupo heme (Hargrove et al., 1996b). O mutante 

de deleção (Mb29-105) descrito por Grandori et al. (2000) não tem os resíduos 

Ile107 e Phe138, também é expresso e acumulado na forma de corpos de 

inclusão e aparentemente possui baixa afinidade pelo grupo heme. Os mutantes 

de deleção analisados em nosso trabalho indicam também que as formas apo não 

apresentam estado nativo semelhante à proteína selvagem, em acordo com os 

resultados com outros mutantes de deleção C-terminal (Chow et al., 2003; 

Grandori et al., 2000). Contrário à proteína selvagem, nossos mutantes de 

deleção, Mb1-99, e de permutação linear, Mb-HAB_F, têm conteúdos em α-hélices 

reduzidos, resíduos de triptofano parcialmente expostos e tendência à formação 

de agregados, porém em menor escala que a tendência observada para os 

mutantes de deleção descritos por Chow et al. (2003), Mb1-36, Mb1-77 e Mb1-119. De 

qualquer modo, nossos resultados estão de acordo com a hipótese sobre a 

necessidade de um núcleo central para a ligação do grupo heme nas globinas (De 

Sanctis et al., 1986; De Sanctis et al. 1988; Craik et al. 1980 e Grandori et al., 

2000). Este núcleo central, que corresponde as hélices CDEF das globinas, é 

codificado pelo exon 2 das globinas, enquanto as seqüências correspondentes às 

hélices AB e GH são codificadas pelos exons 1 e 3, respectivamente (Konkel et 

al., 1978 e 1979; Nishioka e Leder, 1979). 

Embora a ligação do grupo heme tenha causado um aumento dos valores 

de elipticidade molar nos mutantes de deleção, especialmente para Mb-HAB_F, 
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este efeito não foi suficiente para as proteínas se igualarem à estruturação relativa 

de ApoMbWT, conforme foi observado para as permutações circulares (veja 

discussão abaixo). As formas holo dos mutantes de deleção não apresentam um 

pico máximo de absorção na região de Soret em 409 nm, mas têm um máximo em 

aproximadamente 415 nm, como foi observado para o fragmento Mb29-105, descrito 

por Grandori et al (2000), que apresenta um espectro de CD na região do UV- 

distante que é similar ao formato do espectro de MbWT no estado nativo porém 

duas vezes menos intenso (Grandori et al., 2000). Com este trabalho, Grandori et 

al. (2000) sugerem que a Mb se enovela por uma rota alternativa que é 

independente das hélices AGH, mas depende do cofactor heme (veja discussão 

abaixo). Entre as formas holo dos mutantes de deleção estudados aqui, apenas a 

Mb-HAB_F apresentou um pico de absorção na banda Q (538 nm), considerado 

por Craik et al. (1980) como sendo uma característica da coordenação específica 

do grupo heme nas globinas, enquanto a Mb1-99 apresentou dois picos nesta 

banda (538 e 570 nm). A coordenação não específica do grupo heme pode ser 

característica de algumas proteínas como ocorre na albumina de soro bovino 

(BSA) e em alguns mutantes de hemoglobina (Bunn e Jandl, 1968; Craik et al., 

1980; Hargrove et al., 1996b) que não apresentam pico de absorção na banda A 

após a ligação do grupo heme. 

 

5.2. Mutantes de permutação: Mb-C_GHAB e Mb-B_GHA. 

 

5.2.1. Efeito geral. 

O enovelamento de uma proteína depende da sua estrutura primária e 

ocorre mesmo in vitro (Anfisen, 1973). Neste contexto, o estudo desenvolvido com 

permuteínas é importante, pois estas proteínas possuem a mesma informação que 

a proteína selvagem, porém disposta de outra forma. Além disso, as permutações 

em proteínas são importantes para se estudar a possível participação de 

determinadas hélices no enovelamento, função e estabilidade da proteína. Uma 

proteína circularmente permutada pode ser visualizada como um polímero que 

tem suas extremidades N- e C- terminais ligadas e que pode ser clivado em locais 



 72

diferentes para a criação de novas extremidades N- e C- terminais (Goldemberg e 

Creighton, 1983). Muitas permutações são estáveis e funcionais, ou seja, 

independem da posição correta das extremidades N-terminais para um 

enovelamento apropriado (Heinemann e Hahn 1995). 

A estratégia de permutação foi utilizada nesta tese, onde a engenharia 

genética possibilitou a criação de um cDNA (cDNA2Mb) composto por dois cDNAs 

de MbWT unidos em série por uma seqüência de nucleotídeos que codifica quatro 

pares de serinas e glicinas também em série (SG)4. Este cDNA2Mb pode ser 

usado para a construção de uma diversidade de permuteínas de Mb. Criamos 

especificamente duas Mbs circularmente permutadas a fim de estudar o efeito da 

união em série das hélices GHA e GHAB, que são hélices envolvidas na formação 

dos estados intermediários da via de enovelamento de Mb (Hughson et al, 1990; 

Loh et al., 1995; Jamin e Baldwin 1996). As permuteínas Mb-B_GHA e Mb-

C_GHAB tiveram altos níveis de expressão e foram purificadas diretamente na 

forma apo. Como descrito para os mutantes de deleção (ver acima), as formas 

apo das permuteínas têm características de uma proteína parcialmente 

desenovelada, são expressas diretamente na forma apo e são acumuladas em 

corpos de inclusão independentemente da temperatura utilizada, têm baixa 

porcentagem de estrutura do tipo α-hélice em relação à proteína selvagem, seus 

resíduos de triptofano estão parcialmente expostos e apresentam alta tendência à 

agregação (ver abaixo). Estes resultados indicam menor estabilidade para estes 

mutantes do que a observada para a mioglobina selvagem. 

 

5.2.2. Estabilidade dos estados apo e holo em pH fisiológico. 

A diferença de valores de elipticidade molar em 222 nm é uma propriedade 

biofísica que distingue a forma apo da holo de Mb (Breslow et al., 1965). Na 

mioglobina selvagem a perda de elipticidade quando a proteína não está ligada ao 

grupo heme é de aproximadamente 20% (Breslow et al., 1965). No caso das 

permuteínas apresentadas aqui, esta perda é da ordem de 50%. Na forma apo, 

tanto as características de CD quanto as características da fluorescência 

intrínseca das permuteínas Mb-C_GHAB e Mb-B_GHA se assemelham àquelas 

do intermediário de MbWT (Barrick e Baldwin, 1993a e 1993b). Nossa conclusão é 
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que o deslocamento da hélice A para perto das hélices G e H causa a formação 

de um centro bem estruturado (domínio) nesta região, mas que não está 

fisicamente conectado à região formada pelas hélices B-F (ou C-F, no caso de 

C_GHAB) o que dificultaria o enovelamento desta região (Fig. 18). Há conexão 

física com a hélice F, mas esta se encontra desestruturada mesmo na proteína 

selvagem na ausência do grupo heme (ver Introdução). A Figura 18 mostra 

esquematicamente como seria a estrutura destas permuteínas na ausência do 

grupo heme. Na proteína selvagem a formação do intermediário contendo as 

hélices AGH obriga a aproximação dos resíduos da região B-F auxiliando no 

posterior enovelamento da mesma. Nas permutações isto não aconteceria e as 

regiões CDEF e BCDEF tenderiam a ficar desenoveladas na ausência do grupo 

heme. O enovelamento destas proteínas será melhor discutido abaixo. 

Porém, na presença do grupo heme, estas proteínas ganham 

características similares à da proteína selvagem. O completo enovelamento de 

MbWT envolve a ligação do grupo heme na His93, localizado na hélice F, e a 

coordenação deste cofator no núcleo das proteínas. Esta coordenação estabiliza 

as estruturas secundária e terciária com a participação da hélice F para dar forma 

à estrutura característica da Mb (Eliezer e Wright, 1996; Lecomte et al., 1999). As 

formas holo das permuteínas foram similares em vários aspectos à forma holo de 

MbWT. As proteínas têm elipticidades molar similares, picos idênticos nos 

espectros de absorção entre os comprimentos de onda 250 e 650 nm e são 

compactas, como mostrado pelas experiências em gel filtração, mostrando que as 

permuteínas têm estruturas nativas similares à da proteína selvagem. Outra Mb 

circularmente permutada da hélice H da extremidade C-terminal para a N-terminal, 

que foi estudada por Fishburn et al. (2002), pode ligar o grupo heme e possui uma 

estrutura terciária similar à holoMbWT que foi avaliada por estudos de RMN 

bidimensional. A oxidação do grupo heme na mioglobina mostra pico máximo de 

absorção em torno de 409 nm, que é característico da ligação não covalente entre 

o grupo heme e as duas histidinas (93 e 64), como mostrado para a proteína 

selvagem (Antonini e Brunori, 1971) é também observada para as permutações. 

As análises dos cromatogramas de gel filtração de Mb-C_GHAB e Mb-

B_GHA foram feitas para nos dar maiores informações sobre a estrutura terciária 
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global destas proteínas em comparação com a MbWT. Nestes experimentos, a 

ApoMb-C_GHAB em pH 7,0 apresentou uma massa molecular pelo menos 3 

vezes maior que a massa molecular predita pela sua seqüência primária, 

enquanto que a ApoMb-B_GHA não foi detectada no cromatograma. Esta não 

detecção pode ser um efeito de interação de ApoMb-B_GHA com a resina de gel 

filtração ou porque esta proteína forma agregados grandes o suficiente a ponto de 

impedir a entrada de uma determinada concentração de proteína que possa ser 

detectável na coluna de gel filtração. No caso de ApoMb-C_GHAB, o experimento 

sugere que esta proteína encontra-se associada de forma trimérica ou que possui 

uma tendência à formação de agregados inespecíficos, quando se encontra em 

concentrações mais elevadas de proteína e em pH neutro. Esta tendência à 

agregação já foi demonstrada para ApoMbWT de músculo de cavalo e de baleia 

em pH em torno de 7,0, quando estas proteínas se encontram em concentrações 

superiores a 0,2 mg/mL, sendo maior ainda quando a proteína está em pH 4 

(Tcherkasskaya e Ptitsyn, 1999b; Jamin e Baldwin, 1998). 

Grandori et al. (2000) sugeriu que a Mb se enovela por uma rota alternativa 

que é independente das hélices AGH, mas dependente do cofactor heme. Nossos 

resultados sugerem que essa hipótese pode ser verdadeira, pois o grupo heme 

enovela tanto os mutantes de deleção (enovelamento parcial) quanto as 

permutações, que aparentemente não possuem a região B-F bem estruturada. 

Contudo, mais experimentos serão necessários para verificar se esta afirmação é 

verdadeira para o enovelamento. Porém, é provável que a formação do 

intermediário AGH seja necessária para manter a proteína solúvel durante o 

enovelamento, pois os mutantes de deleção são muito instáveis e precipitam, e 

somente na presença das hélices AGH e que ocorre a correta coordenação do 

grupo heme. Chiba et al. (1994) sugerem, através de experimentos de cinética de 

enovelamento, que durante o enovelamento de apomioglobina na presença do 

grupo heme esta proteína forma um intermediário que poderia apresentar uma 

estrutura similar ao intermediário ácido (veja Introdução), que seria necessário 

para a ligação do grupo heme à proteína. Talvez esta seja a razão principal que 

leva as permuteínas circulares, que no estado nativo se assemelham ao 

intermediário ácido de ApoMbWT, a se enovelarem na presença do grupo heme 
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numa estrutura similar à proteína selvagem e os mutantes de deleção não. Apesar 

destas formas permutantes possuírem tantas características da proteína 

selvagem, esses tipos de globinas não foram ainda encontrados na natureza. 

Muito provavelmente este fato deve-se à baixa solubilidade e estabilidade das 

formas holo destas permutações. A permuteína da hélice H, que foi feita por 

Fishburn et al. (2002), também é menos estável do que a proteína selvagem. 

Proteínas com baixa estabilidade e solubilidade podem precipitar nas células 

causando danos terríveis à mesma e levando a várias doenças (para uma revisão 

recente veja Dobson, 2003). 

 

5.2.3. As permuteínas como modelo para o estudo do intermediário. 

As formas apo das permuteínas, mesmo em pH 7, possuem características 

similares ao intermediário de ApoMbWT que é estabilizado em pH 4,2 (ver 

discussão acima). A caracterização espectroscópica por CD de ApoMb-C_GHAB e 

de ApoMb-B_GHA mostrou que estas permuteínas em pH 7 e em pH 4 

apresentam estrutura secundária com um conteúdo aproximado de 50 % de α-

hélice, semelhante à porcentagem observada para o intermediário (I) de 

ApoMbWT (55 %). O conteúdo de hélice de ApoMbWT aumenta em 

aproximadamente 30% quando a proteína passa do estado I para N, ou seja de 

pH 4 para pH 7. 

Em geral, a emissão de fluorescência intrínseca de uma proteína é 

dominada pela contribuição dos resíduos de triptofano e esta propriedade tem sido 

largamente empregada para detectar mudanças conformacionais em globinas 

submetidas às variações de pH do meio (Kirby e Steiner, 1970). A apomioglobina 

contém dois resíduos de triptofano, W7 e W14 localizadas na hélice A. O conjunto 

de dados que foi obtido com os experimentos de fluorescência estática mostrou 

que as permuteínas em pH 7,0 e em pH 4 apresentam estruturas no 

microambiente do triptofano muito semelhante ao do ambiente dos Trps de 

ApoMbWT em pH 4 (estado intermediário). 

 As análises dos espectros de emissão de fluorescência estática e de 

dicroísmo circular apresentadas deram uma informação média do estado 

conformacional que cada proteína assume em solução. Contudo, na maioria das 



 76

vezes, se faz necessário a obtenção de informações mais detalhadas sobre as 

espécies conformacionas existentes neste ambiente. Estas informações podem 

ser obtidas através da análise do tempo de vida de fluorescência. Os dados de 

tempo de vida de fluorescência de ApoMbWT que foram obtidos por nós estão 

bem próximos aos descritos na literatura (Tcherkasskaya et al., 2000a). As 

permutações em pH 7 e 4 apresentam valores de tempo de vida de fluorescência 

semelhantes aos obtidos para ApoMbWT em pH 4. Esta observação é verdadeira 

para todos os termos das componentes do tempo de vida (τi e ƒi, sendo i o número 

da componente). Estes dados são mais um indício sobre as semelhanças 

estruturais entre as permutações no estado nativo e o estado intermediário de 

ApoMbWT. Embora, as permutações tenham mostrado diferenças significativas 

nas intensidades de fluorescência entre os pHs 7 e 4 é importante considerar que 

o tempo de vida e λmáx de fluorescência são semelhantes. Estas últimas 

observações nos sugerem que as espécies que estão presentes nas permutações 

em pH 7 e em pH 4 são muito semelhantes, mas que possivelmente possuem um 

rearranjo no microambiente do triptofano. 

 Em conjunto, estes dados mostraram que as apopermuteínas podem ser 

bons modelos do intermediário de mioglobina (Veja modelos de estuturação 

propostos para estas permutações, Fig. 18). Como as permuteínas diferem na 

posição da hélice B e o envolvimento da mesma no intermediário não foi ainda 

completamente compreendido, resolvemos estudar a estabilidade destas 

proteínas para tentar ganhar mais conhecimento sobre esta questão. 

 

5.2.4. O desenovelamento em meio ácido. 

O perfil de desenovelamento em meio ácido de ApoMbWT que foi 

monitorado por dicroísmo circular (região do UV distante) diferencia-se muito do 

observado para os mutantes de permutação. No pH fisiológico, ApoMb-C_GHAB e 

ApoMb-B_GHA apresentam uma [θ]222 de -12.400 e -11.000 deg.cm2,dmol-1, 

respectivamente, que não se altera significativamente com a redução do pH para 

4. A redução de [θ]222 torna-se significativa apenas em pHs menores (pH 2,4), mas 

que ainda são condições em que ApoMb-C_GHAB apresenta altos valores de 

[θ]222 (-10.000 deg.cm2.dmol-1) e de ƒH (40%) e que são bem superiores aos 
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aproximados -6.000 deg.cm2.dmol-1 e ƒH = 25 % encontradas para mioglobina 

selvagem em pH 2 (Barrick and Baldwin, 1993a) e ApoMb-B_GHA em pH 2,4. A 

estrutura secundária de ApoMb-C_GHAB é totalmente perdida com a adição de 

Gnd-Cl 6 M em pH 6,5. O perfil de desenovelamento em meio ácido de ApoMbWT 

monitorado por CD mostra uma perda progressiva da [θ]222 do estado nativo (pH7) 

para o estato intermediário (pH 4), onde ocorre uma estabilização em torno deste 

pH (Barrick e Baldwin, 1993a). Após este ponto ocorre uma nova transição do 

estado intermediário (pH 4) para o estado desenovelado (pH 2) com perda 

progressiva de [θ]222 (Barrick e Baldwin, 1993a). Este comportamento de 

desenovelamento em três estados foi examinado por vários estudos experimentais 

e teóricos (Hughson et al., 1990, Loh et al., 1995, Jamin et al., 1999, Jamin et al., 

2001 e referências contidas nestes artigos). Estes estudos têm sugerido que a 

transição entre os estados nativo (pH 7) e intermediário (pH 4) é causada em 

grande parte pela protonação das histidinas que estão empacotadas no interior da 

estrutura de ApoMbWT e estão formando ligações de hidrogênio entre si e que 

possuem um alterado valor de pKa (Geierstanger et al., 1998, Jamin et al., 2001). 

Já a descrição do desenovelamento em meio ácido do estado intermediário para o 

desenovelado ainda é pouco entendida (Kay e Baldwin, 1998). No entanto, este 

desenovelamento pode ocorrer por um efeito de repulsão de cargas e 

possivelmente é mais estabilizada pelas interações hidrofóbicas (Kay e Baldwin, 

1998; Jamin et al., 1999, Kay et al., 1999 e Ramos et al., 1999). 

O desenovelamento em meio ácido de ApoMbWT no estado nativo (N - pH 

6-7) para estado intermediário (I – pH 4) mostra que a proteína apresenta um 

aumento na intensidade de emissão de fluorescência e deslocamento do λmáx de 

emissão de fluorescência para o vermelho de aproximadamente 5 nm (Irace et al, 

1981 e Sirangelo et al, 2000). A partir de pH 4 (I) para pH 2 (estado desenovelado-

D), a intensidade de emissão de fluorescência diminui e ocorre um novo 

deslocamento do λmáx de emissão de ~5 nm para o vermelho (Irace et al, 1981; 

Kirby e Steiner, 1970 e Sirangelo et al, 2000). ApoMb-C_GHAB e ApoMb-B_GHA 

apresentam valores semelhantes de λmáx de emissão de fluorescência em pH 7 e 

4, mas com uma intensidade de emissão de fluorescência em pH 7 maior do que 
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em pH 4. Este λmáx de emissão é semelhante ao apresentado por ApoMbWT em 

pH 4, mas com intensidade menor. Isto sugere que o ambiente dos resíduos de 

triptofano destas permuteínas é semelhante ao de ApoMbWT no estado 

intermediário (modelo proposto na Fig. 18). Especulamos que as diferenças entre 

as intensidades de emissão de fluorescência possam estar num suposto aumento 

do nível de empacotamento das hélices GHAB de ApoMb-C_GHAB, o que 

possivelmente promoveria a aproximação de resíduos de aminoácidos carregados 

mudando o microambiente dos triptofanos em relação à proteína selvagem (Fig. 

18). Por exemplo, a aproximação das hélices B e A pode causar uma supressão 

de fluorescência por transferência de carga como ocorre em ApoMbWT em pH 6 

(Irace et al., 1981; Postnikova et al., 1991; Sirangelo et al., 2000; Tcherkasskaya e 

Ptitsyn., 1999a; Tcherkasskaya et al., 2000b). Entre os pHs 4 e 2, as permuteínas 

apresentam um aumento na intensidade da emissão de fluorescência com 

concomitante deslocamento de λmáx para o vermelho. Este processo pode estar 

associado a uma maior flexibilidade (desestruturação) do microambiente em torno 

dos triptofanos. Este efeito pode ter promovido o afastamento de resíduos de lisina 

ou histidina nestas condições extremas de pH, revertendo o processo de 

supressão de fluorescência causado por estes resíduos que estavam carregados 

nas permuteínas em pH 4. 

O perfil de enovelamento da ApoMbWT monitorado pela emissão de 

fluorescência é conhecido por passar por pelo menos dois intermediários (Ia e Ib) 

que podem ser detectados em experimentos de cinética e de equilíbrio (Jamin e 

Baldwin, 1998 e Jamin et al., 1999). Esta técnica foi utilizada para monitorar as 

mudanças conformacionais das permuteínas em relação à ApoMbWT em função 

do desenovelamento em meio ácido em equilíbrio. A acidificação das amostras de 

permuteínas de pH 7 para 5 mostra um decréscimo na intensidade de 

fluorescência na ordem de 50 a 60% sem que haja deslocamento de pico máximo 

de emissão de fluorescência ou centro de massa espectral. Um das explicações 

para este comportamento poderia estar num rearranjo gradativo das estruturas 

das permuteínas, que ocorreria nesta faixa de pH. A variação de pH 7 para 5 

poderia provocar a protonação de histidinas, que estando próximas aos resíduos 

de triptofano, funcionariam como resíduos aceptores de cargas oriundas do 
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triptofano no estado excitado (doador). Este processo promoveria uma supressão 

na emissão de fluorescência por transferência de carga (Lakovicz, 1983). A lisina 

seria outro resíduo carregado que é conhecido como potencial supressor da 

fluorescência do triptofanos (Chen e Barkley, 1998). Este tipo de supressão de 

fluorescência tem sido observado em ApoMbWT que possui uma intensidade de 

fluorescência do estado nativo (pH 7) menor do que a intensidade de fluorescência 

apresentada pelo estado intermediário em pH 4 (Irace et al., 1981; Postnikova et 

al., 1991; Sirangelo et al., 2000; Tcherkasskaya e Ptitsyn, 1999a; Tcherkasskaya 

et al., 2000a; Tcherkasskaya et al., 2000b). Uma outra explicação para a redução 

na intensidade de fluorescência entre os pHs 7 e 5 pode estar associada a maior 

tendência à agregação das permuteínas em relação à ApoMbWT. Recentemente, 

alguns trabalhos têm mostrado que ApoMbWT de músculo de cavalo tem uma 

tendência à agregação quando se trabalha em concentrações superiores a 0,2 

mg/mL (Tcherkasskaya e Ptitsyn, 1999b; Tcherkasskaya et al., 2000a; 

Tcherkasskaya et al., 2000b). Esta proteína demonstra um perfil de 

desenovelamento em meio ácido que depende da concentração de proteína 

empregada (Tcherkasskaya et al., 2000b). Esta diferença é notória entre os pHs 

8,5 e 6, quando se trabalha com 10 µM (~0,2 mg/mL) de proteína, onde ocorre um 

decréscimo na intensidade de fluorescência à medida que os valores de pH 

diminuem. A redução da concentração de proteína pela metade já é suficiente 

para eliminar este evento (Tcherkasskaya et al., 2000b). O grupo de Gaetano 

Irace mostra que a ApoMbWT de espermacete também apresenta esse mesmo 

comportamento de redução na intensidade de fluorescência entre os pHs 8 e 5,5. 

Neste trabalho, o grupo não faz nenhuma menção de este fato estar ligado à 

agregação e acaba fornecendo uma explicação baseada na possibilidade de efeito 

de supressão de fluorescência por aproximação de resíduos de aminoácidos 

carregados (Sirangelo et al., 2000). Contudo, as medidas de fluorecência neste 

trabalho foram realizadas com concentrações de proteína na ordem de 13 a 21 µM 

e que podem estar sujeitas à agregação. Nos estudos conduzidos por nós e pelo 

grupo de Baldwin (Jamin e Baldwin, 1996) a concentração de ApoMbWT utilizada 

está na ordem de 1 e 2 µM e nesta condição não é observada esta mudança de 

intensidades entre os pHs 7 e 5, embora seja observada para as permuteínas. 
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Do ponto de vista da estrutura secundária de ApoMb-C_GHAB, a 

resistência ao desenovelamento em meio ácido monitorada por CD ainda não está 

clara, mas pode estar associada à criação de dois domínios distintos, onde um 

seria formado pelas hélices CDEF e outro pelas hélices GHAB. O domínio GHAB 

possui maior quantidade de resíduos hidrofóbicos em relação ao CDEF e, 

dependendo da protonação das histidinas, uma carga líquida menor em pH 7. 

Possivelmente, a modificação espacial promovida pela permutação (as hélices 

que estão envolvidas na formação dos intermediários -A[B]GH- de mioglobina 

selvagem estão próximas na seqüência primária – Fig. 6) favoreceu o colapso 

hidrofóbico de GHAB com um empacotamento maior que o observado para o 

mesmo domínio de ApoMbWT em pH 4. Este fato pode ter dificultado o acesso do 

solvente até o interior da proteína e/ou alterado o valor de pKa dos resíduos 

carregados e que podem estar envolvidos nas interações intra-hélices. Este tipo 

de alteração aberrante dos valores de pKa foi descrita principalmente para as 

histidinas 24 (Geierstanger et al., 1998) e 64 de mioglobina selvagem (Garcia et 

al., 2000 e referências contidas neste artigo). As histidinas H24 (hélice B) e H119 

(entre as hélices GH) formam uma ligação de hidrogênio na apomioglobina nativa 

e seu rompimento parece levar à formação do intermediário (Geierstanger et al., 

1998). No caso da ApoMb-C_GHAB, estes resíduos de histidina se encontram 

juntos no domínio GHAB, ao passo que em ApoMb-B_GHA não. Além disto, há 

mais histidinas no domínio CDEF ou BCDEF do que em GHAB ou GHA, o que 

pode torná-los bem mais carregados positivamente em pH 7. O pequeno número 

de resíduos hidrofóbicos associados à alta carga positiva pode explicar porque as 

seqüências CDEF ou BCDEF podem estar desestruturadas (Fig. 18). O domínio 

formado pelas hélices CDEF encontra-se desestruturado no intermediário de 

MbWT (pH4) e seus respectivos peptídeos isolados possuem baixa estruturação, 

enquanto os peptídeos isolados referentes às hélices B, G, H e segmento GH 

apresentam maior quantidade de estrutura, ao que o peptídeo referente à hélice A 

é insolúvel (Waltho et al., 1993; Reymond et al. 1997). Estas considerações levam 

à conclusão que a função das hélices ABGH seria melhor desempenhada quando 

estão corretamente distribuídas nas extremidades N- e C-terminais de forma a 
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favorecer um colapso hidrofóbico que possibilitaria a aproximação das hélices 

menos hidrofóbicas (CDF) [Fig. 18]. 
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Figura 18- Modelo proposto de estruturação dos mutantes de permutação 

circular de apomioglobina em diversos pHs, com especial referência à 

participação da hélice B (amarela) no intermediário. O modelo de estrutura de 

ApoMbWT foi baseado nas informações que estão contidas na literatura sobre 

esta proteína (veja Introdução), sendo que os pHs 7,0; 4,0 e 3,4 são as condições 

onde o estado nativo e as formas Ib e Ia estão mais populados, respectivamente. 

Este modelo associado aos dados experimentais para as permutações circulares 

(ApoMb-B_GHA e ApoMb-C_GHAB), que estão contidos nesta tese e que foram 

obtidos a partir dos espectros de CD, de emissão de fluorescência dos triptofanos 

e do tempo de vida de fluorescência dos triptofanos (Tabela 3 e 4 para ver uma 

síntese destes dados), serviram de referência para a proposição da estruturação 

destas proteínas mutantes. As hélices de mioglobina A, B, G e H estão 

representadas pelas cores vermelha, amarela, ciano e verde, respectivamente. As 
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demais hélices (C, D, E e F) estão marcadas pela cor azul escura. Os quadrados 

indicam um alto grau de estruturação do tipo α-hélice, os triângulos indicam uma 

estrutura parcialmente desenovelada, as meia-luas indicam uma estrutura 

desenovelada e os círculos representam os dois triptofanos (2W) que estão 

localizados na hélice A. O grau de exposição destes triptofanos varia de acordo 

com um gradiente de cor, onde a cor preta significa triptofanos menos exposto, o 

cinza escuro triptofanos parcialmente exposto e o cinza claro triptofanos mais 

exposto ainda, mas não totalmente. As setas que partem da hélice B (amarela) em 

direção à hélice A, onde os dois triptofanos (2W) estão localizados, indicam a 

interação entre estas hélices. As setas pontilhadas entre os modelos de estruturas 

de ApoMb-B_GHA e ApoMb-C_GHAB indicam o efeito da adição de sal (30 mM 

NaCl) na estruturação de ApoMb-B_GHA, que provavelmente após este 

tratamento assume uma estrutura próxima à da ApoMb-C_GHAB. A provável 

estrutura randômica que é formada por uma seqüência de quatro pares de serinas 

e glicinas, que está unindo as hélices A e H nas permutações, estão 

representadas pela cor laranja. Convém relembrar que a ligação do grupo heme 

enovela todas as formas apresentadas em pH 7,0. 

 

5.2.5. O desenovelamento induzido por uréia. 

Durante o desenovelamento de ApoMbWT induzido por uréia, em tampão 

acetato de sódio pH 4 contendo 30 mM NaCl, monitorado por emissão de 

fluorescência nota-se um aumento no sinal entre 0 e 0,6 M uréia (Luo et al., 1997). 

Em tampão citrato de sódio pH 4 contendo 30 mM NaCl (Jamin e Baldwin, 1998), 

este aumento de emissão de fluorescência é observado entre 0 e 1 M de uréia. 

Segundo Jamin e Baldwin (1998), este aumento de intensidade de emissão de 

fluorescência se deve ao desenovelamento do Ib passando para a forma Ia (ver 

Introdução) que é invisível ao CD222. Na presença de 30 mM NaCl, o intermediário 

é mais estável. ApoMb-C_GHAB em pH 4,0 apresenta um aumento de sinal de 

emissão de fluorescência entre 0 e 1,5 M uréia, enquanto ApoMb-B_GHA não 

apresenta este aumento de sinal de emissão de fluorescência mas apresenta 

aumento de elipticidade molar na presença de 30 mM de NaCl. A partir destes 

resultados, propomos que ApoMb-C_GHAB seria similar ao Ib, onde o 
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intermediário seria composto por ABGH, enquanto ApoMb-B_GHA seria similar ao 

Ia, onde o intermediário seria composto por AGH (Fig. 18). 

Evidências de que Ib seja formado pela estruturação da hélice B vem de 

experimentos de mutagênese sítio-dirigida onde 2 glicinas da hélice B foram 

trocadas por alaninas (um aminoácido que favorece a formação de α-hélice) 

(Kiefhaber e Baldwin, 1995). Essas mutações aumentaram tanto a propensão à 

formação de α-hélice em um peptídeo referente à hélice B quanto a estabilidade 

do intermediário em pH 4. Quanto à estabilidade destas permuteínas em pH 4,0, a 

ApoMb-C_GHAB na aunsência de sal se apresentou aproximadamente 1,5 vezes 

mais estável que ApoMbWT na presença de 30 mM NaCl, condição em que a 

estabilidade de ApoMbWT em pH 4,0 é aumentada em relação à ausência de sal. 

A ordem de estabilidade crescente para as proteínas analisadas aqui foi a 

seguinte: ApoMb-C_GHAB, ApoMb-B_GHA e ApoMbWT. Isto sugere que as 

permutações das hélices A e AB promovem estabilização das espécies 

intermediárias Ia e Ib, respectivamente, de forma a desfavorecer a formação de um 

estado nativo similar ao apresentado pela ApoMbWT em pH 7,0 (Fig. 18). 

Contudo, estas barreiras energéticas, que foram criadas entre estas estruturas 

intermediárias (parcialmente enovelada) e a nativa (totalmente enovelada), são 

vencidas com a ligação do grupo heme. 

 

5.2.6. Modelo para o enovelamento de apomioglobina. 

Nossos resultados confirmam o modelo de enovelamento sequencial para a 

apomioglobina. O primeiro intermediário seria formado pelas hélices A, G e H 

como mostrado em experimentos de troca de deutério e cinética rápida (Hughson 

et al., 1990; Jennings e Wright, 1993). Em seguida, ocorreria a estruturação da 

hélice B formando o intermediário ABGH como proposto por experimentos de 

cinética rápida (Jamin e Baldwin, 1998). 
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6. CONCLUSÕES. 

 

1-Foi apresentado um novo método para a purificação de mioglobina sem o grupo 

heme, apomioglobina. Este método tem a vantagem de ser mais econômico e é 

eficaz para mutantes que não ligam esse grupo; 

 

2-Foi apresentada uma solução para o problema de perda de estrutura aparente 

para alguns mutantes de mioglobina. Este problema acometia os pesquisadores 

na área de enovelamento de apomioglobina desde o início da década de 90; 

 

3-Mutantes de deleção de hélices de apomioglobina são pouco estáveis e não 

ligam o grupo heme total ou corretamente; 

 

4-Mutantes de permutação de hélices apresentam conformação e ligação 

características da proteína selvagem. Contudo, são menos estáveis e pode 

explicar o porquê deste arranjo não ser encontrado entre as globinas conhecidas; 

 

5-Os mutantes de permutação permitiram entender um pouco melhor a estrutura e 

a formação dos intermediários na via de enovelamento de apomioglobina, 

reforçando a hipótese de enovelamento sequencial do tipo D-Ia-Ib-N. 
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7. APÊNDICE. 

7.1. Construção do vetor pT7-7a-2Mb. 

A figura 19 mostra uma descrição esquemática para a construção do 

cDNA2Mb, que foi clonado no vetor pT7-7a, para o desenho de permutações. 

Várias reações de PCR foram empregadas. A primeira reação de PCR (Fig. 19 A) 

usou o oligo 5’ original para o cDNA de mioglobina de espermacete clonado em 

pT7-7a-Mb (5’AGGAGAACAACACATATGGTTCTGTCTGAA3’) [oligo i] com o 

oligo 3’ (5’ACCAGAACCGGAGCCAGATCCGCTACCCTG3’) [oligo ii] que removeu 

o códon de parada, adicionou os códons para uma sequência SGSGS e para o 

sítio de restrição de BsaWI. A segunda reação de PCR (Fig. 19 A) utilizou o oligo 

(5’TCTGGCTCCGGTTCTGGTATGGTTCTG3’) [oligo iii], que adicionou o sítio de 

restrição de BsaWI e os códons para GSG seguido do primeiro resíduo em 

miogobina, Met, em conjunto com o oligo 3` original para o cDNA de mioglobina de 

espermecete (5’TGCAGGTCGACCCCCCGG3’) [oligo iv]. O produto de PCR foi 

parcialmente digerido com BsaWI e ligado por DNA ligase (Figura 19 B). A ligação 

produziu dois cDNAs de mioglobina clonados em série em posição para 

transcrição e para tradução correta, ligados por uma seqüência de nucleotídeos 

que codifica 8 resíduos de serinas e glicinas (SGSGSGSG) [Fig. 19 C]. Este cDNA 

foi amplificado por uma terceira reação de PCR com os oligos originais para o 

cDNA de mioglobina (ver acima), sendo o produto digerido com NdeI and SalI e 

clonado em vetor pT7-7 (Amersham Life Sciences), criando o vetor pT7-7a-2Mb. 
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Figura 19- Construção do cDNA2Mb 

 

iv iiiiii 
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Abstract 

Several authors have reported that many sperm whale apomyoglobin mutants 

show anomalous circular dichroism spectra. These mutants have a low molar ellipticity 

when compared to the wild-type protein, but in several cases have the same stability of 

unfolding. A model in which native apomyoglobin is not folded in the same manner as 

other proteins and in which mutants show progressive reductions in their degree of folding 

has been suggested to explain this phenomenon. However, nuclear magnetic resonance 

of the native apomyoglobin conformation has shown that this state is folded and compact, 

raising the possibility that the anomalous circular dichroism spectra could have another 

explanation. We studied several mutants with anomalous circular dichroism spectra and 
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found that these proteins were all contaminated with nucleic acid that contributed to the 

ultraviolet absorption and caused uncertainty in the determination of protein concentration. 

The resulting overestimation of the concentration of apomyoglobin explains the 

phenomenon of anomalous circular dichroism spectra. We describe a procedure to remove 

the contaminant nucleic acid which yields accurate protein concentration measurements 

and provides the normal circular dichroism spectra. Our findings support a well-structured 

native conformation for apomyoglobin and may also be of the interest to others working 

with purification of recombinant proteins. 

 

Abbreviations: Mb, myoglobin; WT, wild-type; C
m
, urea concentration at the 

midpoint of the unfolding transition; TFE, trifluoroethanol; CD, circular dichroism; [Θ], mean 

residue molar ellipticity; A, absorbance; UV, ultraviolet. 

 

 

Introduction 

Sperm whale myoglobin (Mb) is a monomeric protein with eight α-helices labeled 

A-H [1]. In the absence of its heme group, apomyoglobin (apoMb) maintains a folded 

structure at neutral pH and folds throughout an intermediate that can be studied in 

equilibrium [2]. Because of these special characteristics and also because it is very 

manageable in solution, apoMb has been widely used in protein folding studies. Several 

authors have studied apoMb using site-directed mutagenesis and have observed that 

many mutants show anomalous circular dichroism (CD) spectra. The phenomenon of 

anomalous CD spectra is characterized by a low mean residue molar ellipticity ([Θ]) 

compared to the wild-type (WT), although several of these mutants have the same stability 

of unfolding and the same CD and fluorescence spectra shape as WT. At pH 7, where 

apoMb is native, the current ellipticity for WT sperm whale apoMb at 222 nm ([Θ]222) is 
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between –18000 and -21000 deg.cm2.dmol-1 [2-12]. Sperm whale apoMb preparations with 

anomalous CD spectra have [Θ]222 lower than -17000 deg.cm2.dmol-1 and most of them are 

single-residue mutants with a stability of unfolding similar to the WT (Table 1). 

Lin et al. [13] studied the phenomenon described above and concluded that native 

apoMb is not folded in the same manner as native proteins and has molten globule 

character. In their model, native apoMb has a fluctuating structure in which even a single 

mutation causes large reductions in the degree of folding. This conclusion was disputed by 

Eliezer and Wright [14], who pointed out that the nuclear magnetic resonance spectral 

properties of native apoMb do indeed correspond to the properties of native proteins, 

except for the unfolded F helix. Further detailed investigations of native apoMb using 

nuclear magnetic resonance have also confirmed that this form of apoMb is compact and 

folded at neutral pH [15,16]. Finding the answer to the problem posed by Lin et al. [13] has 

been a long-standing challenge to workers on apoMb. 

We have also encountered sperm whale apoMb mutants with anomalous CD 

spectra (Table 1) and show that the origin of this phenomenon in our work is an imprecise 

determination of protein concentration caused by the presence of residual nucleic acid. 

This nucleic acid contributes to the ultraviolet (UV) absorption and causes overestimation 

of protein concentration, thus leading to anomalous CD spectra. In this work, we report an 

investigation of the anomalous CD spectra shown by many mutants, and the uncertainty in 

the determination of protein concentration caused by contamination with residual nucleic 

acid. We also show that the inclusion of an additional chromatographic step in a recently 

published protocol for the purification of apoMb [12] removes the nucleic acid. This 

removal of nucleic acid results in accurate protein concentration measurements and in 

normal CD spectra.  

 

Materials and Methods 
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Apomyoglobin preparation and general procedures. All chemicals used were of analytical 

grade. The expression and purification of recombinant Mb were done as described by Loh 

et al. [17] and apoMb was prepared from holoMb as described by Rossi-Fanelli et al. [18]. 

Alternatively, apoMb was obtained directly from inclusion body preparation as described by 

Ribeiro-Jr et al. [12]. In our experience, either procedure for obtaining apoMb resulted in 

proteins with normal CD spectra as well as in proteins with anomalous spectra. All 

chromatographic experiments were done using an Äkta FPLC system (Amersham 

Pharmacia). 

 

Spectroscopic measurements. Protein concentrations were determined using 

spectroscopic methods [19-21] that relies on the absorbance spectra of the protein’s 

aromatic groups, tyrosine and tryptophan, and disulfides. Briefly, the protein samples, 

alone or diluted 1:1 and 1:2 with water, in duplicate, were mixed to a final buffer 

concentration of 20 mM phosphate buffer pH 6.5 and 6 M Gdm-Cl, and had their 

absorbance was measured. Each experiment was repeated at least 3 times to guarantee 

that the error was almost insignificant. A detailed description of this method is given in 

reference [22]. The presence of nucleic acid in the protein preparation was identified 

based on the A280/260 ratio and by ethidium bromide fluorescence. For the latter, 4 µL of a) 

the protein preparations, b) a negative control containing buffer alone, and c) a positive 

control containing 2 ng of DNA (lambda/Hind III, Gibco) were spotted onto glass plates. 

Ethidium bromide was then added to each spot to give a final concentration of 1 µg/mL 

and the glass plate was exposed to UV-light to detect fluorescence using a Kodak DS 

DC120 system. Circular dichroism measurements were recorded using a Jasco J-810 

spectropolarimeter with 1 or 10 mm pathlength cuvettes, and protein concentrations of 1 to 

20 µM. Circular dichroism spectra of holoMb and apoMb, at native conditions, were 
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obtained at 25 oC in 10 mM HEPES, pH 7.8. The CD data was expressed as the ellipticity 

(Θ) in millidegrees, which was converted to the mean residue molar ellipticity using the 

equation: 

lCn10
][

Θ
=Θ   (Equation 1) 

where C is the protein concentration in mol/L, l is the cuvette pathlength, and n is the 

number of amino acid residues (153 in apoMb). The mean residue molar ellipticity is given 

in deg.cm2.dmol-1. UV absorbances were measured in a JASCO model 530 UV/VIS 

spectrophotometer. Fluorescence measurements were made in an SLM AB2 

spectrofluorimeter using a 1 x 1 cm pathlength cuvette and 1 µM apoMb, with excitation at 

288 nm and a bandpass of 2 nm, and emission at 320 nm with a bandpass of 8 nm. The 

fluorescence experiments to compare WT and mutant were performed in 10 mM HEPES, 

pH 7.8, at 25 oC on the same day using the same equipment settings. 

 

Urea- and pH-induced unfolding. Urea solutions were prepared freshly and filtered. The 

concentration of the urea solution was measured by its refractive index as described by 

Pace [23]. The unfolding of apoMb by urea was studied in 10 mM HEPES, pH 7.8, at 4 oC, 

with a 20 min equilibration. The pH-induced unfolding experiments of apoMb were studied 

using 2 mM acetate buffer at 4 oC, with a 20 min equilibration. Each curve or point was the 

average of at least three independent experiments. Unless stated otherwise, the 

experimental error was less than 2%. All data were analyzed using Origin software 

(Microcal). 

Results 

 

The anomalous circular dichroism spectra phenomenon. Figure 1A shows the far-UV CD 

spectra for WT apoMb and for mutants D44A, K56A, and E04A, used here to investigate 
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the characterization and the origin of the anomalous CD spectra. The shape of the CD 

spectra of the mutants was similar to that of the WT, although a large difference in [Θ] 

between them was evident: WT had [Θ]222 equal to –19300 deg.cm2.dmol-1, whereas D44A 

had -15100 deg.cm2.dmol-1, K56A had -14300 deg.cm2.dmol-1, and E04A had -16000 

deg.cm2.dmol-1 (Figure 1A). It is important to point out that the CD spectra of the WT and 

mutants are very similar and intersect the X axis at the same wavelength. The 

characteristics of anomalous apoMb are summarized on the left side of Table 2 for the 

mutants described above, for a WT preparation with low [Θ]222, and mutants A125L and 

H24V/H119F. The ellipticity at 222 nm of WT and mutants was nearly independent of 

concentration up to 20 µM (data not shown). The anomalous mutants had the same 

fluorescence spectrum profile as WT but lower intensity at 330 nm (Table 2), a 

characteristic also reported by Lin et al. [13]. The mutants had less than 90% of the 

fluorescence intensity seen in the WT when their spectra were measured under the same 

conditions. Urea-induced unfolding showed that D44A, K56A, and E04A, like several other 

mutants with anomalous behaviour, had the same stability as the WT apoMb, with a C
m 

of 

about 3.5 M (Figure 1B). The acid-induced unfolding profile was also similar for WT apoMb 

and mutants, with the formation of an intermediate at pH 4.2 (Figure 1C). The  ellipticities 

of the intermediates were equal to about 80% of the ellipticity measured for the native state 

(Figure 1C). The addition of TFE up to a final concentration of 6% did not compensate for 

the low ellipticity of the mutants (Figure 1D). 

 

Removal of contaminating nucleic acid by chromatograph yields accurate protein 

concentrations and provides normal CD spectra. Figure 2A shows characteristic UV-

absorbance spectra for two apoMb samples: (1) with high nucleic acid contamination as 

indicated by the low A280/260 ratio (<1.55, spectrum 1 in Figure 2A), and (2) apoMb with A 

normal CD spectrum that correlates with a high A280/260 ratio (>1.55, spectrum 3 in Figure 
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2A). The high A280/260 ratios were obtained after nucleic acid removal (see below) and are 

listed on the right side of Table 2. Figure 2B shows the characteristic chromatography 

profile of apoMb with an anomalous CD spectrum on a CM-sepharose column equilibrated 

with 10 mM acetate, pH 2.0. Chromatography gave an elution profile with two separate 

peaks (Figure 2B). The first peak corresponded to unbound material (peak 2 in Figure 2B) 

and contained nucleic acid, as indicated by the UV-absorbance profile (spectrum 2 in 

Figure 2A) and the fluorescence in the presence of ethidium bromide (drop 2 in Figure 2C). 

The second peak eluted with a salt gradient (peak 3 in Figure 2B) and contained apoMb 

free of, or with very low, nucleic acid contamination, as shown by its UV-absorbance profile 

(spectrum 3 in Figure 2A) and its very low ethidium bromide fluorescence, similar to the 

background (drop 3 in Figure 2C). A sample of apoMb with anomalous CD spectra before 

the chromatographic step showed strong fluorescence in the presence of ethidium bromide 

(drop 1 in Figure 2C). After nucleic acid removal, the calculated [Θ]222 for the tested 

proteins were > –18000 deg.cm2.dmol-1, compared with the [Θ]222 value of < –17000 

deg.cm2.dmol-1 measured before the chromatographic step (Table 2). Table 2 shows the 

spectral characteristics before and after the chromatography step for three classes of 

proteins: 1) WT with normal CD spectra, 2) mutants with the same stability as the WT 

(D44A, K56A, and E04A), and 3) mutants with nearly the same stability (A125L) or even 

more stable (H24V/H119F) than WT. The proteins with anomalous CD spectra were freed 

of nucleic acid using the method described here and showed normal CD spectra. 

Together, these results show that the anomalous CD spectra result from inaccurate 

determination of protein concentration. 

 

Discussion 
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Several authors have reported anomalous CD spectra for mutants of sperm whale 

apoMb although the stability of these proteins is apparently normal and the shape of the 

CD and the fluorescence spectra are similar to those of the WT. In this study, we sought to 

understand the origin of these anomalous CD spectra, and developed a procedure to solve 

this problem and provide normal CD spectra. For this, we report data on several mutants 

and WT apoMb preparations with a low [Θ]222. Spectroscopic analysis of these proteins 

showed that they were folded and had similar stability and CD spectra as WT, with normal 

absorbance behavior (A280/260 ratio >1.55), although the ellipticity at 222 nm was much 

lower. This ellipticity did not vary with increasing protein concentration, indicating little or 

no tendency to aggregate, and was little affected by small concentrations of TFE. These 

findings indicated the main characteristics of the phenomenon of apoMb with anomalous 

CD spectra: low ellipticity at 222 nm with a stability of unfolding similar or nearly equal to 

WT. 

The CD spectral properties of a protein depend on the protein’s conformation and 

concentration. Equation 1 shows that the mean residue molar ellipticity depends on the 

known optical pathlength, on the protein concentration (which must be known correctly), 

and on the extent of protein secondary structure (which can be altered by a severe 

mutation). The explanation that the low [Θ]222 values were caused by imprecise protein 

concentration determination rather than by a conformational change was reinforced by 

analysis of the CD spectra. The CD spectra of the proteins showing anomalous and 

normal behaviour were similar and intersected the X axis at the same wavelength, 

indicating that they contained very similar structural elements, with no evidence for helix to 

random coil or helix to beta sheet changes. Another indication that imprecise protein 

concentration determination was the cause of the anomalous CD spectra is the analysis of 

the UV absorbance spectra, in which the absorbance at 260 nm increased as the mutant 

ellipticity decreased. The analysis of the CD spectra, UV absorbance, and ethidium 
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bromide fluorescence suggested that the anomalous CD spectra was the result of 

contamination by nucleic acid. This explains why many mutants have anomalous CD 

spectra but no apparent disturbance in their general structure or stability. The fact that 

even some WT preparations showed nucleic acid contamination and, by extension, low 

[Θ]222 values, indicates that disturbance in the general structure of the mutant is unlikely to 

be the cause of the anomalous CD spectra. 

To remove the contaminating nucleic acid, we decreased the pH of the apoMb 

preparation to 2.0. At this low pH, nucleic acid is denatured [24] and unlikely to 

interact with protein. ApoMb was purified with a high A280/260 ratio (>1.55) and 

refolded to its native conformation. The recovered apoMb contained no nucleic 

acid, had CD and fluorescence characteristics similar to those of WT apoMb 

(Table 2), was able to bind heme and had a folded 1D-NMR spectrum [12]. In 

our experience, conditions that increase the rate of total bacterial DNA 

production relative to protein formation during induction, such as overnight 

preparations or the use of pUC-based vectors for moderate protein expression, 

enhance the presence of nucleic acid in the apoMb preparation. The results 

showed that WT preparations and mutants with normal or altered stability, such 

as A125L (+0.6 Kcal/mol at pH 5.0 [25]) and H24V/H119F (+2.2 Kcal/mol at pH 

5.0 [26]), which have low [Θ]222 values, have a high percentage of nucleic acid 

contamination, as identified by the low A280/260 ratio (<1.55), and this is the cause 

of the anomalous CD spectra phenomenon in apoMb. Since the amount of 

nucleic acid present in the initial protein preparation appears to be variable, a 

small amount of remaining nucleic acid, not enough to cause large uncertainty in 

the protein concentration, may still be present in the final preparation, as judged 
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by small variations in the A280/260 ratio after the chromatographic procedure 

(Table 2). Thus, we suggest that the A280/260 ratio should be measured when 

characterizing apoMb by CD. 

The holo form of many apoMb mutants with anomalous CD spectra has the same 

ellipticity as the WT holoMb [11, 25-28]. The concentration of holoMb is determined by 

measuring the absorbance in the Soret band, where interference by nucleic acid 

contamination is not expected. Recently, Cordeiro et al. [29] suggested that nucleic acids 

interact with the prion protein, driving it to a fibrillar conformation. It may be that nucleic 

acid binding is a general phenomenon that affects many proteins to different degrees, 

some with more deleterious effects than others. Thus, nucleic acid could have an 

additional effect on apoMb mutants that are severely destabilized, that goes beyond 

interfering with the determination of protein concentration. We have no indication that this 

is true, but believe that this aspect merits further investigation. 

In conclusion, we have shown that the origin of the anomalous circular dichroism 

spectra for the apoMb mutants studied here is the result of an overestimated protein 

concentration caused by the presence of contaminating nucleic acid that can also affect 

WT preparations. This effect may also be the origin of the anomalous CD spectra reported 

by several authors for many apoMb mutants in the literature. A simple test for determining 

whether the effect found by us is present in other samples of mutant apoMb is to measure 

its A280/260 ratio. Our findings support a well-structured native conformation for 

apomyoglobin, as shown earlier by several studies using nuclear magnetic resonance. We 

have also shown that the removal of this contamination by a chromatographic procedure 

restores the normal CD and fluorescence spectra of apoMb. 
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Table 1. Sperm whale apoMb mutants with anomalous circular dichroism spectra. 

The anomalous mutants have a low ellipticity at 222 nm when compared to the WT, 

independently of the method used to prepare the apoMb (see the references). Unless 

indicated otherwise, the mutants listed have the same or nearly the same stability as the 

WT at native pH. 

ApoMb  [Θ]222 at native pH 

(deg.cm2.dmol-1) 

Reference 

Wild-type (WT) -18000 to -21000 [2-12] 

H64Q -15500 [5] 

H82Q -16000 [5] 

H24V/H119F -16500 [7] 

W7F 85%II [11] 

W14F 80%II [11] 

L9A* -12100 [13] 

I28V* -11300 [13] 

T67A* -12200 [13] 

P88A* -8600 [13] 

I111L* -14200 [13] 

S117A* -14200 [13] 

I142V* -12200 [13] 

I142L* -13330 [13] 

A125L -13900 [24]** 

E04A -16000 [25]** 

D44A -15100 [25]** 

K56A -14300 [25]** 
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D60A -16000 [25]** 

*– for the mutants described by Lin et al. [13] are listed only the examples with similar 

stability to the WT (stability measured for the holo form [26,27], for the entire list of mutants 

see reference [13]. II –only the percentage of [Θ]222 compared to the wild-type is reported; 

**– reference to the mutation, the [Θ]222 value is reported here for the first time. 
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Table 2. Biophysical characteristics of apoMb with normal and anomalous CD 

spectra.  

 

 ANOMALOUS CD§ 

(BEFORE CHROMATOGRAPHY) 

NORMAL CD II 

(AFTER CHROMATOGRAPHY) 

ApoM

b 

CD at 222 

nm 

(deg.cm2.d

mol-1) 

< -17000* 

A 

280/260 

 

< 1.55 

Ethidium 

bromide 

fluorescence 

CD at 222 

nm 

(deg.cm2.d

mol-1) 

> - 18000 

A 

280/260 

 

> 1.55

Ethidium 

bromide 

fluorescence 

WT** - - - -18600 1.56 No 

E04A - 16000 1.50 Yes -21100 1.59 No 

D44A - 15100 1.39 Yes -18900 1.55 No 

K56A - 14300 1.45 Yes -18500 1.55 No 

A125L - 13900 1.33 Yes -19500 1.60 No 

H24V/

H119F 

- 16000 1.35 Yes -18200 1.55 No 

§relative fluorescence intensity at 330 nm lower than 90% when compared to the WT with 

normal CD; IIrelative fluorescence intensity at 330 nm higher than 90% when compared to 

the WT with normal CD; *the intermediate also has a low signal. **results for a preparation 

with normal characteristics. 
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Figure captions. 

 

Figure 1: The anomalous circular dichroism spectra phenomenon. The negative 

ellipticity at 222 nm of many anomalous sperm whale apoMb (here represented by mutants 

D44A, K56A, and E04A) is low compared to normal apoMb (here represented by the WT), 

although they have similar spectral shapes and stability of unfolding. A) Far-UV CD 

spectra. The spectral shapes are similar, but WT has [Θ]222 equal to –19300 deg.cm2.dmol-

1, whereas D44A had -15100 deg.cm2.dmol-1, K56A had -14300 deg.cm2.dmol-1, and E04A 

had -16000 deg.cm2.dmol-1 The CD spectra of the WT and mutants are very similar and 

intersect the X axis at the same wavelength. B) Urea-induced unfolding. All proteins show 

Cm of about 3.5 M urea. C) pH-induced unfolding. The mutants intermediate at pH 4.2 also 

show a low ellipticity at 222 nm compared to the WT. D) Ellipticity at 222 nm as a function 

of increased TFE concentration for WT and mutants apoMb. TFE added to a final 

concentration of 6% did not alter the low ellipticity of the mutants. 

 

Figure 2: ApoMb with anomalous circular dichroism spectra have nucleic acid 

contamination, which is removed by chromatograph. A) Characteristic UV-absorbance 

spectra of apoMb before and after nucleic acid removal. Spectrum 1, apoMb before the 

chromatographic step, A280/260 ratio of 1.3. Spectrum 2, flow-through of the 

chromatographic profile shown in Figure 2B. Spectrum 3, apoMb after nucleic acid removal 

by the chromatographic step, A280/260 ratio of 1.6. B) Characteristic elution profile of apoMb 

during nucleic acid removal by CM-sepharose chromatograph. Peak 2, flow-through. Peak 

3, protein eluted with NaCl. C) Ethidium bromide fluorescence before and after nucleic acid 

removal. EtBr, buffer alone (background); drop 1, apoMb preparation before 

chromatograph; drop 2, flow-through of the chromatographic step; drop 3, apoMb after 

chromatograph; Ctrl, positive control containing 2 ng of DNA. The preparation of apoMb 
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presenting the anomalous CD spectra phenomenon fluoresced in the presence of EtBr 

whereas after the chromatographic step the fluorescence was similar to the background, 

indicating that the nucleic acid was removed. 
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Figure 1A. 
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Figure 1B. 
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Figure 1C. 
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Figure 1D. 
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Figure 2A. 
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Figure 2B. 

 

 

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0

20

40

60

80

100
 A

280 nm

A
2

8
0

n
m

Volume (mL)

3

2

 1 M NaCl (% 
(v/v)

)

1
M

 N
a

C
l 

(%
(v

/v
))

 



 132

Figure 2C. 
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