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INTRODUCAD



As | :moglobinas constituem uma das fam{lias de proteinas
mais bem estudadas ate o presente. Seu principal papel 8 o trans
porte de moléculas de oxigenio entrs os tecidos dos mais diversi
ficados organismos (Riggs et al.,1986; Ochiai e Enoki, 1981; Vi-
nogradov,1985; Bogusz st al.,l988). As hemoglobinas sao versa -
teis para ligar e liberar moleculas de oxigenio de acordo com a
tensao de oxigénio nos tecidos em que se encontra. 0 oxigénio 1i
berado pela hemoglobina é utilizado na respiragao celular ou ar-
mazenado pela mioglobina nos misculos.

A regigo responsavel pela ligaggo das mol¢culas de 02, e
o grupamento prostéetico, © heme - um anel tetrapirrolico ligado

+ . .
2 se liga de maneira coor-

a um atomo de ferro (Fig 1 - a). O Fe
denada a um residuo histidina (His) da cadeia polipeptidica que
o envolve combinando-se reversivelmente com as moleculas de 02 e
outras moleculas gasosas, definindo a sua fungao de transportado
ra (Perutz,1979). A ligaqSO covalente entre o Fe*z e a cadeia po
lipeptidica foi evidenciada para a hemoglobina de Chromatium -
(Gaul et al.,1973). Rs caracteristicas quimicas e estruturais da
cadeia polipeptidica que envolve o grupamento heme refletem a
sua fungao de "proteger" o Fa+2 nao deixando que ele sofra oxida
¢ao e passe a Fe*’ cuja propriedade de ligar o oxigenioc & nula .
Algumas hemoglobinas sao formadas por uma Unica cadeia polipepti
dica cem 0 respectivo grupamento heme ligado, engquanto outras as
cadeias sofrem agregagaoc formando hemoglobinas diméricas, trime-
ricas, tetraméricas (humana) e hemoglobinas extracelulares que 2a

presentam numero elevado de cadeias (>100) (Vinogradov,1985).

A maioria das moleculas de hemoglobina e encontrada no
estato oxigenado ou deoxigenado. Estados intermediarios de oxige
naggo raramente sao encontrados (Dickerson e Geis, 1983). A ati-
vidade biologica como afinidade pelo oxigenio, cooperatividade,s
feito Bohr e comportamento frente a substancias como difosfo-gli
cerato (DPG), @ bem diversificada dentre as diferentes hemoglobi

nas.
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Fig 1 - Estrutura molecular do gqrupamento heme das hemoglobinas

A- grupamento heme - cinco ligagoes: 4 com o nitrogenio
do anel porfirinico, 1 com a cadeia polipept{dica e
a Gltima com o oxigenio.

B- comparagzo da dimensao do grupamento heme com a agua,

benzeno & lisina,



0 2,3 difosfo-glicerato (DPG) se liga a hemoglobin (Be
nesh e Benesh, 1969) deslocando o equilibrio para a forma deoxi-
hemoglobina, diminuindo a afinidade da molécula pelo oxigenio, A
afinidade pelo O, tambeém € afetada pela ligacao de ions hidroggé-
nio aos grupos laterais dos aminoacidos da cadeia polipept{dica.
A variaggo da afinidade pelo oxigenio em diferentes pHs é conhe-
cida como efeito Bohr (Riggs,1988). As hemoglobinas podem apre =
sgntar cooperatividade entre os diferentes grupamentos heme que
as compoem, Este processo envolve a ligagao da primeira molecula
de oxigénio gerando modificacoes estruturais facilitando a liga-

~ ’
¢ao de outras moleculas nos grupamentos heme restantes.

Os organismos podem se classificados em cinco reinos,um
procaridtico e guatro eucaridticos (Whitaker, 1963) e todos apre
sentam hemoglobina ou uma proteina semelhante a hemoglobina ("he
moylobin-like"). As hemoglobinas descritas dentro do grupo dos
ver tebrados sao invariavelmente intracelulares e tetraméricas.Al
gumas excegoes sac encontradas em espécies de peixes da familia
Chaenichthydae (Ruud et al.,1954), os quais nao possuem hemoglo-
bina e os ciclostomados (Agnatha) cuja hemoglobina monemérica &
capaz de sofrer agregaggo dependendo das adversidades do ambien-
te (Andersen e Gibson,1971)

Uma parte intrigante do sstudo das hemoglobinas envolve
a origem e evolugao desta familia de proteinas (Dickerson e Geis,
1983). Duas décadas a partir das primeiras sequencias primarias
das cadeias de hemoglobina humana, foram identificadas mais de
sessenta tipos difersntes de cadeias da famf{lia X (£ ,% ). Ses =
senta e seis sequencias diferentes dentro da familia B (p,%,S)
e sessenta tipos de mioglebinas (Dayhoff, 1972). Além destas va-
riagﬁes, foram descritas hemoglobinas de cadeia Gnica em lam -
preia, moluscos, vermes marinhos, vadrias hemoglobinas extracelu-
lares em larvas de insetos e anelideos, hemoglobinas provinien -
tes de plantas - leghemoglobinas (Dickerson e Geis,1983; Ghire -
tti-Magaldi et al.,1985; Jensen et al.,1981; Ochiai e Enoki,1981;
Bogusz et al.,1988; Chiancone et al.,1980 e Vinogradov,1985),



Este conjunto de sequencias constitue um grande ndmero de infor-
magoes para comparagao e estudos de filogenia molecular, como os
desenvolvidos para a fam{lia do anticorpo'(Kabat, 1982) e a fa-

milia do citocromo tipo c.

Os estudos sobre hemoglobinas encontradas dentro do gru
po dos fungos e das bactérias abrem perspectivas no sentido de
que estas proteinas possam ser interpretadas como possuindo ori-
gens remotas e que o0 seu papel nestes organismos nao deva res -

tringir ao transports de oxigenio.

A hemoglobina de Saccharomyces cerevisae aumenta em con

centracaoc quando o sistema de transporte de eletrons e blogqueado

por antimicina A (Keilin,1956), Mutantes de Saccharomyces que a-

presentam delegoes nas subunidades Va e Vb da citocromo oxidase,
apresentam aumento na produgac de hemoglobina (Chance et al.,
1989).Hansenula (levedura) sintetiza uma proteina de 36kDa quan-
do submetida ao tratamento com antimicina A (Yoshimoto et al.,
1989). Estes dados demonstram que a biossintese de hemoglobina
em fungos e bacterias e estimulada por alguma interferencia no
funcionamento do transporte de eletrons, sugerindo a ocorrencia

de um sistema de regulagco genica.

A bactéria Alcaligenes entrophus e a levedura Cendida

mycoderma apresentam uma flavo-heme proteina que cataliza a redy
cao do citocromo c por NADH., Essa proteina apresenta hemologia

com 0 citocromo b5’ A presenga de dois dominios, um flavina e ou
tro heme, indica uma possfvel fusao entre os dois genes (Xia e
Matthews,1989). Runnegar (1984) propos que as hemoglobinas deri-
variam parcialmente de uma proteina semelhante ao citocromo b5 -
"cytochrome-like", Os genes globina poderiam ter evoluido repeti
damente e independentemente em diferentes invertebrados a partir
de um gene que codificaria uma proteina diferente, mas relaciona
da a hemoglobina e que todos possuissem., O citocromo tipo a tem

sido sugerido como ancestral comum por apresentar o mesmo tipo

de grupamento heme. Estudos tridimensionais nao demonstraram o -



corre semelhar ;as sugerindo que a ocorrencia de homologia estru
tural poderia nao ser evidente no caso de que o tempo de diver-

A . , . ’ . 9
gencia entre as duas familias tenha ocorrido ha mais de 2.10° a

Nos.

As hemoglobinas tambeém sao encontradas em varios filos
de invertebrados e apresentam similaridades com as hemoglobinas
de vertebrados e mioglobinas, mas arranjam-se de maneira total-
mente diferente. Sua ocorrencia nos diferentes invertebrados &
irregular e nao se correlacionam com nenhuma arvore filogeneti-
ca simples. OUs geNes que as codificam tendem a ocorrer em co -
pias maltiplas e serem pelimorficos. £las podem ser intracelula
res ou extracelulares, sendo gque em alguns organismos ocorrem

as duas formas - Amphitrite ornata (Terwilliger et al.,1985).

Hemoglobinas intracelulares _ monomericas, dimeri-

cas, trimericas, po-

limericas.

Hemoglobinas extracelulares Platihelmintes, Nema

toda, Molusca, Crus-
tacea, Insecta, Ane-
lida e Pogonofora,

As hemoglobinas de invertebrados podem ser classifica-
das de acordo com as caracteristicas das unidades que apresen -
tam, segundo Vinogradov (1985): (1) dominic simples e uma ca =
deia polipeptidica - 16kDa (2) dois dominios por cadeia polipep
tidica de 30-40kDa formando uma hemoglobina de 250-800kDa (3)
varios dominios, 2 a 18, por cadeia formando uma hemoglobina de
24D-8000kDa (&4) um dominio por cadeia polipeptidica de 12-17 k
Da, algumas ligadas por pontes dissulfeto formando hemoglobinas
de 3000 a 8000 kDa. O fato de se tratar de uma hemoglobina ex -
tracelular ou intracelular deve ser levado em consideracao devil
do a biossintese da molécula com ou sem peptideo sinal para se-
cregao (Fushitani et al.,1988),
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Fig 2 =~ Classificacao das hemoglobinas de invertebrados (Vinogrg
dov, 1985).
1 dominio= uma cadeia polipeptfdica com um grupamento he
me ligado, 2 dominiocs = uma cadeia polipeptidica com 2
grupamentos heme ligados, multidominio = uma cadeia poli

| - >
peptidica com varios grupamentos heme ligados.
monomerc = 1 dominio

dimero = 2 dominios ou dois monomeros ligados por pontes
dissulfeto
trimero = 3 monomercs ( de 1 dominio) ligados por pon -
tes dissulfeto
tetramero = 4 monomeros ( de 1 domfnioc) ligados por pon-
tes dissulfeto



Nas imunoglobulinas, a cadeia pesada (HC) é resultado da
expressgo génica de quatro exons. Cada regiSO da cadeia polipep-
tfdica, produto génico de um exon, ¢ denominada dominio. A par -
tir deste modelo, um dominio pode ser reconhecido comoc sendo uma
parte da proteina que forma uma regiao compacta e globular sepa-
rada do resto da molécula. No caso da hemoglobina, nao & observa
da estrutura que caracterizaria um dominio nos seguimentos codi-
ficados por exons (Go, 1984). Desta maneira, a terminologia domi
nio empregada na classificacao das hemoglobinas de invertebrados
esta relacionada com uma unidade mioglobina ("myoglobin-fold"),
uma cadeia polipeptidica com um grupamento heme ligado, unidade

responsavel pela ligagao da molecula de oxigenio.

As hemoglobinas de anelideos apresentam uma consideravel
variagao em tipos de hemoglobinas. Algumas sao intracelulares,co

mo em Glycera, outras extracelulares - Lumbriccus terrestris e

Iylorrinchus heterochaetus e em algumas especies de anelideos en

contramos as duas formas - Amphitrite ornata., Essa hemoglobinas

sao moléculas formadas de agregados de varias unidades pequenas,
sendo que algumas apresentam pontes dissulfeto formando dimeros,
trimeros e tetrameros. Elas sao encontradas nas traes classes de
analideos: oligochaeta, polichasta e hirudinea. 0 baixo teor de
ferro (2/3 da hemoglobina humana} distingue as hemoglobinas de a
nelideos de qualquer outra hemoglobina de vertebrado, invertebra

do, tanto extracelular como intracelular (Vinogradov, 1985),

Estudos convencionais de microscopia eletronica de trans
missao sugerem qus a maioria das hemolgobinas de anelideos apre-
sentam um padrEo uniforme - dois discds hexagonais sobrepostos
(Fig 3) e as dimensoes sao similares: distancia entre os lados
paralelos 24 a 26nm, e altura 15 a 18nm (Mangun, 1976; Vigradov,
1980). Estudos de ultracentrifugacao analitica e de difracao de
raio X a baixo éngulo sugerem gue 0 peso molecular das hemoglobi
nas de anelideos varia de 2.300.000 a 4.700.000 (Wood et al.,
1976; Pilz et al,,1980). Apesar de compartilharem uma estrutura'

4 . . . . ~ .
semelhantse, as caracteristicas fisioldgicas sao bem variaveis.
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Fig 3 - Arranjo molecular caracteristico das hemoglobinas de in-

1983)

A

vertebrados (Messerschmidt et al

com

»

A - vista frontal evidencia a estrutura de hexagono

uma unidade central (132)

-~

B - vista lateral evidencia a ocorrencia de dois discos

sobrepostos



A hemoglot ina extracelular de L.terrestris (oligochae -

ta) é a mais bem estudada dentrs as hemoglobinas de anel{decs e
serve de modelo de comparagao com as outras hemoglobinas descri-
tas e estudos de evolugao da familia das globinas., Esta hemoglo-
bina apresenta um arranjo hexagonal caracteristico (Fig 3) e seu
peso molecular e de 3.000.000 (Kapp et al.,1982), Sete tipos de
polipeptideos compoem 0o complexo final e estao arran jados na for
ma de monomeros, dimeros, trimeros e tetrameros. As quatro ca -
deias principais a,b,c, e d tiveram sua sequencia primaria defi-
nida (Fushitani et al.,1986) e sao responsaveis pela formagac de
uma unidade funcional: trimero (a+b+c) + monomero (d), resultan-
do na captaggo de oxigenio. A atividade biologica, afinidade pe-
lo oxigenio € modulada por ions calcio (Ca*z) e a ligagao entre
as cadeias a e ¢ formam o sitio de ligagao do calcio (Fushitani
et al.,1986).

A estrutura do gene que codifica a cadeia c de L.terres-
tris foi recentmente caracterizada e apresenta uma organizaggo
de 3 exons, 2 introns (Fig 4). Esta organizacao é semelhante a
encontrada para as hemoglobinas de vertebrados e mioglobinas. Os
introns da cadeia polipeptidica c sao maiores do que os encontra
dos para as hemoglobinas de vertebrados e menores que os da mio-
globina (J iang et al.,1988). Esse tamanho intermediario sugeres
uma relagao svolutiva entre hemoglobinas de invertebrados e mig
globina e que possivelmente a divergencia entre a origem de a-
nelideos e a ocorrencia de mioglobina estejam proximas. As re -
giaes gue separam 0Ss introns dos exons tendem a mapear a sSuper-
ficie da molecula de hemoglobina e qualquer mutagao nesta re -
giao nao provoceria danos estruturais que comprometessem o fun-
cionamento da molécula (Craick et al.,1982). As regioes de con-
tato entre as subunidades da hemoglobina saoc conservadas a ni -
vel de gene e apresentam baixo nimero de variagoes, pois qual -
auer mutaqgo nesta regiEo acarretaria o rompimento de helices
:nvolvidas no contato, desestruturando a molécula, 0 segundo e-
xon é responsavel pela formagao da cavidads molecular para o a-

coplamento do grupamento heme (Fig 4).
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Fig 4 - Estrutura do gene da cadeia polipeptidica c da hemoglobi

na de Lumbriccus terrestris (Jhiang et al,,1988)

exon 1 = 230 pares de bases
exon 2 = 217 pares de bases
exon 3 = 679 pares de bases

intron 1150 pares de bases

1
intron 2

1250 pares de bases
exon

intron

enzimas de restricao: Eco RI, Xba I, Hind III, Bgl II.
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A lec emoglobina é uma proteina respiratdria encentrada
em leguminosas que apresentam ou nao processo de associagao com
a bacteria Rhizobium (Appleby, 1984; Appleby et al., 1983; Fle -
ming et al.,1987). Tres leghemoglobinas foram sequenciadas (a,cl
e c, ) e a estrutura do gene foi caracterizada (Fig 5) apresen -
tandao uma organizaggc de 4 exons, 3 introns, Estudos de alinha -
mento de sequencia primaria de todas as hemoglobinas descritas
mostram o primeiro e o terceiro intron do gene leghemoglobina na
mesma posiggo encontrada em todas as hemoglobinas, sugerindo uma

origem evolucionaria comum (Landsman et al,, 1986).

Monomeros, leghemoglobinas e mioglobinas poderiam ter e-
voluido de um gene ancestral comum. 0 intron encontrado dividin-
do o 22 exon estaria presente no gene ancestral s posteriormente
se perdeu durante a evolucao animal, Outra hipotese sugere que
este t.po de estrutura poderia ser um avango na evolugao das leg

hemoglobinas,.

GClossoscolex paulistus é um oligochaeta da familia Glos-

soscolecidaes encontrado somente na regiac de Rio Claro, Araras e
Piracicaba (Righi, 1972). Suas caracteristicas morfoldgicas, com
primento (40cm) e diametro (lcm) diferem da maioria dos outros o

ligochaetas descritos,

0 presente estudo tem como objetivo analisar a hemoglobi

na de G.paulistus, caracterizando sua estrutura quaternaria e de

finindo as subunidades principais. Além do estudo estrutural, a-
nalisar a atividade bioldgica desta hemoglobina na forma nativa,
dissociada (pH alcalino) e da sua unidade monomerica 12kDa, suge
rindo um possivel modelo de evolugao destas proteinas respiratd-

rias.

Estudos moleculares abrangendo a maioria das hemoglobi -
nas de invertebrados visam o estabelecimento da possivel etapa
da evoluggo animal na qual o terceiro intron se perdeu e © que
isso acarretaria em termos de eficiencia no transporte de oxige-

nio.
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2.1 - Animais utilicsados

A hemoglobina utilizada foi purificada a partir do oligpg

chasta, GClossoscolex paulistus, abundante em solos calcareos

na regiaoc de Rio Claro - Estado de Sao Paulo, Estes espacimens
apresentam comprimento aproximado de 40 cm por 1 cm de diame -
tro, pesando por volta de 15g cada. Esses animais foram coleta
dos e mantidos no mesmo sclo a 25°C por no maximo 10 dias. 0
sanguz2 fol coletado antes deste periodo,

Para imunizagao foram utilizados coelhos de linhagem nao

definida ("outbred”).

Glossoscolex 7J_bovﬁa:‘as

Fig 6 - Glossoscolex paulistus - Familia Glossoscolacidae

Comprimento medio - 40 cm

., ' o
Diametro medio - 1 cm
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2.2 - Purificagao da hemoglobina de G.paulistus

Primeiramente os animais foram anestesiados em alcool a
10%4. Foi feita uma incisao na veia dorsal, na regiao corres -
pondente ao 122 seguimento (Fig 7). U sangue foi coletado uti
lizando-se tamp3o fosfato de sodio 0,1M pH 7,4 com EDTA 10°M
(agente quelantse - Ca+2) e uma sclugao de heparina 2000 U/ ml
como anticoagulante. A solugaoc de sanque foi centrifugada a
2.500xg (Centrifuga Eppendorf) por 10 minutos a temperatura
ambiente. 0 precipitadc fol descartado e o sobrenadante subme
tido a dialise contra o mesmo tampao de coleta por 18 horas a
4°C. Em sequida, submeteu-se o dialisado a uma ultracentrifu-
gagao de 250.000xg por duas haoras a 4°¢C (Centrifuga Beckman).,
0 "pellet" foi ressuspzndido com o mesmo tampao fosfato com
tuidado para nao formar particulas de hemoglobina nao dissol-
vidas, e foi novamente submetido a ultracentrifugagdo sob as
mesmas condigaes. 0 precipitado resultante desta sequnda cen-
trifugasac, a hemoglobina, foi ressuspendido em tampac fosfa-
to de sodio C,1M pH 7,4 com EDTA 16°M e estocado a 4°c, sendo
posteriormente utilizado para estudos de microscopia eletrani

ca de transmissa0, estudos imunog:imicos e de dissociacao.

2.3 - Imunizagao

2.3.1 - Preparo do antigeno

0 adjuvant foi preparado segundo Freund (1965).
Em um graal foram emulsificados 15g de lanolina em 85 ml de
nujol. A esta mistura, sem BCG (adjuvante) incompleto), foi a
dicionada a hemoglobina diluida em tampao fosfato de sodio C,1
M pH 7,4 com EDTA 10"°M. A mistura foi homogeneizada em almo-

fariz. 0 calculo da concentragao final da hemoglobina foi fei



'
S %

——veia

dorsal

Fig 7 - Sistema circulatorio da oligochaeta Glossoscolex pau-
listus (Righi, 1972)
Seguimentos 12 a 15

Incisao feita na veia dorsal
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to scgundo metodo descrito por Anonini e Brunori (1971), de
maneira que a concentracao final de proteina fosse de img/ ml

de adjuvante.

2.3.2 - tsquema de imunizagzao

Coelhos de linhagem nao definida foram inocu-
lados com hemoglobina purificada de G.paulistus segundo esque
wma abaixo:

1# ingculagao foi de 0,5ml de solugao anti-

an

geno aplicada via intramuscular em cada uma das patac poste -
riores, proximo ao linfonddulo. O mesmo método foi utilizado
para a 2% g 3% inocula;go, 15 e 30 dias apos a primeira inocu
lagao, respectivarmente. A partir da 32 inoculagao, a hemoglo-
bina purificada foi diluida em solucao ruslina fisiologica -
MaCl 0,15 - e uma amostra de 2ml foil administ-ada via intra-
gérmica em guatro locais diferentes no dorso depilado do ani-
mal (0,5ml/local). Este procedimenioc repetiu-se atée que fosse
detectada uma reagao inflamatoria do tipo Arthus.

is sangrias foram feitas diariamente a partir
do 39 dia apOs a primeira injeggo por um periodo de 3 semanas
e apos esse periodo as sangrias foram semanais. 0 soro obtido

foi estocado a -4°C.

2.4 - Dupla difusac radial em gel de acar

is. analises por dupla difusao em agar foram realizadas
segundo Cuchterlony (1958).

Laminas de microscopio l.mpa= (25x75 mm) foram recober-
tas com uma solugao guente de ion sgar (lon-agar oxdide n® 02
Oxoid Ltd London) a 1% em solugao salina fisioldgica (NaCl -

0,15M). Depois doc égar spolidificado foram escavados os pogos
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uti.Lizando-se um esquema padrgo (Grafar Gel Michigan - Assem-
bly Grafar Auto Gel Corporation Detroit - Michigan U5SA). 0 an
tissoro foi aplicado no pogo central e nos pogos perifericos,
a hemoglobina a ser identificada, As laminas foram mantidas a
temperatura ambiente em camara Umida por 24 horas para revela
950. Apos esse periodo, foram lavadas por no minimo 72 horas

em solugao salina (0,15M) com varias trocas e no final em a -
gua deionizada por 24 horas. hpos a lavagem, as laminas foram
cobertas com papel filtro e postas a secn:r a temperatura am -
biente. As laminas foram coradas com colucioc corante de amido
Rlack a 0,5% (Oliveira Lima e Dias Jilva,197C). 0 excesso de
corante foi retirado com uma solu;ao de acido scético glacial

metanol e acua deionizada (1:2:1).

2.5 - Imunoeletroforese

A analise imunoeletroforética da hemoglodina foi reali-
zada segundo Grabar e Jilliams (1953).

Laminas limpsas de microscopio {25x75 mm) foram cobertas
com uma solugao guente de ion agar oxoide n? 02 a 1% em tam -
pao veronal 0,05 pH B,6. Apds a solidificagao, os pogos fo -
ram escavados segundo padrao Gelman Electrophoresis Punch Set
- Gelman Instrument Co. Ann. Harbor - Michigan USA, Os pogos
foram preenchidos com uma solugao Oe hemoglobina a ser anali-
sada. As laminas foram colocadas em uma cuba eletroforetica
preenchida com tampao veronal 0,05M pH 8,6 e as extremidades
das laminas foram conectadas com o tampao através de tiras de
papel de filtro Whatman n® 3MM umedecidas com o mesmo tampao.

ma corrente elétrica de 15m% por lamina foi aplicada durante
60 minutes. Finda a eletroforese, o agar da canaleta foi remo
vido e a mesma foi preenchica com antissoro obtidc segundo es
quema de imunizagao descrito em 2.3.2 ., As laminas foram dei-

xadas em camara Umida por 24 horas para revelagao a temperatu
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ra ambiente. Os procedimentos de lavagem, secagem e colt agao

foram os mesmos descritos para imunodifusao em 2.4 ,

2.6 - Dissociagao da hemoglobina em pH alcalino

A dissociagaa dz hemoglobina de G.paulistus foi obtida
nas condicoes descritzs por Vinogradov (1977). Amostras de 1ml
de hemogiobina purificada foram submetidas a dialise contra
tampao Tris-HC1 0,18 pH 9,0 mais EDTA lD—BM por 24 horas. Apos
esse tempo, abemogloSina resultante fol submetida a analise em
microscopia eletronica de transmissao e cromatografia em Sepha

dex 0-2C0 sos condigoes dissociantes (pH alcalino),

2.7 - ticroscopia eletronica de transmissao

Tela de cobre para microscopia eletronica foram cobertas
com um filme de Farlodio a 0,4% e depois recobertas com carbo-
no (Gaspar e: al.,1983). 4s telas foram colocadas flutuando s0
bre gctas de solugoes de hemoglobina diluidas (1:1000) em tam-
pao fosfato de sodio 0,1M pH 6,8 por 15 minutos a temperatura
ambiente., Dscorrido esse tempo, elas foram lavadas em 5 qotas
do mesmo tampgo, 5 gotas de agua deionizada e prsteriormente
“oram secadas com papel de filtrec. Finalmente foram coradas u=-
tilizando-se eo;ugaa de acetato g: uranila 2% e observadas em

microscopio eletronico de transmissao Siemens Elmiskop Modelo L

2.8 - £letroforese em gel de poliacrilamida
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A placa de poliacrilamida foi feita de modo desconti
nuo, apresentandoc um gel de concentragao a 5% e um el de cor
rida a 10%. Os dois geis foram preparados utilizando-se uma
solucao estoque de acrilamida (Bio Rad Labs, Richmond, Cal.)a
304 e N'N' - metileno- bis acrilamida (Bio Rad Labs, Richmond
Cal.) a G,B8%, ambas dissolvidas em agua deionizada e poste -
riormente essa soluczo estoque foi filtrada em papel de fil -
tro shatman n® Cl e mantida a 4°C em frasco ambar. O gel de
concentraggo a 5% foi preparado utilizando-se tampao Tris-HC1
0,125M pH 6,8 e o gel de separagao a 10% com tampao Tris- KCL
0,3 pH B,6. Em ambos o0s geis foi acrescentado C,1 ml de 3D3
a 20% e foram polimerizados com G,C025 ml de N'N'NN-tetrametil
etilenodiamina (TEMED) e 0,025 ml e persulfato de amonio a
10%.

Um sistema de duas placas de vidro (16x14,5cm, foi
montado utilizando-se separadores de 2mm de espessura., 0 gel
de corrida foi colocado entre as placas atée uma altura de 10
centimetros e ap0s a sua polimerizaggo, foi adicionado o cgel
de concentragao. Encheu-se a placa até a altura de 14,9 n com
c gel de concentragED e um pente de acrilico foi cclocade pa-
ra a formacao dos locais de aplicacgao das amostras (5mm) an -
tes da polimerizagao do gel.

As amostras a serem aplicadas foram padronizadas pa
ra conter 20U a 50 ug de proteina. As protelnas utilizadas fo-
ram dissolvidas no tampao da amostra ("sample buffer") consti
tuido de tampao Tris-HCl 0,08M pH 6,8 contendo 505 (2%), 10 %
de glicerol 8 0,001% de azul de bromofenol, Fara amostras re-
duzidas foi adicionado ditiotreitol (DTT) em concentragao fi-
nal de 0,1M. Todas as amostras foram aquecidas em agjua ferven
te por 1 minuto.

0s marcadores utilizados foram: Proteina de Bence
Jones na forma dimérica (50kDa), imunojlobulina ronoclonal do
tipo FKW isotipo IgGs (170kDa) e mioglobina (17k"a) - Sigma

Chemical Co.S5t.Louis, Mo tipo II,
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A eleiroforese foi realizada em tampio Tris - HC1
0,025M, glicina ©,192M com SDS a 0,1%, a 100V durante e ho=
ras, 0 gel fol ratirado do sistema de palacas e corzdo com
uma solugao de Comassie Blue a 0,1% em acido acetico - meta-
nol (1:8 v/v) durante 18 horas. U excesso de corante foi re-
tirado com uma snlucao ‘escorants de acido acetico, metanol

e agua deionizada (1:1:2).

2.9 - Filtracao enm 4zl de Sephadex G-200

Uma coluna de vidro 1,9 x 100 cm foi preenchida com
Sephadex G-200 (Fharmacia Fine Chemicals), previamente entumes-
cido em tampao Tris-HCl 0,1M pH 9,0 + EDTA lD“jM {(volume totals

300 ml). Foram aplicados 2 ml de hemoglobina de G.paulistus dis

sociada de acordo com materiais e metodos 2.6, contendo aproxi-
madamente 50mg/ml.

Fragaes de 3ml foram eluidas cor o mesmo tampac em
um fluxo constante de 5-6ml/ hora. Leituras a 2B80nm e 415 nm fo

ram feitas tuboc a tubo.
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2.10 - Josagem de proteinas

i dosagem das amostras de hemoglobina foram feitas Se-

i;m = 125,000 a 415 nm como descri

to por Antonini e Brunori (1971).

gundo a razao heme-molar E

A dosagem de 1gC especifica anti-hemoglotzina baseou-se
no metodo de Dittebrandt (1948) modificado. E£sse método envol
ve a u-ilizagaoc de reativo de biureto: 9,0g de tartarato de
sodio e poiassio, 3,0g Cu50,5H,0, 5,0g de iodeto de potassio
e hidrorxido de sodio 109 em um volume final de 1000ml, Este
metodo permite uma maior sensibilidade - 20 a 40C ug. Todas
as outras proteinas a serem dosadas foram submetidas a esse

métOdO.

2.11 - Curvas de eouilibrio com o oxigenic da hemoglobina na-

tiva, dissociada e da unidads monomerica de 12kDa

2.11.1 - Calibracao do tonometro

Nos experimentos de oxigenagao e deoxigenagao

da hemoglobina de G.paulistus foram utilizados tonOmetros or

mados de tubos de Thurnberg modificados e dessnvolvidos a par
tir do modelo proposto por Rossi-Fanelli e Antonini (1958) e
por Benesh (1965). Uma cubeta otica pirex com aminho 6tico de
1 cm foi adaptada ao tubo para a leitura das amostras (Fig 8).
Primeiramente se procedeu a calibragao do sis
tema para se obter o coeficiente tonometrico (capacidade gaspo
sa). Este coeficiente foi obtido a partir da diferenga entre
o peso do tonometro totalmente cheio de agua e contendo ape -

nas 3ml de agua.
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2.11,2 - Preparo da amostra de hemogluoina

A hemoglobina purificada foi diluida em tam
pao Trie-HCl 0,05M pH 7,2 resultando em uma concentragao fi -
M dosada através de Eigmz 125,

608/ heme {(Antonini e Brunori, 1971).

nal de aproximadamente 5.10°

2.11.3 - Deoxigenagao e reoxicenacao da hemoglobina

Amostras diluidas de hemoglobina foram colo
cadas nos tonometros e submetidas a um fFluxo continuo de ni -
trogenio (%S5 - super seco) por no minimo 5 minutos. A deoxige
nazao foi evidenciada atraves do especiro de varredura, mos -
trando o desvio do pico de absorbancia de 415 nm (oxi) para
428 nm {d=zoxi).

A reoxigenagao gradativa da hemoglobina se
deu atraves da adigao de volumes crescentes de ar a cada 10
minutos sob agita;%o para equilibrio entre as fases gasosa e
1fguida, a 20°C. Um registrador automitico acoplado ao espec-
trofotometro VYariant 634 registrou as leituras a luz visivel
entre os comprimentos de onda de 380 a 600 nm conforme metodo
logia descrita por Rossi-Fanelli e Antonini (1958).

As amostras utilizadas foram: (1) hemoglobi
na nativa a pH 7,4; (2) hemoglobina dissociada em pH alcalino
e {3) unidade monomérica de 12kDa,

0 tratamento com ditionito de sadio Na2520a
foi utilizado no cado de nao ocorrer deoxigenagaoc atraves do
Fluxo de nitrogenio. Uma quantidade ce aproximadamente 5Smg de
ditionito foi adicionada a amostra de hemoglobina dissociadae

da unidace monomerica de 12kDa.
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2. 1% - Plot e Hill -

0 grafico de Hill foi calculado a partir da
equagao de Hill, visando observar a afinidade ca molécula de
hemoglobina pelo Oxigénio atraves da quantidade de oxigenio
necessaria para saturar 50% dos grupamentos heme. C coeficiepn
te de 'ili & calculado atraveés da inclinagao da reta onde o0s
valores de saturagac com O oxigenio sao estaveis (ileirelles
et al.,1984).

Fara construgao do grafico de Hill foram
Feitos calculos dos valores de ¥V (% de saturacao) e pressaes
parciais de oxigénio conforme mostrado na Tabela 1,

As pressges parciais de oxigénio foram cal-

culadas a partir da equagao:

p.Vv = P,V

2°2

P, = pressac de oxigenio stmosférico - 156 mm de Hg

Ul = volume de ar injetado

P2 = pressac parcial de oxigenio

Uz = volume da fase gasosa do tonometro - coeficiente tonome~-

trico

Exemplo:

14 adigae P,= 156 torr
Ul::lITIl
- 7
Py= ?
V,= 203 - 3 = 200 ml

156 torr x 1 ml = p2 x 20C ml

ﬁz = 0,75 torr



Equagao de Hill

A =

(Hb)(0,)"

Flot

lores

dg os

i (HbUZ)
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de Hill pods ser representado graficemente plotando os va
de log de Y/i-VY ¢

valores de ¥ (%

Q

ntra log de f820u plotan-

de saturayao) contra 0.,
2

Tabela 1 - Calculo de Psy segundo metodo descrito por Rossi -

Fan=11i (1958).
Y Y

V(L A!s‘ Ats2 D‘ IJ2 Y'l th YS 1667 P02 ]o‘?"]Ty_' Jog P02
ox 0,585 0,49 0,057 0,202 100,000 100,000 - - - - -
Ceoxi 0,528 0,551 - - 0,000 0,000 - - - - -
20wl 0,542 0,54 0,014 -0,027 24,561 13,36 18,93 0,233 1,56 -0,6309 0,193
3,0 m}) 0,53% 0,502 0,008 -0,049 14,035 18,963 19,143 0,2367 2,34 «0,6258 0,3692
40ml 0,50 0,4% 0,012 -0,061 21,052 20,198 25,625 0,3445 3,12 -0,4628  0,4941
50r 0,522 0,457 0,006 -0,094 10,526 46,5  28,5% 0,3835 3,9 -0,4162 0,590

Yol - volume de ar injetado {acumulado)

Abs 1 - absorbancia a 415 nm

ARbs 2 - absorbancia a 428 nm

D - diferenga entre as absorbancias da hemoglobina oxi e deoxi

Y$ - paorcentagem de

saturagao dos grupamgntos heme
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3.1 - E£strutura da hemoglobina de G.paulistus

Quando observada ac microscopio eletronico de transmis
sao em pH 7,4 , a molecula de hemoglobina mostra duas formas
de estrutura organizada que podem ser interpretadas como vis-
ta lateral e vista frontal. As imagens frontais mostram um ar
ranjo hexagonal de seis elementos aparentemente ocos com uma
unidade no centro do hexagono. A distancia sentre os lados pa-
ralelos é de 24 a 26 nm. As vistas laterais mostram quatro u-
nidades gue ocupam 0Ss veértices de uma forma aproximadamente
retangular com um elemento adicional no centro., A altura dos
dois discos & de 16 nm. A resolugao alcangada nao permitiu a
definigao da forma do elemento central. A cavidade central a
presenta 8 nm (Fig 9).,

Em pH 8,6 , a hemoglobina apresenta-se com estruturas
desordenadas sem indicio de ordem molecular (Fig 10).

A hemoglobina nativa em pH 7,4 foi utilizada como anti

geno,

3,2 - Andlise soroldgica da hemoglobina

Apos oito dias da primeira inoculscao, a hemaoglobina de

Gepaulistus foi reconhecida pelo antissoro de coelhos imuniza

dos, apresentando pela tecnica de Ouchterlony, uma linha de
precipitacgao tenue (Fig 11), resultado da interagao entre a
soro de coelho anti-HGP com o antigeno.

0s antissoros anti-hemoglobina (anti-HGP) obtidos a par
tir da primeira dose de reforgo, revelaram mais de uma linha
de precipitacao (Fig 12). Os antissoros anti-HGP resultantes
de um esquema de hiperimunizagao chegaram a detectar ateé qua-
tro linhas de precipitacao a,b,c e d , atraves da técnica de
Ouchterlony, Destas guatro linhas, duas se situam junto ao po
go do antigeno anﬁuanto que as outras junto ao pogo onde foi

colocado o antissoro (Fig 12).
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O el T

Microscopia eletronica de transmissao da hemoglobina

de Glossoscolex paulistus

A hemoglobina nativa de G.paulistus constrastada com

aceta o de uranila a 2%, apresenta arranjo hexaconal
caracteristico das hemoglobinas de anelideos. Sao
dois discos hexagonais sobrepostos com uma unidade
central. A distancia entre os lados paralelos é de
24-26 nm, altura dos discos de 16 nm e cavidade cen-

tral de 8 nm. Aumento de 120,000 vezes.
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Fig 10 - Microscopia eletronica de transmissae_da hemoglobina

de Glossoscolex paulistus dissociada em pH alcalino

A hemoglobina de G.paulistus sofreu tratamento 1issg

ciante (pH alcaline) apresentandoc o rompimento da es
trutura hexagonal, formando estruturas desordenadas

sem indicio de ordem molecular. Aumento de 120,000x.
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Fig 11 - Imunodifusao radial em gel de agar a 1%

No pogo central (A) foi aplicado o antissoro de coé-,
lho anti~HGP obtido no 82 dia apds a primeira inoculagac. Nos
pocos periféricos (B) foi aplicada a hemoglobina purificada
de G.paulistus dilufda em tampao fosfato se sdodio 0,1M pH 7.4

mais EDTA lO_BM. Uma linha de precipitagao tenue foi evidencia

da pelo antissoro (»),



Fig 12 - Imunodifusdo radial em gel de dgar a 1%

0 antissoro hiperimune de coelho anti-HGP foi aplica
do no pogo central (A) revelando quatro componentes proteicos

da hemoglobina nativa de G.paulistus diluida em tampso fosfa-

3

to de sodic 0,1M pH 7,4 mais EDTA 10" "M, que foi aplicada nos

pogos periféricos.
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Foi possivel evidenciar uma reagao inflamatdria do ti

po Arthus nos locais de inoculagao intradermica, rasultado

- dos "boosters" preconizados no esquema de hiperimunizaggo (Fig

13). -

3.3 - Complexo molecular hemoglobina evidenciado por PAGE/SDS

A andlise em gel de poliacrilamida a 10% com SDS da hg

moglobina nativa e reduzida de G.paulistus apresentou o se -

guinte padrgoz

Na forma nativa, a hemoglobina apresentou cinco compo -
nentes principais de 70kDa, 50kba, 33kDa, 28kDa e 12kDa, quan
do comparados com os marcadores de peso molecular conhecido -~
(Fig 14).
4 Na forma reduzida, a hemoglobina apresentou-se com qua-
tro componentes principais de 33kDa, 28kDa, 16kDa e 12kDa -
(Fig 14).

Na forma dissociada em pH alcalino, a hemoglobina apre-
sentou 0 mesmo padrgo gvidenciado para a hemoglobina nativa -
cinco  bandas , evidenciadas atravées de eletroforese em poli-

acrilamida sem SDS (resultados nao mostrados).

3.4 - Analise imunoeletroforetica da hemoglobina nativa e dis

soclada

0 soro hiperimune de ccelho anti-HGP detsctou pela tec-
nica de imunoeletroforese em gel de agar, tres arcos de preci
pitagao que correspondem a forma nativa obtida em pH 7,4. Es-
tas. linhas de precipitaggo apresentam mobilidade elatroforéti

ca anodica (Fig 15).
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Fig 13 - Reagao de Arthus

0 esquema de hiperimunizagao resultou na obtengan de
uma reagao inflamatdoria do tipo Arthus, indicando uma concen -
tragao elevada de anticorpos circulantes anti-hemoglobina de

"

GClossoscolex paulistus,
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Fig 14 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% com SDS

da hemoglobina nativa e reduzida de G.paulistus

Proteinas nao reduzidas: (1) imunoglobulina monoclo-
nal FKY isotipo IgGy (2) HCP-nativa (3) IgG de coelho (4) HGP
nativa (5) mioglobina. Essas proteinas sofreram redugao com
DTT 0,1M e foram aplicadas respsctivamente em (10),(9),(8),(7)
e (6). Cinco componentes foram evidenciados para a hemoglobina
nativa: 70kDa, 50kDa, 33kDa, 28kDa, 12kDa. Apds a reducao: 33
kDa, 28kDa, 1l6kDa e 12kDa.



38

Fig 15 - Controle imunoeletroforético em gel de agar a 1% da he

moglobina nativa de G.paulistus

Foram evidenciados pelo menos tres linhas de precipita
cao para a proteina nativa em pH 7,4, reveladas por antissoros
anti-HGP hiperimunes,

A - antissoro e E - hemoglobina nativa de G.,paulistus




Fig 16 - Controle imunoceletroforetico em gel de agar a 1% da

hemoglobina dissociada em pH alcalino

Foram evidenciadas mais de quatro linhas de precipi
tagao para a hemoglobina dissociada em tampao Tris-HC1 0,1M
com EDTA 10™°M pH 8,6.

A -"antissoros hiperimunes

E - hemoglobina dissociada de G.paulistus
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Um padrao de mais de quatro linhas de precipitagao
foi evidenciado na analise imunoeletroforetica da forma disso-
ciada em pH alcalino (pH B,6). A maioria destas linhas apresen

tam mobilidade eletrofqrética nitidamente anodica (Figdlé).

3.5 - Fracionamento da hemoglobina dissociada em gel de Sepha-
dex G-200 ' ‘

A hemoglobina dissociada em pH a calino apresentou gua -
tro fracoes cromatograficas quando submetida a filtracao em
gel de Sephadex G-200 (Fig 17). A discriminagao entre as fra -
¢goes cromatograficas II e II1 foi apenas parcial.

A razao entre as leituras a 280 nm (evidencia proteinas)
e em 415 nm (evidencia grupamentos heme) evidenciou os possi -
veis polipeptideos estruturais na regiao descendente da fracao

cromatografica III (Fig 18).

3.6 - Analise antigénica das Fraqses obtidas atraves da tecni-

ca de Ouchterlony e determinacao do peso molecular e grau

de pursza por PAGE/SDS

A fragao crumatografica 1 (Fig 17) apresenta uma banda
de 70kDa guando analisada por PAGE/SDS (resultados nao mostra-
dos), Seu reconhecimente imunolégico, uma linha de precipita -
gao tenues proxima ao pogo do antigeno €o foi evidenciada quan-
do a fracao estava concentrada - por liofilizacao (resultados
nao mostrados).

A fragao cromatografica II apresentou uma banda de apro-
ximadamente SOkDa quando submetida a eletroforese em PAGE/SDS
(Fig 19). A analise atraves da técnica de Ouchterlony eviden-

ciou uma linha de precipitagao (Fig 20).
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Fig 17 - Filtracao em gel de Sephadex G-200 da hemoglobina dis

sgciada de C.paulistus

Cromatografia de exclusao molecular da hemoglobina dis
sociada em uma coluna de Sephadex G-200 (0,9 x 100 cm), equili-
brada com tampao Tris-HCl 0,1M pH 9,0 mais EDTA 10™°m (condi -
cOes dissociantes) a 4°C e com fluxo de 5-6 ml/hora. Das fra -
goes cromatograficas foram feitas leituras em diferentes compri
mentos de onda (415 e 428 nm). Quatro fragoes cromatograficas

foram evidenciadas para a hemoglobina dissociada,
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Fig 19 - Eletroforese em gel de peliacrilamida a 10% com SDS das

fragOes obtidas a partir da filtragao da hemoglobina de

G.paulistus dissociada em Sephadex G-200

Redugao (r) com ditiotreitol (DTT) 0,1M

Proteinass (1) imunoglobulina monoclonal FKY isotipo
IgGy - r,(2) HGP-r, (3) fragao IV-r, (4) proteina de Bence Jones
J36-r, (5) fragao IV nativa, (6) mioglobina, (7) fracao III, (8)
HGP-nativa, (9) fracao II, (10) Bence Jones-nativa (11) ramo des
cendente da fragao III, (12) HGP-nativa.



A analise em PAGE/SDS da fragao cromatografica III a-

presentou tres componentes de 50kDa, 33kDa e 28kDa (Fig 19).

~fst fragao foi reconhecida por antissoros apresentando duas
linhas de precipitagao (Fig 21).

A fragao cromatografica IV apresentou apenas uma linha
de precipitagdo bem proxima do pogo central (antissoro), quan
do analisada pela técnica de Ouchterlony (Fig 22). Por eletro
forese em poliacrilamida foi evidenciada apenas uma banda de
aproximadamente 12kDa para esta fracgao cromatogpéfica.

A andlise pela técnica de Ouchterlony das fragoes 1I e
IV evidenciou identidade antigenica parcial entre os dois com

ponentes (Fig 23).

3,7 - Afinidade pelo oxigenio da hemoglobina nativa, dissocia

da e da unidade monomerica 12kDa

A hemoglobina nativa de C.paulistus apresentou pSU i -
gual a 6.3 mm Hg em pH 7.4 (Fig 24). 0 coeficiente de Hill e
da ordem de 2,2 . Em pH 8,6, a hemoglobina dissociada apresen
tou Pgy de 13 mm Hg e a cooperatividade (coeficiente de Hill)
da ordem de 2.0.

A curva de deoxigenagao da hemoglobina nativa apresen -

tou desvio do pico de absorbancia ds 415 nm para 428 nm, deng
tando ocorrancia de deoxigenagso (Fig 25).
A curva de deoxigenagaoc da hemoglobina dissociada em pH

alcalino nao apresentou desvio da forma xi (415nm) para de =

oxi (428nm). Somente apds o tratamento com ditionito de sodio
foi evidenciada a deoxigenagao (Fig 26). ‘

A unidade monomérica nao apresentou deoxigenagao ap0s o
tratamento com nitr0génio, sendo necessario o tratamento com
ditionito de sddio para que se evidenciasse a deoxigenagao da
unidade 12kDa (Fig 27).
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Fig 20 - Imunodifusac radial em gel de égar a 1% da fragao cro-

matografica I1I.

Antissoros hiperimunes anti-HGP reconheceram a fracao
11 obtida a partir da filtragao da hemoglobina dissociada em
gel de Sephadex G-200, evidenciando uma Unica linha de precipi
tagao, (A) antissoro , (B) fragao cromatografica II e (C) fra-

gao cromatografica III.
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Fig 21 - Imunodifusao radial em gel de agar a 1% da fragao cro-

matografica III

Antissoras hiperimunes anti-HGP reconheceram a.fragao
I1I resultante da filtragao em gel de Sephadex G-200 da hemoglo
bina dissociada, evidenciando duas linhas de precipitagao bem
proximas. (A) antissoro anti-HGP (B) fracao cromatografica II e

(C) fragao cromatografica III.
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Fig 22 - Imunodifusao radial em gel de agar a 1% da fragao cro

matografica IV

A fragao cromatografica IV foi recofihecida pelos antis
soros hiperimunes anti-HGP, evidenciando uma Unica linha de pre
cipitagao bem proxima do pogo central. (A) antissoro (B8) fra -
gao cromatografica IV e (C) fragao cromatografica II.
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Fig 23 - Imunodifus3o radial em gel de agar a 1% da fragao cro-
matografica IT e da fragao cromatografica IV

0 antissoro hiperimune anti-HGP reconheceu as duas fra
coes evidenciando um esporac de identidade antigenica parcial
( = ). (A) antissoro , (B) fragao cromatografica IV e (C) fra-

gao cromatografica II.
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log PO,

Fig 24 - Plot da curva de equilibrio com o oxigenio da hemoalg
bina de Glossoscolex paulistus

A hemoglobina em pH 7.4 apresentou P50 de 6.3 torr e
coeficiente de Hill de 2.2 . Em pH B.0, a hemoglobina apresen-
tou p50
se manteve ao redor de 2,0.

(D) hemoglobina em pH 7.4

(8) hemoglobina em pH 8.0

de 13.0 torr e a cooperatividade (coeficiente de Hill)
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Fig 25 ~ Curva de deoxigenacao da hemoglobina nativa de Glossos

colex paulistus (pH 7.4)

Apés cinco minutos de fluxo continuo de nitrogénio (SS
- super seco), ocorreu deslocemento do pico de absorbancia de
415nm para 428Bnm para a hemoglobina nstiva,

(1) oxi-hemoglobina

(2) deoxi~hemoglobina
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Fig 26 - Curva de daoxigenagﬁo da hemoglobina dissociada de

Glossoscolex paulistus (pH 8,6)

A hemoglobina dissociada nao apresentou alteracaoc no
pico de absorbancia apés o tratamento com nitrogenio, sendo ng
cessario o tratamento com ditionito de sodio (5mg/ml) para evi
denciar a mudanga de oxi para deoxi-hemoglobina.

(1) oxi-hemoglobina

(2) oxi-hemoglobina apds tratamsnto com N,

(3) deoxi-hemoglobina resultante do tratamento com di

tionito de sodio
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NM

Fig 27 - Curva de deoxiqgenacao da unidade monomeérica de 12kDa

da hemoglobina de Glossoscolex paulistus

A unidade monomerica nao passou da forma oxi para de-
oxigenada ap6s o tratamento com nitrogenioc. Foi necessario o
tratamento com ditionito de sOdio para deoxigenar a unidads.

(1) unidade monomerica

(2) unidade monomerica apos tratamento com N2

(3) unidade monomérica apés 0o tratamento com ditionio

de sadio
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0s resultados de micr.scopia eletronica mostram que

a hemoglobina extracelular de Glossoscolex paulistus apresen-

ta um arranjo molecular caracteristico dentro do grupo da he-

moglobinas de invertebrados (Fig 9). Essa hemoglobina é forma

da de dois discos hexagonais sobrepostos apresentando distan-

cia entre os lados paralelos e altura similares as hemoglobi-

nas descritas (Tabela 2).

Os estudos de microscopia eletronica de transmissao

da hemoglobina de G.paulistus dissociada em pH alcalino, evi-

denciaram o rompimento da estrutura hexagonal caracteristica ,

sem indicio de ordem molecular (Fig 10), como evidenciado para

diferentes hemoglobinas dissociadas atraveés de tratamento
pH alcalino ou acido (Ochiai et al.,l1981; Chiancone et al.,
1972; David et al.,1973; Ochiai et al.,1982).

em

Lumbriccus terrestris
Tubifex tubifex

Arenicola marina

Macrobdela decora

Myxicola infundibulum

Amphitrite ornata

Nephtys incisa

Haemopsis sanquisuqa

Glossoscolex paulistus

30

29

26

31

24

25

20

19

16

19

15

16

nm

nm

nm

nm

nm

Tabela 2 - Comparagao entre diferentes hemoglobinas de inverte

brados

Dimensoes entre os lados paralelos e altura.

(Kapp et al.,1982; Messerschmidt et al.,1983; Vino-
gradov et al.,1985a; Kapp et al.,1985; Vinogradov ,

1985)
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0 grau de resolucho da metodologia empregada permi-
tiu evidenciar nas micrografias da hemoglobina de G.paulis -
tus, algumes moléculas que apresentam material proteico na
cavidade central, como evidenciado em algumas hemoglobinas
como a de Qenong fulgida (Van Bruggen e Weber,1974) e a  de
Nephtys incisa (Messerchmidt et al,,1983). Para alguns auto-

res, esse material de natureza proteica sugere ser uma 132
subunidade. Estudos de difracao de raio X a baixo angulo de-
senvolvidos -por Pilz (1982), sugerem que a maioria das hemo-
globinas de invertebrados apresentam essa subunidade, mas dg
vido a sua baixa concentragao proteica torna dificil a sua
caracterizagao ao microscopio eletronico. As hemoglobinas de
invertebrados apresentam teor reduzido de ferro (2/3) em re-
lagao as hemoglobinas de vertebrados. As variagoes encon -
tradas nas razoes proteina/heme nas diferentes hemoglobinas
analisadas poderia estar relacionada com o material proteico

da cavidade central (Fushitani et al;,l986).

Os resultados sorologicos obtidos pela tecnica de

ODuchterlony (Fig ll) indicaram o reconhecimento antigenico

da hemoglobina nativa de G.paulistus a partir do 82 dias apos
a primeira inoculacgao. Isto sugere que este complexo molecu-
lar é bastante antigenico possivelmente devido ao seu eleva-
do pesoc molecular (Roesel,1983),

Soros hiperimunes anti-HGP obtidos a partir de um es
quema de imunizagao como descrito em materiais e meétodos, fo-
ram selecionados por analise quantitativa atraves da tecnica
de Ouchterlony (Fig 12) e intensidade da reacao de Arthus -
(Fig 13). Estes antissoros reconheceram quatro componentes

proteicos principais a,b,c e d para a hemoglobina nativa.
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A analise imunosletroforética revelou que a hemoglobi

na de G.paulistus dissociada em pH alcalino apresenta mais de

quatro arcos de precipitaggo (Fig 16) quando comparada com a
hemoglobina nativa, sugerindo que estes outros arc¢os corres -
ponderiam a epitopos, os quais as moléculas de anticorpo nao
teriam acesso devido a estrutura molecular da hemoglobina ori
ginal, Somente apos 0 tratamento dissociante estes neo-antigg

nos ficariam expostos (Meirelles et al.,1987).

A hemoglobina nativa submetida a anélige em PAGE/SDS
apresentou as bandas eletroforeticas de aproximadamente 12kDa,
28kDa, 33kDa, 50kDa e 70kDa quando comparadas aos marcadores
de peso molecular conhecido (Fig 14). Estes cinco componentss
principais podem ser interpretados como diferentes tipos de u

nidade que compoem o complexo final hemoglobina,

A analise da hemoglobina reduzida com DTT pela técni
ca de PAGE/SDS, apresentou quatro componentes de aproximada-
mente l12kDa,l6kDa,28kba e 33kDa. As unidades 12kDa, 28kDa B a
33kDa sao evidenciadas na hemoglobina nativa e reduzida suge-
rindo gue estas unidades sao formadas por uma Unica cadeia po
lipeptidica cujas pontes dissulfeteo apresentam disposigao in-
com as unidades 28.000 e 33,000 (Fiqg 14) pode ser interpreta-
do como uma modificacao estrutural através do rompimento das
poﬁtes dissulfeto, bassando a proteina da forma globular a Fi
lamentosa, que apresenta maior resistencia ao gel (Meirelles
st al.,1987). |

A unidade 50kDa nao foi evidenciada na hemoglobina re
duzida com DTT. O aparecimento de uma banda contendo a unida-
de l6kDa sugere que esta unidade 50kDa poderia ser formada
por tres cadeias de 16kDa ou uma cadeia de 16kDa e outra de
33kDa cujo pesu molecular @ identico na forma nativa e na for
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Os resultados de filtragao em gel de Sephadex G-200

da hemoglobina de G.paulistus dissociada em pH alcalino mos -

tram a presenga de quatro picos (Fig 17), com perfil cromato-
grafico semelhante ao descrito para a hemoglobina de L.terres
tris (Vinogradov et al,,1977).

A analise em PAGE/5DS da fragao cromatografica I a-
presentou uma unica banda de peso molecular ao redor de 70,000
que corresponderia,é unidade tetramérica presente na hemoglo-
bina nativa (resultados nao mostrados). Os soros h perimunes
naoc devem ter reconhecido o tetramero possivelmente por essa
unidade apressntar baixa concentracao dentro da hemoglobina
nativa utili ada como antigeno para produgao de antissoros es

pecificos (Vinogradov,1985),

A fragao cromatografica 11 apresentou uma unica ban
da de aproximadamente 50kDa e que corresponderia a unidade
trimérica formada a partir de tres cadeias de 16kDa. A anali-
se por imunodifusao radial em gel de agar desta unidade 50kDa
revelou uma unica linha de precipitagao intensa, sugerindo
que 8 unidade trimerica apresenta-se em elevada concentraggo
dentro do complexo hemoglobina nativa. Os resultados de lite-

ratura indicam ser a unidade trimérica participante em mais

de 60% do complexo total, corroborando os resultados abtidos
para a hemoglobina de G.paulistus (Vinogradov,1985).

A fracao cromatografica 111 submetida a eletrofore-
se em PAGE/SDS apresenta as unidades 50kDa, 33kDa e 28kDa ,
mostrando que a separagao entre as fragoes II e III foi ape -
nas parcial devido a unidade 50kDa estar presente nas duas
fracoes. A analise em PAGE/SDS tubo a tubo mostrou a presencga
das unidades 2B e 33kDa na regiao descendente da fragao III -
(resultados nao apresentados) e que foram caracterizados atra
ves da relacao entre as leituras 280 415 nm (Fushitani e Rig

gs,l986), como polipeptideos estruturais por apresentarem bai
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xa concentragao de grupamentos heme (Fig 18) distintos da uni
dade 50kDa. Estes polipeptfdeos estruturais sao evidenciados
para a hemoglobina de L.terrestris (Riggs,1986) e sao impor -
tantes na formagaoc do complexo hemoglobina final (vinogradov,
1985), Antissoros hiperimunes anti-HGP identificaram a fragao
I1II atraves da tecnica de Ouchterlony, apresentando duas 1li -
nhas de pracipi;aggo (Fig 21), uma delas correspondente ao
trimero 50kDa e a outra as unidades 33 e 28kDa cujos arcos de
precipitagao se -sobrepoem devido possuirem pesos moleculares

proximos.

A analise eletroforética em FAGE/SDS da fragao croma
tografica IV revelou uma unica banda proteica na forma nativa
e na forma reduzida de peso molecular 12.000, Esta banda cor

responde a unidade monomerica principal de G.paulistus. Esta

banda foi reconhecida antigenicamente atraves da tecnica de
Cuchterlony (fFig 22) apresentando uma Gnica linha de precipi-
tag%o denotando o grau de pureza e ausencia de contaminantes.
Este resultado serviu como critério de pureza e homogeneidade
molecular para justificar os experimentos de derigenaggo, ca

racterizando a atividade biologica da unidade monomerica.

Atraves dos estudos-de antigenicidade pela tecnica de
Ouchterlony foi possivel evidenciar identidadarantigénica par
cial entre a unidade 50kDa & a unidade 12kDa, significando
que a unidade 50kDa apresenta semslhanga estrutural com a uni
dade monomerica. Este resultado leva a sugerir que possivel -
mente as cadeias que constituem a unidade trimérica apresen -

tam homologia parcial a nivel de estrutura primaria com o mo-

nomero.

As curvas de equilibrio da hemoglobina com o oxigenio
mostram um valor de P50 igual a 6.3 torr, determinado em pH
7,4 (nativa - Fig 24). Este valor esta dentro das variagoes en

contradas para as outras hemoglobinas de invertebrados (Rossi-
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- Fanelli et al.,1970; David e Daniel,1973). O coeficiente de
Hill calculado a partir dos resultados obtidos @ da ordem de
2.2 (>1.0) para a hemoglobina nativa, refletindo uma intera-
gao heme-heme positiva resultado da cooperatividada entre 0s

grupamentos heme que compaem o complexo hemoglobina.

As curvas de equilibrio da hemoglobina de G.paulistus

ém pH 8,0 mostram que foi necessario uma maior pressgo de oxi
génio para que ocorresse a saturagao de 50% dos grupamentos

heme. O coeficiente de Hill da hemoglobina em pH 8,0 é da or-
dem de 2.0, refletindo uma alteracao suave na cooperatividade
da molecula. Neste caso, poder{amos s4por que a alteragao es-
trutural provocada pelo tratamento em pH alcalino (pH 8,0),
nao interferiu de maneira significativa nas unidades funcio -

nais que compoem a molecula de hemoglebina .

Analises repetidas de titulagSD da molécula de hemo-

globina de G.paulistus com o oxigenio mostram gque a hemoglobi

na nao apresenta ponto isosbestico nos comprimentos de onda
de 360 a 600 nm (Fig 25). A falta de isosbesticidade & um pos
sivel indicativo da presenga de mais de uma especie espectral
que ocorre devido a alteragao de residuos na vizinhanga do he
‘me-{Paisach et al.,1978).

As variagoues observadas na atividade biologica das

" hemoglobinas de invertebrados evidenciam que estas hemoglobi-
nas sao complexos moleculares que variam de acordo com o am -~
biente no qual esses animais vivem (Dickerson e Geis.1983). O

oligochaeta Glossoscolex paulistus da familia Glossoscoleci -

dae ocorre principalmente em solos calcareos cuja composiggo
basica apresenta ions calcio que interferem na atividade bio-
logica da maioria das hemoglobinas de invertebrados (Fushita-

ni e Riggs,1986).
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Os experimentos de deoxigenagao da hemoglobina de G.
paulistus nativa apresentam uma curva caracteristica dentro
das hemoglobinas de invertebrados descritas, evidenciando um
pico de absorbancia da hemoglobina na forma Oxigenada a 415
nm e para a hamoglobiné deoxigenada a 428 nm (Fig 25).

A hemoglobina dissociada em pH alcalino apresenta al
ta afinidade pelo oxigenioc, sendo necessario o tratamento
com ditionito de sodio (Nazszq ) para que ocorresse a deoxi-
genacgo (Fig 26). Este resultado sugere que as unidades re -
sultantes da disSociagao: polipeptideos estruturais, dimeros
trimeros e monOmeros, quando isolados, nao sao capazes de 1i
gar o Oxigénio reversivelmente., Estas unidades se combinam e
formam uma unidade funcional que se liga ao oxigenio de ma -
neira reversivel efetuando o transporte. A necessidade de
Forma;go de uma "unidade funcional" esta bem caracterizada
para a hemoglobina de L.terrestris (Riggs,1990).

A unidade monomérica de 12kDa apresenta afinidade pg
lo oxigenio semelhante équela encontrada para a hemoglobina
dissociada, sendo necessario o tratamento com ditionito de
sodio para a liberagao do oxigenio (Fig 27). Este resultado
é compativel com aqueles apresentados na literatura mostran-
do que esta uwnidade isolada n3o & capaz de ligar o oxiganio
reversivelmente, apresentando afinidade pelo 82 tao elevada
guanto a da mioglobina cujo papel é estocar o oxigenio nos

musculos (Dickerson e Geis,1983),

A diversificagao das unidades que compoem o complexo
molecular hemoglobina poderia ter ocorrido a partir da dupli
cagao génica originando copias mdltiplas de gene globina. Se
pelo menos uma das copias permaneceu produzindo a proteina o
riginal, as outras copias puderam acumular mutacOes que per-
mitiram modificagoes estruturais e/ou funcionais sem comprg

meter a sobrevivencia do organismo (Fig 29).
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0 monomereo, unidade 12kDa, poderia ser considerado o
produto do gene que sofreu duplicacso. As diferentes copias
formariam cadeias polipeptidicas que possuem psso molecular
_variando de 12.000 a 19,000, resultantes de modificagoes ocor
ridas no processo de corte do DNA devido a mudangas nos s{ -
tios de restrigao (Gilbert,1978).

As cOpias do gene globina que codificam a unidade de
16kDa devem ter sofrido mutagoes que permitiriam o estabele-
cimento de pontes dissulfeto intra-cadeias, formando as unida
des 50kDa. Esta unidade 50kDa seria resultado da uniao de
trées cadeias polipeptidicas de l6kDa (Fig 29).

Estudos antigénicos feitos através da tecnica de Ouch
terlony evidenciaram identidade antigenica parcial entre as u
nidades 50kDa e a unidade monomerica 12kDa (Fig 23) demons -
trando uma possivel origem comum, A partir do reconhecimento
antigénico da unidade monomerica 12kDa, abre-se perspectivas
para estudos de relagoes filogenéticas entre diferentes hemo-
globinas, pelo fato de ser essa unidade monomeérica encontrada

em tod. s as hemoglobinas.

0 trimero 50kDa deve ter sido selecionado por pressgo
do ambiente por se associar com o mondmerc 12kDa (ligagao nao
-covalente) formando uma unidade funcional eficaz no transpor
te de oxigénio. Esta sugestao & sedimentada pelos experimen -
tos de deoxigenagao onde os produtos de dissociagao nao sao

capazes de ligar o oxigénio de maneira reversivel (Fig 25).

As unidades 28 e 33kDa sao resultado da transcriggo
direta de dois genes globina adjacentes. Esta hipdtess ja foi
evidenciada no caso da hemoglobina dimérica de Glycera (Riggs
et al.,1986), onde foram evidenciados apenas 6 nucleotideos
(dois res{duos de aminoécidos) separando o; dois genes. Com -
plementando com os resultados de PAGE/SDS (Fig 14), fica evi-
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dente gue nao se trata de suas cadeias monoméricas ligadas por
pontes dissulfeto.
Apesar da maioria das hemoglobinas de invertebrados a -
’ ) . £ . . . . r
presentar dimeros com dais dominios funcionais, os dimeros en-

contrados na hemoglobina de G.paulistus sao considerados poli-

peptidesos estruturais por apresentarem uma quantidade reduzida
de grupamentos heme (Fig 18)., Durante a evolugao, poderiam ter
o orrido modificagoes que alterariam o sitio de ligagao do gru
pamento heme. Um processe semelhante foi proposfo para a hemo-
globina de Lamsellibranchia sp (Suzuki et al.,1990) onde ocorre
a perda do primeiro exon do primeiro dominio e do Gltimo exon
do terceiro dominio. 0 segundo dominioc apresenta-se incapaz de
ligar o grupamento heme por nao apresentar histidina proximal.
Apesar de terem perdido "metade" de sua funcionalidade, estes
polipeptideos estruturais permaneceram durante a evoluggo por

agirem como "linkers" entre as unidade funcionais.

0 modele estrutural da hemoglobina de GC.paulistus pro -
posto por Souza (1990), definido atraves da metodologia de di-
fragao de raio X a baixo angulo, propoe que a regiac das unida
des que apresentam grupamentos heme (mais eletron densas) se
localizam no-centro da moléecula (Fig 30). As unidades conside-
radas estruturais por possuirem menor quantidade de grupamen -
tos heme (menos eletron densas) estariam na superficie da molgé
cula e agindo como "linkers" entre as unidades funcionais, Le-
vando em consideragao que Os grupamentos heme ficam enterrados
na proteina, poderiamos supor que as unidades funcionais esta-
riam protegidas pelas unidades estruturais gque se localizam na

superficie da molecula (Fig 30).

0s resultados obtidos nco presente trabalho juntamente
com. o0 modelo proposto, permite sugerir uma possivel localiza -
950 das unidades 70kDa, 50kDa, 33kDa, 2BkDa e 1l2kDa (Fig 30).
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Fig 30 - Modelo de esferas proposto por Souza (1990).

Possivel localizagao das unidades: monomerosy dime -

ros e trimeros, gue compoem o complexo hemoglobina
de Glossoscolex paulistus




CONCLUSOES
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0s resultados apresentados no presente trabalho suge-
rem uma possivel estrutura molecular para a hemoglobina de Glos

soscolex paulistus, Comparagoes poderao ser feitas entre outras

hemoglobinas, pois o oligochaeta G.paulistus ocorre somente na

regiao de RiocClaro, Araras e Firacicaba, podendo apresentar di
ferengas estruturais e/ou funcionais quando comparado com ou -
tros cligochaetas. A caracterizagao da estrutura primaria da u-
nidade monomerica 12k0Da de G.paulistus isolada a partir da fil-
tracao em Sephadex G-200 (Fig 17) contribuiria para possiveis

BSpeculagaes sobre a estrutura do gene(s) que codificam essa ca
deia polipeptidica em particular. Os estudos de homologia se -
quencial com outros monomeros de outras hemoglobinas contribui-

ria para esclarescer a evolugao da familia globina.
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- A hemoglobina de flossoscolex paulistus e constituida de

dois discos hexagonais sobrepostos com uma unidade cen -
tral. _

- As dimensoes da molécula sao: distancia entre os lados

paralelos 24-26 nm, altura 16 nm e cavidade central 8 nm.

-0 complexo hemoglobina e formado por cinco unidades prin-
cipais de 70kDa, 50kDa, 33kDa, 28kDa e 12kDa., Todas essas
unidades foram rsconhecidas antigenicamente'por antisso -

ros hiperimunes de coelho.

- A unidade 70kDa & um tetramero formado por quatro cadeias
‘polipeptidicas de 16kDa. Sua concentragao dentro do com -

plexo total e reduzida.

- A unidade 50kDa & o trimero formado por tres cadeias poli
peptidicas de l6kDa. Sua participagac no complexo total e

de aproximadamente 60%.

- As unidades 33 e 28kDa sao dimeros formados a partir da
transcrigao direta de dois genes globina adjacentes. Es -
ses dimeros sao considerados polipeptideos estruturais

por apresentarem numero reduzido de grupamentos heme.

- A unidade 12kDa e o monomero, a menor unidade encontrada

em todas as hemoglobinas de invertebrados.

- As cadeias polipeptidicas que formam o trimero 50kDa apre
sentam homologia estrutural com o monomero 12kDa, sugerin

do uma possivel origem comum.

-.A hemoglobina nativa (pH 7.4) apresenta pico de absorgao
maximo em 415nm para sua forma oxigenada 8 outro pico a

428nm para a forma deoxigenada,
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A hemoglobina dissociada em pH alcalino nao é capaz de
se ligar de forma reversivel ao oxigenio, sendo necessa-
rio o tratamento com ditionito de sodio para que OcCOrres

se a deoxigenagao,

A hemoglobina dissociada em pH 8,6 perde sua estrutura he
xagonal caracteristica deixando em evidencia neo-antige -
nos nao identificados na hemoglobina nativa.

A unidade monomérica de 12kDa nao é capaz dé liberar o o-
xigenio sem sofrer o tratamento drastico com ditionito de

sodio.

Unidade funcional: trimero S50kDa + monomero 12kDa

"As: unidades funcionais se localizam no centro da molécu -

la e seus respectivos grupamentos heme saoc protegidos da
oxidagao pelos polipeptideos estruturais que se encon -
tram na superficie da molecula e ligando as unidades fun-

cionais,
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A hemoglobina extracelular de Glossoscolex paulistus (o-

ligochasta - glossoscolecidae) apresenta peso molecular aproxima
do de 3.166 e & formada por cinco unidades principais de: 70kDa,
50kDa, 33kDa, 28kDa e 12kDa.

Estudos eletroforeticos em poliacrilamida (PAGE/SDS) evi
denciaram ser a unidade 70kDa o tetrémefﬁ formado por gUatro ca-
deias polipeptidicas de 16kDa, a unidade 5CkDa o trimero formado
por tres cadeias de l16kDa, as unidades 33 e 28kDa dimeros de ca-
deia Gnica e a unidade 12kDa o monomero, a menor unidade encon -
trada nas hemoglobinas de invertebrados.

A hemoglobina nativa (pH 7,4) apresenta afinidade pelo o
xigenio (P50 = 6.6 torr) maior que a hemoglobina humana e menor
do que a mioglobina. A hemoglobina dissociada em pH alcalino a -
presenta menor afinidade pelo oxigénio sendo necessario quantida
de de 02 maiores para saturar 50% dos grupamentos heme. A liga -
¢ao do oxigenio na hemoglobina dissociada & irreversivel sendo
necessario o tramento com ditionito de sddio para que ocorresse
a deoxigenagao.

Através da filtracao da hemoglobina dissociada em gel de
Sephadex G-200, foi possivel isolar o monomero 12kDa., Esse mono-
mero apresenta homologia com a mioglobina e sua afinidade pelo o .
xigénio é similar a mioglobina. Estudos imunogquimicos indicaram
" a identidade antigenica parcial entre o monomero 12kDa e o trime
ro 50kDa, sugerindo que possivelmente as cadeias polipeptidicas
que formam o trimero sao homdlogas as cadeias monoméricas a ni -
vel de sequencia primaria. Este resultado sugere que as unidades
que formam o complexo final partilham de um gene ancestral co -
mum e que por pressgo evolutiva se agregaram a fim de optimizar-
o transporte do oxigenio. .

Um modelo localizando as unidades dentro do complexo to-
tal € sugerido indicando que as unidades funcionais se encontram
no centro da molecula & sao protegidas da oxidagao pelos polipep
tideos estruturais que se encontram por toda a superficie da-mo-

lecula.
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