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RESUMO

A hemoglobina gigante, extracelular de Glossoscolex
paulistus  apresenta uma massa molecular de 3 x 10° Da que se
estruturé como dois discos hexagonais superpostos visualizados por
microscopia eletrénica. No presente trabalho, comparamos dois
métodos de purificagdo desta proteina, por uitracenérifugac;éo e por
precipitacdo por (NH4)ZSO4, optando~-se pelo primeiro para a execugio
dos experimentos. A apoproteina foi obtida e reconstituida na
presenga de hemina, observando-se estequiometria nesta ligacio.
Também estudamos o efeito dos ifons divalentes Ca’’, Mg” e Mn""
sobre a afinidade da proteina pelo oxigénio tendo-se observado
aumento de Pso— pressdo parcial de O2 para saturar 50 % dos sitios
de ligacdo, dependente da concentragfio dos cations e mudanca na
cooperatividade. Em presenca de agentes desnaturantes (temperatura,
dlcalis e uréia) foram obtidos parametros cinéticos como ch e tyz.

Os experimentos de transicdo Acido-alcalina demonstraram a

multiplicidade de populagdes da proteina na forma férrica.



ABSTRACT

The giant extracellular hemogiobin of Glossoscolex
paulistus has a molecular weight of 3 x 10° Da. Visualized by
electron ‘micr‘oscopy, the Glossoscolex paulistus hemoglobin presents
two hexagonal superimposed disks.

In the present study, we compared two different methods of
purification for this protein: u!tracenfarif‘ ugation and ammonium
sulfate precipitation. Using the purified protein obtained by
ultracentrifugation, functional and physico-chemical properties were
studied. The apoprotein was obtained and reconstituted in the
presence of hemin and a stoichiometric relation was observed for
this reaction. We also studied the effects of divaiént ions such as
ca'”, MgM e Mn""on the protein-oxygen affinity. An increase in Pso
and also changes in cooperativity were observed in dependance of the
cations concentration.

Kinetic parameters as Kd and tv2 were obtained in the
presence of denaturing agents {(temperature, alcali and wurea). The
experiments of the acid-alcali transition showed the multiplicity of

the protein-population in its ferric form.
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1. INTRODUGAO

O filo Annelida ¢ encontrado em habitats bastante
diferenciados no tocante & disponibilidade de gases que participam
do processo respiratério , evidenciande uma gama de adaptacdes

respiratérias nas diversas espécies,

Séo maltiplos os mecanismos de respiracio encontrados nos
anelideos, porém ¢ surpreendente a diversificagio de pigmentos
respiratérios que eles apresentam. Diferentemente dos vertebrados,
estes invertebrados podem apresentar hemoglobinas intracelulares—
geralmente celémicas e de baixo P.M., hemoglobinas extracelulares ou
eritrocruorinas - geralmente intravasculares e de alto P.M.,
clorocruorinas, hemoglobinas tissulares, hemeritrinas e hemeritrinas

tissulares,

A_s eritrocruorinas apresentam o mesmo grupo prostético das
hemoglobinas de vertebrados, ou seja, um &tomo de Fe ligado por
coordenagdo a atomos de N de quatro anéis pirrélicos, constituindo o
grupamento protoporfirina IX (Patel & Spencer, 1963). O peso

molecular das eritrocruorinas e clorocruorinas varia de 2,7 a 3,8 x



10{’, os valores de ponto isoelétrico sio geralmente  4cidos

{Messerschmidt et al., 1983); os coeficientes de sedimentacdo Szow

se aprox¥imam de 60 e o conteGdo de alguns amincécidos é similar -

alto teor de Arginina e baixo de Lisina, por exemplo.

A sua complexidade estrutural tem despertado interesse,
desde que dados de microscopia eletronica mostraram a superposigio
de dois anéis hexagonais (Waxman, 1965), com % 25 nm de distancia
entre os,discos, 16 nm de altura cada e um didmetro interno de 8 nm,
como determinade por medidas de espalhamento de RX a baixo &ngulo
para Tubifex tubifex (Stockel et al.,, 1963). A porcdo central do
hexagono geralmente € vazia, mas uma subunidade adicional &
observada para eritrocruorina de Oenone fulgida e N.ephtys bombergi
{Vinogradov et al., 1980), Nephtys incisa € Ophelia bicornis

{Mezzasalma et al, 1985}

O esclarecimento da estrutura destes pigmentos depende da
determinacgio, absolutamente correta, do nimero e tamanho das
diversas  subunidades. Varias eritrocruorinas e  clorocruorinas
submetidas a PAGE-SDS, mostraram uma ou duas bandas de 13-19 KDa e
outras de peso molecular muito maior que correspondem a
aproximadamente 12 vezes o peso molecular das bandas menores, que
tendemm a desaparecer quando a proteina é tratada com agentes.
redutores tais como B-mercaptoetanol ou DTT. Alguns dados bastante
discrepantes sobre o nimero e peso das subunidades podem ser

decorrentes de alguns fatores como: diferentemente da lise de



heméacias humanas que produz hemoglobina praticamente pura, a coleta
de eritrocruorina vascular dos anelideos nfoc impede a contaminacio
da amostra com componentes do fluido celdmico e proteases, exceto

quando sdo utilizados agentes anti-proteoliticos.

Uma das vantagens plausiveis para a manutenclio da
estrutura polimerizada seria a sua retencdo no sistema vascular, uma
vez que moléculas menores permeariam a membrana capilar.

Mesmo mantendo uma certa padronizagiic estrutural, as
eritrocruorinas e clorocruorinas apresentam diferengas
significativas como as determinadas por microscopia eletrdnica e
analise quimica: o P.Mmin{Mprotefna/MFe como heme} varia de 17.000 a
50.000/mo!l, o nimero de sitios de ligacio baseado no P.M. de cada
subunidade pode variar de 60 para Tubifex tubifex (Scheler &
Schneiderant, 1959) a 192 para Lumbricus ferrestris (David &

Daniel, 1974).

A oxigenagio se dd de forma heterogénea, com pigmentos
apresentando alta ou baixa afinidade por 02, auséncia ou presenca de
efeito Bohr e o coeficiente de Hill -(nH) variando consideravelmente,
Em extremocs de saturagao n, tende & unidade; mesmo para valores
altos de n, as interagbes heme-heme s#o menos intensas do que as
presentes em hemoglobinas de mamiferos, evidenciando que tais

valores representam a mesma intensidade de interagdes.



Os valores do efeito Bohr podem ser decorrentes de
diferentes pressbes seletivas exercidas nos anelideos. Nas espécies
aquaticas a insensibilidade ao pH favorece o transporte de 02. sem
comprometer a captagio de ()2 superficial devido ac baixo pH .do meio
(McCrutcheon, 1936). As habitantes de tocas frageis, com pouca ou
nenhuma  abertura a  superficie, apresentam seus pigmentos
transportadores intravasculares pouco sensiveis ao pH ou COZ,
diferenciadamente do pronunciado efeito Bohr apresentade por
Arenic:c)l‘a‘ marina, mora;dora de tubulagBes bastante estaveis que
permitem uma ventilagio suficiente (Weber, 1962). O efeitc Bohr mais
pronunciado de algumas espécies marinhas em relago as suas
correlatas de mesmo habitat, todavia, sugere uma diminuigdc da
afinidade por O2 nos periodos de hipéxia quando da maré baixa

facilitando a liberagéo de 02 aos tecidos {Weber, 1971).

Tomando como exemplo as eritrocruorinas de Arenicola
marina e Nephtys bombergii, temos que Arenicola apresenta baixa Pso’
alto noe acentuado efeito Bohr (Mangum, 1976); ja o pigmento de
Nephtys borbergii se caracteriza por baixa Pso, reduzida
cooperatividade e pequeno efeito Bohr, facilmente explicado pela
exposigiio a baixas tensGes de oxigénio quando da queda de suas tocas
a0 emergir, também um baixo gradiente de difusfo foi detectado na
sua parede corpérea sugerinde que o pigmento ndco ¢ funcional em maré
baixa. Esta auséncia de mecanismo regulatério da captagfo-liberacéo
de oxigénio a nivel molecular e organico resulta numa menor

dependéncia da P02 tecidual do meio ambiente, se comparada a
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Arenicola marina, conduzindo a uma maior resisténcia 3 anoéxia
{(Weber, 1971). A relacio auséncia de mecanismo
regulatorio-tolerancia & anéxia ainda ndo foi suficientemente

esclarecida.

Uma indicagdo de quais forgas mantém as subunidades
associadas ¢ dada pela reatividade dos grupos SH presentes na
proteina. Andlises de aminodcidos de véarias eritrocruorinas
forneceralm uma média de 5 a 8 grupeos SH por subunidade contendo
heme. Praticamente nenhuma, ou apenas uma ¢ reativa na molécula
associada mesmo em presenga de 6 M de Hidrocloreto de Guanidinio,
entretanto, sob esta condigdo desnaturante todas tornam-se
acessiveis apds a redugio da proteina (Weber, 1962; Mangum, 1976;
Weber, 1971}, Novamente, o comportamento de associagiio difere das
hemoglobinas tetraméricas, as subunidades das eritrocruorinas e
clorocruorinas podem formar homo ou heterodimeros ligados por pontes

S-S,

A disposig8o estrutural pode variar muito em fungioc do
namero de hemes e das diversas subunidades que podem se associar
diferentemente. Os dados estruturais definidos para algumas
eritrocruorinas permitem esta classificacfio, segundo a subunidade
que contém grupo heme ou dominio: a) hemoglobinas que contém apenas
um dominio de 16 *+ 2 KbDa; bj hemoglobinas com 2 dominios por
subunidade; ¢} hemoglobinas poliméricas, que contém de 8 a 20

dominios funcionais por subunidade; d) hemo globinas cujas
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subunidades apresentam agregados funcionais e estruturais, ou seja,
mondmeros, dimeros, trimeros e tetrimeros que contém heme ou ndo

(Vinogradov, 1985).

As propriedades funcionais da Lumbricus terresiris tém
sido estudadas detalhadamente e exemplificam ¢ comportamento das
eritrocruorinas com alta cooperatividade. A proteina purificada
exibe uma alta cooperatividade na ligacio de oxigénio, nﬂﬁ 4 em pH
7,8. Em lvalores de pH inferiores e superiores, nio somente ocorre
uma variacgio de Pso’ mas n cal irreversivelmente a 2. A modificacio
da cooperatividade ndo € correlacionada com o estado de agregacio,
uma vez que pHs levemente é&cidos ndo dissociam a proteina. Moléculas
integras obtidas de misturas parcialmente dissociadas em pH alcalino
apresentam um valor de nHa 2, sendo funcionalmente indistigufveis
das subunidades dissociadas (Vinogradov, 1985). A molécula nativa
parece possuir propriedades funcionais transientes que refletem um
estado conformacional metaestavel; a proteina nativa pode ser
convertida em  espécies estdveis com propriedades {uncionais
diferentes e reversiveis apenas pela variagio do pH. A clorocruorina
de Spirographis exibe o mesmo comportiamento (Antonini et al., 1962),
a eritrocruorina de Arenicola também apresenta cooperatividade
dependente -de pH, mas ndo existem dados disponiveis sobre a
reversibilidade do processo (Weber, 1970). Dados de dicroismo

circular da eritrocruorina de Lumbricus indicam que este fenémeno

provaveimente reflete alteragSes minimas na posicio de residuos

aromaticos que interagem com o heme na forma oxigenada {Ascoli et
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al., 1976).

Outra caracteristica das eritrocruorinas e clorocruorinas
& 0 controle catidnico de pso peor Ca, Mg e outros, contrastande com
o controle anibnico dos fosfatos inorgénicos sobre a hemoglobina de
vertebrados. Nas polychaetas marinhas Arenicola (Weber, 198];
Everaarts & Weber, 1974), Pista pacifica {Terwilliger, 1974) e
Amphitrite ornata {Chiancone et al., 1981) Pso ¢ regulade por
concentréqﬁes catiénicas bastante altas. Por outro lado, algumas
olygochaetas terrestres como Fisenia foetida {Suzuki & Gotoh, 1986;
Igarashi et al., 1986), Octolasium complanatum (Santucci et al.,
1984) e Lumbricus terrestris que apresentam concentragdes

fisiolégica catidnicas inferiores as das espécies marinhas, sofrem

uma regulacfo bem mais fina.

As eritrocruorinas que apresentam baixo Ry muito
possivelmente nic se comportam de maneira tdc complexa. Pode entfo o
pH  afetar a afinidade por oxigénio mas pouco influenciar a
cooperatividade (David et al., 197I; Garlick & Terwilliger, 1975;
Terwilliger, 1974). A hemoglobina de Amphitrite ornata na auséncia
de cations divalentes se dissocia em subunidades de baixo peso
molecular, mesmo em pH neutro, e o valor de nH fica em torno de 1,5.
Na presencga de ca™t e MgM a molécula se reassocia integralmente sob
uma ampla faixa de pH, n, aumenta a & 3,5 em pH fisiolégico; por
outre lado, a cooperatividade decresce em pH &cide ou alcalino de

maneira reversivel, porém da mesma forma que as eritrocruorinas que

13



apresentam alta cooperatividade.

Proteinas de diferentes espécies manifestam diferentemente
a necessidade de ilons divalentes para manter a associagio de sua
super estrutura. Assim, eritrocruorinas de Lumbricus , Arenicola e
Marphysa, bem como as clorocruorinas de Spirographis e Eudistylia
sfic estaveis em pH neutro, mesmo na auséncia de cations divalentes;
o efeito estabilizante € aparente no deslocamento da dissociaglo

¢

para valores de pHs maiores.

0 efeito de cloretos de cations mono e divalentes na
ligagdo de 02 a eritrocruorina de Lumbricus terrestris, mostrou que
0s cations e nio o Cl controlam a afinidade por este ligante. Os
cations divalentes apresentam maior efeito sobre a diminuigdo de Pso

. ++ ++
do que os monovalentes na seguinte ordem decrescente: Mg , Sr ,

ca™, Ba", Na', K'e Li'. Estes efeitos especificos dependem, em
parte, do ralo idnico e ndo podem ser explicados apenas pela forga
idénica. Os dados indicam que a ligacdo de Ca'" "a forma oxi ocorre
com a liberagdo de dois protons, aoc passo que a ligag8o de Na'
libera apenas um proéton. Tais dados indicam que o sitio de ligagdo
de cations da oxieritrocruorina contém dois grupos &cidos que s6é

dissociam seus protons quando estes sio substituidos por cations

(Fushitani et al., 1986).

A eritrocrucrina do anelideo Glossoscolex paulistus é uma

hemeproteina gigante de peso molecular em torno de 3 x 1(36 , com um

14



coeficiente de sedimentagio de 58 S (Costa et al.,, 1988), &
classificada comoc uma hemoglobina com multiplas subunidades e um

anico dominio (Vinogradov, 1985).

Sua conformagdo estrutural também € composta pela
superposi¢do de dois discos hexagonais, com a presenca de uma 13%
subunidade na cavidade central, com 24-26 nm de distancia entre os
lados paralelos, 16 nm de altura para os dois discos e 8 nm de
diametro’ interno, como observade por microscopia eletrénica de

transmissio em pH 7,4 (Rennebeck, 1990).

Os resultados obtidos de experimentes que promovem a
dissociagdo por pressdo hidrostatica (Bonafé et al.,, 1989) desta
eritrocruorina, concluiram que ela apresenta independéncia de
concentragdo para este efeito, bem como a perda da habilidade de

reorganizacio apos dissociacdo completa.

Tratamento com SDS em pHs que variaram de 6,0 a 9,0,
mostraram por fluorescéncia (Perussi et al., 1990) que o processo de
desnaturagio tende a ser dependente do pH do meio. O comportamento
desigual frente a desnaturagdo poderia estar associado a processos
de dissociagio-associacBo e presenga de formas conformacionais

metaestaveis da proteina.

Este trabalho objetivou:

a} comparar dois métodos de purificagio desta hemeproteina -

15



precipitagio por (1\3}114)2'504 e ultracentrifugacho;

b) determinar para&metros fisico-quimicos tais como. estabilidade da
protefina frente a agentes desnaturantes como uréia, femperatura e
&alcalis;

c) detalhar o papel dos cations divalentes Ca”, MgM e Mn"' nas

alteragtes das propriedades funcionais, bem como o efeito do periodo

de incubagio com estes cAtions nas curvas de oxigenacio.
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2. MATERIJAIS E METODOS

2.1 Coleta do Material Biolégico

‘ Espécimes do anelideo Glossoscolex paulistus, oriundos do
municipio de Piracicaba-SP, foram anestesiados em atmosfera de éter
sulfirico por um periodo de 30 minutos. Através de uma incisfo
dorsal e ruptura das veias dorsal e ventral, a amostra foi coletada
com o uso de pipeta Pasteur e solugdo de Alsiver como
anticoagulante.

A soluglie contendo a amostra foi centrifugada a 3.000 x g
por 10 minutos sendo descartado o precipitado e, novamente
centrifugada a 12.000 x g por 5 minutos.

O sobrenadante resultante foi dialisado durante a noite
contra tampdo fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,3, EDTA 1mM, sob suave
agitagdo. Todos os procedimentos foram conduzidos a 4° C.-

Alsiver: acido citrico 0,055 g

cloreto de sodio 0,420 g
citrato de s6dioc 0,800 g
glicose 2,050 g

Hzo destilada 100 ml q.s.p.

17



2.2 Procedimentos para Purificacio da Amostra

2.2.1 Por Precipitacfo Fracionada com (NH 4) 2SO4

Como proposto por Bonaventura & Bonaventura (198l1), o
dialisado foi primeiramente submetide a uma lenta adigdo de
(NH4)ZSO4 s6lido, suficiente para atingir 35-407% de saturagdo, em
banho de gelo sob suave agitacBo. A solugBo foi centrifugada a
10.000 % g por 10 minutos, precipitando as proteinas de baixo peso
molecuiar: e produtos de dissociagdo da  eritrocruorina. O
sobrenadante fol novamente submetide a uma adiqée de (NH#)ZS(}4
s6lido, agora suficiente para atingir 60% de saturagio e,
centrifugado a 10.000 X g por 10 minutos permitinde a precipitacio
desta hemoglobina de alto pesco molecular.0 sobrenadante limpido foi
descartado.

O precipitado foi ressuspensé em um minimo volume de
tampdc fosfate de potéssio 0,1 M, pH 7,3, EDTA ImM e dialisado
contra ’o mesmo tampfo sob suave agitacdo e a 4°C, sendo a exclusdo
do sulfato de amobnia monitorada qualitativamente por teste de
aliguotas do dialisado em presenca de BaCla em meio dcido (HMCl 2 M).

A eritrocrucrina resultante desta purificagio apresentou
uma concentragdo de 82,4 mg de proteina/ml, determinada utilizando

% !

£ = 1,0cm .
280nm
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2.2.2 Precipitagio com (NHq} 2SOqseguida de Cromatografia em Sephadex

G-200

Uma aliquota de 2,0 ml da amostra purificada conforme
procedimento anterior, foi submetida a uma cromatografia em Sephadex
G-200 em uma coluna (0,90 x 100 cm) pré-equilibrada com tampéo
TRIS-HCI 0,1 M, pH 7,0, EDTA ImM. O fluxo fol de 0,1 mi/min e o
volume da coluna de 63,62 ml, ZOOC, sendo de 1,0 ml as fragbes

coletadas.

0 perfil cromatografico foi acompanhado em 280 e 415 nm.

2.2.3 Ultracentrifugacio

Neste procedimento de purificagio utilizadoe por Abe &
Meirelles (1985), a amostra foi coletada da mesma forma,
centrifugada a 10.000 x g por 10 minutos, o sobrenadante novamente
centrifugade a 13.000 x g por 10 minutos.Os precipitados das duas
centrifugagdes, constituidos de impurezas, foram descartados.

O sobrenadante foi dialisado durante a noite contra tampio
fosfato de potéssio 0,1 M, pH 7,3, EDTA 1 mM, sob agitag8o, sendo
subseqlientemente ultracentrifugado a 250.000 x g por 150 minutos. O
sobrenadante, quando limpido, foi descartado e o precipitado
ressuspenso no mesmo tampdo foi centrifugado a 16.000 RPM, logo apés

o sobrenadante foi ultracentrifugado a 250.000 x g por 90 minutos.
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Todos os procedimentos foram conduzidos a uma temperatura de 4°C.
0 ultimo precipitade foi ressuspenso numa pequena aliquota

de tampdo fosfato de potéssio 0,1 M, pH 7,3, EDTA 1 mM.

2.3 Cromatografia da Ec em CondicGes Dissociantes

, 1,0 ml da amostra de eritrocruorina resultante da
cromatografia em pH 7,0 contendo 52,5 mg/ml e concentragdo 9,5 mM em
heme fol dialisada durante a noite contra tampfio TRIS-HC! 0,1 M, pH
9,0, EDTA ImM a 4°C, sendo entfio aplicada a uma coluna de Sephadex
G-200 (0,90 x 100 cm) pré-equilibrada com ¢ mesmo tampio, 19°C, com
um fluxo de 0,1 mi/minuto.

FragBes de 1,0 ml! foram coletadas e a absorbfincia medida

em 280 e 415 nm.

2.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS

A eletroforese da eritrocruorina nativa e tratada com
B-mercaptoetanol 1 % foi feita segundo Laemmli (1970}, usando
sistema descontinuo dissociante de placa vertical {15 cm x 12 em x
0,15 cm).

Ambas amostras contendo 15 pg de proteina/ml em &gua
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bidestilada, ¢ L
280 nm

= 1, foram fervidas a 100°C por itrés minutos em
banho-maria, na presenga de SDS 1 %,

0 gel de resolugdo se constituiu de a;:ri!amida 2 7,
TRIS-HC! 0,375 M, pH 8,8 e SDS 0,1 %, sendo a polimerizagio obtida
pela adigdo de persulfato de amdnio 0,075 % e
tetrametiletilenodiamina 0,06 7, ambas concentracgdes finais.

O gel de empacotamento foi de concentragio 3,75 7 de
acriiamida‘contendo TRIS-HC] 0,125 m, pH 6,8 ¢ SDS 0,1 %, sendo a
poiimerizlacz“io induzida de maneira semelhante ao gel de resolugio.

A corrida eletroforética foi realizada a 25°C, com .uma
diferengca de potencial de 100 Volts até gue o azul de bromofenol
atingisse a base do gel (aproximadamente 4 horas).

0 padrdo de peso molecular utilizado foi LMW Calibration
Kit {14.400-94.000)(Sigma Co.}.

As amostras foram fixadas no gel com metanol 50 %, Acido
acético 12 % e formaldeido 0,02 7% por 12 horas a 4°C. Utilizou-se o
método descritc por Blum et al. {1987} para co}orzéc;éo do gel de
poliacrilamida por impregnagic por prata {método bastante mais

sensivel ),

2.5 Determinacio da Concentragio de Ec pelo Método

Piridina-hemecromogénio

A determinagdo da concentragdo das amostras de
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eritrocruorina foi feita segundo critéric espectrofotométrico, pelo
método da piridina-hemecromogénio de De Duve (1948).

Segundo este método, o heme presente na proteina ¢é
convertido num complexe piridina~hemecromogénio pela adigio de uma
sclugdo de piridina em &lcalis (100 ml de piridina, 30 mi de NaOH 1
M, H?_o bidestilada g.s.p. 300 ml) & amostra de eritrocrucrina, numa
proporgdo de 3 : 1. A hemeproteina foi diluida em tampio fosfatoc de
potassio 0,1 M, pH 7.3, EDTA 1 mM.

‘ Uma primeira leitura espectrofotométrica ¢ feita quando o
complexo estd na forma oxidada, e a segunda é feita logo apés a
adicdo de pequenos cristais de Na25204, cuja fungio ¢é reduzir o
ferro presente, sendo as absorbancias lidas em 557 e 540 nm,
respectivamente.

Este procedimento cléssico igualmente permite a
quantificacdio da concentragdo de uma amostra de eritrocruorina, bem
como de qualguer outra hemeproteina, pela determinacio do
coeficiente de extingdo  nos comprimentos de onda adequados, que
neste caso especifico s@o:
~e, ™ =125.000 cm’

—g = 16,4 ¢m , segundo Fushitani & Riggs (1986).
Este métode também possibilita a identificacBo do tipe de
grupamento - heme presente na proteina, pelo célculo da razfo de
ASS?nm/ A525nm , valores méaximo e minimo de ab_sor(;éo 6tica do
complexo piridina-hemecromogénio reduzido. A nossa proteina possui o
grupamento protoheme, o© mesmo presente nas hemoglobinas de

vertebrados e outras eritrocruorinas, determinado pelo valor da
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razio anterior igual a 3,5. Dados comparativos sfio fornecidos pelo

seguinte conjunto de dados:

Coeficientes de Extingio Milimolar e Absorglo Maxima

da Piridina~-Hemecromogénio reduzida de varios hemes.

Prote Meso Beutero Cloroe Hemato
A (nm)| 557 547 544 584 551
€ (nm} 32,2 32,2 26,0 32,0 25,0
A (nm)| 525 518 515 540 520
£ (nm} 16,0 19,0 18,.0 12,9 17,5

»ANTONINI & BRUNORI, pg 11 (1971),

2.6 Imunodifusdo

A imunodifusdc em agar fol feita segundo Ouchterlony

(1958).
1,0 g de agar foi dissolvido em 100,0 ml de solugic salina

fisiolégica (NaCl 0,15 M) em banho fervente por 20 minutos. O

material foi autoclavado a 120°C durante 40 minutos.

Sobre uma lamina de microscépio esterilizada foram

vertidos 4,0 ml de é&gar fervente, apés a solidificacgdo os pogos

foram construidos com o auxilio de uma matriz de acrilico.

25,0 pl de antissoro hiperimune foram aplicados na



cavidade central e igual quantidade de amostras de eritrocruorina
obtidas por precipitagdo por (NH4)2504 e ultracentrifugagiio foram
aplicadas nos pogos periféricos, sempre diluldas no tampdc de
extracgéo.

O material foi revelado em camara umida a 4°C por 72
horas. A seguir as laminas foram lavadas primeirarr;ente em solugdo
salina fisiolégica 0,45 M por 48 horas (para retirada do halo
parpura da eritrocrucrinal e, subseglientemente, na mesma solugio agora
0,15 M 1:;01* mais 48 horas sempre com véarias trocas. Finalmente as
lAminas foram lavadas em &gua bidestilada corrente, cobertas com
papel filtro e colocadas para secar em estufa a 45°C por 1 hora,
apés o que foram coradas em solugo de Amido Black 0,1%. A lavagem
para retirada de excesso de corante foi feita em uma solucio de

Acido acético: metanol : agua bidestilada (1: 2 : 1).

2.7 Preparacio da Apoproteina

A apoproteina foi obtida pelo Método d_a Acetona-Acida
segundo Rossi~Fanelli {1958).

1,0 ml de eritrocruorina 1,01 mM em heme foi adicionada a
30,0 ml de acetona acida (2,5 mi de HCI 2 M em 1.000 ml de acetona
P.A.}, sob violenta agitago em banho de gelo.

A solugho fol centrifugada a 4.500 x g por 5 minutos a

0°C. O sobrenadante constituide da porg&o heminica foi descartado e
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o precipitade branco-amarelado foi ressuspendido em um volume minimo
de tampio fosfato de potéssio 0,1 M, pH 7,00 A globina foi
primeiramente dialisada contra uma solugio de l\EaHC()3 0,1 % por 12
horas e novamente dialisada contra o mesmo tampfo de ressuspenséo,
agora dilufdo 10 vezes, ambas sob suave agitaglo ¢ a 4°C.
O heme residual foi determinado pela raziio A /A
405" 280
cujos valores normais estfio na faixa de 0,1%.

A dosagem da porgdo proteica constituida de globina foi

determinada segundo s:z;gnm= 12.400 de acordo com Chiancone (1978).

2.8 Reconstituicdo da Holoproteina

A reconstituicGo da holoproteina foi acompanhada pela
titulacio da soluclo de globina com uma solucfio de hemina.

A solugBo de hemina fol preparada pela dissolugido de 6,52
mg deste composto em 2,0 mi de NaOH 1,0 M, sendo o volume completado
até 10,0 ml com tampdo fosfato de potassioc 0,1 M, pH 7,0. A
concentracio da solugfio estoque foi de 1,0 mM.

A globina de concentracdo 28 uM, szsz!nm:: 12.400, foi

titulada cormh aliquotas de hemina IO”SM, sendo a ligagio acompanhada

em 405 nm.
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2.9 Determinacgiio das Curvas de Equilibrio de Oxigenagdo da

Ec de Glossoscolex paulistus

0 méteodo utilizado foi o espectrofotométrico, e se baseia
na saturaclo gradual dos sitios de ligacio de 02 da eritrocruorina
partindo de uma amostra previamente deoxigenlada pela passagem de N2
através de um tubo de Thunberg meodificade (Fig. 1), técnica
amplamente utilizada a partir de 1958 por Rossi-Fanelli & Antonini.

‘ A saturaclo fracionada foi obtida pela adicdo de
quantidades crescentes de ar com ¢ auxilio de uma seringa, sendo o
equilibrio entre as fases liquida e gasosa estabelecido em banho com
agitag8o por 10 minutos a 20°C e o espectro de varredura acompanhado
na faixa de Soret 350-430 nm. Esta faixa de A foi escolhida em
funcdo da escassez de amosira e da presenga de um platd no pico da
forma deoxigenada guando o espectro é acompanhado entre 450~ 700 nm.

Os valores de absorbincia das formas deoxigenada e
gradualmente oxigenadas até a oxigenag8o completa f oram anotados com
o objetive de calcular a porcentagem de oxigenagio correspondente a
cada adigdo de ar (a pressfo atmosférica)l. A manutencdo dos pontos
isosbésticos (pontos de convergéncia) nas curvas de oxigenagio fol
essencial para confirmar o pressuposto da existéncia de somente uma
espécie molecular demonstrando, assim, gque o mecanismo de ligacio do

oxigénio ¢ o Gnico responsével pelas alteragfes espectrais.
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2.9.1 Determinagdo da Constante Tonométrica

O uso do tondSmetro como espago para oxigenagloc das
amostras de eritrocruorina, requer a quantificag8o do volume gasoso
existente no mesmo, ou seja, ¢ volume gasoso disponivei para o
equilibrio er‘itrocruorina—oz. |

0 tondémetro consiste, como ja dito, de um tubo de Thunberg
modificado, cuja parte superior é composta de um sistema de véalvulas
que pem{ite o conirole da passagem de 1\12 ou VAcuo p.ar*a deoxigenacgio
da amostra e a parte inferior de uma cubeta de pirex com 1,0 cm de
caminho 6tico para as leituras espectrofotométricas.

A constante tonométrica foi determinada pela diferenga de
peso entre o tondmetro totalmente cheio de &gua destilada e com
apenas 3,005 ml correspondentes ac volume de amostra a ser utilizado
para os experimentos. Os dados foram obtidos pela média de trés
pesagens, resultando num valor de Kt da ordem de 85,1527 ml para o
volume gasoso passivel de entrar em equilibrio com a amostra de

eritrocruorina.
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Figura 1-Tondmetro utilizado para medidas de equilibrio de

oxigenacdo da Ec de Glossoscolex paulistus.

Kt= 85,1527 ml.
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2.9.2 Grafico de Hill

Hill, em 1910 propds a hipttese de que a reagic de
equilibrio de ligac8o das moléculas de 02 4 molécula de hemoglobina,
nesta época com peso molecular ainda nfo determinado, ocorresse da

seguinte maneira:

Hb_ + nO ———— (HbO ) (1)
'n L TI. 2n

Reagdo a qua! aplicou a Lei de Aglo das Massas, obtendo uma equacéo

de n-ésima ordem

= Kp" (2)
(\IﬁI-*b.}n
que pode ser melhor escrita como:
Y N n
- = k® (3)

Em seguida, aplicando Log em ambos os lados da equagdo, obteve,

Log Y _ Log K + n.Log {p) (4)
(1-Y)
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Ac colocar o lado esguerdo da igualdade no eixo das ordenadas,
representando o Log da saturagdio fracionada e o lade direito no eixo
das abcissas representando o Log da press3o parcial de 02, a curva
resultante seria uma reta cuja declividade n significaria a ordem da
reagiio em qualquer ponto de oxigenacfo.

Com a descoberta de que a ligag&o Hb—€32 ndo ocorre segundo
uma reacio de ordem n-ésima, o gréafico de Hill passou a ser
utilizado para a analise da ligag8o d.é oxigénio em valores de
saturagéo‘ medidos por métodos mais simples, pertencentes ao
intervalo 10-90%. Assim, valores de n < 1 sugerem a existéncia de
interagtes heme-heme negativas ou ainda a presenca de sitios com
diferentes afinidades pelo ligante; n = 1 representa uma ligagdo
descrita por uma curva hiperbélica caracteristica de mondmeros tais
como a mioglobina; n > 1 representa uma curva de dissociago Hb——O2
sigmbide onde esté presente a . cooperatividade ou interagles
heme-~heme positivas.

Nas hemoglobinas gigantes, durante o processo de
oxigenaclio ocorre a presenca de mais de um valor de n, decorrentes
da complexidade estrutural integrada por cadeias heme e n&o-heme e
alto peso molecular. Neste caso consideraremos, como comumente feito
nas bibliografias atuais, o~ coeficiente de Hill correspondente a
50 7 de oXigenag8o, como a declividade da reta determinada pelos
graus de saturagdo inferior e superior obtidos pelo método
experimental.

A tabela 1 exemplifica a coleta de dados e os calculos

necessarios para obtengdo dos valores de Log (wg—?—] e Log POZ.
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Tabela 1- Dados para o caleulo' " de P,® Grafico de Hill

da Ec de Glossoscolex paulistus

M !
[Ecl= 7 uM em heme, € 415 125.000 cm.
Tamp&o TRIS-HC1 0,05 M, pH 7,3, EDTA 1lmM
o
T =28°C, T = 20°C, t = 10 minu =3,
amb banho equil
Ar{ml}] A . A Ax Aa ZA Y(%) Lég(~1~ PO Log PO
414 426 414 428 1-Y 2 2
Peoxi |.B707 |.7995 - - - - - - -
Oxi . 8808 |.5271 2221 |.2724 | .4825 (100.0 - - -
0,5 |.6977 |.7646 |.0270 |.03489 j.0818 12.87(-.8423 .918 [ -.0381
1,0 |.7237 |.7320 }{.0B30 {.0875 |.1208 24.47]-.4888 1.832 . 2628
1,8 |.7548 |.6835 |.0841 L1060 {.1801 38.68071-.20186 2.748 . 4380
2,0 |.7886 |.5499 |.1188 |.1496 |.2880 54.82) .0787 3.664 . 5640
2,8 |.B280 |.B8022 |.1873 |.1973 .3548 | 72.00| .41t02 £.580 . 66089
3,5 |.8473 |.5788 }[.1766 |.2207 |.3973 80.87} .B20% 6.412 . 8070
(*) segundo ROSSI-FANELLI & ANTONINI (1958).
A = Absorbincia em 414 nm.
414
A = Absorbancia em 426 nm.
426
AA414 = diferenga de absorbancia entre as formas parcialmente oxi-
genadas e a forma deoxigenada lidas em 414 nm.
A = idem em 426 nmn.
426 _
FAA= somatorioc das diferengas de absorbancias.
Y% = porcentagem de saturagao dos sftios de ligagdo de 02.
9022 prcssﬁo parcial de 02 correspondente a cada adlqgo de ar.
Y -
Log(wq-;—) = logaritmo decimal da saturagaoc fracionada dos sftios de
0 .
2

Log P02= iogaritmo decimal da pressSo parcial de 02.
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A pressio parcial correspondente a cada adigo (- ar, numa
temperatura  constante, foi calculada segunde a Lel de

Boyle-Mariotte para reagbes isotérmicas:
PxV=PxV (5)
1 1 20 2 _
onde
Pl"—= presséo de 0‘2 atmosférico (156 mm Hg em Campinas)
V= volume de ar injetado (ml)

P2= pressdo parcial de oxigénio (mm Hg)

Vzm volume da fase gasosa do tondSmetro= const. tonométrica = Kt (ml)

Para uma adigdo de 0,5 ml de 02 3 amostra no interior do

tondmetro, obteve-se:
156 mm Hg x 0,5 ml = sz 85,1527 ml

1:'2z 0,9160 mm Hg

2.9.3 Efeito Bohr

¢ efeito Bohr, inicialmente descrito por Bohr, Krogh &
Hasselbach {1904) avaliava a atuagdo do CO2 nas moléculas de

hemoglobina durante a sua saturacdo por 02.
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Atualmente, apds algumas corregBes tefrico-préaticas, o
valor fornece a dimensfio do efeito da variagfio dos valores de pH na
afinidade da hemoglobina por 02 e nas interagles heme-heme
caracterizadas por n, (segundo ANTONINI & BRUNORI, 1958),

A determinacgBo numérica deste efeito é dada pela equagio

proposta por Wyman (1964):

(Log P) x Y = (H) x pH (6)
pH Y

onde

Y= fracio de saturagio da eritrocruorina.

P= press@o parcial de 02.
A equac8o simplificada e adaptada as leituras das curvas
de equilibrio de oxigenagBio, fornece o efeito do pH sobre Pso:

AH' = ALog Pso (7)
ApH

O efeito foi medido através de curvas de oxigenagfio para
amostras em tampiio TRIS-HCI 0,05 M, EDTA ! mM, de concentragbes da

ordem de 6 a 8 yM em heme, em pHs 6,3, 6,7, 7,3 e 7,8.
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2.9.4 Efeito dos cations divalentes CaH, MgH e MnH.

Amostras de eritrocruorina purificadas por
ultracentrifugag@o com concentragfes variando de 5 a 8 pM em tampéo
TRIS-HCI 0,05 M, pH 7,3, EDTA ImM, emrm = 125,000, foram
submetidas & adicio de aliquotas de solugdo de Caz(:k2 0,25 M, MnCl2
0,20 M e MgCI2 0,20 M. As concentragdes finais dos cations foram de
20, 10, 5 e ImM. O tempo padronizade para deoxigenagdo da amostra
foi de 15. minutos, & temperatura do banho foi de 20°C e o tempo de
equilibrio foi de 10 minutos.

O espectro foi acompanhado na regifioc de Soret, entre 350 e
450 nm e os valores de PSO’ Log P50 en obtidos, foram comparados
com os da amostra controle em pH 7,3 na auséncia dos cations.

A constatacdo do fendmeno de deoxigenagdo foi feita pela

observagiio do deslocamento do pico de absorbancia da forma oxi- 414

nm para deoxi- 426 X2 nm

2.9.5 Efeito do periode de incubagc com ca'’, MgM e Mn™"

Afnostras de eritrocruorina 5-8 uM em heme, tampdo TRIS-HC]
0,05 M, pH 7,3, EDTA 10°* M, foram incubadas 4 horas & temperatura
ambiente e 15-20 horas a 4° C, empresenca de 20 mM dos cétions
divalentes Ca, Mg e Mn. Em seguida, foram conduzidos os experimentos

de oxigenacBo nas mesmas condi¢les dos equilibrios anteriores com o
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objetivo de analisar se a interagBo cétion-proteina é funglo do
tepy e que efeito eles exercem sobre a estrutura molecular com

respeito as propriedades funcionais.

2.10 Curva de Transi¢io Acido-alcalina

Mondémeros de hemeproteinas tais como mioglobina e
leghemoglobina, quande apresentam seu &tomo de Fe na forma oxidada
Fe'HN}, se ligam a uma molécula de HZO quando em pH Aacido que por sua
vez vai dissociando um de seus prétons & medida que o meio vai sendo
alcalinizado, resultande na ligagB8o de uma hidroxila. Tais formas
s8o denominadas aquametahemoglobina e hidroximetahemoglobina e,
apresentam diferencgas espectrais que permitem o cdalculo do pK de
transic8o, ou seja, o pH no qual ocorre de fato a dissociaclo do ion
H'. 0 valor de pK pode ser calculado através de um gréafice que
apresenta o grau de dissociaclio da molécula de I—I20 em funcic da
variagio do valor de pH (valor ndo calculado).

Uma aliquota da amostra eluida da coluna de cromatografia
de Sephadex G-200 em pH 7,0 foi oxidada pela adi¢gio de pequena
quantidade de cristais de KsiFe(CN)B]. Logo apés foi cromatografada
numa coluna-tubo de Sephadex G-25 pré-equilibrada com tampfo
TRIS-HC] 0,01 M, pH 7,0, EDTA 1 mM, cuja passagem foi acelerada pela
centrifugagio a 2.500 rpm por 3 minutos, 22°C. O uso da coluna-tubo

permite a eliminagio de componentes de baixo peso molecular,
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praticamente sem diluir a amostra (protefna) e num curto perfodo de
eluicho.

Amostras de eritrocruorina oxidada tiveram seus espectros
de varredura avaliados entre 300 e 700 nm a uma velocidade de 50
nm/minute em uma faixa de pH que variou da seguinte maneira:
a) 5,0 = pH = 6,5 tampéo acetato de sédio 0,1 M, EDTA 1 mM
b) 7,0 = pH = 8,5 tampdo fosfato de potéssio 0,1 M, EDTA 1 mM

c) 9,0 = pH = 10,5 tampéo borato de sédio 0,1 M, EDTA ImM.

2,11 Desnaturacio Térmica

Amostras de eritrocruorina de concentragio 30-50 puM em

heme, 857TMnm=16,4 em™' (FUSHITANI & RIGGS, 1986) em tampio fosfato

de potassio 0,1 M, pH 7,3, EDTA | mM, tiveram seus espectros lidos

o

em 576 nm em temperaturas de 400, 500, 607, 62 °

, 65°, 70°, T5° e
80°C com o objetivo de avaliar o decaimento da absorbancia com o
tempo. Dessa forma, foram obtidos Ka - constante de desnaturacio e
tvz— tempo de meia-vida.

1:1/2 € o tempo necessario para que a amostra decaia 50 %
em relagdo ao valor inicial do parametro medido; por sua
vez, Kd ¢ definida como constante de desnaturagfo, sendo a tangente
'!o grafico de Log AS’I{mm final x tempo. O valor de absorgiic 6tica

final corresponde ao decaimento de trés meias-vida (87,5 %) da

amostra em relacfo a forma inicial ou nativa.
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2.12 Desnaturagdo por Uréia

Amostras de eritrocruorina obtidas por ultracentrifugacgio,
com concentracdc na faixa 40-60 pM, em tampdo TRIS~-HCI 0,5 M, pH
7,3, EDTA | mM, foram submetidas & adiglo de quantidades de uréia
solida resultando em concentragbes finais de 8, 6, 4, 2 el M A
medida do decaimento da absorbincia com o tempo, foi feita em 574
nm, sendo determinado o 'cy2 da mesma forma que no experimento
anterior.l 0 valor de -K‘1 sera determinado pela tangente do grafico de

Log AS‘Mnm final x tempo.

<.2.13 Desnaturacdo Alcalina

Amostras da hemoglobina de Glossoscolex paulistus com
concentracgio de 60-80 pM em tampfo fosfato de potassio 0,1 M, EDTA 1
mM, pHs 7,3 (a) e 9,0 (blrespectivamente fisiologico e
dissociante, como comprovade por eletroforese em PAGE-SDS segundo
Meirelles et al.(1987) e microscopia eletrénica de Rennebeck (1990),
tiveram seu decaimento cinético de absorbancia medido em S’?é nm. A
amostra (a) foi desnaturada pela adicdo de 5,0 pl de KOH 10 M,
resultande em um valor final de pH igual a 12,0 e (b} foi
primeiramente dissociada pela adigio de 7,5 pul de KOH 2 M (pH final
igual a 9,0} e, subsegiientemente desnaturada pela adigde de

mesmo volume de KOH 10 M, " resultande em pH 12,0.
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3.RESULTADOS
3.1 Cromatografia em pH 7,0

‘0 perfil cromatografico da Figura 2 mostra a Ec de
Glossoscolex paulistus obtida por precipitac@o com (NH4) 2804 a 60 %,
onde verifica-se a eluig8o de uma forma n#o-associada da proteina em
wm volume de 29-30 ﬁl {A). Como nio dispomos de um. padrio de peso
molecular suficientemente alto e este volume de eluicdio ndo
corresponde ao volume mortc da coluna, podemos sugerir o dito
anteriormente. Este pico corresponde a aproximadamente 96 7% da
proteina.

Também verificou-se a presenca de varios outros picos de
concentragio muito baixa em relagio a fraglo na forma associada, que
podem ser impurezas e/ou produtos de ldissociaqéo decorrentes do

drastico processo de purificacdo (resultados ndo mostrados).

3.2 Fracionamento da Ec dissociada em Sephadex G-200
O espectro da cromatografia em Sephadex G-~200 da amostra
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dissociada em pH 9,0 foi analisada segundo a curva de calibragéo

da Figura 3, na qual foram utilizados os seguintes padrdes:

~-{A) Albumina bovina PM & 66.000 . ve: 48 ml,
~-{B) Anidrase carbo6nica (erit. bovino) PM = 29.000 vez 60 ml,
-{C} Lisozima PM = 14.300 A 70 ml.

As subunidades resultantes da dissociagio em pH alcalino
foram parcialmente resolvidas nesta gel-filtragio, uma vez que além
de uma i)equena fraciio da forma ndo-associada eluida em torno de 31
ml (A), como na cromatografia em pH 7,0, quatro picos aparecem: um
com PM em torno de 70.000 (B) correspondente ao provavel tetramero
de quatro cadeias de 16.000 Da; as de PM 33 e 28.000 {(C + D) nfo bem
separadas devido a proximidade de peso, eluidas num volume de 56-58
ml e o mondmero de 14-16.000 {E) eluido préxime a 71 ml. O perfil é

mostrado na Figura 4.

3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A analise da eletroforese em gel de poliacrilamida a 107
com SDS, tanto da forma nativa como da molécula reduzida com
B-mercaptoetanol pode ser feita a partir da Figura 5, onde foram
utilizados os seguintes padrfes: Fosforilase B (94 KDa), Albumina
{67 XKDa), Ovoalbumina (43 KDa}, Anidrase carbénica (30 KDa},

Inibidor de Tripsina (20,1 KDa) e Lactoalbumina (14,3 KDa).
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A amostra nativa apresenta seis principais componentes:
50 KDa, 33 Kda, 28 KDa, 18 KDa, 16 KDa e 14 KDa.

A molécula reduzida apresenta apenas quatro subunidades: a
subunidade de 33 KDa ¢é mantida , porém em menor concentragido, bem

como as de 18 KDa, 16 KDa e 14 Kba.

3.4 Imunodifus8o comparada

0 antissoro hiperimune anti-eritrocruorina reconheceu a
amostra obtida por precipitagdo com {NH“)ZSO4 através de 4 linhas de

precipitagic pelo método de Ouchterlony, em suas vérias diluigBes,

~aome mostrado na Figura 6.

Na Figura 7, o antissoro hiperimune reconhece claramente a
amostra recém preparada por ultracentrifugac8o, comoc pode ser
observado pelas linhas de precipitagdo nos pogos A e I identifica
apenas fracamente a amostra obtida por precipitaggo por (1’\?!%}28(34 e
cromatografada, nos pogcos B € E e nfio mais reconhece a amostra

somente purificada por (Nirlq&)zSO4 presente nos pogos C e F.
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Figura 2- Cromatografia em Sephadex G-200, pH 1,0.
Tampgo TRIS-HCl] 0,1 M, pH 7,0, EDTA ‘1 mM. Coluna -
(0,90 x 100 cm), 82,4 mg de proteina/ml, fluxo de

0,1 ml/minuto.
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1.0
Abs

Veluigao (mi)

Figura 3~ Curva de Calibracio para Sephadex G-200, pH 9,0.
Tampdo TRIS-HC! 0,1 M, pH 9,0, EDTA 1 mM. Padrdes:
(A) Albumina bovina (66 KDa), (B) Anidrase carbdnica
{29 KDa), (C} Lisozima (14,3 KDa), fluxo de 0,1 ml/minuto,

coluna (0,90 x 100 cm).
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¥igura 4- Cromatografia em Sephadex G-Z:OO, pH 9,0,

Tampéio TRIS-HCI 0,1 M, pH 9,0, EDTA 1 mM. Coluna
{0,90 x 100 cm), 52,5 mg/ml de proteina, fluxo de 0,1
ml/minuto. (A) forma nfo-associada, {B) tetrimero de
70 KDa, {C + D) mistura das subunidades de 33 e 28 KDa e

(£) mondémerc de 16 KDa.
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e KDa

j W-l 453

Figura 5- Eletroforese em PAGE-SDS.

15 ug/ml de proteina, 100 V, 4 horas. Padrbes: Fosforilase
B- {94 KDa), Albumina (67 KDa), Ovoalbumina (43 KDa),
Anidrase Carbénica (30 KDa), Inibidor de Tripsina (20 KDa)
e Lactoalbumina {14,3 KDa). (1) e (2) Ec de Glossoscolex

paulistus reduzida, (3) e (4) Ec de Glossoscolex paulistus

nativa.
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Figura 6~ Imunodifusfo radial em gel de agar 174 da Ec

obtida por precipitagio por (NH;‘)ZSO“.
0 antissorg 5 reconhece a amostra nativa A (57 mg/ml) e
diluicbes sucessivie de /5 B, V10 C, 1720 D, 1740 E e
/80 F, evidenr do um méaximoe de 4 linhas de

precipitagéo.
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Figura 7- Imunodifusfo radial em gel de 4gar a 1 % das
amostras purificadas por (NHq_)zSO*, (NH‘)ZSO“
cromatografada em Sephadex G-200 e por
ultracentrifugacio.

S contém o antissoro hiperimune anti-Ec, os pogos A € D

contém amostra purificada por ultracentrifugagdo (1,40

mg/ml), pocos B e E contém amostra obtida por precipitagéo

e cromatografada (1,26 mg/ml) e pogos C e F obtidas por

precipitagdo com (l\EH#)ZSO‘t {1,20 mg/ml). E evidenciada

uma linha forte de precipitaciio em A e D e uma linha fraca

em B e E.
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3.5 Reconstituig@o da Holoproteina

O perfil da reconstituigiio da Ec de Glossoscolex paulistus
através da titulagBo da globina isolada com hemina ¢ apresentado na
Figura 8, de acordo com os dados da Tabela 2. O ponto de
equivaléncia identificadc no grafico fornecé uma concentragéo de
aproximadamente 24 uM de hemina ligada a 28 pM de globina, € sonm™

12.400 c:m'l, confirmando a relagBo estequiométrica de 1 : 1 presente

nas demais hemoglobinas gigantes.
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Tabela 2- Titulagio da globina de Ec de Glossoscolex

paulistus com hemina.
: _ M _ -
[globinal= 28 uM, €60 nm® 12.400 ¢cm

tampfo fosfato de potédssio 0,1 M, pH 7,0,

1

v (10" %m) ] a A Aa [heminal
h 405a 405% 4086 f
0,091 0,052 | 0,039
5,0 0,260 0,140 0,120
7,5 0,260 0,140 | 0,120
17,5 0,400 0,240 | 0,160
27,5 0,620 | 0,410 | 0,210
32,5 ¢,685 0,465 | 0,220
37,5 0,780 0,525 | 0,255
32,5 0,890 0,600 | 0,290
57,5 0,980 0,660 | 0,320
52,5 1,075 0,730 | 0,345
57,5 1,160 0,780 | 0,380
62,5 1,250 0,820 | 0,430 24,3 UM
67,5 1,325 0,900 | 0,425
72,5 1,400 6,960 | 0,440
71,5 1,450 1,025 | 0,a2s
82,5 1,500 1,075 | 0,425
87,5 1,600 1,150 | 0,850
*¥ a = amostra, b = branco.
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Figura 8- Curva de Titulagio da Globina de Glossoscolex
paulistus com Hemina
Tampéo fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,0.

. M ~1
[globinal = 28 uM, € g0 nm” 12.400 cm .
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3.6 Efeito dos cations CaH, MgH e MnH sobre os fendmenos de

afinidade por Oz e cooperatividade

A partir dos dados obtidos com os equilibrios de
oxigenagio da Ec de Glossoscolex paulistus em TRIS-HC! 0,05 M, pH
7,3, EDTA 1 mM, na auséneia e na presenga de gquantidades de CaClz,
MgCIz e MnC12 que resultaram em concentragdes f inais_ de 20, 10, 5 e
1 mM, conseguimos avaliar seu efeito alostérico sobre a afinidade
por oxigénio, bem como sobre a cooperatividade desta macromolécula.
A Tabela 3 fornece os valores dos parametros avaliados.

Os efeitos dos cations sobre a afinidade da Ec por (1)2
diferem: em presenca de Ca' = a afinidade aumenta em 20 mM e 10 mM,
enquantoc que para MgM esse aumento € significativo em 20 mM e
comparével ao produzido por Mo em 20 mM e 10 mM. J4 em presenga de
5 mM dos cations, o efeito ¢ desprezivel para ca” e Mg++ mas ainda
significative para Mn~. Em uma concentragiio de 1 mM ocorre uma
diminuigéo de P50 para todos os trés cations. A presenca de 1 mM de
EDTA na soluciio nos permite concluir que baixas concentracdes de
cations diminuem a afinidade pelo ligante e altas concentragbes
aumentam a afinidade.

0 valor de n, praticamente n&o sofre  alteraclo na
presenca de 20, 10 e 5 mM de Mn'" em relagido a amostra controle,
sendo intensificadas a 2,95 com I mM. O mesmo comportamento ndo se
verifica para ca™ e Mg **. onde o grau de cooperatividade na faixa
de 50 7 de saturacfo € reduzido atingindo um minimo de 1,4 na

presenga de 1 mM.
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Tabela 3~ Valores de Peo e nsu da Ec de Glossoscolex

paulistus em presenga de Ca++, Mg++ e Mn++.
Psutmm Hg} Peo
Ec controie 3,40 2,24

pH 1,3

CnClz 20 mM 2,12 1,82
10 mM 2,32 1,94
5 mM 3,70 1,33
I mM 5,82 1,37
MgCl, 20 mM 1,13 t,74
10 mM 3,30 1,86
5 mM 2,98 1,58
I mM 4,30 1,34
MnCl2 20 mM 1,66 2,35
10 mM 1,75 2,06
5 mM 2,60 2,12
1 mM 4,60 2,95

Os graficos de Hill na presenga de cada cétion, séo

apresentados nas Figuras 9, 10 e 1l.
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0 0.2 Log PO,

Figura 9- Grafico de Hill em presenca de Ca’

M =t
[Ec]= 6-8 uM em heme, €115 nm 125.000 cm . Tamp#o

+

TRIS-HC] 0,05 M, pH 7,3, EDTA 1 mM. (+) Ca'* 20 mM,
++

() ca"" 10 mM, (o) Ca 5 mM, (x) Ca" 1 mM,

(e} Ec controle.
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Figura 10~ Grafico de Hill em presenca de MgM

[Ec] = 6-8 uM em heme, 341}:“"—* 125.000 cm ™. Tampédo TRIS-
HCl 0,05 M, pH 7,3, EDTA 1 mM. (+) Mg'® 20 mM,
(*) Mg"" 10 mM, (o) Mg'® 5 mM, (x) Mg"M 1 mM, {e) Ec

controle.
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Figura 11~ Grafico de Hill em presenca de Mn'"
[Ec] = 6-8 uM em heme, 5:41:nm= 125.000 cm . Tampio TRIS-

HCl 0,05 M, pH 7,3, EDTA 1 mM. {+) Mn® 20 mM,

+ +

(* Mon™" 10 mM, (@) Mn"" 5 mM, (x} Mo'" | mM, (e} Ec

controle.
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3.7 Efeito do periodo de incubacio com Ca’’, Mg'’ e Mn

Pode ser observado nas Figuras 13, 14 e 15 o comportamento
diferenciado dos espectros de absorgo 6tica da Ec quando
submetida a incubaglc por um periodo de 15-20 horas, em
presenca de ca'”, Mgw e Mn“, respectivamente,

A forma deoxigenada (A) ¢ obtida tdo facilmente quanto
para © controle, porém a oxigenagBo (B) ¢ dificultada quando
incubada .em presenca de 20 mM de Mn'', para as mesmas quantidades de
ar adicionadas e mesma concentracio de cations e proteina. Tal
situaglio ndo se verifica para 20 mM de Ca” e Mg'’, onde a forma
oxigenada original (pré-deoxigenagdo) (C) é praticamente recuperada.
Podemos inferir que hd uma estabilizacio da forma T (deoxigenada)
ocasionada por Mn*,

Também ¢é possivel identificaz; uma heterogeneidade de
populaches presentes durante o processe de oxigenacio da amostra
incubada com Mn'', onde a leitura de absorbancia inicial (450 nm)

apresenta valores variaveis e auséncia de pontos isosbésticos.
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Figura 12- Espectro de Oxigenacdo da Ec controle

Tampio TRIS-HC! 0,05 M, pH 7,3, ELTA 107" M. {Ec) = 4-6 pM

em heme, 1 . = 15-20 horas, 4° C. (A} forma
incubagac

deoxigenada, (B) forma parcialmenie oxigenada e (C) forma

oxigenada pré-deoxigenacdo.
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Figura 13- Espectro de Oxigenaciio da Ec incubada com
ca’’ 20 mM.

Tampdo TRIS-HCI 0,05 M, pH 7,3, EDTA 107 M. [Ec] = 4-6 pM
em heme, tmcubat;'é.o = 15-20 horas, - 4° -C. (A) forma

deoxigenada, (B) forma parcialmente oxigenada e (C) forma

oxigenada pré-deoxigenacio.
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Figura 14- Espectro de Oxigenacio da Ec incubada com
Mg'"* 20 mM.

Tampéo TRIS-HC! 0,05 M, pH 7.3, EDTA 10—4 M. [Ec] = 4-6 uM
em heme, t:ncubag'éo = 15-20 horas, 4° C. (A) forma

deoxigenada, (B) forma par.cia}mente oxigenada e (C) forma

oxigenada pré-deoxigenacfo.
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Figura 15- Espectro de Oxigenagiio da Ec incubada com
Mn'" 20mM.

Tamp&o TRIS-HCI 0,05 M, pH 7,3, EDTA 107 M. [Ec] = 4-6 uM
em heme, t!mubaq;o = 15-20 horas, - 4° C. (A) forma

deoxigenada, (B} forma parcialmente oxigenada e (C) forma

oxigenada pré-deoxigenagdo.
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3.8 Efeito Bohr
O efeito da variag8o dos valores de pH na afinidade da Ec

de Glossoscolex paulistus foram avaliados entre pH 6,3 e 7,8 usando

valores vizinhos apresentados na Tabela 4.

“Tabela 4- Dados do Efeito Bohr e n ., em fungio do pH

-1
{Ecl= 6-8 M em heme, ¢ = 125.000 cm .
41% nm
[+ 4

T = 20 C, 1t = 10minutos.
banho equl

H P AR

P Lee Pgy P50

6,3 0,5794 — 1,16

6,7 0.6201 0,10 0,65

7,3 0,5260 |-0,06 2,24

7,8 0,3041 |-0,40 1,54

O grafico do efeito Bohr e de n50 em funcBo do pH é

apresentado na Figura l6.
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Figura 16— Efeito Bohr da Ec e n_ em fungdo de pH

Tampdo TRIS-HCI 0,05 M, EDTA | mM. {Ec] = 6-8 pM em heme,

e ™ = 125000 cm™.
415 nm
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3.9 Curva de Transicio Acido-Alcalina

A familia de curvas espectrais presentes na Figura 17
representa a proteina oxidada exposta a pHs é&cidos (5,0 - 7,5) e
alcalinos (8,0 - 10,5), com 460 nm = A = 700 nm.

A auséncia de pontos isosbésticos ndo nos permite
caracterizar/diferenciar as formas aquometaeritrocruorina e
hidroximetaeritrocruorina como as duas fUnicas espécies moleculares

presentes.

3.10 Desnaturacio Térmica

A velocidade de desnaturacgfio térmica para temperaturas de

o

40% 50 C nfioc ¢ significativa, uma vez que o decaimento de
absorbéancia em 576 nm praticamente se insere. no intervalo do érro
experimental espectrofotométrico (0,05).

A Tabela 5 fornece o valor de Kd correspondente as
temperaturas de 60.0, 62°, 65°, 70°, 75° e 80° C, para trés
meia-vidas, bem como © L

Podemos observar que o tempo de meia-vida diminui com o
aumento de temperatura, ol seja, a proteina torna-se
progressivamente menos resistente ao agente térmico até 80° C,
enquanto que é constante de desnaturagdio aumenta de até cinco vezes

Q

nesta variagdo de 20 C de temperatura, confirmando o
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compertamento de perda de resisténcia & desnaturagio.

A Figura 18 relaciona Log A

acompanhada durante
f 576 nm

15 minutos no intervalo de temperatura acima citado.

Tabela 5~ Valores de I<'.d e t” em fungfo da temperatura

2

(<] ~2 .

T () Kd(IG /min} tl/z {min)
60 1,58 7,80
62 2,46 5,02
65 3,72 3,40
10 4,50 2,90
15 7,60 1,60
80 8,20 1,64
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Figura 17~ Familia de Curvas Espectrais da Ec f‘érrica em
fun¢io do pH

{Ec] = 40-60 uM em heme.
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Figura 18~ Grafico Log A % Temperatura

f 576 nm
Tampdo fosfato de potassio 0,01 M, pH 7,0, EDTA 1 mM,
[Ec] = 40 uM em heme, zmﬁn = 16,4 cm .

nm
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Figura 19- Grafico t,, X Temperatura

Tampdo fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,0, EDTA 1 mM, t= 15

minutos,|Ec] = 40 uM em heme, € Moo= 16,4 em™

576 nm
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3.11 Desnaturacio por Uréia

Na Figura 20 podemos observar que praticamente ndo ocorre
mudanca no espectro de absorgdo da Ec quando submetida & adig8o de 1
M, 2 M e 4 M de uréia. Ha aitéracéo da concentracgdo proteica em
relacio ao controle, como pode ser visualizado pela diminuigdo do
pico de absorbancia em 574 e 538 nm, provavelmente ocasionando
precipitagdo de certa quantidade de proteina.

J No entanto, quando a amostra € submetide & 6 M ¢ 8 M de
uréia, ha formacio da forma espectral de hemicromo identificada pelo
aparecimento do pico em 536 nm.

No tangente aos valores ° de Kd e t;/z’ eles foram
calculados apenas para as concentragbes passiveis de acompanhamento
cinético por espectrofotometria, ou seja, em 4 M, 6 M ¢ 8 M. Os

valores sio apresentados na Tabela 6, e o decaimento de absorbancia

durante 30 minutos é mostrado na Figura 21

Tabela 6~ Valores de Kd @ t1/2 em presenca de uréia
. -1
Ureia (M} K {min ) t {(min}
d 1/2
4,0 0,13 <0,28
i 6,0 2,68 x 10 1,67
8,0 7,60 x 10 0,87
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Figura 20~ Espectro de Absor¢do 6tica da Ec em uréia

Tamp&o TRIS-HCI 0,1 M, pH 7,3, EDTA ImM. [Ec] = 40-60 uM

.M -1
em heme, € = 16,4 cm .
' 7576 nm ?
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Figura 2l- Decaimento de A57 da Ec em presenca de

4nm
uréia
Tampio TRIS-HCl 0,1 M, pH 7,3, EDTA ImM. [Ec] = 40-60 pM
em heme, ¢ " = 16,4 cm |, tempo = 30 minutos.
576 nm
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3.12 Desnaturagso Alcalina

Como pode ser visualizado na Figura 22, a amostra na forma
nativa (e) (pH 7,3) oferece maior resisténcia ao processo de
desnaturacdo alcalina (pH final 12,0) do que a amostra ja .dissociada
{+) (pH 9,0).

0 processo de desnaturagdo ¢ bifasico em ambos os c¢asos,
apresentando uma cinética répida inicialmente e, uma cinética lenta
a par‘tir’ de 5 minutos aproximadamente. Os valores da constante de
velocidade de desnaturaciio rapida para a amostra nativa e dissociada
sio O47min” e 023 min", respectivamente.

0 tempo de meia-vida para a amostra nativa é da ordem de

25 minutos, superior ao da amostra dissociada - 45 minutos.
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Figura 22- Log da 7 de proteina nativa x tempo por
desnaturacio alealina
Tampéo fosfato de potassio o,1 M, EDTA 1 mM, (o) pH 7.3,

(+) pH 9,0. [Ec] = 40-60 uM em heme, tempo = 15 minutos.

7



4. DISCUSSAO

A obtencdo de eritrocruorina de hemolinfa de invertebrados
tém sido proposta pela utilizagio de dois métodos distintos:
ultracentrif ugacio e precipitagdo por (NH4JZSO4. 0Os resultados
obtidos nos levaram a optar pelo método de ultracentrifugagdo por
conferir maior estabilidade & amostra, que se manteve na forma

espectral original (Hboz} com pequena porcentagem de dissociagdo.

Fstudos recentes das curvas de equilibrio de subunidades
obtidas por dissociagBo em pH alcalino mostraram a variabilidade que

pode ser apresentada na sigmoicidade da curva (Kapp et al., 1980).

O fato de se pressupor que estas hemoglobinas gigantes
apresentam uma forma de equilibrio entre espécies .ditas estaveis é .
metaestaveis (David & Daniel, 1973; Ascoli et al.,1976; Kapp &
Vinogradov, 1979; Frossard, 1979) implicitamente relacionadas ao
grau de dissociagdo da molécula reforgou a escolha do método de
uliracentrifugacéo.

A identificacio da proteina purificada por precipitagio
por {(NH 4)23(34 (Figura 6) pelo antissoro-Ec hiperimune ¢ visualizada

pelo aparecimento de até quatro linhas de precipita¢io, sugerindo a
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existéncia  de, ne  minimo, quatro  diferentes populagdes
conformacionais proteicas, confirmando os resultados obtidos por

Rennebeck (1990Q}.

As amostras preparada§ por ultracentrifugaciio (A e D) e
precipitagdo por (Nl‘i#}ZSO4 seguida de cromatografia (B e E) foram
reconhecidas pelo antissoro hiperimune e apresentam identidade total
entre si. O longo perfode de estocagem a frio deve ter contribufdo
para um processo de desnaturagdo da amostra preparada por
precipitacio por sal nfio cromatografada, uma vez que o antissoro ndo
reconheceu a proteina (B e F) (Figura 7)estocada mas reconheceu a
mesma proteina recém-preparada (Figura 6). O método de precipitagéo
por (NH4)ZSO4 ¢ extremamente drastice, somente garantindeo
estabilidade da amostra por poucos dias, ao passo que o método de

ultracentrifugag8c permite que a proteina purificada mantenha sua

forma espectral e propriedades funcionais por periodos mais longos.

Estudos ‘imunclégicos recentes mostraram que apesar do alto
grau de correspondéncia entre a composigdo de aminodcides de Pista
pacifica e Thelepus crispus (Terwilliger et al., 1976), estas duas
hemeproteinas apresentarﬁ imunidade c¢ruzada (Koppenheffer et al.,
1979), ou seja, a diferenca na seqiiéncia. dos aminoacidos estabelece
estruturas conformacionais distintas o suficiente para que um mesmo
antissoro hiperimune reconheca ambas. Pouca identidade antigénica
foi observada entre as hemoglobinas de Lumbricus terrestris

(Oligochaeta) e Haemopsis marmorata (Achaeta) (Koppenheffer &
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Ginsberg, 1978). Quando a proteina é exposta a tratamento com
(NH#)stQ {C e F na Figura 7), por exemplo, que conduz a oxidag#o,
dissociagdo e alteragdo conformacional, isto i‘mplicaria numa
modificacio tridimensional dos epitopos comprovando o que ocorre com
a identidade imunolégica observada entre as subunidades de 50 e 16
KDa, obtidas por dissociagiio em pH 9,0 (Rennebeck, 1990). A forma
dissociada obtida por tratamento com (1\51&432304 pode ser cobservada na
cromatografia em Sephadex G-200 em pH 7,0, que por si s6 ndo €

condigio dissociante (Figura 2).

A eletroforese da proteina em PAGE-SDS na sua forma nativa
{1 e 2) e na auséncia de agente redutor (Figura 5) evidenciou um
perfil de cinco bandas com peso molecular de 70 KDa, 50 KDa, 33 KDa,
28 KDa e 14-16 KDa, modificado em presenga de agente redutor (3 e 4)
{B~mercaptoetanol} com desaparecimento das bandas de 50 e 28 KDa e
aumento de intensidade das bandas de peso molecular de 14 e 16 KDa.
Estes resultados estio de acordo com o0s observados por Meirelles et
al. (1986) onde foi proposto o modelo de arranjo de subunidades
através da manutencdo das subunidades de 50 e 28 KDa por pontes
dissulfeto. [Este perfil eletroforético ¢é exibido por todas as
hemoglobinas de Polychaetas e Olygochaetas estudadas: Lumbricus
terrestris (Shlom & Vinogradov, 1973), Limnodrilus gotoi (Vinogradov
et al., 1975), Tubifex tubifex (Vinogradov et al.,, 1979 b),
Abarenicola affinis affinis (Chung & Ellerton, 1979}, Arenicola
marina (Vinogradov et al., 1979 a), Eisenia foetida (Frossard,

1979).

74



0 vperfil eletroforético da hemoglobina na sua forma
reduzida apresenta grande variabilidade. Uma Gnica banda de 13-15
KDa ¢ observada para Tillepus crispﬁs (Garlick & Terwilliger, 1975)
e Abarenicola pacifica (CGarlick & Terwilliger, 1977). O perfil
eletroforético da forma reduzida de Lumbriéus terrestris (Shlom &
Vinogradov, 1973) & o mais complexo, assemelhando-se ao perfil por
noés obtide para a eritrocrucrina de Glossoscolex paulistus que
mostra a.dissocia(;éo da subunidade de 50 KDa em sui;unidades de peso
molecular menores. A dissociacBio de hemoglobinas extracelulares de
anelideos em PAGE—~SDS sugere que estas hemoglobinas gigantes séo
constituidas por trés principais subunidades primarias: um mondmeroc
de peso molecular 16.000, um dimero de peso molecular 31.000 e um
trimero de 50.000. A subunidade de 31 KDa pode ser uma Unica cadeia
polipeptidica ou ainda a unifio de dois monbmeros, enquanto o trimero
consiste de trés monémeros ligados por pontes S~S. A proposta de
Vinogradov (1977} é de que essas hemoglobinas de anelideos sejam
constituidas de cadeias polipeptidicas pequenas, de peso molecular
da ordem de 12-15.000 que formam agregados de 4 a 6 cadeias

estabilizadas por pontes dissulfeto.

Cromatografia da eritrocruorina de Glossoscolex paulistus
na condicdo dissociante de pH 9,0 (Fiéura 4) apresenta um perfii
semelhante ao obtido para Lumbricus terresiris (Vim;gradov, 1977). A
dissociacio em pH alcalino segue um processo irreversivel através da

formagd3o de agregados que ndo se constituem exclusivamente do
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produto de dissociagio 1712 (Vinogradov, 1977). Todavia, Kapp et al
{1984) demonstraram a possibilidade  de reassociagio  da
eritrocruorina de Lumbricus terrestris através de dois mecanismos:
um que conduz & reconstituigio da molécula nativa e outro que
reconstitui a fragdo 1/12 da molécula nativa. A resolugo das
fragoes dissociadas por cromatografia em Sephladex G-200 ou Sephacryl
$-200 demonstraram a existéncia de dois picos, também por nos
obtidos, que corresponderiam & fragio da molécula n#o-dissociada em
pH alcaiiz'xo e uma fracio que equivaleria ao produto de reassociagio.
O processo de dissociagiio observado para Lumbricus terrestris, ndo é
visto para Arenicola (Vinogradov et é}.,1980), Eisenia foetlida
(Frossard, 1982), Abarenicola {Chung et al.,1982) e Tylorrhynchus

{Gotoh & Kamada, 1980).

Quanto a preparacdc da globina, os resultados por nés
obtidos confirmam a reconstitui¢gio da proteina na sua forma nativa e
a obtencio de estequiometria {1 : 1)} (Figura 8) de acordo com o0s
experimentos de réconstituic;ﬁo da eritrocruorina de Lumbricus
terrestris (Chiancone et al., 1978). Todavia, este pmcedimenté.
experimental ndo permite a quantificagiio real de globina n&o-heme
presente na molécula, existéncia j& demonstrada para a mesma
Lumbricus terretris (Fushitani et al., 1988}, que apresenta 192
cadeias contendo grupamento heme e 12 cédeias néo-heme. Experimentos
conduzidos por Vinogradov et al. (1991) com Lumbricus terrestris
consideram que a razdo Aals/Azeo situada entre 2,5 e 3,5 determina a

presenga de subunidades contendo heme, de onde se pode deduzir que
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fora deste intervalc tem-se subunidades ndo-heme.  Nossos
experimentos de gel-filtragio em Sephédex G-200 em condigbes
dissociantes para a eritrocruorina de Glossoscolex paulistus (Figura
4) apresenta razbes A415/Azao fora e dentro deste intervalo, o que
nos permite pressupor a presenga de subunidades heme e ndo~heme

nesta proteina.

A npatureza multifasica das curvas de equilibrio de
oxigenagé'o da eritroéruorina de Glossoscolex paulistus ¢ indicativa
da diferenciacio das interagbes inter-hemes das unidades funcionais
efetivas. Sendo a estrutura molecular desta hemoglobina gigante
similar as demais como um todo, mas resguardando suas

caracteristicas, temos observado valores de Pso’ n50 e efeito Bohr

proprios.

Em pH fisiolégico, 20°C, foram encontrados valores médios
de Pso da ordem de 3,4 mm de Hg, compativeis com os determinados por
Bonafé (1988) e um tanto inf eriof aos encontrados por Meirelles et
al. {1987) e Rennebeck (1990). No entanto, este valor também
apresenta similaridade com os encontrados para Lumbricus lerrestris
(Vinogradov et al., 1977), Octolasium complanatum '(Giardi.na et al.,
1975) e Eisenia foetida (Ochiai, 1984), enquénto que a hemoglobina
do anelideo Pheretima hilgendorfi- {6chiai, 1983) apresenta uma
afinidade muito maior, algo em torno de 1,2-1,7 mm Hg; em
contraposigio tem-se Perinereis aibuhitensis (Grube) (Tsuneshige,

1989) que possui uma P50 que varia de 8,0 a 27 mm Hg.
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A presenca de cations divalentes na forma de cloreto de
ca™, de MgH e Mn"" exerce um efeito modulader sobre a afinidade
por oXigénio e sobre o grau de cooperatividade em relagioc a
eritrocrucrina controle. Foi comprovada a auséncia de efeito
alostérico do 4&nion Cl°, n3c s6 por comparaciio de dados de
equilibrio onde ocorre superposigio de curvas de oxigenacfo, mas
também por experimentos de relaxaco nuéiear magnética quadi“upolar )
onde podt:: ser observado que o Cl” liga-se & proteina tanto na sua
forma oxigenada como na deoxigenada com a mesma afinidade (Chiancone
et =al., 1976). Nos valores de concentragio fisiologica de cations
determinados para o género Glossoscolecidae (Haeser et al.,, 1965),
de fato Ca e MgM atuam aumentando a afinidade da Ec de
Glossoscolex paulistus por oxigénio em até praticamente S0 % : 3,4
mm Hg para a protéina na auséncia de cations e 1L,2Z mm Hg na

presenca de 5 mM de Mg“.

Em uma concentragio de 1 mM destes cations ocorre uma
abrupta mudanga de comportamentc com Pso atingindo 5,8 mm Hg para
ca", 4,3 mm Hg para Mg"M e 4,0 mm Hg para Mn'ou seja, ha uma
diminuicBo da afinidade por 02. E bastante provavel que essa redugéo
de l'-’50 seja conseqiléncia da complexgc;io preferencial dos catiﬁns
com EDTA 1 mM presente no tampdo, em detrimento da interacio

cation-proteina, possivelmente decorrente de outro tipo de interagio

lolecular com a proteina..
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Ca™ e Mg também atuam estabilizando a estrutura

quaternaria destas oligoproteinas, mantendo-as na forma nativa e
garantinde sua funcionalidade ( David & Daniel, 1974; Swaney &
Klotz, 1971; Chiancone et al., 1980). Outro efeito descrito é o de
prote¢do & dissociagBo alcalina, onde estes cations divalentes
deslocam o pH onde se inicia o processo de dissociagdo das caaeias

polipeptidicas {Kapp et al., 1984).

Experimentos por nés conduzidos no estudo do efeito de
CaH, Mg++ e Mn"™" 20 mM sobre a eritrocruorina de Glossoscolex
paulistus, apresentam espectros de oxigenacdo na regifio de Soret que
sugerem & ocorréncia de um mecanismo de estabilizagio da forma T
{tensa} da proteina quando em presenca de Mn"* (Figura 15) ap6s
longo periodec de incubagéo, 4° c, quaﬁdo entio o fon divalente
poderia estar deslocando o equilibrio de ligagéo Ozﬂproteina. Tal
efeito ndo foi verificado para os cations Ca’™ (Figura 13) e Mg
{Figura 14), o que nos sugere que os sitios de ligacdo na proteina
nativa possam ser ndo-equivalentes.

O interesse em estudar o efeito de Mn'~ se baseou no
pressuposto anterior. Estudos da ligagdo de cétions divalentes com a
eritrocrucrina de | ‘Glossoscolex paulistus por ressonéncia
paramagnética eletrdnica, demonstram a existéncia de dezesseis
sitios de ligac3o para manganés com alta afinidade (Kam 5 x 10° Mpl}
e 10 sitios de menor afinidade (Kf 3,6 x 10° M para uma

concentracdo proteica da ordem de 30-200 uM em heme. Quinze atomos

de Mn" se ligam a proteina na auséncia dos outros dois ions, sendo
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este nimero reduzido para doze na presenga de Mg++ e para quatro na
presenga de Ca'’. O nimero de sitios de ligagio, bem como o valor
das constantes de associagBo sfio fung@o da concentraglo proteica

{Tabak et al., 1988).

0O grau de cooperatividade {nso) na ligagdo pmteina-oz 56
¢ significativamente ampliado para 2,95 na presenca de 1 mM de Mn”,
mantendo-se praticamente inalterado nas concentragfes de 10 e 20 mM
de Ca e ‘Mg, reduzindo-se no entanto a 1,4 em 1 mM destes cations.
Tal comportamento diferencia-se um pouco do apresentado pela maioria
das eritrocruorinas de anelideos, tais como FEisenia foetida onde hé
um aumenio de n de 5,3 na auséncia de Ca'" para 9,8 na sua presenga,
ou ainda Cirraformia grandis que apresenta uma cooperatividade nula,
com n na vizinhanga da unidade ({lgarashi et al., 1986). Assim,
podemos deduzir que Mn' atua como efetor alostérico positivo

intensificando interacgtes heme-heme, mesmo estando complexado com

EDTA.

Lumbricus terrestris, anelideo que apresenta estrutura e -
fungBo bastante similares a Glossoscolex' paulistus, exibe N, entre
3,6 € 5,0 para pH em tfornc de 7,0, qué se amplia para 7,0 quando em
presenca de 25 mM de CaC12 (0,1 M de NaCi‘) (Fushitani et éi.,

1986},

Aceriuado efeito Bohr estd geralmente presente em

ks

pigmentos vasculares e ausente em hemoglobinas celdmicas e
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hemolinfa, indicande que a vantagem do aumento de liberagéo de C’t2 em
tecidos acidos sé pode ser explorada onde estlo presentes gradientes
de pH internos diferenciados. O efeito Bohr varia bastante nos
fluidos vasculares, como por exemplo nas polychaetas, onde parece
ser pronunciade nas espécies que vivem em buracos bem delimitados e
arejados; insignificante nas que habitam tocas transientes ou mal
ventiladas como Marphysa sp. Tal generalizagfo ilustra o fato de que
a liberagdo de 02 tecidual pH-induzida é uma opgdo viavel somente

+

gquando o fornecimento de 02 aos pulmdes é suficiente (Weber, 1980),
.

O efeitoc Bohr observado para a eritrocruorina do anelideo
por nos estudado & da ordem de -0,40 entre pH 63 e 7.8
Hemoglobinas de algumas espécies ndo aprese.niam este efeito, entre
elas as polychaetas FEupolymnia crescentis e Arenicola cristata
(Tsuneshige et al., 1989); por outro lado Cirraformia grandis
apresenta um AH® tdoc intenso quanto -1,5 (Tsuneshige et al., 1989).
Lumbricus terrestris (Fushitani et al., 1986) e Abarenicola affinis
affinis (Chung et al., 1982) mostram um efeito Bohr semelhante ao de

Glossoscolex paulistus.

Dentre as propriedades fisico-quimicas estudadas para as
hemeproteinas monoméricas como mioglobina, um dos parametros rque
permite identificar a presenca de histidina na posiciio distal ou a
nio-homogeneidade de populagbes é a determinagfio do pK de transiglo
&cido-alcalina. E de extrema importancia a identificagio da posigao

da histidina na estrutura oligomérica, uma vez que em hemoglobinas
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de vertebrados ela desempenha papéis fundamentais nas alteragdes
conformacionais dinamicas que ocorrem quando da ligagfio de ligantes

tais como oxigénio.

Em se tratando de hemeproteinas oligoméricas gigantes, o
que observamos para a eritrocruorina de Glossoscolex paulistus foi a
transi¢io espectral com o aumento de pH e a n#o-isosbesticidade da
familia de curvas, o gque indica a existéncia de mais de um tipo de
populac'éc; da hemoglobina na sua f orrﬁa férrica. A presenga de mais de
um tipo de populacdo pode estar correlacionada a diferentes tipos de
microambientes heme que coexistem nas hemoglobinas gigantes
{Desideri et al., 1982). (© aparecimento de duas diferentes
populagbes para a eritrocruorina de Glossoscolex paulistus ja havia
-.io descrito para a hemoglobina na forma nitrosilada submetida a

-riacdo de temperatura em pH 7,0 {Caracelli et al., 1988).

Um comportamento semelhante ¢é verificado para a
hemoglobina de Perinereis aibuhitensis em valores de pH altos onde o
espectro de absor¢Bo da metaeritrocruorina € tipico de espécies heme
alto spin; aumentando o pH de 6,8 para 7,8 o espectro mostra uma
nio-isosbesticidade préxima a 545 nm com concomitante decréscimo de
absorbincia 'em 503 e 640 nm. Em valores de pH superiores a 8,0, 4um
tipico espectro de hemoglobina férrica baixo spin aparece e indica a
formacgio de hemicromo. Também o aparecimento de uma nova banda em
625 nm indica a formacdo de outras espécies de hemoglobina férrica

alto spin, embora no caso destas hemeproteinas $0 exista uma espécie
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de hemoglobina interligada na forma Fe'  (Tsuneshige et al., 1989).

Qutro método que pode estabelecer as diferengas entre
hemoglobinas de distintas espécies, diz respeito a desnaturagéo
alcalina. O tempo necessario para que a amosira de eritrocrucrina de
Glossoscolex paulistus seja praticamente ‘desnaturada por agente
alcalinizante é da ordem de 41,0 minutos para a forma nativa e 80
minutos para a forma dissociada, e o primeiro valor pode ser
comparad‘o com os obtidos para Lumbricus rubellus 2,5 minutos,
Eisenia foetida 5,0 minutos, Allolobophora terrestris 6,0 minutos e
Lumbricus terrestris 23 minutos {(Haughton et al., 1958).

0 mecanismo envolvido no processo de desnaturagfo alcalina
tem sido descrito para hemoglobina humana (Wilson & Burr, 1985) com
a proposta de que este f enémeno’ ocorre via reagBes paralelas

seqiienciais:

o
HbO -y roduto oxidado precipitado
2 (rap!dﬁ P P P

a baixo teor de sal

{lenta)
met aHbOH —> hemilcromo férrico ~———3 hemicromo ferrico

precipitado a baixo

teor de sal

Para a hemoglobina humana, a formag¢do de uma espécie
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oxidante €& indicada pela perda de grupos sulfidrilas titulaveis e
formacgdo de pontes S-S, O oxidante é uma espécie reativa de oxigénio

gerada pela interacBo com ferrcheme.

Outra propriedade fisico-quimica por noés estudada foi a
estabilidade da hemeproteina gigante de Glossoscolex paulistus
frente a temperaturas crescentes (40°~ 80° C). A temperatura critica
experimentalmente obtida foi de 60° C (Figura 18), que no
dif erenci;s\ esta hemeproteina de outras proteinas submetidas 2

desnaturaciio térmica {Tanford, 1968).

Como se sabe, hidrocloreto de guanidinio e uféia
{desnaturantes considerados fortes) sdo amplamente utilizados e
promovem uma diminui¢io na estabilidade da proteina, proporcional a
sua concentréc;éo (Shortle & Gerring, 1989). Embora a quimica da
interaciio entre a proteina e a solugio aquosa de uréia ou
hidrocloreto de guanidinic n#o esteja totalmente  esclarecida,- as
evidéncias passiveis de avaliaglio pressupdem que estes compostos
transformam a &gua em um melhor solvente para os aminoacidos
ndo-polares ao enfraquecerem as interagbes hidrof6bicas. Evidénclas
experimentals suportam a conclusdo de que em altas concentragfes de
uréia as proteinas desnaturadas sfco grandemente desenoveladas mas ,
ainda assim- mantém uma pequena parte de estrutura residual. Os
estudos experimentais dos estados de desnaturacBio de proteinas tém

se deparado com dois fortes obstaculos praticos, sendo o mais sério
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aquele em que as condigbes experirﬁentais de desnaturacfio sHo as
mesmas que conduzem a um extremo de solubilidade. Este fato torna
extremamente dificil a distingdo entre estado proteico desnaturado e
precipitade. Os métodos aplicados para detecglio da estrutura
desenovelada provém informagfes com baixoe nivel de resoluclo tais
como viscosidade intrinseca, gel-filtracc e espalhamento de luz,
que podem determinar o raio de giro da proteina (Shortle, 1989),
enquante que varios tipos de espectroscopia podem monitorar a
estr‘utuz‘al secundaria € o ambiente que circunda tript_ofano ‘e tirosina

(Kronman et al., 1974).

Os nossos - resultados com‘ eritrocruorina de Glossoscolex
paulistus exposta a diferentes concentragbes de uréia, demostram que
as modificacBes iniciais com precipitagiio da amostra se ddo a
concentragdes de uréia da ordem de 2 M, apresentando uma eveolugio de
alteragdes nos intervalos de 4 a 8 M do mesmo agente. A taxa de

“!. A modificagdo espectral

decaimento para 8 M ¢ de 7,6 x 10" min
mais marcante na proteina acontece em concentracbes de 4 ~ B8 M de
uréigonde ha formagio de hemicromo, também visualizada nos
experimentos de desnaturaclic alcalina. Experimentos correlatos com
hidrocloreto de guanidinio 6 M (Perussi et al., 1991) demonstraram
que existe " uma maior exposicic de residuos de triptofanc com

possiveis alteragBes no microambiente durante este processo de

desnaturacdo.
Estudos anteriores com  eritrocruorina de Lumbricus
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terrestris mostraram modificaclio espectral da hemeproteina em
concentracdes crescentes de uréia com decaimento do pico de Soret em
417 nm, cujo € x 10°° M em uréia 1 M correspondente a 1,15 decai a
1,12 para 5 M, tornando-se 0,47 para 8 M (Herskovits & Harrington,
1975). Pesquisa recente (Vinogradov, 1991} sobre de.snaturac;ﬁo com
uréia 4 M em eritrocruorina de Lumbricus terreslris, sugere a
dissociagiio do dodecAmero em subunidades contendo heme que mantém
atividade funcional com queda acentuada na cooperatividade, podendo

ser reconstituidas & forma nativa quando o agente desnaturante ¢

eliminado por didlise.

Estudos detalhados de alteracbes estruturais da
eritrocrucrina de Glossoscolex paulistus submetida a agentes
desnaturantes como, por exemplo temperatura, podem trazer dados
essenciais para o esclarecimento da dinamica conformacional de
resisténcia as situacBes de "stress" as quais uma oligoproteina esta
sujeita. Técnicas experimentais avancadas como espectroscopia de NMR
ou dicroismo circular, em especial, i)oderiam fornecer as perdas de
estrutura secundaria decorrentes de desnaturagic ou mesmo  as
modificacbes causadas pela interagic com cations tais como Mn'”,
complementando os. resultados obtidos nos experimentes desenvolvidos

e analisados neste estudo.
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