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RESUMO

Glossoscoler paulistus (Oligochaeta, Glossoscolecidae) é um anelideo que vive
no solo em regides calcareas no Estado de Sio Paulo, e tem uma hemeproteina
gigante extracelular que ocorre dissolvida no sangue. Esse tipo de pigmento res-
piratério é denominado eritrocruorina, e é observado a microscopia eletrénica
como dois discos hexagonais sobrepostos, cada um contendo seis subunidades,
com uma cavidade central. No presente trabalho estudou-se afinidade da eritro-
cruorina pelo oxigénio em presenca do cation bivalente magnésio, observando-se
aumento de afinidade e cooperatividade. Determinou-se o coeficiente de sedi-
mentagao de 58 8, e estimou-se © peso molecular de 3,23 x 10° Da. Encontrou-se
peso melecular minimo de 25250 Da, alto comparativamente ao das hemoglobi-
nas tetrameéricas e mioglobinas, sugerindo a presenga de subunidades que nio
carreiam o heme, a exemplo de outras eritrocruorinas. A abordagem com es-
palhamento de raios X a baixo Angulo levou a pardmetros estruturais de baixa
resolugao com: raio de giro de cerca de 11,4 nm e dimensio méxima da molécula
de 27 nm.



SUMMARY

Glossoscolez paulistus (Oligochaeta, Glossoscolecidae) is an earthworm which
dwells in limestone regions in S&o Paulo State, and has a giant extracellular
hemeprotein that occurs in the blood. This type of respiratory pigment is called
erythrocruorin, and is examined with the aid of electronic microscopy as two
hexagonal superimposed disks, each one having six subunits and a central cavity.

This thesis studies the affinity of erythrocruorin with oxygen in the presence
of the divalent cation magnesium: an increase of affinity and cooperativity is
observed.

The sedimentation coefficiennt was found to be 58 S, and the molecular weight
approximately 3.23 x 10° Da. The minimum molecular weight deterinined, 25,250
Da, was relatively high compared with those of tetrameric hemoglobins and
mioglobins, thus suggesting the presence of subunits not carrying a heme group
as is the case with other erithrocruorins. Small angle X-ray scattering experi-
ments led to the determination of low resolution dimensional parameters such as
the radius of giration (11.4 nm) and maximum molecular dimension (27 nm).
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INTRODUCAO

A hemoglobina é uma proteina com fungido de transporte de oxigénio que se
encontra aoc longo de todo filo dos vertebrados na forma tetramérica intracelular,
com raras excecoes. Em contraste, nao se observam proteinas com essa fungido em
varios grupos de invertebrados, ocorrendo no entanto, em algumas classes desse
filo, um ou mais dos seguintes pigmentos respiratérios: hemoglobina intracelular,
extracelular, hemocianina intracelular, extracelular e hemeritrina (Vinogradov,
S. N., 1985).

Observa-se uma imensa variagio em estrutura e propriedades funcionais em
hemoglobinas dos invertebrados, comparadas aos vertebrados. Fisiologicamente
essa variabilidade representa adaptagdes s amplas condigbes ambientais as quais
esses invertebrados sdo submetidos na natureza. Ao mesmo tempo essa maior
complexidade estrutural e funcional parece compensar a menor organizagio ao
nivel de 6rgaos, com maior ativid ade regulatéria a nivel molecular (Weber, R. E.,
1980).

Dentre as hemoglobinas dos i nvertebrados, destacam-se as extracelulares, que
estao presentes entre os Platelmintos, Nematéides, Moluscos, Crustéceos, Insetos,
Anelideos e Pogondforos. Essas hemoglobinas sao também chamadas de eritro-
cruorinas, independente do peso molecular ou localizagao tissular.

O conhecimento da estrutura quaterndria das eritrocruorinas permite clas-
sifica-las em quatro grupos distintos de acordo com o tipo de subunidade que
contem os dominios ligados ao heme (o termo “dominio” se refere & cadeia
polipeptidica que possui peso rnolecular de cerca de 16 kDa {ou 16000 Dal-
tons}, funcional caso contenha heme e ligue oxigénio reversivelmente), conforme
esquermatizou-se na Figura 1: 1) hemoglobinas que consistem de uma tnica cadeia
polipeptidica (um dominio) funcional, com PM de (16 & 2) kDa; 2) hemoglobinas
com varias subunidades principais diméricas (dois dominios funcionais por subu-
nidade); 3) hemoglobinas com v Arias subunidades principais poliméricas {8 a 20
dominios funcionais por subunidade) ; 4) hemoglobinas com subunidade principal
consistindo de agregados monorméricos, diméricos, triméricos e tetraméricos de
dominios com ou sem heme (Vinogradov, S. N., 1985).

Este dltimo tipo de eritrocruxorina, que serda objeto de estudo a partir deste
ponto, é encontrado extensivamente entre as trés classes de anelideos (Poliqueta,
Oligoqueta e Hirundinea). Deve ser incluido nesse grupo o pigmento respiratério
verde denominado clorocruorina, que apresenta o grupo heme alterado (com
grupo formila no lugar de vinila. na posigio 2), presente em quatro familias de
poliquetas. As propriedades fisico-quimicas das poucas clorocruormas estudadas
880 muito similares &s propriedades das eritrocruorinas.
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Figura 1: Hemoglobinas extracelulares de invertebrados

Representacio esquematica das subunidades das quatro classes de he-
moglobinas extracelulares de invertebrados. (1) hemoglobinas que con-
sistem de uma Unica cadeia polipeptidica (um dominio) funcional, com
PM de (16 + 2) kDa; (2) hemoglobinas com vérias subunidades princi-
pais diméricas (dois dominios funcionais por subunidade); {3) hemoglo-
binas com vérias subunidades principais poliméricas (8 a 20 dominios
funcionais por subunidade) ; (4) hemoglobinas com subunidade prin-
cipal consistindo de agregados monoméricos, diméricos, triméricos e
tetraméricos de dominios com ou sem heme. Os circulos em branco
representam dominios ligados a heme. Os circulos com pontos de inter-
rogacio indicam que a presenga do heme é incerta. Na tltima classe
ocorre presenga de pontes de dissulfeto (-8-S-} (Vinogradov, 5. N,
1985).



Umma caracteristica interessante das eritrocruorinas é o contetido relativamente
baixo de heme e ferro, 2,0 a 3,5 % e 0,2 a 0,3 % respectivamente, com peso
molecular minimo (em relagdo ao heme) de 20 a 30 kDa. Ainda em contraste
com hemoglobinas de vertebrados, cujo ponto isoelétrico situa-se entre pH 6,5 e
7,5, em eritrocruorinas s3o observados valores entre 4,5 e 5,5. Isso se deve ao
alto conteddo relativo de dcido aspartico e glutdmico. Estudos de composigao
de aminoécidos mostram ainda um contetdo relativamente menor de histidina e
lisina, maior de arginina e bem maior de cistefna em comparagio as hemoglobinas

de vertebrados (Chung, M. C. M. & Ellerton, H. D., 1979).

O estudo e caracterizacio das eritrocruorinas vem sendo feito hé décadas. Os
valores de coeficiente de sedimentagio e peso molecular, determinados pioneira-
mente por Svedberg, situam-se entre 56 e 60 § e 2300 a 3800 kDa, respectiva-
mente. Dados mals recentes, incluindo andlise utilizando espalhamento de raios
X a baixo dngulo tendem a valores mais altos, entre 3500 e 4000 kDa (Kapp, O.
H. & Crewe, A. V., 1984; Vinogradov, S. N., 1985).

Como vemos, essa hemeproteina se destaca pelo peso molecular muito ele-
vado, surgindo uma interessante pergunta : como ¢ a estrutura quaterndria dessa
proteina gigante, ou como ¢ a sua organizagao a nivel de subunidades? Na ver-
dade um aspecto notdvel dessas hemoglobinas é a sua arquitetura: consistem
em dois discos hexagonais sobrepostos, cada um composto de seis subunidades
denominadas subunidades A, ou subunidades principais, com uma cavidade no
centro desse duodecamero. Esse arranjo, observado por microscopia eletronica
de transmissio convencional, sugere nio sé6 uma uniformidade aparente entre as
eritrocruorinas de diversas espécies, como também dimensdes similares, entre 24
e 27 nm de didmetro vértice a vértice (D), e 15 a 18 nm de altura (H). Estudos
de microscopia eletronica de transmissdo-varredura (MET-V), entretanto, tem
revelado aspectos inesperados: enquanto a dimensdo de eritrocruorinas de di-
versas espécies {Lumbricus terrestris, Arenicola marina, Nephtys incisa, Tubifex
tubifez, Macrobdella decora) é de 30 x 20 nm (D x H), a clorocruorina de Mizycola
infundibulum tem dimensdo 29 x 19 nm, e a eritrocruorina de Amphalrite ornata,
26 x 16 nm. Essas diferengas nas dimensdes podem ser observadas na Figura
2 (Vinogradov, §. N., 1985). Nao hé explicacdo satisfatéria quanto a esses
maiores valores encontrados por MET-V em relagéo aos observados por micros

copia eletrénica de transmissdo convencional. Naturalmente os resultados obti-
dos por MET-V sioc mais acurados. Esse tipo de microscopia, além disso, por
utilizar técnica de processamento digital de imagem (“soma” dezenas de imagens
de eritrocruorina, diminuinde muito o ruido que cada imagem individual apre-
senta), permite obter informacSes comparativas sobre a morfologia da molécula,
caracterizando pequenas diferengas entre duas espécies. Os valores sao ainda



concordantes com obtidos por difragao de raios X de cristais de eritrocruorina de
Lumbricus terrestris (Kapp, O. H. & Crewe, A. V., 1984},

A microscopia eletrénica term demonstrado também um detalhe estrutural
interessante, que é a presenga de densidade proteica na cavidade central de cer-
tas eritrocruorinas, supostamente uma 13% subunidade, como em Oenone fulgida
(Van Bruggen, E. F. J. & Weber, R. E., 1974) e Nephtys incise (Messerschmidst,
U. et al., 1983). Estudos de espalhamento de raios X a baixo angulo confirmam
a presenga dessa subunidade nessa dltima espécie, assim como a sugerem em
Arenicola maring (Wilhelm, P. et al., 1980) e Lumbricus terrestris (Pilz, L et al.,
1980), sugerindo que essa 132 subunjdade pode estar presente de modo genera-
lizado, e com diferentes quantidades de proteina, geralmente insuficientes para
boa detecgao por microscopia eletrdnica, mesmo com processamento digital de
imagem, como fica claro para essa tltima espécie (Figura 2).

A utilizagdo de espalhamento de raios X a baixo angulo, como vimos, é uma
técnica que tem levado a informacgdes, além do peso molecular, sobre a forma da
macromolécula em solugao. Outros parametros estruturais importantes que essa
técnica tem revelado sio volume da molécula, raio de giro e dimensdes internas
maximas. A obtengao da forma da macromolécula exige um tratamento mais
elaborados dos dados experimentais, e é primeiramente baseada em um modelo
aproximado prévio, obtido por exemplo a partir da microscopia eletrénica, e
entdo varios outros modelos derivados do primeiro sao testados. Em estudos
com Nephtys incisa, Messerschmidt et al (1983), analizando diferentes modelos
derivados do )4 conhecido, concluiram que o modelo a melhor se ajustar a curva
de espalbamento experimental era composto pelas 12 subunidades com o arranjo
mencionado anteriormente, e cacdda uma composta por 14 pequenas esferas de
1,9 nm de diametro cada, dispostos em 3 camadas de 4, 6 e 4 esferas. Na cavidade
central da molécula se encontra uma 13% subunidade composta de 6 pequenas
esferas (também de didmetro de 1,9 nm) arranjadas em 3 camadas de I, 4 e
1 esfera. Existem ainda 12 pequenas esferas adicionais ligando as subunidades
periféricas a central, conforme pode ser observado na Figura 3 {Messerschmidt,
U. ef al., 1983).

Detalhes estruturais a nivel de cadeias polipeptidicas nas eritrocruorinas tém
sido estudados por diversas técnicas, como dicroismo circular na regido de espec-
tro ultravioleta e visivel, que leva a informagdes sobre a estrutura secundaria da
proteina. Assim estima-se o conteiido de a-hélice em Lumbricus terresiris {As-
coli, F. et al, 1976), Eunice aphroditois (Bannister, J. V. et al., 1976) e Tubifex
tubifex (Polidori, G. et al., 1984) de (40 + 5) %, menor que em hemoglobinas
e mioglobinas de vertebrados. Em Amphitrite ornata e Nephtys incisa encontra-



Figura 2: Microscopia eletrénica de eritrocruorinas

Fotografias de microscopia eletronica de transmissio-varredura. Vis-
tas de topo e lateral de eritrocruorina de Lumbricus terrestris (A e
B), clorocruorina de Mizycola infundibulum (C e D), eritrocruorina de
Macrobdella decora (E e F) e de Amphitrite ornata (G e H). As moléculas
foram coradas negativamente e as fotografias processadas por computa-
dor (Vinogradov, S. N., 1985).



Figura 3: Modelo espacial para eritrocruorina

Modelo baseado em espalhamento de raios X a baixo angulo para a eri-
trocruorina de Nephtys incisa. (A} Vista de topo e (B) lateral (Messer-
schmidt, U. et al., 1983).



se 60 %% e 50 a 60 %, respectivamente, e em Haemopsts sanguisuga, 56 a 63 %
(Wood, E. J. et al., 1976; Messerschmidt, U. et al., 1983).

Cutro aspecto estrutural que o dicroismo circular mostra é a concordancia
com dados de cristalografia de raios X de hemoglobinas e mioglobinas, referentes
a distancias interatOmicas nessas moléculas. A evidéncia do efeito Cotton na
regiao Soret, devido a residuos aromaticos na cadeia polipeptidica a distincia de
até 1,2 nm do heme, e informacgdes em relagio ao par de momentos de transigao
no plano do heme sao obtidas por dicroismo circular. Qualquer mudanga na
diregao de polarizagio desses momentos altera a curva do efeito Cotton-Soret. A
presenga de um efeito Cotton-Soret duplo em todos os derivados de eritrocruo-
rina assim como a diminui¢ao da forga rotacional em contraste com derivados
de hemoglobinas e mioglobinas na mesma regido pode indicar uma distribuigio
distinta das cadeias laterais que podem intragir com o cromdforo heme (Ascoli,
F. et al., 1976).

Para maior detalhamento da estrutura das subunidades 1/12 das eritrocruo-
rinas (subunidade principal), vérias abordagens tém sido utilizadas. Em pHs
acima de oito as eritrocruorinas se dissociam em produtos com coeliciente de
sedimentacao 9 a 10 S, que tém sido considerados a subunidade principal. Cétions
divalentes parecem estabilizar a molécula na forma néo dissociada (Chung, M. C.
M. & Ellerton, H. D., 1979; Frossard, P., 1982b). Estudos detalhados mostram
o fendmeno da dissociacio também em pH dcido. O estudo da dissociagio e
reassociagdo das subunidades tem auxiliado a oblencao de modelos da estrutura
da subunidade principal (Mainwaring, M. G. et al., 1986).

Uma valiosa técnica para o estudo da composigiao das subunidades das eri-
trocruorinas e clorocruorinas é eletroforese em gel de poliacrilamina na presenga
de detergente duodecil sulfato de sddio (SDS PAGE). Podem-se observar, de-
pendendo das eritrocruorinas, tetrimeros e trimeros ligados por ponte dissulfeto,
dimeros de 33 a 37 kDa que contém heme, e monémeros de 16 a 17 kDa. Tratando-
se com o af:nte redutor ditiotreitol (DTT), com rompimento das pontes S-S,
observam-se apenas dimeros e mondmeros, os primeiros demonstrando, portanto,
ligagbes covalentes de outra natureza. Ha heterogeneidade guanto aos padroes
apresentados pelas diversas eritrocruorinas (Vinogradov, S. N., 1985).

Um interessante trabalho com eritrocruorina de FEisenta fetida utiliza essa
técnica para obtengao de um modelo da disposicdo das subunidades. Dados de
equilibrio de sedimentagio de eritrocruorina dessa espécie levam a um peso mole-
cular de cerca de 3,8 x 10° Da,e a anslise do contetido de heme indica 144 hemes
por molécula. Experimentos utilizando SDDS PAGE incluindo eletroforese em duas
dimensdes (eritrocruorina nao reduzida, e entdo tratada com 2-mercaptoetanol)
mostram a presenca de 6 subunidades distintas e de determinadas subunidades



unidas por ponte de dissulfeto. As subunidades apresentam PM de 14,9 kDa (su-
bunidade 1), 15,3 kDa (11), 17,2 kDa (i1}, 19,7 kDa (IV), 31,6 kDa (V) e 40 kDa
(VI). Anélise de varredura densitométrica apds eletroforese revelam a proporgao
de, respectivamente, 3 : 6 : 3 : 3: 1: 1 entre as subunidades. Estudos com
fittracdo em gel Sephacril S-200 confirmam a presenga de heme na subunidade 1.
Esses achados e a comparagao com moadelos para outras espécies levaram a uma
possivel modelo da molécula, como se observa na Figura 4 (Frossard, P., 1982a).

Glossoscoler paulistus (Oligochaeta, Glossoscolecidae}, espécie utilizada
neste trabalho, é um anelideo gigante que vive superficialmente no solo em regices
calcareas do Estado de Sao Paulo. Observam-se na eritrocruorina dessa espécie,
na forma néo reduzida, mondrneros de 12 a 16 kDa, dimeros de 28 a 33 kDa,
tritneros ou tetrmeros (dados inconclusivos) de 48 a 52 kDa. Na forma reduzida
com DTT encontrou-se subunidades de 12 a 16 kDa, 28 kDa e 33 kDa (Figura 5).
Descreveu-se a partir desses resultados um possivel modelo das relagdes entre as
subunidades (Meirelles, N. C. et al., 1985) :

FORMA NATIVA 12-16 kDa 48-52 kDa 28 kDa 33 kDa

FORMA REDUZIDA 12-16 kDa 28 kDa 33 kDa

Imagens de microscopia eletronica da eritrocruorina de Glossoscoler paulistus
revelam uma arquitetura semelhante as outras eritrocruorinas, e uma estrutura
central com baixa densidade relativa de proteina, sendo inconclusivo se se trata
de uma 132 subunidade. Em pH 8,6 essa organizagdo estrutural nao é obser-
vada, provavelmente devido 4 dissociagio da hemoglobina (Meirelles, N. C. et al.,
1987).

Até aqui discutimos basicarnente parametros estruturais dessa hemeprotei-
na gigante. Analisemos agora o outro aspecto fundamental para o estudo das



VISTA SUPERIOR

VISTA LATERAL

Figura 4: Modelo para subunidade principal de eritrocruorina

Modelo proposto para a subunidade principal da eritrocruorina de
Fisenia fetida. Assumiu-se nesse modelo que somente subunidades I, I
e 111 contém heme, sendo as demails subunidades “estrufurais”. Na ima-
gem lateral observa-se duas subunidades, dos dois hexameros justapos-
tos. .- == ponte de dissulfeto. Peso molecular das subunidades: (1):
14.9 kDa; (11): 15,3 kDa; (I11): 17,2 kDa; (IV): 19,7 kDa; (V): 31,6 kDa;
(V1): 40 kDa (Frossard, P., 1982a). '
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Figura 5: Eletroforese da eritrocruorina de Glossoscoler paulistus

Eletroforese em gel de poliacrilamida com duodectl sulfato de sédio
de eritrocruorina de Glossoscoler paulistus, forma nativa (392 ponto de
aplicagio) ¢ reduzida (119). Como referéncia utilizou-se proteina de
Bence Jones JJO forma nativa (29) e reduzida (129), paraproteina lgG1
{JJO) A nativa (19) e reduzida (8?), macroglobulina de mieloma IgG3
(FKW) k reduzida (92). As subunidades nativas de eritrocruorina estao
indicadas, assim como proteinas de Bence Jones e as cadeias v 1, v 2,
~ 3. i, k e A, e marcadores de peso molecular (albumina de soro humano
{HSA) e citocromo (CY). k indica 1000 Daltons (Meirelles, N. C. et al.,
1085).
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moléculas biolégicas: as propriedades funcionais. nesse caso as propriedades
de oxigenagado da eritrocruorina e agentes modificadores dessas propriedades.
Observa-se que a afinidade por oxigénio e a sensibilidade a pH e temperatura
temn ampla variacao entre as eritrocruorinas e as oulras hemoglobinas dos inver-
tebrados, sugerindo que a filogenia, o sitio histolégico e o estado de agregagio
do pigmento pouca influéncia tem em suas propriedades funcionais principais.
A cooperatividade, no entanto, tende a ser mais pronunciada em hemoglobinas
poliméricas.

A eritrocruorina de Eupelymmnia crescentes tem uma afinidade por oxigénio
extremamente baixa, ndo apresenta efeito Bohr (diminuigao da afinidade por
oxigénio com o aumento da concentragio hidrogenionica) e nem cooperatividade
{interacio heme-heme). Poroutro lado, Arenicola murina e Lumbrinereis tetrausa
apresentam eritrocruorina com afinidade por oxigénio relativamente alta, efeito
Bohr pronunciado e alta cooperatividade. Existermn muitas eritrocruorinas com
propriedades de ligagio a oxigé&nio entre esses extremos. Observa-se clara cor-
relagio entre ambiente com baixos niveis de oxigénio e espécies que apresentam
hemoglobinas com alta afinidade pelo gas, sugerindo uma pressao seletiva para
essa propriedade dos pigmentos respiratdrios. O poliqueta Arenicola marina
habita tocas consolidadas de regido entre marés, com aberturas que permitem
boa ventilagao, tendo portanto um ambiente com altos niveis de Oz. No entanto
a POgj sangiiinea é bem baixa devido a caracteristicas do sistema circulatério.
Comeo Arenicola marina possui eritrocruorina com alta afinidade por oxigénio
e alta cooperatividade, confortne mencionou-se, ocorre eficiente suprimento de
oxigénio aos tecidos (Weber, R. E., 1980}.

Clorocruorinas de anelideos geralmente apresentam afinidade por O; muito
baixa, assim como grande efeito Bohr, sugerindo que esses pigmentos nio estio
totalmente saturados in natura.

A interagao heme-heme nas eritrocruorinas apresenta um comportamento
complexo, com coeficiente de Hill (n) heterogéneo e pH dependente, ao contrario
das hemoglobinas dos mamiferos, com n homogéneo e constante entre pH 4,75 e
10,5. Em Arenicola marine por exemplo, é difdsica e com baixa cooperatividade
a baixos niveis de Oy (n;), e apresenta forte interagao heme-heme a altas con-
centracgoes do ligante (ny), respectivamente 2,2 a 2,8 e 3,5 a 5,0 em sangue total.
Enquanto ny naoc varia com pH, n, atinge um maximo em pH 7,5 a 7,6. Vérias
eritrocruorinas se comportam dessa maneira, porém outras, como em Lumbricus
terrestris apresentam n homogéneo e pH dependente (Chung, M. C. M. & Eller-
ton, H. D, 1979).

O efeito Bohr de modo geral estd presente apenas em pigmentos vasculares,
particularmente em eritrocruorinas e clorocruorinas, e ausentes em hemoglobi-
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nas teciduais, de hemolinfa e celémicas, e representa uma vantagem fisiolégica
quando ocorre um gradiente interno efetivo de pH. Entretanto o efeito Bohr pode
variar largamente entre os pigrnentos vasculares. Em poliquetas é pronunciado
em espécies com tocas bemn definidas e ventiladas, sendo insignificante em espécies
com tocas transientes, ou com apenas uma abertura (ou auséncia desta) na su-
perficie da lama. Provavelmente nesse Gltimo caso o efeito Bohr prejudicaria a
captagio de Oz pela hemeproteina (Weber, R. E., 1980).

Em contraste com hemoglobinas de vertebrados, as eritrocruorinas e cloro-
cruorinas sao insensiveis a fosfatos orginicos, como 2,3-difosfoglicerato (DPG},
ou trifosfato de adenosina {AT P), cujos niveis seriam dificeis de serern finamente
regulados pela falta de win microambiente por exemplo intraeritrocitdrio. Sais
inorganicos, no entanto, aumentam a afinidade por oxigénio, sendo esse efeito
mais marcante no caso de cations divalentes em comparagao a monovalentes (Ev-
eraarts, J. M. & Weber, R. E., 1974, Frossard, P., 1982b; Weber, R. E. & Bald-
win, J., 1983). O efeito da salinidade pode ter papel ecofisioldgico significativo
ern animais de regido entre marés na manutengio do metabolismo aerébico. Em
maré baixa, na espécie Arenicola marina ocorre aumento da salinidade intersti-
cial pela alta salinidade mantida no meio externo, com conseqiiente aumento da
afinidade da hemoglobina por oxigénio no periodo em que a sua diponibilidade é
mais critica (Weber, R. E., 1980). Recentemente demonstrou-se que os cations
Nat e Mg?t aumentam a cooperatividade e a afinidade da eritrocruorina dessa
espécie pelo oxigénio por associagio & hemeproteina em altos nivels de oxigenagao.
Observou-se também que prétons diminuem a afinidade por oxigénio ligando-se
preferencialmente & hemoglobina em altos niveis de saturagdo (Weber, R. E.,
1981). O mecanismo da interagao de ciations e prétons deve ser diferente do ob-
servado em hemoglobina humana A, na qual prétons e anions levam a diminuigao
da afinidade por oxigénio por associagdo principalmente a moléculas no estado
de baixa afinidade (Imai, K. & Yonetani, T., 1975; Imaizumi, K. et al., 1979).

A oxigenagao da hemoglobina é uma reagao exotérmica, levando o aumento
de temperatura a uma diminuigao da afinidade por oxigénio. Em ambientes de
hipéxia e calor essa diminnigdo de afinidade poderia comprometer a captagio de
oxigénio. Estudos com Planorbis corneus e Anadara senilis mostram insensibi-
lidade a esse efeito de temperatura acima de 20° C na primeira, e até aumento
de afinidade por O; na Gltima. Resultados mais recentes, porém, contradizem
esses achados, mostrando sensibilidade linear & temperatura, pelo menos até 30°
C. Em Arenicola marina demonstrou-se in vitro um efeito bern menor de tempe-
ratura em relagio as outras hemoglobinas, apresentando entalpia de oxigenagao
(AH), da equagio de Van't Hoff, de cerca de -22,2 kJ/mol, em contraste com
-42 a -59 kJ/mol normalmente encontrada para hemeproteinas {Weber, R. E.,
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1980}. O eleito da temperatura sobre a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio,
considerando habitats varidveis onde ocorrem grandes mudangas na temperatura
ambiente, estd sujeito a forte pressio seletiva para adaptacio (Mangun, C. P. et
al., 1975).

Recenteriente observou-se a entalpia de oxigenagao para a eritrocruorina de
Glossoscoler paulistus a espécie do presente estudo, de -39,7 kJ/mol em pH 7 4.
Descontando a entalpia de dissociagio de HY concomitante & oxigenagio da he-
meproteina (0,737 mol H* /mol heme), e a neutralizagdo do fon pelo tampéo
utilizado, o calor de reagdo corrigido é -56,4 kJ/mol, equivalente ao valor en-
contrade para mioglobinas (&s quais ndo apresentam essa dissociagao, ou seja,
efeito Bohr) e equivalente & entalpia das hemoglobinas em pHs acima de 8, que
apresentam o fon 1" disseciado mesmo na forma deoxihemoglobina.

A afinidade da eritrocruorina de Glossoscoler paulistus por oxigénio em pHs
7,0 e 8,0 em P50 (ou pressdo parcial de oxigénio que satura 50 % dos sitios ligan-
tes da proteina) é respectivamente 5,8 e 22,4 mmHg, consideravelmente menor
que a espécie congénere Glossoscoler giganteus. Além disso a eritrocruorina da
primeira apresenia alto efeito Bohr, ausente na dltima. Encontrou-se ainda coo-
peratividade {n) entre 2,0 e 2,8. Glossoscoler paulistus cava galerias em forma
de U em um solo relativamente seco e bem aerado. O pronunciado efeito Bohr
favorece o despreendimento de oxigénio mesmo em pequenas diferengas de pH.
Estudos mostram que geralmente a oxigenagao no solo varia de 16 a 19 %, e
apesar desse anelideo habitar um solo bem oxigenado, as vezes é submetido a
baixas tensdes de O, por curtos periodos, quando ocorre muita chuva e o solo
permanece encharcado. Nessas ocasides Glossoscoler paulistus é encontrado na
superficie, ou parcialmente exposto (Abe, A. S. & Meirelles, N. C., 1985).

Nosso interesse nesse tipo de hemeproteina se deve ao relativamente alto grau
de organizago molecular, o qual pode ser detalhado pela utilizagdo de métodos
fisicos tais como espalhamento de raios X a baixo angulo, microscopia eletrénica
e determinagao do coeficiente de sedimentagao por velocidade de sedimentagao.
A correlagdo estrutura-fungio, evidente particularmente em hemeproteinas, nos
levou a estudar parametros funcionais da eritrocruorina com énfase no efeito de
cations divalenties, que poderiarn levar a alteragdes estruturais observaveis.
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MATERIAL E METODOS

Purificaciao da Eritrocruorina

Exemplares de Glossoscolexr pawlistus foram obtidos em Rio Claro, Sao Paulo,
e mantidos em solo do local de coleta por um periodo nio superior a 10 dias.
Os animais foram anestesiados em alcool 10 %, e o sangue foi coletado do vaso
dorsal utilizando-se tampao fosfato 0,1 M, pH 7.4, com EDTA 1073 M, e solugio
de heparina 2000 U/ml. Centrifugou-se a solugao a 16000 rev./min (Eppendorf),
dialisando-se por oito horas o sobrenadante contra o mesmo tampéc. Em seguida
submeteu-se o dialisado a ultracentrifuga¢io a 250000 g por 2 horas (Beckman).
O precipitado foi ressuspenso erm tampao fosfato, sendo submetido a baixa cen-
trifugagdo a 11500 g por 10 mirnutos. Centrifugou-se novamente o sobrenadante
a 250000 g, ressuspendendo-se nas mesmas condigdes. A eritrocruorina {oi man-
tida estocada a 4° C (Bonaventura, J. & Bonaventura, C., 1981; Abe, A. S. &
Meirelles, N. C., 1985).

Como critério de pureza da hemeproteina utilizou-se cromatografiaem HPLC,
coluna GPC-300. Foram aplicad as amostras de eritrocruorina nativa e submetida
a tratamento que induz a dissociagdo {mantida a pressao de 25000 psi durante
10 minutos). A concentracio das amostras foi 0,5 g/ml, para um volume de
aplicagdo de 50 pl. Outros métodos que evidenciam qualitativamente a pureza
da amostras seréo discutidos posteriormente (pagina 35).
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Equilibrio da Eritrocruorina com Oxigénio - Efeito de Magnésio

O estudo do equilibrio de hemeproteinas com oxigénio pode ser descrito
utilizando-se a equagao de Hill. Na auséncia de um conhecimento preciso quanto
ao peso molecular da hemoglobina, em 1910 Hill propés que solugoes de hemo-
globina continham moléculas poliméricus com mais de um sitio de ligagio com
oxigénio, e o grau de polimerizagao médio foi considerado “n” (Antonini, E. &
Brunori, M., 1971, cap. 7 e 14). O equilibrio da hemoglobina com oxigénio
poderia ser descrito, portanto, como

Hb,, + ?lOzwﬁ (IbeQ)n (1)

e a reagao poderia ser tratada como de enésima ordem. Aplicando a lei de agho
das mnassus, temos:

_[(Hb0,),]
K = fiin(Poy7 @
K (PO,)" = ffi}“ (3)

onde Y € a fragdo da forma oxigenada da hemoglobina, ou

[(HbOZ)n]
{Hbn + |[(HbO03),)

Y =

Colocando sob forma logarit mica, de 3 temos

}a"
log (1 - y) = log K(P02)" = nlogPOy + logK (5)

Colocando-se em grafico log (Y /(1 - V) contra logPO,, temos uma reta com
inclinagao n, a ordem de reagdo aparente. O valor experimental encontrado para n
(hemoglobina humana) foi 2,8. A hipdtese de Hill como formulada originalmente
nao tinha significado fisico direto, pois foi mostrado que a reagao da hemoglobi-
na com ligantes nao representa uma reagao de enésima ordem verdadeira. Além
disso, por determinagao de peso molecular, observou-se que a hemoglobina é
tetramérica sob véarias condigdes experimentais.

Apos um periodo de esquecirmento, a equagao de Hill passou a ser amplamente
utilizada para o estudo da associagao da hemoglobina com ligantes, pois as curvas
de equilibrio geralmente levam a wuma reta quando log(Y /{1 — V) é colocado em
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grafico contra log PO; para os valores de Y facilmente acessiveis a medidas, ou
seja, entre 0,10 e §,90.

A possibilidade de ajustar ermpiricamente os dados experimentais através da
equacio de Hill é de grande utilidade na descrigdo das curvas de dissociagao.
O uso da equacdo de Hill simplifica a comparagao entre diferentes curvas de
dissociagao, e fornece uma descrigao imediata sobre a interagdo com ligantes.

Para n = 1, a curva de dissociagdo € hiperbolica, e pode significar uma
independéncia entre os sitios ligantes. Valores de n > 1 corresponde a uma
curva sigmdide, e presenca de interagao heme-heme positiva. O valor de n para
equilibrios de hemoglobinas de Tmamiferos com oxigénio sob condigtes usuais é 2,8
a 3,0. Valores de n < 1 indicarn presenca de sitios independentes com diferentes
afinidades pelo ligante, ou entAo interacbes heme-heme negativas (Antonini, E.
& Brunori, M., 1971, cap. Te 14).

Nas eritrocruorinas, como ja foi discutido anteriormente, o coeficiente de Hill
n é heterogéneo e dependente de pH {Chung, M. C. M. & Ellerten, H. D., 1979). A
curva de equilibrio com oxigénio de varias espécies ¢ bifasica, com menor interagao
heme-heme {n;) em niveis baixos de oxigénio, e maior interagio heme-heme (nz)
emn mailores concentragdes do ligante.

Descriciao do Método

FEm estudos com ligantes gasosos utiliza-se a pressio parcial do gds em solugéo,
pois a atividade de um gas em solugio é proporcional 4 sua pressdo parcial na
fase gasosa.

A saturacio fracional Y é determinada diretamente medindo-se a quantidade
de ligante combinado com a proteina por método gasométrico, ou usando-se al-
guma propriedade que dependa diretamente da presenga de ligante no ferro-heme,
como a absor¢io de luz, por exemplo. O método espectrofotométrico baseia-se
nas diferencas espectrais entre oxi e deoxihemoglobina em determinados com-
primentos de onda. Nessa metodologia podem-se utilizar pequenas quantidades
de material, como 1 ml de solug&o de hemoglobina, o que é importante quando
existe restricio na quantidade de material biolégico, limitagio frequentemente
presente. Além disso podem-se utilizar concentragbes em ampla faixa, de 100 a
0,1 mg de proteina por ml (Antonini, E. & Brunori, M., 1971, cap. 7; Giardina,
B. & Amiconi, G., 1981).

Para as medidas utilizou-se um tonémetro constituido de um tubo Thumberg
modificado, provido de uma cubeta éptica de vidro pyrex de capacidade para
4 ml, com 1 cm de caminho éptico, selado a uma cimara dupla de vidro com
capacidade gasosa de aproximadamente 250 ml, com uma entrada na camara
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menor, na qual se faz as adigdes de oxigénio, e uma torneira com trés saidas na
camara maior (Figura 6).

Fez-se calibragao do tondmetro para obtengdo da capacidade gasosa, deno-
minada constante tonométrica. Para isso pesa-se o tonometro totalmente cheio
de agua e com somente 3 ml de agua a temperatura conhecida, determinando-se
entao o volume da fase gasosa.

Uma aliquota de solugio de oxihemoglobina devidamente diluida em tampao
adequado de acordo com a finalidade experimental foi introduzida no tonémetro,
passando-se durante virios minutos corrente de nitrogénio para obtengao da
forma deoxihemoglobina. Foram feitas adigdes de volumes conhecidos de ar por
meio de uma seringa, obtendo-se diferentes pressdes de oxigénio. A cada adigao
submeteu-se o tondémetro a um banho de 20° C sob agitagio por 10 minutos,
registrando-se o espectro de 450 a 380 hm, na regido Soret, em especirofotometro
Varian modelo 634 acoplado a urn registrador potenciométrico. A Figura 7 mostra
a variacdo de absorbancia da eritrocruorina em fungao do comprimento de onda
3 medida que aumenta a porcentagem da forma oxieritrocruorina.

Para construcio do grafico de Hill foram calculados para os valores de Y (% de
saturagio de HbOy), em fungdo das pressoes parciais de oxigénio (POg}, seguindo
os procedimentos mateméticos exemplificados na Tabela 1. Para o célculo de
PO, no tondmetro era aplicada a equagdo de Boyle-Mariotti para transformagoes
isotérimicas:

P1V1TW‘P2V.2 (6)

onde P, = pressio parcial de O3 no ar atmosférico, 156 mmHg, V| = volume
de ar injetado, P, = pressao parcial de Oy no tondémetro e V3 = volume da fase
gasosa do tonémetro (constante tonométrica}. O gréfico de Hill pode ser, entao,
tragado (Meirelles, N. C., 1975).

Ffeito de cAtions bivalentes

Fez-se equilibrio da eritrocruorina com oxigénio em presenga do cétion bivalente
magnésio. Dialisou-se a hemeproteina contra dgua destilada durante doze horas,
trocando-se vérias vezes a 4gua de dislise e, posteriormente, em tampao Tris HCI
0,05 M, pH 7,0. Foram utilizadas concentragdes da proteina entre 7 e 8 x 107° M
de heme, em diferentes concentragbes de Mg®™ a partir de solugio estoque de
sulfato de magnésio 2 M. Manteve-se o pH durante o experimento entre 7,1 e 7,2,
tampéao Tris HCI 0,05 M.
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Figura 6: Tondmetro empregado para o estudo do equilibrio da eritrocruorina

com oxigénio

18



! el
400 A (nm)

Figura 7: Curvas experimentais de equilibrio de eritrocruorina com oxigénio

Curvas experimentais de equilibrio da eritrocruorina com oxigénio pelo
método espectrofotoméirico. A variagio da absorbincia em fungio do
comprimento de onda pode ser observada de 450 a 380 nm. A curva mais
& direita corresponde a forma Oxi e 4 esquerda Deoxihemoglobina, Os
comprimentos de onda de maxima absorbancia para essas formas sao,
respectivamente, 419 e 428 nm. '
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Tabela I: Célculo para ecyuilibrio da eritrocruorina com oxigénio

Nesse experimnento foram feitas 7 adigoes de ar. Constante tonomeétrica
= 0,47755. |AA|) é o médulo da diferenca entre A, medido a cada adigao
e Ay da forma deoxi. % HbO, x 1072 é calculado como Y A/0,292 (o

denominador correspondente a 100% da forma oxieritrocruorina).

Vol. Log | Asio  |AAse  %HbBO,
ar PO, e e DAl x107r 2o logiYy
(ml) Agzs | D Asag| (=Y)
0,645 0,005 "
OX1 OXI 0,202 1
0,384 0,197
B 0,550 0
DEOXI | DEOXI 0 0
0,581 0
B 0,558 0,008
2 -0,022 0,034 0,166 0,132 -0,022
0,555 0,026
0,566 0,016
4 0,279 0,074 0253 0,339 0279
0,523 0,058
0,583 0,033
6 0,455 0,101 0,246 0,529 0,455
0,513 0,068
0,684 0,034
8 0,580 0,127 0435 0,770 0,580
0,488
0,591 0,041
10,6 0,698 0,143 0490 0,960 0,698
0.479 0,102
R . | 6t 00 .
13,5 0,807 0,162 0,555 1,246 0,807
0,469 0,112
0,609 0,059 B
18,5 0,944 0,204 0699 2318 0,944
0,436 0,145




Determinacio do Coeficiente de Sedimentacao

A definicdo da constante de sedimentagao S, em um meio m a temperatura t é
dada por:

dr/dt
Sim = '"/

(7

onde w ¢é a velocidade angular do rotor em radianos por segunde, r é a distancia
do centro do rotor & particula, e dr/dt é a velocidade radial da particula (Hsu, H.
W., 1975). A constante de sedimentagio é geralmente convertida para um estado
padrao cujo meio é d4gua a 20° C. Para isso deve-se considerar a mudanga em dois
parametros: viscosidade do meio e diferenga de densidade entre a particula e o

w?r

meio:

S0 = Sim T (Pp = P20,0) (8)
20w (Pp = Ptm)
onde 1 se refere & viscosidade, p & densidade, o indice p & particula, e 20,w &
adgua a 20° C.
Assim, combinando (7) e (8) temos:

L d”k,m (pp W pE{},w)

SzU,w - 7 (9)
dt w?r 20w (Pp - Pt,m)

O volume parcial especifico, ou reciproco da densidade da proteina em solugao,

pode ser considerado constante, uma vez que para a maioria das proteinas pouco

varia com a temperatura (Martin, R. G. & Ames, B. N,, 1860). Assim ocorre que

A= T POY _ CONSTANTE (10)
1720w
Temos entao:
d
Spom dt = A g T (11)

rw? (pp = pt,m)

integrando ambos os membros para tempo de corrida de zero a i, temos

t A ’ Mm
820 dt = — 1 dr 12
[o " w2 Ji (pp — ptm) 12)
onde i é a distdncia inicial da particula ao eixo do rotor. Assim
A r Tt,m
Szg t — — f e dr . 13
w Nl A PR (13)
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(320

A 7 0t .m
Sag 1w = f : dr 14
0, wit ‘ ([’p - Pt,m) ( )

Podemnos aproximar a integral & seguinte somatoéria {Bishop, B. 8., 1966):

A Zn: Nt g, (18 — Tio1) : (15)

w2t ) (r.*-i*f.‘il )
2

Sagw =
im=1 (Pp - Ptmi

nesse caso f; se refere & fragdo ntimero 1 do meio. Temos agora

Se0,w =

Pp— P20w S, Mm ) (r{w:_ ri-i) (18)
5 T
witn20m i3 (e — Prom,se) (Lt%ﬂ)

Se tivéssemos uma fungdo matemadtica definida e integrdvel que representasse
Ni.m/(Pp = Pt,m)T, S20w seria facilmente calculdvel através da equagio (14). O
exemplo mais simples seria um conjunto de particulas migrando em um meio
homogéneo, portanto sem gradiente de densidade. Assim a fungio seria k/r,
facilmente integravel. Nesse caso, as particulas da parte inferior da banda tem r
maior que as demais particulas. A viscosidade no interior da banda, por outro
lado, é maior devido & interagdo particula-particula, provocando um atraso adi-
cional nessa parte da banda em relagio & inferior (Price, C. A., 1982, cap. 3).
Observa-se conseqiientemente urn alargamento ao longo da corrida.

A grande vantagem dos gradientes de densidade é a possibilidade de um con-
trole mais efetivo na velocidade de sedimentagdo. Na verdade existem varios
tipos de gradientes para separacio de particulas e/ou determinagio do coefi-
ciente de sedimentagio: gradiente isocinético, gradiente indutor de estreitamento
de banda, e outros {Price, C. A., 1982, cap. 3).

Para escolha do material para gradiente vérias propriedades desejdveis devern
ser consideradas, como solubilid ade em 4gua, densidade alta, viscosidade baixa,
pressdo osmética baixa, inativid ade fisica e quimica, transparéncia em luz visivel
e UV, e ser de baixo custo. No presente caso utilizou-se Ficoll 400 (Pharmacia,
Sweden), um polimero sintético de sacarose muito utilizado para gradiente de
densidade, e com peso molecular de 400 kDa (Price, C. A., 1982, cap. 5). Para
obtencdo do gradiente utilizou-se osmossedimentagdo, como veremos a seguir.

Galembeck e colaboradores observaram que gradientes de densidade sdo obti-
dos rapidamente por centrifugag Ao quando solugdes macromoleculares sao manti-
das emn contato com o solvente através de uma membrana semiperineavel, em celas
de didlise {(a Figura 8 mosira o esquema da cela de dialise utilizada no presente
trabalho). Ocorre uma aceleragAo da sedimentacio devido ao acoplamento entre
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os Auxos de massa osmdticos e de sedimentagao, ou osmocentrifugagio (Nunes,
S. P. & Galembeck, F., 1985).

Fez-se a centrifugagio de Ficoll 8% (m/m) em tampao Tris-HCl 0,05 M,
pH 7,4, contendo EDTA 107® N1 em um compartimento da cela de didlise. No
outro compartimento colocou-se apenas a solugio tampao em presenga de EDTA.
Utilizou-se membranas de acetato de celulose preparadas a partir de solugao con-
tendo 10 g de acetato de celulose, 19 ml de acetona, 63 ml de 4cido acéticoe 88 g
de dgua.

A centrifugagio foi entdao feita em uma centrifuga RC3B Sorvall a 4000 rpm,
4° C, por 2 h 15 min. Cada gradiente de densidade auto-gerado foi transferido
para tubos de centrifuga utilizando-se uma bomba peristéltica.

Trés intervalos de densidade foram entdo obtidos: A (1,0325 a 1,0550), B
(1,0100 a 1,0300) e C (1,0013 a 1,0090). A Figura 9 mostra a densidade da
solugido de Ficoll obtida em fungao da altura da cela. Observa-se que na parte
média da cela {B) ocorre um gradiente mais acentuado que nas extremidades
superior e inferior. Os intervalos de viscosidades obtidos sio de 11,2 a 22,6 Poise
(segdo A), 2,8 a 9,4 Poise (segio B) e 1,6 a 2,6 Poise (se¢do C).

Colocou-se cuidadosamente, com auxilio de uma microsseringa, aliquota de
50 ul de eritrocruorina no topo do tubo de cada gradiente, acompanhando-se vi-
sualmente o deslocamento, medindo-se com uma régua. Foram utilizadas vérias
concentracdes de eritrocruorina entre 2,5 e 12,5 mg/em®. Apés completar a cor-
rida, o conieido do tubo de centrifuga foi retirado com uma seringa com longa
agulha e dividido em aliquotas para medidas de densidade e um densimetro
PAAR DMA 600/602. A viscosidade das aliquotas de Ficoll baseadas na densi-
dade foram medidas em trabalho anterior (Pretlow, T.G. et al., 1969).

O coeficiente de sedimentagao foi calculado segundo a equagao 16 utilizando-se
um programa na linguagem BASIC em microcomputador ITAUTEC. O programa
foi listado no apéndice A.
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Figura 8: Clela de osmocentrifugagac

Cela de osmocentrifugagio utilizada para gerar gradiente de densidacle
(pdgina 22), composta de prlacas de acrilico (partes 1, 3, 9 e 11}, folhas
de polietileno (partes 2, 4, 6, 8 e 10), membrana semi-permeavel {5} e
tela de niquel como suporte fisico da membrana (parte 7).
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Figura 9: Gradiente de densidade autogerado por osmocentrifugacao

Utilizou-se como solugio de partida Ficoll 8% em tampéao Tris-HC1 0,05
M, plE 74, e EDTA 10 * M. Condigoes de osmocentrifugacior 4000 rpm,
2 h 15 min, temperatura de 4° C.
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Determinacio do Peso Molecular Minimo

O peso molecular minimo da eritrocruorina, ou massa de hemeproteina que con-
termn um mol de heme, é deterrninada a partir do peso seco da proteina com
nimero de moles conhecido.

Inicialmente é necessario a determinagéo do conteldo de heme em solugho de
eritrocruorina adequadamente purificada e isenta de sais. A determinagio ¢ feita
segundo o método piridina-hemecromogénio {Antonini, E. & Brunori, M., 1971,
cap. 1}. Todc heme presente deve ser convertido em complexo misturando-se
solugao de hemoglobina com piridina em dicali. Uma vez tendo a concentragao
molar de heme estabelecida, faz~se a secagem e pesagem da proteina a partir de
volume conhecido de solugao.

A purificagdo da eritrocruorina foi feita segundo descrito na pagina 14, porém
a altima ressuspensao foi feita com agua bidestilada. Dialisou-se exaustivamente
contra agua bidestilada, determinando-se em seguida a concentragao de heme.

Diluiu-se a solugdao de hemoglobina de modo que a absorbancia méxima em
qualquer comprimento de onda na regifo do visivel (650 a 450 nm) ficasse entre
0,3 e 0.9. Foram adicionados ent &0 3 m! de solugdo de piridina emm NaOH (100 !
de piridina, 30 ml de NaOH 1 NN, completando-se o volume a 300 ml com dgua
destilada). Ocorre formagio de piridina-hemecromogénio oxidado, que é um com-
posto estdvel. Apds cerca de 6 horas, adicionou-se a 1 ml da solugao ditionito
de sédio sélido (Na;S904), que leva & formacgio de um composto relativamente
instavel de piridina-hemecromog &nio, registrando-se o espectro de 600 a 500 nm
(Espectrofotémetro DMS 100, Intralab). A transferéncia completa de heme da
proteina a piridina foi verificada. pela relagdo entre a absorbincia méxima (A =
557 nm) e a minima {A = 540 nm), que deve ser proximo de 3,5. O coeficiente
de extingio molar para piridina-hemecromogénio reduzido é [} = 32,2 e e3M
P 16,0

A solugao com concentragao mmolar de heme conhecida foi dividida em 2 aliquotas
e cada uma colocada em um pesa-filtro com massa conhecida. Colocou-se em
um dissecador até evaporagio completa da solugio, e a seguir em estufa a 105°
C. Foram feitas diversas pesagens da proteina seca até peso constante (balanga
analitica Mettler H54AR, d = 0,01 mg). O peso de cada amostra foi determinado
em diversos tempos, observando-se hidratagiao da amostra, que inicialmente foi
cerca de 1,5 % por minuto. Considerou-se para cada amostra a estimativa da
massa no tempo zero.
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Espalhamento de Raios X a Baixo Angulo

O conhecimento de detalhes da estrutura tridimensional de macromoléculas é
fundamental na compreengio da fungho biolégica. Até hoje a difragao de raios X
de cristais de protefna é o unico método pelo qual se obtern informagao estrutural
detalhada a nivel de resolugio atdmica apresentando, porém, certas limitagoes e
desvantagens. A obtencio de cristais da proteina ¢ a preparagao de derivados com
4tomos pesados para a resolugao da estrutura apresentam sérias dificuldades. As
condigdes nas quais as proteinas sdo analisadas, como solvente, forga iénica, pH
e outras, sio determinadas pelo processo de cristalizagio, normalmente distin-
tas das condicdes biolégicas. Apesar da estrutura cristalina das proteinas apre-
sentarem geralmente muita seinelhanga em relagio 4 forma nativa, as moléculas
do cristal estio mantidas por forgas que nio estio presentes em solugao (Glatter,
0. & Kratky, O., 1982, cap. 8).

O espalhamento de raios X a baixo &ngulo, ou espalhamento central difuso,
apesar de ndo levar a detalhes estruturais com a resolugio obtida a partir de
monocristais (até 0,2 nm), tem a grande vantagem de permitir o estudo da macro-
molécula em solucio, em condigSes mais proximas & forma nativa. Além disso
essa técnica permite um estudo dinamico, detectando mudangas conformacionais,
tao freqiientes em processos bioldgicos. Entre essas mudangas detectaveis rela-
cionadas com a forma ou tamanho da macromolécula podem ser mencionadas
processos de dissociagio em subunidades ou associagio em estruturas supramole-
culares, e alteragdes relativamente pequenas, como a passagem da forma oxi para
deoxihemoglobina, mencionadas adiante (Conrad, H. et al., 1969).

Qualquer processo de espalhamento é caracterizado por uma lei de reciproci-
dade que relaciona inversamente as dimensdes da particula e o dngulo de espa-
Thamento. No caso dos raios X, a fonte mais freqlienternente utilizada é Cu K,
de comprimento de onda de 0,154 nm, muito menor que as macromoléculas ou
particulas coloidais, confinando o efeito de espalhamento observavel a pequenos
angulos. Como os raios X sdo espalhados por elétrons, o fenémeno depende de
um contraste de densidade eletronica entre o solvente e a particula observada.
Para particulas em solugdo, somente a diferenga de densidade eletronica py — py
{onde p2 € a densidade de elétrons do soluto e p; a densidade de elétrons no
solvente) é efetiva na produgio do espalhamento central difuso.

Quando os raios X atravessam um meio material, os elétrons dos atomos
constituintes sio induzidos a oscilar na fregiténcia da onda incidente, ocorrendo
ernissao de ondas secunddrias e interferéncia entre as mesmas. Para uma particula
com dimensdes similares ao comprimento de onda utilizado (Figura 10 A), o espa-
lhamento a qualquer angulo de observagéo leva, para dois pontos arbitrariamente
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escolhidos, a uma diferenga de fase de é nas duas ondas espalhadas, sempre pe-
quena quando comparada com o comprimento de onda. Isso ocorre para todos os
pares de pontos da particula, observando-se uma superposicio quase em fase das
ondas emitidas no dngulo escolhido. Considerando todas as possiveis posicaes de
pares de pontos (elétrons) dentro da particula, ocorre esta mesma superposigio
em fase, e a amplitude da radiag@o de espalhamento pouco se altera com o dngulo
de espalhamento. Portanto ndo se observa espalhamento difuso significativo fora
do angulo zero,

Consideremos ent8o uma particula bem maior que o comprimento de onda
(Figura 10 B e C), e gualquer par de pontos dentro da particula. As ondas
secunddarias produzidas a partir desses pontos em um édngulo de observagio 26
pode levar a uma diferenga de fase entre as ondas correspondente a um nidmero
inteiro de comprimentos de onda A da radiagio incidente.

No entanto, como as ondas secundérias de cada ponto (elétron) da particula
sao emitidas ao acaso (incoerentemente), a superposicao das mesmas leva a um
espathamento praticamente nulo numa diregio 26 arbitraria, como resultado da
interferéncia destrutiva. Em &ngulos de espalhamento menores, entretanto, as
diferengas de fase ditninuem, e as ondas comecam a apresentar interferéncia cons-
trutiva. O espalhamento méximo ira ocorrer, obviamente, no dngulo zero, pois
todas as ondas estaro entdo exatamente em fase.

Observa-se ainda que, para o mesmo comprimento de onda, numa esfera bem
maior (Figura 10 C) a diferenga de fase de 1) é atingida em um angulo muito
menor de espalhamento que numa esfera menor {Figura 10 B), e a curva expe-
rimental fica, entdo, confinada a um: intervalo angular mais estreito (Figura 11,
curva 4}.

O espalhamento de raios X a baixo dngulo de uma particula isolada pode ser
extendido para o caso de muitas particulas iguais sem interagio miitua (solugio
homodispersa e suficientemente diluida), obtendo-se uma soma das intensidades
de espalhamento das particulas individuais (Glatter, O. & Kratky, O., 1982,
cap. 1; Kratky, O., 1983).

O problema da analise do espalhamento de raios X a baixo angulo consiste em
deduzir tamanho, forma, massa e mesmo distribuicdo de densidade de elétrons a
partir da curva de espalhamento “intensidade versus angulo 26”). Nem todos os
pardmetros, no entanto, podem ser obtidos diretamente. O raio de giro R é um
dos mais importantes, e corresponde por defini¢do & raiz quadrada da distancia
quadrada média de todos os elétrons ao centro de gravidade da particula. Para
uma esfera homogénea de raio a, o raio de giro é \/3/5a.

A partir dos dados experimentais Guinier observou que as curvas de espalha-
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Figura 10: Espalhamento de raios X de particulas

Espalhamento de raios X de particulas (A) com dimensdes similares ao
comprimento de onda e {B) e (C) com dimensdes bem maiores que o
comprimento de onda {G latter, O. & Kratky, O., 1982, cap. 1 Kratky,

0., 1983).
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Figura 11: Curvas de espathamento de raios X

Curvas experimentais de espalhamento de raios X. As curvas 1, 2,3 e 4
correspondem a particulas de raios I, 2, 3 e 4 unidades, respectivamente
{Glatter, O. & Kratky, O., 1982, cap. 1; Kratky, O., 1983}.
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mento seguem uma lei Gaussiana de acordo com

. 2 1 /2m\?
H20) = 1(0) O, g 3 (2 (17)
30 A
onde [{0) é a intensidade de espalhamento no angulo 26 = zero, e A o compri-
mento de onda utilizado {Glatter, O. & Kratky, O., 1982, cap. 1).
Em forma logaritmica ternos:

inI(26) = InI(0) - kR*(26)* ‘ (18)

O grafico de Guinier é construido colocando-se [n (28} contra (26)*, obtendo-
se uma curva com inclinagio —kR?, encontrando-se, entdo, o valor de R. A
interagio particula-particula produz distorgbes nos grificos de Guinier as quais
sao eliminadas fazendo curvas de espalhamenio em varias concentragbes, e ex-
trapolando o raio de giro para a concentragao zero. O parametro R é importante
e freqlientemente utilizado como indicador de varias mudangas estruturais de
certas moléculas, como associagao e dissociagio, mudangas conformacionais por
desnaturagao, ligagao de coenzimas, efeitos de temperatura, entre outros. A
deoxihemoglobina tem um raio de giro significativamente maior que a oxihemo-
globina, sendo o fendmeno observado completamente reversivel (Conrad, H. et
al., 1969).

Para particulas em solugho homogénea no aspecto densidade de elétrons, o
volume da particula pode ser calculado de acordo com Porod, através da relagao
(Pilz, L. et al, 1979; Glatter, O. & Kratky, O., 1982, cap. 2):

A3 1(0)
V="mo

onde @ é a denominada invariante, integral de toda curva de espalhamento, ou
seja

(19)

Q = /m 1(20)2d(20) (20)
0

@ é independente do grau de dispersdo para uma dada concentragao de massa
constante, e portanto, independente do volume das particulas individuais. En-
tretanto a intensidade de espalhamento extrapolada a dngulo zero I(0) é propor-
cional ao volume da particula, sendo plausivel {19}

Comparando o raio de giro e o volume encontrado, pode-se obter uma medida
da anisotropia da particula, sirmilar ao fator de assimetria e ultracentrifugagao.
Para um mesmo volume, o raio de giro aumenta com o aumento da anisotropia.
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A funcdo p(r), obtida a partir da curva de espalhamento, descreve a dis-
tribuigao de distincias r entre todos os possiveis pares de pontos (elétrons) den-
tro da particula. Essa fungdo pode ser obtida através dos dados experimentais,
expressando a curva de intensidade em fungao da varidvel A = 47 sin(8/X) (Pilz,
1. et al., 1979; Glatter, O. & Kratky, O., 1982, cap. 1):

sin hr

I{h}) = 47?pr(?’)

A inversdo de Fourier nos permite, entdo, calcular p(r):

dr ) (21)

1
L =
Imediatamente se obtém urn parametro molecular muito importante. A
distancia maxima r,,, na particula pode ser observada diretamente no valor
da abcissa onde a fun¢éo p(r} se anula.
A fungio distribuigio de distancias também oferece um meio independente

para a determinagio do raio de giro, definindo como (Pilz, L. et al., 1979; Glatter,
0. & Kratky, O., 1982, cap. 1}: :

/ I{R) hr sinhr dh (22}
0 -

- 2.[()00 p(r) dr
Na determinagao do raio de giro pelo grafico de Guinier encontra-se freqiien-
temente a dificuldade de se decidir se a curva atingiu sua inclinagéo final de

R? . Joop(n)ridr (23)

acordo com (17), dentro do intervalo experimentalmente coberto pelos menores
angulos de espalhamento, ou se uma mudanga na inclinagdo, mais provavelmente
um aumento, poderia ocorrer emn angulos ainda menores. Nesse caso, o valor
determinado de acordo com a equacgéo (23) é um controle adicional, pois a relacao
inclui toda a curva de espalhamento.

Experimentalmente as curvas de espalhamento de raios X foram obtidas
utilizando-se um gerador de anodo rotatério (Rigaku RU-200) com alvo de co-
bre, que opera a 50 kV e 100 mA. Utilizou-se uma camara de baixo angulo com
um sistemna de colimagao Kratky e um monocromador de feixe difratado com um
cristal de grafite, esquematizado na Figura 12. A solugio de proteina foi colocada
em um porta-amostra com janelas de “mylar”, e mantida em uma espessura de
1,5 mm & temperatura de 4 a 6° C durante a exposigdo aos raios X.

As intensidades de espalhamento foram medidas por varredura entre 0,08° e
1.00° (0,0014 rad e 0,0175 rad), com 0,02° de passo. O tempo de contagem foi
de 400 segundos por dngulo. Foram utilizadas solugoes de eritrocruorina com
concentragoes {em relagdo ao heme) de 5,26 mM, e as diluigbes 1:2, 1:4, 1:8 e
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Figura 12: Camara de baixo dngulo

Esgquema da cimara de baixo angulo utilizada para obtengao das curvas
de espalhamento. (1) gerador de raios X, alvo de cobre. (2} sistema
colimagdo tipo Kratky. (3) suporte para porta-amostra com refrigeragao
por circulagio de dgua. (4) circulagdo de agua refrigerada. (5) caminho
de vécuo, {6) bomba de vécuo. {7) fenda para monocromador. (8)
monocremador de grafite. (9Q) detector de cintilagao.
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1:16. Foram realizadas entre quatro e seis varreduras em cada concentragio,
corrigindo-se os efeitos de espalh amento do solvente e do porta-amostra.
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RESULTADOS

Pureza da Eritrocruorina

A anilise do cromatograma (HHPLC) mostrou a presenga de dois picos: um pico
principal (84,4 %) e outro secundario (15,6 %) correspondente a um peso mole-
cular menor (Figura 13 A}, Submetendo-se a eritrocruorina previamente a trata-
mento que leva a dissociagdo (no caso, submetida a pressio de 25000 psi durante
30 minutos) ocorre aumento do pico secundario (Figura 13 B), sugerindo que esse
pico corresponda a um produto de dissociagdo da eritrocruorina, talvez em parte
ocorrido durante o processo de separagao na propria coluna. Nao se avaliou o
peso molecular correspondente a cada {racio.

Mais adiante serd visto na parte referente & determinagio do coeficiente de
sedimentagio da proteina por velocidade de sedimentagic que néo se observa
na amostra purificada produtos de dissociagio da eritrocruorina, por exemplo, a
subunidade principal (1/12 da molécula): ha formagdo de uma iinica banda de
migragao correspondente & proteina nao dissociada.

Resultados de espalhamento de raios X a baixo dngule, por outro lado, cor-
roboram que a amostra purificada nio contem contaminante em quantidade
apreciavel, pois a curva de espalhamento é compativel com apenas uma popu-

lagio homogénea (quanto ao tamanho) de particulas.
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Figura 13: Cromatografia (HP1.C) de eritrocruorina de Glossoscolex paulistus

Cromatografia em HPLC de eritrocruorina de Glossoscolez paulistus,
0,5 mg/ml. (A} controle e (B) submetida previamente a alta pressio

(25 kpst por 30 minutes). Observa-se um aumento de 15,6 % a 57,7 %
no pico secundario,
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Tabela 2: Efeito de magnésio sobre a afinidade da eritrocruorina por Og e coo-
peratividade

Equilibrio de eritrocruorina. de Glossoscolex paulistus em diferentes con-
centragdes de magnésio. A Figura 14 se refere a esses valores.

Concentracao | LogP50 P50 n

de Mg?t (M)
0 0570 3,72 1,16
0 0,686 4,85 1,23
0,10 0,381 2,40 1,17
0,10 0,206 1,98 141
0,20 0,312 2,05 1,78
0,25 0,270 1,86 1,44
0,50 0,168 1,47 1,65
0,50 20,180 0,66 1,92

Equilibrio da Eritrocruorina com Oxigénio: Efeito de Magnésio

Os resultados dos equilibrios da eritrocruorina com oxigénio sio mostrados na
Figura 14. Observa-se um aumento de afinidade em concentragbes crescentes de
magnésio, assim como um aurmento na cooperatividade n (coeficiente angular)
em raiores concentragdes do cation. Os equilfbrios relativos &s concentragoes
0.5 M, 0,1 M e conirole foram feitos em duplicata.

Os valores de log P50, P50 e n encontrados foram colocados na Tabela 2.
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Figura 14: Efeito de Mg** sob\r‘e a afimidade da eritrocruorina por O em fungéo
de log PO,

Tampao de equilibrio: Tris-HC! 0,05 M, pH final de 7,1 2 7,2. 0 con-
trole, A0,10M, A020M, e0,25M, 0 050M de MgSOy.
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Determinagio do Coeficiente de Sedimentacao

A Figura 15 mostra o experimento de sedimentagio da eritrocruorina em tubo de
centrifuga. A Figura 16 mostra o coeficiente de sedimentacao da eritrocruorina
em Tungédo da concentragio de proteina inicial. O valor obtido por extrapolagio &
concentracao zero foi 58 S. Obser va-se um aumento do coeficiente de sedimentagao
com a concentragao de hemeproteina.
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Figura 16: Coeficiente de sedimentagio da eritrocruorina em diferentes concen-

Lragoes

Coeficiente de sedimentagAo de eritrocruorina de Glossoscolex paulistus
etn fungiao da concentragio inicial da hemeproteina. Observa-se que a
extrapolagao & concentragao zero o coeficiente de sedimentacao é 58 S.
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Determinacio do Peso Molecular Minimo

Pelo método piridina-hemecrormogénio foram feitas duas medidas em diferentes
dias, obtendo-se Ags7/Asas de 3,49 e 3,62. A concentragio de heme encontrada
nesses experimentos foi, respectivamente, 2,797 e 2,885 mM. Considerou-se, as-
sim, a média das concentragbes, 2,841 mM. Por determinagao do peso seco das
solugdes de hemoglobina, o peso molecular minimo encontrado foi de 26314 e
24214 g. O peso molecular minimeo foi considerado como a média desses valores,
ou 25250 gramas.
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Parametros Estruturais por Espalhamento de Raios X a Baixo
Angulo

As curvas experimentais de espalhamento para diversas concentracoes de eritro-
cruorina sao mostradas na Figura 17. Observa-se intensidade de espalhamento
“I” decrescente com a concentragao e com o angulo de espalhamento 2. Em
concentragio de 5,26 mM observa-se uma diminuigdo de espalhamento perto do
angulo zero devido ao efeito de concentragio. O grafico de Guinier é mostrado
na Figura 18, na qual temos In I em fungio de (26)%. A regizo de angulo menor
na qual se obteve linearidade foi utilizada para o célculo do raio de giro, por meio
da equagao 17. Os resultados foram colocados na Tabela 3.

Na Figura 19 temos o raio de giro em fungio da concentragao. Observa-se
uma diminuigao do raio de giro ern concentragdes crescentes de eritrocrucrina. A
extrapolagao & concentragio zero por regressio linear ¢ 11,4 nm.

A curva de distribuicdo de distancia p(r) foi calculada pelo método da trans-
forrmada indireta de Fourier utilizando os dados correspondentes a solu¢io mais
concentrada. O nimero de pontos de espalhamento foi maior para essa curva,
assim como a dispersdo dos dados foi menor. Os efeitos de concentragio, in-
desejaveis, levaram a omissio de nove pontos iniciais para o cdlculo. Foram
introduzidas corre¢oes quanto a largurae a altura do feixe utilizado. A Figura 20
mostra a fungéo p(r) obtida apés optimizacio. Os valores de R e D gz (dimensao
maxima da particula) determinados {foram 11,5 nm e 27,0 nm respectivamente.
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Figura 17: Curvas de espalhamento de raios X de eritrocruorina de Glossoscolex

paulistus

Fm ordenadas tem-se os valores do angulo de espalhamento 26 e em abcissas a
intensidade de espalhamento de raios X. As concentragoes de proteina (em relagao
ac heme) sdo: ¢ 526mM, © 263 mM, 81,32 mM, AO,ﬁﬁ mMe 0 0,33 mM
(relagao de 1 : 1/2: 1/4: 1/8 : 1/16). Os efeitos de concentragio sao evidentes na
solucao 5,26 mM
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Figura 18: Grafico de Guinier para as medidas de espalhamento de raios X da

eritrocruorina

Em ordenadas tem-se (26)%, onde 28 é o angulo de espathamento, e em
abcissas logaritmo da intensidade de espalhamento de raios X. Os raios
de giro calculados & partir da inclinagio das curvas estfo na Tabela 3.
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A extrapolagao a concentragao zero por regressao linear é 11,4 nm.
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DISCUSSAO

A eritrocruorina de Glossoscolex paunlistus apresenta evidente aumento da afini-
dade por oxigénio em presenca de magnésio, com P50 cerca de 4,3 mmHg em
auséncia e presenga de Mg?t 0,5 M (Figura 14 ). Esse comportamento é obser-
vado em eritrocruorinas de diversas espécies {Everaarts, J. M. & Weber, R. E_,
1974 Chiancone, E. et al., 1981; Frossard, P., 1982a; Weber, R. E. & Baldwin,
J., 1985; Fushitani, K. et al., 1986). O possivel efeito do anion sulfato no experi-
mento é improvavel, pois a afinid ade por O das eritrocruorinas de outras espécies
é predominantemente determinada pela carga dos componentes catidnices, e a na-
tureza ou valéncia dos &nions exercem pouca ou nenhuma influéncia detectavel
(Everaarts, J. M. & Weber, R. E., 1974; Fushitani, K. et al., 1986). A auséncia
de efeito do anion cloreto na eritrocruorina de Lumbricus terrestris é explicada
por experimentos de relaxacao de gquadrupolo por ressonéncia magnética nuclear,
que mostra que a forma associad a com o ligante apresenta a mesma afinidade por
cloreto que a forma nido associada {Chiancone, E. et al., 1976).

A eritrocruorina apresenta também um aumento de cooperatividade em pre-
senca de MgS80y4: n de cerca de 1,2 no controle e 1,8 em presenga de 0,56 M do
sal. A cooperatividade n, nesse caso, se refere a ng, pois ndo foram medidos
os pontos iniciais da curva, cor respondentes a niveis de PO; mais baixes. Na
verdade esses valores de cooperatividade estao baixos, considerando que as eri-
trocruorinas apresentam usualmente cooperatividade maior que as hemogiobinas
tetraméricas, &s vezes maior que 4. Nesse intervalo de pH utilizade, 7,12 7,2, a
eritrocruorina da espécie utilizada apresenta realmente valores baixos de coope-
ratividade, ocorrendo em pHs mais elevados aumento consideravel de n (Abe, A.
S. & Meirelles, N. C., 1985). _

Em eritrocruorinas de outras espécies observam-se também aumento de coo-
peratividade com a concentracio de cations. Na espécie Arenicola maring n au-
menta de 2,2 a 3,9 em presen¢a de concentragdes de MgS8Oy (zero e 0,5 M, respec-
tivamente). Em presenga de Ca?*, no entanto, ocorre um significativo aumento
de cooperatividade atinginde urn valor maximo em concentragio 0,3 M, ocor-
rendo diminuigio de cooperatividade em concentragbes mais elevadas de Ca*
(Everaarts, J. M. & Weber, R. E., 1974). Uma interpretagio sugerida é que em
concentragdes mais baixas do sal, os cédtions se ligam mais fortemente 3 hemoglo-
bina combinada com o ligante do que a nao ligada, promovendo um deslocamento
da assintota superior do grafico de Hill para a esquerda, com consequente aumento
de n. Em concentragbes maiores do sal, entretanto, ocorre desvio a esquerda em
ambas as assintotas, superior e inferior, levando a uma diminuigdo no valor de
n (Fushitani, K. et ol, 1986). No presente trabalho, assim como em Arenicola

48



marina, o sulfato de magnésio até concentragao 0,5 M apresentou apenas au-
mento de n, indicando uma ligagio do cdtion predominantemente em estdgios
mais tardios de oxigenagao.

Em concentragoes molares rmais elevadas, os cdtions Nat e K* apresentam
efeito similar aos citions bivalent es em relagio & cooperatividade e & afinidade da
eritrocruorina por Oz (Everaarts, J. M. & Weber, R. E., 1974; Fushitani, K. et
al., 1986). Experimentos de relaxagdo de quadrupolo por ressonincia magnética
nuclear sugerem que Na® pode competir com Cat para o mesmo sitio de ligagio
em eritrocruorina de Lumbricus Zerrestris (Chiancone, E. et al., 1976). .

Weber e Olsen (1984), utilizando eritrocruorina de Arenicole marine, consi-
deraram o baixo ponto isoelétrico dessas hemeproteinas e a grande dimensao das
mesmas. Ocorreria, assim, uma compeiig&o de prétons e outros cations pelas
cargas negativas da proteina, forrmando uma dupla camada elétrica, como ocorre
em particula coloidal. O pH de superficie, uniforme, poderia nesse modelo al-
terar a assoclagao dos ciations com a molécula. Esses autores fizeram medidas
do deslocamento de prétons por cations e estimativas do pH de superficie da
molécula utilizando a teoria cldssica de Gouy-Chapman. Foi excluida a asso-
ciagdo a sitios especificos, pois ©s cdtions Nat e colina, a despeito da grande
diferenga de tamanho entre si, apresentam o mesmo efeito sobre a eritrocruorina
utilizada por esses autores. Assim a afinidade da eritrocruorina por oxigénio seria
dependente do pH de superficie, e os diferentes cétions levariam a mudancas no
mesmo, alterando a afinidade por O3 via efeito Bohr. Fushitani et al. (1986),
entretanto, discordam desse ponto de vista, mencionando dados sobre a seqiiéncia
e composigdo de aminodcidos que indicam que a carga liquida negativa resulta
de uma pequena diferenca entre um grande nimero de grupos negativa e posi-
tivamente carregados, nas quais se distribuem de maneira bastante heterogénea.
Isso sugere que qualquer efeito eletrostatico na distribuigio de ions deve ser ex-
tremamente local. Dados nesse trabalho indicam que efeitos de cations bivalentes
(Ca®*, Srft, Ba’t e Mg**t) dependem, ao menos em parte, do raio iénico, ocor-
rendo 0 mesmo para monovalentes (Li*, Na' e K*), em contraste com o efeito
semelhante entre Na* e colina. Em parte pode haver um componente de especi-
ficidade (Fushitani, K. et al, 1986).

Através de espalhamento de raios X a baixo angulo obtivernos dois parametros
estruturais: raio de giro e dimens&o maxima da molécula em solugio. A Tabela 3
mostra os resultados encontrados por essa técnica para eritrocruorinas de dife-
rentes espécies, comparando com Glossoscolez paulistus.

Observam-se valores proximos aos das outras eritrocruorinas estudadas, porém
a incerteza ¢ relativamente alta. Obtivemos o raio de giro de (11,4 + 0,9) nm
por regressao linear das curvas do grafico de Guinier (Figura 18), considerando
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Tabela 3: Parfmetros estruturais de eritrocruorinas de anelideos utilizando es-
palhamento de raios X a baixo angulo

| Espécie Raio de D,as | Vol Referéncia
giro (nm) | (nm) | (nm?)

L. terrestris | 11,2401 2941 | TT00+£300 | Pilz, 1. et al., 1980

N. incisa 10,6240,15 | 281 | 6500300 | Messerschmidt, U. et al., 1983

A, marina 11,340,1 2911 | 7400:£300 | Weber, R. E. & Olsen, L. F., 1984
T. tubifer | 10,7 30 Terwilliger, R. et al., 1985

G. paulistus | 11,4409 27 ) Esse trabalho

as curvas com o mesmo desvio da curva na qual este é maior, obtendo-se uma su-
perestimativa do erro. Podemos atribuir esses resultados 4 considerdvel oscilagio
na curva de espalhamento. Esses resultados preliminares foram apresentados no
Congresso Mundial de Cristalografia realizado em 1987 (Souza, C. F. de et al,
1987). Esperamos obter melhores resultados intervindo tanto na espessura da
amostra quanto no sistema de detecglo {por exemplo utilizando um detector de
posigao, que faz contagem de raios X em todos ingulos ao mesma tempo). Isso
possibilitard comparagdo mais direta nao apenas com eritrocruorinas de outras
espécies, como diferentes estados da eritrocruorina da espécie em estudo.

O coeficiente de sedimentagdc« da eritrocruorina de Glossoscolez paulistus,
segundo nossos resultados, é 58 S. Esse valor se encontra dentro do intervalo
encontrado para as diversas eritrocruorinas. O aumento do coeficiente de se-
dimentagao em solugdes mais concentradas sugere uma tendéncia de associagao
entre as moléculas de eritrocruorina, provavelmente um equilibrio dindmico, no
meio utilizado {Ficoll 8%, Tris-HC1 0,05 M, pH 7,4, EDTA 10~% M, temperatura
de 4° C).

Por outro lado, nao observarmos a forma dissociada 1/12 da eritrocruorina,
pois verificou-se a presenga no tubo de centrifuga de apenas uma banda em cada
experimento, correspondente ao coeliciente de sedimentagio para a respectiva
concentragao inicial da hemeproteina, sempre acima de 58 S.

A partir do coeficiente de sedimentagio é possivel estimar o peso molecular
utilizando a seguinte relagdo (Martin, R. G. & Ames, B. N., 1960):

S [PM )R 04
32 - [Pl\/fg} ( )

50



para o caso de duas proteinas globulares com o mesmo volume parcial especifico.
Utilizando-se dados de coeficiente de sedimentagio e peso molecular das diver-
sas eritrocruorinas ja estudadas e assumindo que a variagao do volume parcial
especifico seja desprezivel, podernos construir um grafico colocando o peso mole-
cular em fungao de Sgq .

Na Figura 21 colocamos os diversos valores encontrados na literatura {Chung,
M. C. M. & Ellerton, H. D., 1979; Chiancone, E. et al, 1981), assim como a
regressao linear, e obtivemos urna alta correlagio (p < 0,01). O peso molecular
correspondente a 58 S é 3,23 x 10°% Da. O mondmero (ou subunidade principal,
1/12) tem o peso molecular de 269 kDa.

O peso molecular minimo encontrado no presente trabalho (25250 Da) é alto
comparativamente as hemoglobinas tetraméricas, a exemplo de eritrocruocrinas
de outras espécies, muito provavelmente devido A presenca de subunidades que
nao contém heme, chamadas de subunidades estruturais. A Figura 22 mostra a
distribuiggo de peso molecular minimo entre eritrocruorinas de diversas espécies
estudadas (Stockel, P. el al, 1973; Chung, M. C. M. & Ellerton, H. D., 1979;
Frossard, P., 1982a; Mezzasalma, V. et al., 1985). A presenga desse tipo de su-
bunidade explica os altos valores quase que invariavelmente encontrados e sugere
participagao efetiva na estabilizag¢io do estado nativo dessas hemeproteinas gi-
gantes. Nossos resultados quanto ao coeficiente de sedimentagio e peso molecular
minimo foram recentemente publicados (Costa, M. C. P. et al., 1987).

O nimero de hemes por molécula é préximo de 3,23 x 10° dividido por 25250,
ou 136 hermes, entre 10 e 11 por mondmero.

Corm os resultados de eletroforese em SDS PAGE (Meirelles, N. C. et al., 1985)
citados na introdugdo, pigina &, é invidvel propor um modelo para o arranjo
estrutural do mondmero, pots faltam informacgdes a respeito das porcentagens
das diversas subunidades fracionadas no método. Além disso a resolugdo obtida
nao discrimina o peso molecular de algumas subunidades. Pode-se especular, no
entanto, que parece mais provavel a presenga de 12 hemes por mondmero, pols
isso imediatamente sugere que estao dispostos em trés tetrameros, a exemplo do
modelo proposto para Eisenia fetzda (Frossard, P., 1982a}, descrito na introdugéo,
pagina 7.

Provavelmente pelo menos a maior parte das subunidades que carreiam o heme
(subunidades funcionais) deve ter peso molecular entre 12 e 16 kDa, de acordo
com a eletroforese da eritrocruorina de Glossoscolez paulistus tratada com agente
redutor. Admitindo um peso molecular médio de 14 kDa para a subunidade
funcional, trés tetrameros corresponderiam a 168 kDa do total de 269 KDa do
monomero. Os 101 kDa restantes seriam, entdo, devidos as subunidades estrutu-
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Figura 21: Peso molecular e coeficiente de sedimentacio de eritrocruorinas de

diversas espécies

Peso molecular de eritrocruorinas de diversas espécies em fungio de
(S20.)°/%. Obteve-se por regressio linear PM = 8908 x (Sq0.)%% -
701640 (p < 0,01). O peso molecular para a espécie Glossoscolez
paulistus (Syo. = 58) corresponde nessa relagao a 3,23 x 10 Da. O
circulo aberto se refere a uma das espécies, e nao foi considerado devido
ao alto desvio em relagdo & curva.
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Figura 22: Peso molecular minimo de eritrocruorinas de diversas espécies

Distribuicio de valores de peso molecular minimo (em relagao ao heme
ou ao ferro) de eritrocruorinas de diversas espécies (referéncias no texto).
Incluiu-se a espécie Glossoscolex paulistus, 25250 Da/heme. As hemo-
globinas tetraméricas e mioglobinas tém peso molecular minimo perto

de 16000 Da.
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rais, talvez as fragtes 28 kDa, 33 kDa e 50 kDa. Caso essas hipGteses correspon-
dam a realidade, teriamos talvez essas 3 subunidades estruturais por mondmero,
que totalizam 111 kDa. Contudo convém salientar que podem ocorrer outros ar-
ranjos de subunidades funcionais no monomero, como por exemplo dois trimeros
e um tetramero, ou trés trimeros (a presenga de trimero com subunidades que
carreiam o heme pode ocorrer ern Lumbricus terrestris (Mainwaring, M. G. et al.,
1986). De qualquer forma, a média do peso molecular das subunidades funcionais
nio deve ser muito diferente de 14 kDa. A Figura 23 mostra uma sugestao para
o arranjo em subunidades para © monémero de eritrocruorina de acordo com os
dados disponiveis, ainda que sejam relativamente escassos.
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Figura 23: Modelo preliminar para eritrocruorina de Glossoscolez
paulistus

Sugestio para um possivel arranjo de cadeias para o monémero (1/12) de
eritrocruorina de Glossoscoler paulistus. F: subunidades funcionais. E:
subunidades estruturais. F1, F2, F3 e F4 tém em média 14 kDa. Trimero
E1-E2-E3: cerca de 48-52 kDa (E1: 28 kDa, E2: 12 kDa, E3: 12 kDa),
F4: 28 kDa e E5: 33 kDa. Na vista lateral podem ser observados duas
subunidades 1/12 dos hexameros opostos da molécula.
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APENDICE

Programa utilizado para cdlculo do coeficiente de 'sedimentacao da eritrocruorina
(pégina 23). Utilizou-se a lingu agem BASIC.
10 INPUT ¢ digite o numero do experimento”, EXPERIMENTO
20 INPUT “ digite o valor de y” Y
30 DIM R(Y},V(Y);D(Y);S(Y);DIAM(Y)
40 FOR I=1 TO Y
50 INPUT ¢ digite a altura do meio” ,R(1)
60 INPUT © digite a viscosidade do meio”, V(1)
70 INPUT “ digite a densid ade do meio” D{I)
80 NEXT 1
90 INPUT “ digite a densidarde da partlcula” DP
100 INPUT “ digite a densidade da agua” DA
110 INPUT * digite a velocidade da centrifuga” W
120 INPUT “ digite a viscosidade da agua” VA
130 INPUT “ digite o valor de R0O”,R(0)
140 INPUT “ digite o valor do tempo”,T
150 FORI=0 TO Y
160 SOMA=0
170 FOR N=1 TO 1
180 M=N-1
190 SOM " =SOMA+(V(N)}* (R(N)-R(M)))/((DP-D(N))*((R{N)+R{M))}))
200 NEXT N
210 A=((2+(DP-DA))/(W"2+T+VA))+*SOMA
220 S(I)=A%13"10
230 B=SQR((A+18+V(1))/(DP-D(1)))
240 DIAM(I)=B=10"4
250 NEXT 1
260 OPEN “O” # 1,“EXP13
270 PRINT # 1,LEXPERIMENTO
280 PRINT # 1,DP,DAW
290 PRINT # 1,R(0),VA
300FOR1=1TO Y
310 PRINT # 1R(I),V(1),D (1),T,S(1),DIAM(])
320 NEXT 1
330 PRINT “EXPERIMENTO=";EXPERIMENTO
340 PRINT “ dp=",DP, “ da=";DA, “ w=";w
350 PRINT “ R(0)=";R(0), “ VA=";VA
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360 FOR 1=1 TO Y
370 PRINT * R(1)~":R(1), < V)= V(1), “ D)D), “ 1=75T, “ $(1)
« DIAM(I)=";DIAM(])
380 NEXT I
390 END
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