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INTRODUCAC



INTRODUCAO

A transicdo do estagio de vida
anaerdbico para aerdbico fol um grande passo evolutivo,
proporcionando aumento na extracgdo de energia a partir
da glicose na presenca de oxigénio. Bactérias primiti
vas sao seres anaerdbicos e sobreviven pela fermentagao
de compostos organicos para geracdo de ATP, tendo possi
velmente evoluido na auséncia de oxigénio (MARGULIS, L.,
1984). Dois principais mecanismos permitiram o suprimen
to adequado e continuo de 0,, possibilitando o desenvol-
vimento da condigao aerdbica de vida: o primeiro foi um sis
tema circulatOrio que ativamente libera este ghs : para os teci-
dos. A segunda principal adaptacao foi a aquisicgao de
moleculas carreadoras para suprir a limitag¢do imposta pe
la baixa solubilidade do oxigénio em dgua (ZUCKERKANDL,

E., 1965).

A hemoglobina & uma proteina res
piratdéria que liga oxigénio reversivelmente pelo fato de

conter ferroporfirina (protoheme) como grupo prostético




(KEILIN, D. & HARTREE, F.R.S., 1951). Em seus estados
ferrosos, a capacidade de ligar a molécula de forma re-
versivel faz com gue tanto hemoglocbinas como mioglobinas
sejam Unicas entre as outras proteinas que contém heme e
diferentes da mailcria de outros componentes heme ferro-
s0s, que sac rapidamente oxidados na preéenga da molécg

la de oxigénio (CRAIK, C.S. et al, 1981).

Eritrocruorinas apresentam-se -
s0b forma de hemoglobina extracelular e sao caracteri
zadas por dois discos hexagonais sobrepostos guando ob-
servadas ao microscépio eletrdnico (MESSERSCHMIDT, U. et
al, 1983). Estudos de ultracentrifugagio feitos por
Svedberg em 1930 revelaram peso molecular em torno de
2.300.000 a 3.800.000. Contudo, através de equilibrio de sedi
mentag¢ao e Raios X de pequeno angulo, estas proteinas a

presentaram 3.5G0.000 a 4.000.000 °, © conteldo de ferro & par
ticularmente baixo nestas moléculas, sendo apenas 2/3 do
conteddo de ferro de vertebrados. Isto sugere gue pelo
menos 1/3 das subunidades sejam monoméricas e ndo conte
nham heme. Este tipo de eritrocruorina & encontrado ex
tensivamente entre as 3 classes de anelidecs {(Poliqueta,
Oligoqueta, Hirudinea). Deve ser incluido neste grupo o
pigmento respiratdrio verde denominado clorocruorina, que
apresenta o grupamento heme alterado (com formila no lu

gar de vinila na posigao 2), presente em quatro familias

de poliquetas. As propriedades fisico-quimicas das pou




cas clorocruorinas estudadas sdo muito similares as pro

priedades das eritrocruorinas (VINOGRADOV, S.N., 1985).

0 termo heme refere-se a um con
plexo de ions metalicos (Fe, Mg, Mn, Zn, Sn, Cd, Co, Cd,
Cu, Cr, Ag} ligados a um anel porfirinico denominado
protoporfirina IX (MAINES, M.D., 1988). Porfirinas séo
constituidas por um tetrapirrol ciclico e seus anéis pir
rolicos sao inter-ligados por quatro pontes de metileno denomi
nadas a, B, vy e & (P'ig. 1). O grupamento heme & por
tanto o responsavel pela ligacdo do oxigénic a molécula

carreadora (PERUTZ, M.F¥., 1979).

Muito pouco e conhecido até ago
ra acerca de "sutis" modificag¢bes na estrutura quaterna
ria de certas hemoglobinas de anelideos. Sabe-se, porém,
rque embora o conteldo ferro da hemoglobina de Wephtys se
ja aproximadamente igual ao de Lumbricus e Avenicola, a
cooperatividade na ligagao da molécula de oxigénio & bai
xXa em comparacao as duas outras. Diferencas na dissocia
¢ao destas hemoglobinas, no contefido de o-hélice e no
seu comportamento funcional poderiam refletir diferencgas
nos detalhes de suas estruturas guaternirias, gue por sua
vez manifestar-se-iam nas curvas de difracao de Raios
~-X. Estas varilag¢oes poderiam ainda estar envolvidas em
diferencas filogenéticas entre hemoglobinas e clorocruo-—

rinas de anelideos (KOPPENHEFFER, T.L. & GINSBERG, S.M.,

1978).
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A fungao da hemoglobina parece'
ser adaptada para suportar pressies ambientais ao mesmo
tempo gque supre as necessidades metabdlicas. O coficiente
transporte de 0, requer que a hemoglobina se combine com
o oxigeénio a pressces reduzidas e deixe-o nos capilares
dos tecidos a pressoces apropriadas ao metabolismo (RIGGS
A., 1976; KILMARTIN, J.V., 1974). 1Isto & favorecido
pelo efeito Bohr — variacac da afinidade pelo oxi

génio segundo mudanc¢as no pH.

Estudos comparativos da funcgéc
de proteinas respiratdrias permitem o esclarecimento de
possiveis mecanismos gerais, gue revelam certas relacdes
evolucionéarias pela natureza analoga de sua funcio fisio
logica (DIXON, G.H., 1966). A duplicacdo de um unico ge
ne parece ocupar um papel principal na evclugao de novas
funcoes. Por este mecanismo, gque permite a manutencao
de velhas fungoes enquanto ocutras novas s3o adicionadas,
Os organismos podem aumentar em complexidade {(WILSON, A.

C. et al, 1977).

A expressac de subunidades o e
B em hemoglobinas de vertebrados deve-se ter originado
a partir da duplicacao de um gene ancestral comum ha pe
lo menos 400 milhGes de anos, quando notdveis modifica
¢Oes ambientais tiveram lugar (GOODMAN, M. et al, 1975).

Assim e de se supor que a evoluc¢do da hemoglobina deva




ter envolvido adaptagdes seletivas a sucessido de mnudan-
cas fisioldgicas e ambientais, promovendo o "empacotamen
to" de hemoglobinas no interior de eritrdcitos de verte
brados através do significado evolutivo de sua funcio re
gulatoria (RIGGS, A., 1976).

E pela existéncia de varios ge
nes que a ausencia de alguns deles néc prejudicaria o de
senvolvimento de uma funcdo. Isto acontece porgue deve
mos considerar que a taxa de evolugdo de uma proteina de
pende ainda da proporcao em que agquela proteina & dispen
savel ou nio rara A sobrevivéncia e reproduc¢ao de um or
ganismo. Como exemplo, temos que a resposta imune a um
dado antigeno envolve a sintese de muitas imunoglobuli -
nas, que sio produtos de muitos genes estruturais. Se
aloum dagueles genes estruturais estivessem faltando ou

fossem inativos, ainda assim o organismo formaria anti

corpos contra o antigeno em questao.(WILSON A.C. etal, 1977).

Na auséncia de um mecanismo de
duplicacdo génica ou devido a inexisténcia de determina
dos genes, outras proteinas poderiam se ocupar do desenm
penho de certas fung¢bes., Embora hemoglobinas sejam en-
centradas em varios filos de invertebrados, sua existen
cia ndo & constante. Esta ocorréncia intermitente entre
os invertebrados poderia ser devida tanto 3 presenca in

termitente de genes globina funcionais bem como a defel




tos no mecanismo de sua expressao. [ por esta razao gue
apesar de defeitos ou auséncia na expressido de genes glo
bina, outras moléculas apresentam funcdo aniloga aquela

de hemoglobinas (VINOGRADOV, S.N., 1985).

E muito provavel gque exista um
mecanismo compensatdorioc para carrear oxigénio na depen-—
déncia do habitat de cada invertebrado, envolvendo natuy
ralmente o efeito Bohr como mecanismo regulatdrio da afi
nidade pelo oxigénio e cooperatividade. Fosfatos organi
cos como cofatores alostéricos (2,3 difosfoglicerato) e
ATP parecem regular a captacao de oxigénio nos vertebrg
dos (BENESCH, R. & BENESCH, R.E., 1969). Ja nas eritro
cruorinas, encontramos pouca ou nenhuma acao de fosfatos
organicos nas moléculas devido ao ambiente extracelular'
em gue se encontram, onde haveria dificuldade de regula
¢do dos niveis destas substincias. Contudo, fosfatos i
norganicos parecem aumentar a afinidade das eritrocruori
nas pelo oxigénio. A complexidade estrutural e funcio-
nal neste caso parecem compensar um menor nimero de Sr-
gaos nos anelideos, com maior atividade regulatoria a ni

vel molecular (WEBER, R.E., 1980)}.

A afinidade pelo oxigénio da he
moglobina depende das concentracdes relativas das formas
oxigenada e deoxigenada. Se o nimero de moléculas na -

conformacao oxi aumenta, a afinidade pelo oxigénio da




amostra de sangue €& aumentada também (Fig. 2).
Mamiferos .geralmente nao sofrem nmuita variacao - com
respeito a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, pois
geralmente vivem em ambientes onde a tensido de oxigénio'
& praticamente constante. Contudo, em certas ocasides —
quando sao expostos & baixa pressdo parcial de oxigénio,
como no caso de altitude exagerada, ha diminuicdc na afi
nidade pelo oxigénio (EATON, J.W., 1974). Comparadcs a
0s vertebrados, as hemoglobinas de invertebrados apresen
tam uma notavel variagdo em suas propriedades funcionais,
que se manifestam nos principais grupos sistematicos de
animais e nas diferentes categorias histoldgicas e mole
culares do pigmento. Esta variabilidade & representati-—
va da capacidade adaptativa de uma gama de condicgdes in

ternas sob as guais as hemoglobinas desenvolvem suas fun

goes (WEBER, R.E., 1980).

Lstudos de captacao de oxigénio
pela eritrocruorina de Glossoscolex paulistus demonstra
ram correlacac entre o estado de oxireducido do grupo sul
fidrila (SH) com a afinidade pelo oxigénio, sugerindo u
ma transigao no equilibrio da conformacio metaestivel -
quando as pontes dissulfeto sac guebradas (MEIRELLES, N.
C. et al, 1983%). O estado de dissociacio em pH alcalino
esta também relacionado com suas propriedades ligantes,~-

sendo maior a afinidade pelo oxigénio em pH 8.0 do gue

em pH 7.2 (MEIRELLES, N.C. et al, 1987).
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O processo de dissociacgao da
eritrocruorina @ complexo, envolvendo diferentes tendén
cias a despolimerizacao em subunidades com o aumento de
pH. A dissocliacgao da eritrocruorina de Lumbricus terres
trig em pH alcalino demonstra ser dependente de oxigé-
nio, ao menos qualitativamente. Esta eritrocruorina, sob
condicdes dissociantes, reage de maneira a que parte das
moléculas correspondam a uma fracdo da populacio total
que se dissocia irreversivelmente, enguanto o restante
permanece intacto. O estado final reflete somente emn
parte uma situacac de equilibrio, uma vez que as molecu
las intactas ndo se apresentam em eguilibrio com os com-
ponentes dissociados em um dado pH. Qualitativamente, ©
efeito da oxigenacdo & também promover dissociacio no ca
so de hemoglobinas de mamiferos e hemocianinas. Isto sig
nifica gque para parte do sistema gue esta em equilibrio,
as peguenas subunidades apresentam maior afinidade pelo
oxigénio do gue as maiores (CHIANCONE, E. et al, 1972},
Pode-se sugerir que o aumento na afinidade pelo oxigée-
nio seja provavelmente o resultado da dissoclacgao da mo
lécula nativa em sub-unidades de alta afinidade pelo oxi

génioc em pH acima de 8.0 (CHUNG, M.C.M. & ELLERTON, H.D.,
1979).

Constatam-se variacoes fisiold-
gicas entre eritrocruorinas ¢ hemoglobinas de mamiferos,

encontrando-se ainda ampla diversificagido quando séo com
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ESTABILIDADE

iDEOXi’

————

——

Figura 2 - A afinidade pelo oxigénio de uma hemoglobina normal de-
pende do numero de moléculas na configuracio oxi e do nu
mero de moleculas na configuracdo deoxi. Modificado de
CHARACHE, S., 1974,
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paradas varias espécies de anelidecs - figura 3. Atra-
vées destes dados e mais o conhecimento de que ha modifi
cagao do comportamento fisioldgico em outros filos, & de

se supor gue a filogenia, o estado de agregacgac e o si-

tio histologico destas proteinas revelem pouca influen
cia em suas propriedades funcicnails principais {(WEBER,
R.E., 1980). Ha grande inconstancia na funcionalidade -

da eritrocrucrina com respeito a afinidade pelo oxigé~
nio, cooperatividade e a presen¢a e magnitude do efeito
Bohr. Algumas eritrocruorinas apresentam propriedades -
ligantes intermediarias aos extremos de alta e baixa afi
nidade tais como Piszta pacﬂfﬁca; Thelepus erispus, Hae
mopsis sanguisuga e Eunice aphroditoie (TERWILLIGER, R.C.
1974; GARLICK, R.L. & TERWILLIGER,R.C. 1975; WOOD,E.J. et

al, 1976; BANNISTER, J.V. et al, 1976).

A cooperatividade dos sitios 1i
gantes da molécula de eritrocruorina é medida através do
angulo obtido nas curvas de equilibrio com o oxigénio em
50% de saturacao, sendo denominado coeficiente de Hill
(n). Este coeficiente & em geral heterogéneo e dependen
te de pH (CHWNG, M:C.M. & ELIERTION, H.D., 1979) com.uma curva de e—
quilibrio trifasica gque apresenta menor interacio heme-
~heme em maiores concentragdes do ligante (MEIRELLES, N.
C. et al, 1984). 1Isso é diferente do que ocorre em hemo
globinas de mamiferos, gque apresentam "n" homogéneo mes

mo quando existe alteracao da afinidade pelo oxigénio re
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Figura 3 - Curvas de equilibrio de alguns pigmentos respiratorios.-

Em 3A, curvas de oxigenacao de anelideos. Em (—-=): he-
moglobinas polimericas extracelulares, Em (---}: hemo-
globinas oligomericas, geralmente erjtrociticas. Em

(-.-): hemoglobinas tissulares. Em (...)}): clorocruori
nas. Em 3B sao apresentadas as curvas de oxigenagao da
hemogliobina do anelideo Arentcola marina e da hemoglobi-
na humana, Adaptado de WEBER, R.E., 1980 e de LEHMAN H,
& HUNTSMAN, R.G., 1966.




14

la presenga de cianeto de sédio (EATON, W.J., 1974).

Curiosamente, © sangue de anelil
deos — ao contrario do que ocorre com o pigmento respi
ratOrio purificado ~— n&o sofre modificagdes dependentes
de temperatura no comportamento de ligagdo do oxigé@nio,
ermbora sofra modificagoes dependentes de H. Isto SUgere que Conpxo—
nentes do sangue devam exercer algum efeito protetor na
conformacac da proteina (GIARDINA,B et al, 1975). Traba
lhos recentes demonstram que cations divalentes protegen
a estrutura de muitas hemoglobinas e clorocruorinas da
dissociacgao em pH alcalino. Este efeito protetor nac pa
rece ocorrer com cations de solo alcalino testados em PH
acido (POLIDORI, G. et al, 1988), parecendo haver modifi-

cagao da configuracdo estrutural na auséncia de cations

divalentes (CHIANCONE, E. et al, 1988).

A configuracao estrutural de he
moglobinas vem sendo continuamente estudada, por possibkbi
litar explicacgdes de suas propriedades alostéricas e de
cooperatividade. Estes mecanismos moleculares foram es
tudados por PERUTZ em 1970 e 1972 através de estudos de
difracao em Raios ¥, revelando extensa modificacao da es
trutura guaternaria da hemoglobina. Estas mudancas sao
evidenciadas entre seus estados deoxi de baixa afinidade

e oxi de alta afinidade e induzidos a partir de peguenas

modificagdes de sua estrutura terciaria (EDELSTEINYG S:J.

1975).
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Para definir as alterac¢des que
ocorrem na estrutura terciaria de hemoglobinas, W. Stel
gemann e E. Weber utilizaram como modelo a hemoglobina
monomérica de um inseto. Por tratar—se de um monémero,
a determinacac de sua estrutura em difracio de Raiox x
tornou-se mais acessivel. Verificaram que as principais
modificac¢des estruturais pareciam estar concentradas ao
redor do grupamento heme: rearranjos das cadeias late-
rais de aminoacidos, em contato com heme, transmitem as
mudangas a superficie molecular por interacdes nao-cova-—
lentes de suas cadeias laterais e principais residuos

circunvizinhos (STEIGEMAN, W. & WEBER, E., 1978).

As propriedades ligantes das e
ritrocruorinas sao também traduzidas a partir do espec—
tro de absorcgao da luz visivel, baseadas no metal contido
em seu anel porfirinico. Possuem um grupamento heme Si
milar aguele de hemoglobinas de vertebrados, o que permi
te um espectro de absorg¢do proximo ao ultravioleta (b@é
da de Soret) e duas outras bandas menos intensas & luz
visivel, sendo estas ultimas as responsaveis pela colora
¢ao vermelha da maloria das hemoproteinas. Este padrao
& observado em grande parte dos anelideos (ROSSIFANELLI,

M.R. et al, 1970).

A purificacgao e isolamento des

tas proteinas permitem sua caracterizacdo, constituindo—
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~Se em material guimicamente puro para imunizacio de ani
mais e para producao de antisoros especificos. Nossos es
tudos teém como objetivo demonstrar modificacdes da afini
dade pelo oxigénio da eritrocruorina de Glossoscolex pau
listus e as alteracdes de seu espectro de absor¢ao pelo
efeito de imunoglobulinas G especificas e de seu fragmen
to papainico Fab. £ de se esperar que este efeito ocor
ra através do blogueio de regides imunodominantes estru
turalmente relacionadas com a associacio do oxigénio a
molécula de eritrocruorina, ja que proteinas alostéricas
sofrem modificacgdes conformacionais conseguentes de sua
interacao com outras moléculas, evidenciando alteracces!
de suas fungdes (REICHLIN, M. et al, 1969). A finalidade
desta observacao & o estudo comparativo da captacao de
oxigénio por estas proteinas com ou sem blogqueioc de su-
perficie, fornecendo dados estruturais Jque possibilitem®

interpretagoes de natureza molecular e filogenética.




MATERIAL E METODOS
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1. PURIFICAGCAO DA ERITROCRUORINA

Espécimes de G. paulistus pesan
do 15,2 + 2,79 foram obtidos do solo de Rio Claro, Esta
do de Sac Paulo, e foram mantidos a 24 * 2°C com terra
proveniente do local de coleta, como descrito por MEIREL
LES N.C. et al, 1985. O sangue foi coletado a partir do
vaso dorsal apds anestesia por imersido do animal em 5-7%

de solugdo alcodlica a 5-7% (v/v) MARKS D.H, et al, 1981

A solugido contendo eritrocruori
na foi obtida por diluigao:de 0,5 ml do sangue em 2 ml de tampao
fosfato 0.1M, pH 7.2, contendo EDTA 1073 ﬁ. Os residucs ce
lulares fotanlseparados por ‘centrifugacao a 16.000 rpm (Eppen-
dorf) por 5 minutos e o sobrenadante foi dializado duran
te a noite contra o mesmo tampdc. A eritrocruorina foi
precipitada por centrifugagdo a 250.000 g (Beckman), o
"pellet" foi dissolvido no tampao fosfato e centrifugado mais
duas vezes'scb as mesmas condigdes. A eritrocruorina foi

estocada a 4°C (MEIRELLES N.C. et al, 1985).
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2. PREPARO DE ANTIGENOS
Como antigenos foram utiliza-
dos: eritrocruorina de (Glossoscolex paulistus e protel

nas totais do soro de coelhos de linhagem nao-definida

("outbred").

O adjuvante fol preparado segun
do FREUND J., 1965. Em um almofariz foram emulsificadas
em 159 de lanolina em 85ml de nujol; adicionou-se, en-

tao, 100mg de BCG. Os antigenos utilizados foram dissol
vidos em solucao salina 0.15M. Esta mistura foi homoge-—
neizada no adjuvante de Freund preparado como acima des

crito, de modo a se obter concentracdc final de 10mg  An

tigeno / ml.

3. IMUNIZACAC DOS ANIMAIS

a) Producgao de antisoro especifico

Coelhos "outbred" receberam duas
injeg¢des de eritrocruorina em adjuvante incompleto de
Freund (AIF) nos linfonodos (OLIVEIRA A.R., 1975). As a

mostras de sangue foram coletadas apds duas semanas, € o

antisoro foi mantido em aliquotas e estocado a -20°cC.

b) Produgao de antisoro anti-proteinas

totails do soro de coelho

Un carneiro foili imunizado com
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1.0 ml do antigeno em adjuvante completo de Freund (ACF),
distribuido pela via intramuscular. Apds 7, 14, 21 dias
foi aplicado 1 ml do antigeno em salina diluido de 1:2
por via intradérmica em varios locais. O antisoro cole
tado foil testado contra soro total de coelho e guardado

a —4OC.

4. IMUNODIFUSEOD

A dupla difusac em gel de agar
(OUCHTERLONY, O., 1956) foi realizada em agar 1% e solu
cao salina 0.15M, sobre lamina de microscopio. O gel foi
perfurado e o material aplicado. ApOs 24 horas de rea-
cac a lamina foi lavada em sclugao salina 0.20M por 48 ho
ras, seca e posteriormente corada em negro de amido 0.1%.
A descoloracgao da lamina foi realizada em solucgao conté&

do metanol - acido acético - H,0 (2:1:2).
5. IMUNOELETROFQRESE

a) Imunceletroforese em gel de agar

A imunoeletroforese (GRABAR P.
€ WILLIAMS C.A., 1953) foi realizada em gel de agar 1%.
O agar fundido (15 ml) foi colocado sobre duas laminas
de vidro de 25 x 75 mm dispostas em suporte de plastico.
Os pogos e as canaletas foram impressos no agar gelifica

do utilizando-se um impressor metdlico.

A eletroforese foi realizada em
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tampado veronal pH 8.6, 0,05 M, utilizando-se fonte esta
bilizadora Beckman Duostat e corrente de 30 mA/lamina du

rante 100 minutos.

ApOs a aplicacdo dos antisoros,
as laminas foram colocadas em camara umida poxr 24 horas.
A lavagem fol feita em solugidc salina fisiologica. As
laminas foram secas e coradas com negro de amido 0,1%. A
descoloracao foi realizada em metanol acido acético - H,0

(2:1:2 v/v).

b} Imunoeletroforese em gel de agarose

A imunoeletroforese em camada
delgada de agarose foi realizada sobre um suporte fino
de plastico contendo 1% de agarose, 5% de sacarose e 0,035%
de sal dissddico EDTA em tampdo ‘veronal 0,065 M, pH 8,6.
Foi aplicada uma diferenga de potencial de 90 V/placa du
rante 1 hora para corrida eletroforética do material con
tido nos pogos. Apds a corrida, os antisoros foram colo
cados nas canaletas centrais e a placa de agarose foi co
locada em temperatura ambiente durante a noite. No dia se-
guinte a aplicacaoc, as placas foram coradas com negro de
amido 0,1% em soluc8o de &acido acético 10% por 10 minu-
tos e o excesso de corante, eliminado com solucao de aci
do acético glacial 10%. A lamina utilizada possui 80 cn

de area.
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6. PRECIPITACAO COM SULFATO DE AMONIO

0O soro de coelho fol precipita-

do com sulfato de aménio na concentracdo final de 50% sob

agitacao lenta a 6°¢. 0O material fol centrifuga
do por 30 nminutos a 4OC, e 0o sobrenadante despre
zado. O precipitado (fracao pseudoglobulina) foi redis-

solvido em tampao fosfato 0,1M pH 8.6 e dializado contra
esta mesma solugao no pli 8,0 e 5mM, por 24 horas. A au
séncia de ions sulfato foi confirmada através de teste
qualitativo com cloreto de baric a 2% em meio cloridrico. 0O mate -
rial, obtido deste modo, foi centrifugado durante 30
minutos e o precipitado foli desprezado, sendo o sobrena-

dante (pseudoglobulina), utilizado no fracionamento.

7. CROMATOGRAFIA EM DEAE-~-CELULOSE

O soro de coelho anti-eritrocru
orina, no volume de 3ml, foi aplicado no topo da coluna
de DEAE-celulose (DE-52 Whatman). A coluna, medindo 40
xlem, fol previamente equilibrada com tampdo fosfato de

sédio 5mM pH 8.0 (OLIVEIRA B. et al, 1970), a 4°c.

As fracgoes eluldas em tampao fos
fato pH 8.0, e NaCl 0,5M, foram coletadas no volume de 3ml

/tubo em fluxo descendente de 12ml/hora {(aparelhagem Gil
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son). A leitura dos eluatos foi realizada por absorcao
{(3=280 nm) em espectrofotOmetro (Beckman mod. 25), utilizando cube-
tas de quartzo de 1.0cm de caminho 6ptico. Apds a leitu
ra as fracgoes foram dializadas contra agua deionizada por

um periodo de 24 horas em camara fria, e em seguida lio

filizadas e estocadas a m4OC.

8. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

O método utilizado na analise
eletroforeética em poliacrilamida foi modificado de SHA

PIRO A.L. e¢% al, 1967; WEBBER K & OSBORN M., 1969 e LA

EMILI U.K., 1970.

Preparacao do gel

0s géis de concentracao e sepa
racao foram obtidos a partir de solugdo de acrilamida e
30% e Bis-acrilamida a 0,8%. TEsta solucao foi preparada

em agua deionizada previamente filtrada, e mantida sob

refrigeracdo a 4°¢c.

O gel de concentragao (5% de a
crilamida em tampado tris-HC1 0,125 M pH 6,8, e Duodecil
Sulfato de $0dio [SDS] 0,1%) foi polimerizado pela adi

cédo de TEMED (NNN'N' tetrametiletilenodiamina) e persulfato
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de amdnio a 0,05%,

O gel de separacao, (contendo

10% de acrilamida em tampdo tris-HC1l 0,375 M pH 8.8SDS a
0,08%, persulfato de amonio a 0,02% e TEMED a 0,045%), foi
colocado entre duas placas de vidro plano, separadas por
espacadores de acrilico com 2mm de espessura. ApGs a po
limerizacao do gel citado, o gel de concentracao foi co
locado sobre aquele de separacao e a peca para impressao

dos pog¢os fol inserida entre as placas.

Preparacao da amostra

As amostras de proteinas foram
dissolvidas em tampao tris-HCL 1,0M pH 6,8, contendo 2%
de SDS, 10% de glicerol e 0,001% de bromofenol; a con-
centracao final foi de Tmg/ml de proteinas. Estas amos
tras foram analisadas na sua forma nao reduzida e na sua
forma reduzida (DTT, 1M). As amostras foram submetidas

ao calor (agua em ebulicado) durante dois minutos.

Como marcadores foram utiliza-
das as amostras: proteina monoclonal de Bence Jones di

mero (P.M. 50.000), a imunoglobulina monoclonal FEW iso

tipo TgG; (P.M. 160.000), e mioglobina de baleia (P.M,17.816).

A eletroforese fol realizada em
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tampao tris-HCl 0,0625M, glicina 0,192M e SDS a 6,13 a

100V durante 4 horas,

9. DIGESTAC PELA PAPATINA

A digestao pela papaina foi efe
tuada segundo as condic¢Ges descritas por PORTER R.R., -

1959.

As imunoglobulinas IgG "lenta"”
de coelho, purificadas por cromatografia em DEAE-celulo
se, foram submetidas & digestio pela papaina (Worthington
Biochemical Corporation) na relacio enzima-substrato 1:
100mg em presenca de cisteina 0.1M volume final 5.0ml e
pH ajustado para 8.4. Os tempos de incubacio a 37%C fo
ram de 12 a 24 horas. A reagéo enzimatica foli interrom-
pida com iodo-acetatc 0.1M pH 8.0, e o digesto submetido

a analise imunceletroforética.

Purificagao dos fragmentos obtidos pela digestao

com papaina

0 digesto total (100mg) foi dia
lizado em tampao fosfato 5mM, pH 8.0 durante 24 horas, 1o
go apOs centrifugado durante 15 minutos a 5.000rpm. O di

gesto fol entao aplicado em coluna de DEAE-celulose (DE
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52 Whatman) equilibrada no tampao inicial de dialise; -
nestas condigoes fol obtido um primeiro pico de absorbancia
em 280 nm; a coluna foi "lavada" exaustivamente neste -
tampao e em seguida foi aplicada uma solucgdo de NaCl 0.1

M, com a qual foi obtido um segundo pico de absorbancia

em 280 nm.

10. DOSAGEM DE PROTEINAS

0 teor de proteinas do soro dos
animais foi determinado pelo reativo de biureto, modifi-
cado por DITTEBRANDT M., 1948. O método modificado de
Dittebrandt permite uma maior sensibilidade para dosar
proteinas (20 a 400ug), utilizando-se para o reagente: -

9.0g de tartarato de sodio e potassio, 3.0g de Cuso, .

> H,0, 5.0g de iodeto de potéassio e hidrdéxido de sb6dio a

10%, completando-se o volume para 1.000 ml.

A fracao IgG do soro de coelhos

foi determinada através de E}im 278 nm = 13,68 (NOELKEN

M.E. et al, 1965) e seu fragmento papalinico monovalente

foi quantificado por Eéim 278 nm = 15,30.

A dosagem de proteinas na solu

¢ao de eritrocruorina foi reslizada & partir da razao he

me/molar ?1;”‘ 415rmm = 125.000 (ANTONINI E & BRUNORT M, 1971).
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11. EQUILIBRIOC DE OXIGENIO COM ERITROCRUORINA

PURIFICADA

O equilibrio da hemeproteina do
tipo eritrocruorina com o oxigénio pode ser tracgado se-
gundo a equacao de Hill, gque em 1910 propés a existéncia
de moleculas poliméricas com alguns sitios de ligacgao pa
ra o oxigénio, contidas em solucées de hemoglobina. Hill
considerou "n" come sendo o grau de polimerizagao médio
e © equilibrio da hemoglobina com o oxigénio pdde ser des
crito como: Hb + n0O, ¥ Hb(0,)n. Contudo, a hipotese de
Hill original ndo teve significado fisico direto ja que
a reacao da hemoglobina com ligantes nao representa uma
reac¢ao de enésima ordem verdadeira. Era de se esperar
que o valor de "n" fosse, neste caso, igual a guatro,
pois a hemoglobina humana possui guatro sitios ligantes.
Porém, foi encontrado que "n" & igual a 2,8 devido a mu
dancas alostéricas gue ocorrem nas outras trés cadeias a
pos a ligacdo do primeiro oxigénio. Por esta razio fo-
ram necessarios ajustes dos dados experimentais para de
terminacac das curvas de dissociacao da hemoglobina pelo
oxigénio, assumindo-se "n" como coeficiente de Hill. O u
so da eguagao de Hill simplifica a comparacao entre dife
rentes curvas de dissociacio fornecendo indicacdes acer

ca de interacgdes com ligantes (ANTONINI E, BRUNORI M -

r

1971).
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As curvas de equilibric levam a
uma reta guando logl[Y/ {(1-Y)] & colocado no grafico em
fungao log PO, (pressao parcial de oxigénio) para os va
lores de Y facilmente acessiveis a medidas, ou seja, en
tre 0,1 e 0,9 == onde ¥ e a fracao da forma oxigenada -

da hemoglobina (e/ou eritrocruorina). Esse gr&fico & co

nhecido como "Plot de Hill"™.

Para as medidas de oxigenacgao e
desoxigenacac da eritrocruorina de ¢. paulistus foram u
tilizados tondmetros constituidos de tubos Thumberg modi
ficados e desenvelvidos a partifﬂdo modelo descrito por
ROSSI~FANELLI A. & ANTONINI E. (1958) e por BENESH R. et
al {(1965) (Fig. 4). Cadaun dos tondmetros continha um
tubo de Thumberg (provido de um sistema de valvulas de
regulagem para a canalizacao da passagem do ligante gaso
so) e a este tubo fol adaptada uma cubeta optica de vi-
dro pirex com 1,0cm de caminho Optico. Estes experimen-
tos foram realizados em colaboracde com a docente Eneida

de Paula no laboratorio da Dre Nilce Meirelles.

O tondmetro foi calibrado para
obtencao da capacidade gasosa (constante tonométrica =
Kt) através da diferenca de peso entre o tondmetro total
mente cheio de agua e somente com 3ml de H,0 (sendo este

Gltimo o volume de solucgdo utilizado para o experimento)}.
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PASSAGEM DE

NITROGENIO

APLICACAO
DE SOLUCOES

CUBETA

Figura b - Esquema de tondmetro utilizado nos ensaios de saturacao
da eritrocruorina pelo oxigénio.
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A sclugao de eritrocruorina sob
a forma oxi (oxihemoglobina) foi diluida em tampdo tris
-HC1 0,05 M, no pH 7.2, adequado para garantir a ativida
de funcional da proteina; a concentracio final de eri-
trocruorina em solucao tampdo foi de aproximadamente 5 x
1cm

107° M dosada através  de 2, 415 = 125.000/heme  (ANTONI
A

NI E. & BRUNORI M., 1971).

Em seguida, o tondémetro recebeu
quantidade constante de nitrogénic, até gque a eritrocruo
rina passasse para a forma desoxigenada, verificada atra
vés do espectro de varredura (&ésvio do pico para 428nm,
Fig. 5}. Para a obtencdo gradativa de oxihemoglobina, e
ram adici-nados volumes crescentes de ar a cada 10 minu-
tos, registrando-se o espectro de 450 a 380nm através de
um registrador automatico, acoplado ao espectrofotdmetro
(Varian-634). A cada adig¢ao de ar submeteu—se o ﬁonémg
tro a um banho a 2OOC sob agitacao — tempo necessario
para equilibrio das fases liquida e gasosa dentro do to-
németro. As medidas de extensio da oxlgenagao da eritro
cruorina foram determinadas a partir de leitura 3 luz vi
sivel no espectrofotdmetro citado, a 419 e 428mm (regiao
de Soret), segundo metodologia descrita por ROSSI~-FANEL~
LI A. & ANTONINI E., 1958 para solugdes de proteinas al
tamente diluidas. A andlise espectral da eritrocruorina
entre 400 e 600nm foi realizada em espectrofotdmetro DMS
—700 ({Imbraiab), cedido pelo Sr. Diretor da Divisao Tég

nico~Clentifica do Instituto de Quimica da UNICAMP, Dr.
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i | I 1 o
450 428 419 380 (A}

Figura 5 - Curvas experimentais de equilibrio de eritrocruorina com
oxigénio pelo método espectrofotométrico. A variacao da
absorbancia (A) em fungao do comprimento de onda (}) po-
de ser observada de 450 a 380nm. 0 pico a direita cor-
responde a forma oxi (A=419), enquanto a esquerda pode

mos observar o pico correspondente a forma deoxi (i=02E
nm) da eritrocruorina.
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Carlos A. Caetano.

Para dosagem e obtencio das ou

tras curvas de oxigénio a eritrocruorina foi colocada em

presenca de:

Controle (sorc de carneiro nao-imunizado).
Sore total de coelho imunizado com eritrocruori
na.

Fracao IgG de coelho imunizado com eritrocruori
na.

Pico 1 obtido da cromatografia de troca idnica -
do digesto papainico total da IgG de coelho.

Albumina humana.

O grafico de Hill foi tracado a

partir dos valores logaritmicos de saturacido da forma o

xi (Y%)

em funcao de pressdes parciais de oxigénio (PO, ).

O calculo de Y% foi obtido a partir dos resultados de

absorbancia apos medicao em espectrofotdmetro, como

mostrado na Tabela 1. gstes dados exemplificam a obten

gao do Plot de Hiil de uma solucdo no volume de 3ml {eri

trocruorina diluida em tampdo tris-HCl 0,05M, concentra

6

cao final 5 x 16~ M).

0s valores de PSO(presséo de o

xigénioc para saturacado de 50% dos sitios ligantes da he
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moglobina}l foram determinados guando log [Y/ (1-v)] = O.
Ja o coeficiente de Hill é calculado através da inclina
cdo da reta tracada nos valores de saturacao de maior es
tabilidade {(entre 20% e 80%, MEIRELLES N.C.; PAULA E.:
GASPAR J.0., 1984). Finalmente, para o calculo de PO,
{(pressao parcial de oxigénio) no tondmetro, € utilizada
a equacao de Boyle-Mariotti (P1V§'= P2V2}, onde: 2 e a
pressac parcial de oxigénio no ar atmosférico(i56 torr);
V1 & o volume de ar injetado; P, é a pressao parcial de

2

oxigénio no tondmetro; v, & o volume da fase gasosa

{constante tonométrica). Exemplo:

. adigao 1:
P,i = 156 torr
Vi = 1T ml
P2 = 7
V2 = Kt = 203 - 3 = 200 mi
156 torr 2 1 ml = P2 x 200 ml
P2 = 0.75 torr

. adicao 2:

Poo= 156 torr
V,} = Z ml

P2 = 7

V2 = 200 ml

P, = 1,56 torr




RESULTADOS
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1. TESTE DE DUPLA DIFUSAC EM GEL DE AGAR DO SORO DE

COELHOS IMUNIZADOS COM ERITROCRUORINA

O teste de dupla difusao em gel
de agar mostra, na figura 6, varios arcos de precipita -
¢80 correspondentes as proteinas séricas do soro de coe
lho (Ra-a-Erc) reveladas pelo anti-soro produzido em car
neiros (Sh-a-Ra). Esta figura demonstra ainda identida
de antigénica total entre as proteinas do soro de coelho

aplicado em trés pocos alternados.

O arco cérreSpondente a Imuno -
globulina G purificada (IgG-a~Erc) mostra relacao de i
dentidade com a proteina sérica IgG homéloga contida no
soro total de coelho. Uma relagao de nao identidade a
observada entre a IgG e a proteina que se apresenta sob

a forma de um arco mais espesso no soro total de coelho.

2. CRCMATOGRAFIA EM DEAE~CELULOSE DO SORC IMUNE

DE COELHOS

A figura 7 mostra a analise cro
matografica da fracio pseudoglobulina do soro imune de
coelho em DEAE-celulose. Duas fracdes com absorbancia a

280 nm relativamente alta foram obtidas e denominadas pico 1

e pico RC. O pico 1 foi eluido em tampao fosfato 5 mM
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Figura 6 - Dupla difusao em duas dimensoes em gel de agar do soro

de carneiro (Sh-a-Ra) hiperimunizado com proteinas to
tais do soro de coelho anti-eritrocruorina; este antiso
ro foi aplicado no pogo central da figura. A fragao IgG
do soro de coelho (lgG-a-Erc) e o soro total de coelho
(Ra-a-Erc) foram aplicados nos pogos periféricos de ma-
neira alternada. Pode-se observar uma relagao de identi
dade da fragao IgG de coelho purificada (IgG-a-Erc) com
o componente homologo do soro total de coelho(Ra-a-Erc).
Una relacao de nao identidade entre a IgG e o arco mais
espesso do soro total de coelho (Ra-a-Erc) € observada.
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Figura 7 - Cromatografia de troca anidnica em DEAE-celulose (dimgg

soes da coluna: 40x1 cm), equilibrada em tampdo fosfato
5 mM pH 8.0 e_condutividade 800 uS a temperatura aproxi
mada de 20-25°C. 0 soro de coelho imunizado com eritré
cruorina (Ra-a-Erc) foi aplicado ao topo da coluna, re-
sultando un primeiro pico eluido em baixa concentracao i
onica (pico 1). 0 segundo pico (RC) foi eluido em NaCl
0.5 M.
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pH 8.0 e apresentou A280, no seu Aapice,
de 1,500. ApOs o restabelecimento da densidade Otica a
niveis constantes e baixos, foi aplicada a coluna uma SO
lucao de cloreto de sodio 0.5 M para remocao das demais
proteinas (pico RC) adsorvidas a resina no tampao ini-

cial.

3. ANALISE IMUNOELETROFORETICA DAS FRACOES OBTIDAS
POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA A PARTIR DO SO

RO DE COELHOS IMUNIZADOS COM ERITROCRUORINA

O soro total de coelho (Ra-a-
—-Erc) analisado pela técnica de imunoeletroforese (fig.
8A) e revelado pelo soro de carneiro anti-soro total de
coelho ( Sh--a-Ra), apresenta um espectro de linhas de
precipitacao correspondente ao padrao normal esperado, -

destacando-se a proteina IgG mais catddica e a albumina

comoO um arco espesso anodico. Na fracao cromatografica'
RC obtida do fracionamentn do soro de coelho (Ra-a-Erc)
em DEAE-celulose e evidente um arco de precipitacao de

mobilidade tipica de IgG rapida em relacdo ao anodo.

A fracao IgG de coelho purifica
da em DEAE-celulose, gquando revelada pelo antisoro Sh-
-a-Ra, apresenta-se na imunoeletroforese da figura 8B co

mo um unico arco de mobilidade lenta em relacao ao ano-
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Figura 8 - Analise i munoeletroforética das proteinas tipo lgG do SO

ro de coe lho anti-eritrocruorina, obtidas por cromatogra
fia em DEAE-celulose. Em 8A, no poco denominado ST foo
ram aplicados 15 ul de soro total de coelho imunizado -
com eritrocruorina (Ra-a-Erc). No poco de baixo foi a
plicada a fragao RC obtida de cromatografia em DEAE-celu
lose. Como revelador foi utilizado um soro de carneiro
anti-proteinas totais de coelho (Sh-a-Ra). Imunoglobuli
nas de mo bilidade eletroforética tipicamente IgG podem
ser obser vadas tanto no soro total de coelho como na fra
¢ao RC (1 gG e IgG-RC). N
Na figura 8B a fracgao RC foi aplicada no pogo superior;
no inferior foi aplicada a fracdo 1 obtida de cromatogra
fia do soro imune de coelho (Ra-a-Erc) em DEAE-celulose.
Como reve lador foi utilizado soro de carneiro anti-soro
total de coelho (Sh-a-Ra). Um Gnico arco de precipita-
¢ao corre spondente 3 lgG lenta purificada pode ser vis-
to. Na f ragao RC se detecta um arco de precipitacio que

corresponde a IgG de mobilidade rapida em relacio ao ano
do.
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do. Nesta mesma figura pode-se observar na fracao RC o

arco que corresponde a IgG rapida que constitui essa fra

gao.
4. DEMONSTRACAO DE ATIVIDADE DE ANTICORPO DAS FRA
COES OBTIDAS NO FRACIONAMENTO DO SORO DE COELHO
ANTI-LERITROCRUORINA EM DEAE-~CELULOSE
A imunoeletroforese em placa de
agarose (fig. 9) permitiu a visualizacao de pelo menos

trés linhas de precipitacao da eritrocruorina, reveladas
pela fracao IgG (purificada e colocada nas canaletas). -
Dois arcos mais anddicos apresentam reacgao de néao identi
dade imunologica nitida. 0 arco mais catd
dico evidencia,pela sua forma,uma relacdo de mnao iden-

tidade com a proteina contiqua.

5. CONTROLE DA DIGESTAO PELA PAPAINA DA IgG DE COE

LHO ANTI-ERITROCRUORINA

A cromatografia em DEAE-celulo-
se do digesto total papainico de IgG de coelho anti-eri-
trocruorina (figura 10) mostra um pico de A280 cor
respodente ' ao- - "break through" da coluna denomina-

do pico 1. Ao tratarmos a resina da coluna com NaCl
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Imunoeletroforese em gel de agarose da eritrocruorina pu
rificada, revelada pela IgG de coelho anti-eritrocruori-
na (lgG-a-Erc) aplicada nas canaletas. Tres arcos de
precnpltagao correspondentes a eritrocruorina purlf|cada
sac revelados. Relagdo de nao identidade imunologica e
observada entre esses componentes.

i
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Figura 10 - Padrao obtido de cromatografia do digesto total das imu
noglobulinas G anti-eritrocruorina digeridas pela papéz
na (tempo de digestdo de 12 a 24 horas). A resina de
troca anionica (DE-52 Whatman) foi utilizada apos ter
sido equilibrada em tampao fosfato 5 mM pH 8.0 (coluna
de 20 x 1 cm). As fragoes 1 e 1A passam livremente pe-
la coluna. 0 material restante correspondente acs pi-

cos 2 e 2A sao eluidos em NaCl 0.5 M,
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0.5 M e obtida uma segunda fracdo que foi denominada pi
co 2. Em um intervalo de 12 a 24 horas de hidrélise,mag
tendo-se a concentracao enzima-substrato constante, nao
se verificou alteracao significativa do padrdo obtido. A
fracdo correspondente ao pico 1 mostrou indicios de uma
ou  mais subfracoes denominadas 1A. A
fracao correspondente ao pico 2 apresenta frequentemente

um "ombro" de densidade Otica relevante (pico 2A).

A figura 11 mostra o controle i
moeletroforetico de uma digestdo papainica de IgG de coe
lho purificada cujo tempo de digestdo foi de 24 horas e
cujo revelador foi um soro de carneiro imunizado com so-—
ro total de coelho {(Sh-a-Ra). Observa-se relacao de
nao identidade entre o arco de precipitacao que corres -
ponde a fracao 1 e aquele correspondente & fracio 2. Co
mo controle foi utilizado digesto total de IgG e a IgG
purificada. A analise do digesto total mostra pelo me-~
nos tré€s arcos de precipitagdo. A fracdo que correspon-
de ao pico 2 mostra dois componentes principais que guar

dam relacao de nao identidade imunoldgica.

6. ELETROFORESE EM GEL DE POLTACRILAMIDA DA IgG I'DE COE

LHO E DE SEUS FRAGMENTOS PAPAINICOS

A imunoglobulina G de coelho (Ra
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Figura 11 - Analise imunceletroforética do digesto obtido apds agao

da papaina por 24 horas sobre as imunoglobulinas G de
coelho. As proteinas isotipo lgG digeridas, foram reve
ladas por soro de carneiro anti-proteinas totais do so-
ro de coelhos. Na fig. 11A, a IgG purificada foi apli
cada no pogo superior; no pogo inferior foi aplicado o
digesto total (DGT). Na fig. 11B ¢ pico 1 obtidodacro
matografia do digesto total foi colocado no pogo supe-
rior; no pogo inferior foi aplicado o pico 2.

0 digesto total caracteriza-se pela presenca de trés ar
cos de precipitacao. A IgG purificada mostra um Unico
arco de precipitacao quando revelada pelo antisoro. A
fragao contida no pico 2 da cromatografia mostra dois

componentes que exibem entre si relagao de naoc identida
de.
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IgG) purificada mostra em PAGE/SDS a 10% uma banda princi
pal na interface gel de concentracao e gel de corrida. -
Sob sua forma reduzida a IgG apresenta duas bandas de mo
bilidade correspondente as cadeias pesadas H e as cadeias

leves L, como se observa na figura 12.

As proteinas contidas no pico 1
(obtido de cromatografia do digesto papainico total da
IgG de coelho), mostram migrag¢ao semelhante aquelas das
cadeias polipeptidicas H que apresentam peso molecular
de 50.000; em condigOes redutoras estas proteinas mi-
gram como cadeias leves (PM 25.000) de imunoglobulinas -

monoclonais FKW e proteina de Bence Jones (BJ BJJO) mono

mero.

O material que corresponde ao
pico 2 apresenta mobilidade idéntica aquela das protei-
nas de Bence Jones (BJ BJJO) nao reduzida, ou seja, no
seu estado dimerico. Apos reducdo esta banda apresenta

migracao tipica de cadeias leves de imunoglobulinas mono

clonais IgG3 FKW.

A eritrocruorina em seu estado
nativo apresenta quatro componentes: o principal compo
nente apresenta-se como uma banda dupla de migracdo seme
lhante aquela das proteinas de Bence Jones dimero. Esta

mesma banda de eritrocruorina migra ainda com mobilidade
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[s)

Figura 12 - Eletroforese em gel de poliacrilamida/SDS a 10%, da imu
noglobulina G de coelho nas suas formas nativa e digeri
da pela papaina antes e ap6s redugao com DTT 0,1M.  As
proteinas nao reduzidas foram aplicadas em: (1) IgG de
coelho; (2) Pico 1 obtido de cromatografia de troca i6
nica do digesto total papainico da IgG de coelho; (3]
Pico 2 isolado a partir de cromatografia de IgG de coe-
tho digerida pela papaina; (L) Proteina monoclonal de
Bence Jones (BJ JJO) dimero; (5) Proteina monoclonal
FKW isotipo 1gG,; (6) Eritrocruorina. Estas mesmas pro
teinas foram aplicadas na mesma ordem em (7), (8), (9)]
(10), (11) e em (12) foi aplicada Mioglobina, todas em
condicoes redutoras.

As cadeias leves que correspondem a 25 Kd (L) e as ca
deias pesadas que correspondem a 50 Kd (H) s3o evidenci
adas apos redugao com DTT. A proteina de Bence Jones
reduzida (BJ JJO) apresenta-se sob a forma de monomero
e migra como Unica banda, correspondendo ao pesc molecu
lar das cadeias leves de imunoglobulinas G. h
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semelhante aquela das proteinas contidas no pico 1 obti
do de cromatografia do digesto papainico total da IgG de
coelho. Dois componentes da eritrocruorina mostram mi-
gracao entre as cadeias pesadas (H) e as cadeias leves
(L)} das proteinas mielomatosas FEW; destas, a banda de
migracao maior situa-se quase que paralelamente as cadei
as leves. Uma outra banda nio t3o evidente e de migra

gao idéntica a de micglobina pode ser visualizada,

7. ANALISE ESPECTRAL DA ERITROCRUORTINA 1M PRESENCA
DE ANTICORPOS DE COELHO IMUNIZADO COM ERITROCRUQ

RINA

O espectro caracteristico da e
ritrocruorina de Glossoscolex paulistus apresenta trés
picos de absorcdo para a sua forma oxigenada: um deles
situa~se proximo a regiao de ultravioleta do espectrofo-~
tometro (Banda de Soret) e os outros dois picos (539,4 e
574,6 nm) situam-se dentro da faixa de lug visivel (fiqu
ra 13). Na sua forma deoxigenada, sdo evidenciados dois
diferentes picos: o pPrimeiro deles situa-se na regidao -
de Soret (luz visivel) e o segundo pico de absorcio & e

videnciado na faixa de 563 nm (figura 14).

Nas figuras 14 e 15A, em ensai

os de eqguilibrio com o Oxigénic, a eritrocruorina de G.
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Figura 13 -

Espectro de absorgao da eritrocruorina de 400 a 600 nm
—- forma oxigenada. Tres diferentes picos sao visuali-
zados; entre 500 e 600 nm pode ser observado um pico
de absorcac a 539.4 (é un outro pico a 57h.6 nm. A e
ritrocruorina12,t x 107° M foi dissoivida em tampao -
tris-HCl pH 7.2 0,05 M,
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Figura 14 - Curva experimental da eritrocruorina, obtida pelo meto

do espectrofotometrico, com varredura de 400 a 600 nm—
forma deoxigenada. Sao visualizados dois picos de ab-
sorgao maxima; espectro visivel de 500 a 600 nm mos
tra uma curva pouco definida proxima a 563 nm. A solu-
¢ao utilizada foi tris~HC! 0,05 M pH 7.2, contendo eri
trocruorina 12,1 x 107° M em ditionito de sodio 0,1 M.
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paulistus apresenta dois picos de absorcac: a oxleritro
cruorina com um pico maximo a 419 nm e a eritrocruorina'’
deoxigenada com um pico maximo a 428 nm (Banda de Soret).
Este comportamento & modificado pelo efeito de imunoglo-
bulinas IgG de coelhos imunizados com eritrocruorina, cau
sando alteracoes nc espectro da deoxieritrocruorina evi-
denciadas por um desvio para a direita do pico maximo de

absorc¢aoc a 428 nm (figura 15B).

Na figura 15C podemos observar
em destaque o desvio para a direita do pico em 428nm pe

la presenca de anticorpo isotipo IgG.

A analise espectral da eritro -
cruorina demonstra, em amostras separadas, a manutencao'

dos pontos isosbésticos (390, 422, 466 nm).

8. IMUNOGLOBULINA G ANTI-ERITROCRUCRINA MODIFICA AS

CURVAS DE EQUILIBRIO DO OXIGENIQ COM A ERITROCRU

GRINA

O efeito de quantidadzs de TgG

especifica nas curvas de equilibrio com o oxigénio & de

monstrado na figura 16. 0Os valores de ?SO cbtidos a par

tir de trés amostras gue continham eritrocrucrina em pre

senca de IgG revelam um desvio para a esquerda das cur
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Figura 16 - Plot de Hill ~ Curvas de Equilibrio da Eritrocruorina -
com 0 oxigénio., Em (A} eritrocruorina 10-6M. {B) eri

trogruorina 10-6M em presenga de anticorpo especifico -
107°M.  (C) eritrocruorina 107°M na presenca de anticor
po especifico 10-7M. (D) eritrocruorina 1070M na pre-
senca de anticorpo especifico 2.10“7M. Neste ensaio,
foi utilizado tampao tris-HCl 0.05M, pH 7.4, T=20°C,
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vas de equilibrio, evidenciando diminuicao dos valores
{(1,905%; 1,710; 1,253 Torr) quando comparadas ao contro
le (eritrocruorina PSO = 2,500 Torr).

A Tabela 2 mostra gue as curvas
de oxigenacao da eritrocruorina sofrem um desvio para a
esguerda na presenca de antisoro especifico (amostra 4:
Ra—a-Erc) ou de IgG purificada (amostras 2 e 3: IgG-a—~
-Erc). No caso da amostra 5 (Ra-a-Erc) & evidenciado um

desvio das curvas de equilibrio para a direita.

Observé#se ainda na Tabela 2 -
gue nenhuma altevacdo das curvas e evidenciada com eri-
trocruorina na presencga de soro de carneiro nao imuniza
do (amostra 6: Sh WS) em comparacio ao controle (amo s~
tra 1: eritrocrucrina). A concentracao dos diferentes
soros fol ajustada de maneira idéntica, com a intencdo

de se obter um padriao similar de concentracao proteica.

9. INTERACAO DE PROTEINAS TOTAIS COM A ERITROCRUORI

NA

Proteinas em excesso causam um
desvio para a direita da curva de oXlgenagao, como mos-
trado nas figuras 17 e 18. Uma das amostras, composta

. . -6 .
de eritrocruorina 6.10 M e albumina humana na concen




iy
o ‘OPRUTWISISD OBU = °"P-U

‘gTe203 seursjoxd op OSsS0OX3 OP SO0DTPUOD gy %0i-G @I3UD scotiroadse sodI0OT3UR OPURIBPTISUCD «

bG60°9 G8L°0 00p’ L - 999% ‘1 - - 059 9
pgeL’zl SoLYL "pru /¥ - »x078°C - £6°9 S
£LLY'F 0L9’0 v’z «1/6 - yEGTL - £6°9 v
SG06° L 08z'0 0oL’ L L/ - - z6v 'L L0"9 £
5GE6R‘ € G660 L8677 L/8 - - 9y L’ 0 £0’9 z
065575 YL O G961 - - - - ¥9'9 L
TeTou
(e " omm Pt - w%w \NMHW ﬁww\m% ?MM&MME Mugm.uwwwmﬁ Wi [ o SEIISON

(IS US) OpRZTUnUT CRU OITAUIRD 8P TRI0} OI0Ss © (oIg-e-ey) 00TjIoadsa (2303 OJOS

! (oxg-e-HbT) corIToadse odrcoTiue Sp phusselrd we (DXY) PUTICAIOONITI® BP (ITTH 8p SIUsTOTIac)) U, @ om& -~ 7 YIINL



56

.
LOG 75

1.0 =

05

-1.0 -

1 i i i
{E) 0?2 04 06 08 1o oG POy

Figura 17 - "Plot de Hill'"' - Curvas de equilibrio da eritrocruorina
na presenc¢a de albumina humana, Em (o) Erc {eritrocruo
rina) 6.10°®M, Em (%) Erc 6.1076M e albunina 172.10-G
M.
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Figura 18 - "Plot de Hill' - Curvas de oxigenagao da eritrocruorina
contendo albumina humana e 1gG de coelho especifico. Em

{0) Erc 6.10-6M, Em (#)} Erc 6.?0“6M, albumina 172.10-6
Me tgG 1,31.10~6M,
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tragao final 172 x 1OM6M, apresenta um deslocamento para
a direita das curvas de equilibrio (figura 17). O mesmo
des locamento e evidenciado em outra amostra contendo eri
trocruorina 6 x 10"6M em presenca de albumina e IgG, nas

6

concentragoes finais 172 x 107° M e 1,31 x 1070 M respec

tivamente (figura 18).

kstas amostras foram comparadas
ao controle (eritrocruorina 6 x 10"6 M) e as alteracgodes
das curvas de equilibrio sao evidenciadas através deE%O,
por um aumento de 4,466 Torr para 5,649 Torr no casce de
eritrocruorina em presencga de aibumina. Na amostra con

tendo eritrocruorina com albumina e IgG especifica ha um

aumento de 4,466 Torr para 5,623 Torr.

10. FRAGMENTOS PAPAINICOS DE IgG ANTI-ERITROCRUQRI-

NA AFETAM O COMPORTAMENTO DA ERITROCRUORINA NO

PLOT DE HILL

Na presenca de guantidades cres
centes do pico 1 isoladoc por cromatografia de troca anio
nica do digesto papainico total de IgG, verificou-se gue
as curvas de oxigenagao da eritrocruorina deslocam-se pa
ra a esquerda (figura 19). Deste desvio resultaram os se-
gulntes valores de PSO: 5,888 Torr para eritrocruorina'
(2,88 x 10™° M} na presenca de pico 1 (1,6 x 1076 M): e
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Figura 19 - Curvas de equilibrioc da eritrocruorina de 4. paulistus
na presenga de Fragmentos Fab obtidos a partir da diges
tao papainica de igG especifica. Em {o) Erc l(eritrocry
orina) 5,6 x 10-6M. Enm (A) grc 5.6 x 1675 e Fab 1,3 x
10-6M. Em (o) Erc 5,6 x 10754 e Fab 2,6 x 10-6y.
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5,011 Torr para eritrocruorina (2,8 x 100 M} na presen

ca de pico 1 (2,8 x 107° M) .

A comparacao destes valores com

o controle (eritrocruorina 2,8 x 10“6 M; 6,456 -

Pso

Torx )} confirma o deslocamento para a esquerda das curvas

de oxigenacao.



DISCUSSAQ
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O transporte de oxigénio em gran
de numero de anelideos & mediado por arranjos conformaci
onais de macromoleculas gigantes denominadas eritrocruo-
rinas. Na intencao de se estudar as modificacgoes da con
figuracgao oxi, bem como deoxigenada destas proteinas, es
pécimes de . paulistus — uma minhoca gigante — foram
obtidos, e seu sangue submetido a ultracentrifugagao.
Seu pigmento respiratdrio (eritrocruorina) foi isolado e
em seguida passamos a imunizacao de coelhos de linhagenm

nao~definida para cbtencgdo de antisoro policlonal anti-

—~aeritrocruorina,

Os resultados de imunodifuséo
dupla em duas dimensoes (QUCHTERLCONY, 0., 1953) do soro
total de coelhos e de IgG de coelho isolada por cromato
grafia anidnica, revelados por soro de carneiro imuniza
do com proteinas totais do soro de coelhos (figura 6) su
gerem a exlsténcia de identidade parcial entre a imuno -
globulina G e sua fracao homéloga no soro total. Esta
observacao e consistente com evidéncias experimentais in
dicativas de gue estas protelnas sejam parte integrante
das proteinas séricas correspondentes ds imunoglobulinas
IgG de coelhos. Estas proteinas nao se constituem numa
Unica espécie molecular, sendo heterogéneas e potencial—
mente contendo uma grande variedade de anticorpos distin

tos (NOELKEN, M.E. et al, 1965).
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A cromatografia de troca anidni
ca em DEAE-celulose do soro de coelho imunizado com pro
teina respiratdria do tipo eritrocruorina (figura 7), e
videnciou a separacgao do sistema precipitante IgG em apa
rentemente duas populacgdes: uma delas constitui o pri-
meiro pico eluido, de migragao lenta em relacdao ac anodo
e com arco de precipitagio de mobilidade semelhante a
IgG de cobala (OLIVEIRA, B. et al, 1970) e de Tayassu ta
Jacu (LOVO-FARAH, M.F., 1988) - figura 8A. A outra popu
lagao de IgG gue se apresenta contida na fragao RC (figqu
ra 8B} possuil migracao rapida caracteristica da subclas
se Ig(% descrita na cobaia (BENACERRAF, B., 1963), camun
dongo (FAHEY, J.L., et al, 1964} e outros vertebrados -
(COE, J.E., 1968; KIM, Y.B. et al, 1966; MURPHY, ¥F.A.
et al, 1965}). N3o estad claro se a separacao de IgG de
coelhos em diferentes mobilidades acontece apenas pelo
efeito da diferenca de cargas, ou se por variagao na sua
composicao e estrutura (SELA, M. et al, 1963), embora
tais anticorpos difiram um do outro por possulrem sitios
de ligacaoc de variadas especificidades, partilhando ao
menos em parte de diferencas em sua sequéncia de aminoa-

cidos e composigio (NOELKEN, M.E. et al, 1965).

A especificidade da IgG de coe

lho anti-eritrocruorina de mobilidade "lenta" & apresen-
tada na figura 9. Notam-se trés linhas de precipitacéo

aparentes, gque evidenciam o reconhecimento antigénico de
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pelo menos trés componentes da eritrocruorina gue migram
diversamente. Estes componentes parecem apresentar car
gas distintas, sugerindo que possam conter variacdes em

sua composicac de aminoacidos.

A imunoglobulina IgG do soro de
coelhos, digerida pela papaina, apresentou um digesto pa
painico total (DGT) que foi cromatografado em DEAF-celu-
lose (figura 10). Obtiveram-se trés picos de densidade
otica: o pico 1 e fragdo 1A; e picos 2 e 2A. Os pri
meiros picos eluidos (picos 1 e 12) correspondem A fra
cao Fab de IgG "lenta" (segundo a mobilidade eletroforé-
tica da molécula nativa). A grande heterogeneidade exis
tente na porcao Fab da IgG de coelho utilizada & demons
trada, em parte, pelo perfil cromatografico dos picos 1
e TA, gue se apresentam distribuidos no fracionamento de
DGT guase que de maneira uniforme. En geral, a porgao -
Fab de IgG de coelhos difere entre si, sendo composta -

por diferentes populacSes moleculares (PORTER, R.R.,1959).

A eletroforese em gel de polia-
crilamida (PAGE-SDS; figura 12) da IgG "lenta" de coe-—
lho mostrou que esta proteina comporta-se como Gnica ban
da, o gue foi 4til na determinacido de seu grau de pure
za. Apés redugao com DT7T estas proteinas apresentaram -
cadeias pesadas {H}) seme lLhantes aquelas de seu marcador

(proteinas FKW do isotipo IgG3) e uma banda menos inten
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sa correspondente as cadeias leves (L).

O pico 1 obtido de cromatogra -
fia de troca anidnica do digesto total de IgG apresenta
-se sob a forma de uma banda principal com mabilidades, em gel
de acrilamida, compativel com a mobilidade da proteina
de Bence Jones (BJ BJJO) dimero. Apés redugio, as pro
teinas contidas no pico 1, consideradas fragmentos Fab,
possuem mobilidade semelhante aguela de proteina de Ben
ce Jones mondmero (reducdo com DTT). Os picos 2 e 23 -
(fragmento Fc¢ da IgG de coelho) mostram duas significan
tes bandas: uma delas, de peso molecular 50.000, corres
ponde a contaminagdc por Fab (picos 1 e 1A). A outra, de
menor peso molecular, coincide com um dos componentes da

eritrocruorina que apresenta 28 Kd.

A eritrocruorina de (lossosco-
lex paulistus apresenta quatro componentes na eletrofore
se em acrilamida, gue apresentam peso molecular defini
do: um componente principal de aproximadamente 50,000,
cuja mobilidade & semelhante & mobilidade da proteina de
Bence Jones dimero; o segundo componente apresenta 33
Kd. J& o terceiro e quarto componentes apresentam res-

pectivamente 28 Kd e 12-16 XKd (MEIRELLES, N.C. et al,

1985).

Interessantemente, um dos
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componentes da eritrocruorina mostra mobilidade idéntica
aguela da mioglobina. Isto poderia indicar a pos-

sibilidade de semelhangas estruturals entre as duas

proteinas, Ja& que hemoglobinas e mioglobinas pos-=
suem uma cadela polipeptidica ancestral comum,
Estudos de comparacao entre a-seqliéncia de amino

acidos de alguns mamiferos e hemoglobinas de Glycera (PO
LICHAETA) e lampreia foram realizados por LEHMAN & ROME
RO-HERRERA. Existem respectivamente 105 e 102 diferen -
gas sequenciais entre estas hemoglobinas e a mioglobina
humana, demonstrando neste caso uma taxa de evolug¢do apa
rentemente constante, baseando-se no fato de que estas
formas evoluiram separadamente do "estogue" ancestral de
mamiferos por cerca de 540 e 420 milhdes de anos. Ainda
nesta linha de raciocinio, o estudo evolutivo de miocglo-
binas nao pode ser dissociado de sua funcao. A mioglobi
na assemelha-se a hemoglobina nos contatos de heme, mas
nao nos seus sitios particulares; responsaveis pela inte
racdo heme-heme. 0s residuos hidrofdébicos internos sac

similares em todas as globinas (LEHMANN, H. & ROMERO~HER

RERA, A.E., 1974}).

Uma das maneiras de se estudar
as modificagSes da configuracdc estrutural de hemoglobi-
nas €& através dos estudos em espectrofotometria. Na figu
ra 13, a analise espectral da hemoglcbina extracelular -

de G.paulistus (utilizando-se varredura de 400 a 600 nm)
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demonstra trés picos de absorcao para a sua forma oxige-
nada, gque se situam a 419, 539,4 e 574,6 nm. A figura 14
mostra apenas dois picos de absorcdo: um deles situado
na banda de Soret (428 nm) e o outro pico, ndo muito bem
caracterizado, a 563 nm, ambos correspondentes 3 eritro-
cruorina decoxigenada. Através destes resultados e base
ando-se na metodologia utilizada por ROSSI-FANELLI, A. &
ANTONINI, E., 1958 e modificada por MEIRELLES, N.C.,b1985,
1987, evitamos erros de alta magnitude através de leitu
ras a 419 nm e 428 nm para obtencdo das curvas de oxige-

nagao em equilibrios isosbésticos.

A manutencac dos pontos isosbég
ticos a 390, 422 e 426 nn {(figura 15) mostra consistentg
mente que estamos lidando com uma Gnica espécie nolecu -
lar. Este dado revela ainda gue a eritrocruorina encon
tra-se em seu estado nativo e que o pH, a diluicdo da 50
lugao bem como a temperatura ambiente foram mantidos du
rante O experimento. Variacdo na forcga idnica de 0,02 a

té 2M em solucdo de NaCl ndo provocou alguma modificacio

no espectro da eritrocruorina.

Na figura 15B e 15C h& um deslo
camento das curvas para a direita, o gue pode ser indi
cio de alteracao na configuragao molecular da eritrocrug
rina em presenca de IgG especifica. A configuragao mole

cular que deve principalmente estar envolvida neste tipo
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de alteracao parece ser referente a deoxieritrocruorina.
A concentracao da eritrocruorina em relacao a concentra
cao de IgG foi estimada atraveées da razao molar heme/IgG.
Esta determinacao fol possivel uma vez gue a taxa nédia
de grupamentos heme por molécula de eritrocruorina & de

136, significando 10,5 grupamentos heme por monomero (COS

Ta, M.C.P. et al, 1988).

0 significado evolutivo de uma
proteina pode ser avaliado ndo somente por modificacoes'
em sua sequéncia de aminoacidos, mas também pela sua va
riacao conformacional. Existem evidéncias sugerindo gue
sequeéencias de amincacidos gque diferem entre si podem as
sumir conformagdes quase idénticas. Talvez o melhor e-~
xemplo de similaridade conformacional com a mesma ativi
dade bioldgica, mas com sequéncias primarias inteiramen-
te diferentes, seja o gue envolve familias de hemoglobi
nas e mioglobinas. Para gque sejam eficientes, estas pro
teinas devem possuir uma estrutura que venha prevenir a
oxidacao e permita a ligacao de oxigénio ao Fe2+, ocasio
nando uma modificagao conformacional que libera o oxigé
nio em condigoes apropriadas. Estes reqguisitos S 30
portanto fortemente dependentes de suas propriedades con
formacionais. A Leg hemoglobina difere da hemoglobina -
humana em 137 aminodcidos e ainda assim ambas possuem es
truturas tridimensionais similares e contém heme, funcio

nando como carreadores de oxigénio. Outras pesguisas su
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gerem ainda gue em certos casos a sequéncia primaria nao
determina especificidade e funcao, referindo-se & especi
ficidade de anticorpos anti-dexiran com peguenas diferen
cas de tamanho, forma, estrutura e constantes de ligagao.
Estes anticorpos exibem diferencas significantes nas se
guéncias de aminoacidos em seus trés CDR ("complementarity
determining regions") sem gue haja disturbiocs de especi-
ficidade funcional. Assim, fungao idéntica nao reguer
necessariamente sequéncia primaria idéntica. A natureza
ndo deve selecionar através de sequéncias primarias, e

sim para conformacGes funcionais (ERLANGER, B.F., 1989).

Se as sequéncias de amincacidos
e estrutura terciaria em duas sequéncias sao similares,-
seria simples aceitar a idéia de homologia. Mas se uma
das situagoes existe, e a outra ndo, como poderiamos ava
liar ? O melhor principio é gue duas proteinas podem
ser classificadas como homologas se forem fortemente si
milares nas regides de suas estruturas onde nao exista
razao funcional para isto, embora tal afirmacao seja dis
cutivel por nac conhecermos todas as funcoes de cada pro
teina (DICKERSON, R.E., 1971). A Gnica evidéncia rema-
nescente de uma origem comum, neste caso, deve estar com
seguranca na conservacgao de sua estrutura terciaria e

funcao (LILJAS, A. & ROSSMANN, 4.G., 1974).

Os estudos realizados a partir
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das curvas de equilibrio da eritrocruorina com o oxigé-
nio demcnstraram que hemeproteina aumenta sua afinidade’
em presenca de IgG especifica purificada (figura 16). Es
te efeito parece ser dependente de concentracao com deé
vio das curvas gradativamente para a e@squerda no "Plot
de Hill". Resultados obtidos con hemoglobina humana fo

ram concordantes com 0s resultados acima apresentados -

(REICHLIN, M. et al, 1969).

Na Tabela 2, quatro diferentes
tipos de amostras foram utilizadas no ensaio de equili-
brio com o oxigenio: Eritrocruorina (amostra 1). Eritro
cruorina na presenca de soro de coelho anti-eritrocruori
na f{(amostras 4 e 5). FEritrocruorina com IgG especifica
purificada (amostras 2 e 3). Eritrocruorina com soro de
carneirc nac imunizado (amostra 6). Tanto o soro  total
como a IgG especifica Foram capazes de induzir aumento
de afinidade, medido em 50% de saturacao dos sitios da e
ritrocruorina pelo oxigénio e evidenciado poer um desvio!
das curvas para a esquerda. TFoi observada una diminuicio
de afinidade (desvio para a direita das curvas) no caso
de amostras em condicdes de "excesso de proteinas totais"
(amostra 5) — como explicar esta observacao ? 0s dados
obtidos "falam" a favor de uma possivel interacio de pro
teinas outras que nio IgG, presentes no soro total de a

nimais imunizados com eritrocruorina. Nao foram verifi

cadas variacdes da eritrocruorina sozinha ou na presenca
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de soro de carneiro nao imunizado.

Os estudos em cristalografia de
Raios X permitem observacgdes precisas dos rearranjos es
pontaneos e da cooperatividade que ocorrem na molécula
de eritrocruorina (ROYER JR, W.E. et al, 1987), aqui ava
liados por fotometria. Na Tabela 2, a cooperatividade -
mostra-se de acordo com a literatura, com valores de "n"
acima de 1.0 e interacdo heme-heme positiva (SANTUCCI,
R. et al, 1984). De maneira geral, os valores de "n" em
50% de saturacao (P50) aumentam cerca de uma unidade guan
do comparadoes ao controle (eritrbcruorina, amostra 1), ©
gque pode ser interpretado como modificacao na cooperati-
vidade da molécula, ou seja, uma alteracao na interacdo'
do oxigénioc com os grupamentos heme da eritrocruorina -

quando em presenga de outras proteinas.

Para estimar se a diminuicdo da
afinidade da hemeproteina pelo oxigénio ocorreria sempre
em presencga de excesso de proteinas totais, utilizamos u
ma amostra de eritrocruorina com albumina humana (figura
17) e outra amostra contendo eritrocruorina com albumina
e IgG especifica (figura 18). Ambas as curvas de oxige-
nagao deslocaram-se para a direita e revelaram diminui
cao da afinidade da eritrocruorina pelo cxigénio, com va
lores similares em P50 —— respectivamente 5,649 e 5,623  torr.

Pode-se sugerir que este efeito seja obtido por efetivar as
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interacgoes existentes entre as cadeias polipeptidicas da
proteina respiratéria em questdo, semelhante ac que ocor
re na hemoglobina humana. Recombinacio de subunidades i
soladas do tipo monomérica (cadeias a) ou tetramérical(ca
deias £) da hemoglobina humana, resulta em uma drastica
diminuicao da afinidade pelo oxigénio (ANTONINI, E. et

al, 1965).

O potencial da interagio de coo
peratividade entre as numerosas subunidades de pigmentos
respiratdrics de alto peso molecular & extenso, existin
do uma ampla expressio deste fendmeno. Na figura 19, o
grafico representativo das curvas de oxigenacao da eri-
trocruorina em amostra contendo o fragmento papainico -
Fab de IgG especifica confirma o padrdo obtido com a mo
lecula de IgG nativa e difere daguele obtido com protei
nas totais. Neste mesmo grafico observamos um gradativo
aumento de afinidade pelo oxigénio, segundo aumento na
concentracgao de Fab contida na amostra: estes valores
variam de 5,88 até 5,01 torr em P50. Sugerimos gue este
desvio deva ocorrer devido 3 desestabilizacdo da confor-
magao deoxieritrocruorina, causada pela interag¢do nao-co
valente especifica do fragmento Fab com a superficie da

molécula.

Torna-se complexa a avaliacao -

do sitio exato de ligagdo de proteinas especificas e de
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proteinas totais na molécula de eritrocruorina, embora
saibamos que proteinas tais como a albumina possuam pro-
priedades de ligagao ao grupo porfirinico, no soro de ma
miferos (MULLER-EBERHARD, V. & MORGAN, W.T., 1975). G
estudo comparativo junto a invertebrados permite, contu
do, uma melhor compreensao dos fenodomenos ligades as pro
priedades alostéricas de pigmentos respiratdrios, bem co

mo o entendimentc da evolucao destas proteinas.

As eritrocuorinas sao distribuil
das em todo o filo de invertebrados, e particularmente -
entre alguns nematdoides (TERWILLIGER, R.C., 1980). A a-
linentagaoc dos nematdides parasitas varia muito: alguns
alimentam-se de contelido intestinal de seu hospedeirc, -
ocutros de muco, de elementos do tecido e de sangue. A
digestao dos alimentos ingerides & efetuada por enzimas'
que, no caso de sugadores de sangue, cindem a oxihemoglo
bina em hemoglobina e finalmente em hematina. O oxigé -
nio assim obtido & utilizado pelc verme em seu metabolis
mo para combina-lo com sua prdpria hemoglcbina. Em cer-
tos casos, como nos ancilostomideos, admite-se que o san
gue por eles sugado seja mais importante como fonte de
oxigénio do gue de alimentacac. De um modo geral, toda-
via, os nematdides sao anaerdbios facultativos, porém -
nao obrigatdrios., Obtém a energia principalmente pelo
desdcbramento do glicogénio, porém na sua maioria utili-

zam~se do oxigénio livre em graus diferentes. Alén de



enzimas que agem na fermentagdo da glicose (glicdlise) ,-
nuitos deles possuem pigmentos respiratdrios (PEssOA, s.
B. 1982). 0O estudo das propriedades fisioldgicas de ne-
matoides na presenca de anticorpos especificos, abriria'
a possibilidade do desenvolvimento de métodos profiliti-
Cos contra certas patologias causadas por estes parasi -

tas, através do bloqueio de suas reqides imunodominantes

comprometidas com a ligacac de oxigdnio.
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0 espectro caracteristico da eritrocruorina de G.
paulistus (OLIGOCHALTA; GLOSSOSCOLECIDADE}, em en-
saios de oxigenagao, apresenta um pico maximo a 419
nm para a forma oxigenada e um pico a 428 nm para a

deoxieritrocruorina.

Este comportamento & modificado pelo efeito de anti

soro de coelhos, por IgG especifica e por seus frag

mentos papalnicog Fab.

O desvio para a direica do espectro (deoxieritrocruo
rina) demonstra que ha aumento na afinidade da heme

proteina pelo oxigénio, traduzido & partir do "plot

de Hill".

Uma afinidade diminuida & observada quando grandes

aquantidades de proteinas totais saoc utilizadas.

Nenhuma diferencga no espectro da deoxieritrocruori-

na foi detectada com eritrocruorina sozinha ou com

‘eritrocruorina na presenca de soro total de carnei-

ro nao imunizado.




RESUMO



Tritrocruorinas sao proteinas -
respiratdorias responsaveis pelo transporte de oxigénio,-
possuem peso molecular acima de 3x106 e estao presentes
na hemolinfa de anelideos. O espectro caracteristico da
eritrocruorina de Glossoscolex paulisius em ensaios de E
quilibrio com o Oxigénio mostra a oxieritrocruorina com
um pico midximo de absorgao a 419 nm.e sua forma deoxige-
nada com um pico mAximo a 428 nm. Este comportamento @&
modificado pelo efeito de antisoro de coelhos especifi -
co, por IgG especifica e por fragmento Fab especificos,~
revelando uma alteracao do espectro de absorcao da eri -
trocruorina por um desvio para a esquerda das Curvas no
"Plot de Hill". Este desvio demonstra uma afinidade au-
mentada da hemeproteina pelo oxigénio. Nao foram obser-
vadas modificagoes do espectro da eritrocruorina sozinia
ou na presenga dé soro de carneiro nao imunizado. A con
centracido de proteinas dos diferentes soros foi ajusta -
da, na intencao de se obter quantidade. similar . de pro
teina. . Por outro lado, uma diminuic¢ac na afinidade pe-
lo oxigénio & observada quando sac usadas grandes quanti
dades de proteinas totais do soro — talvez devido a inte
ragao nao especifica de proteinas outras que nao I1gG, e-

xistentes no soro total especifico.
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Brythrocruorins are respiratoxry
proteins responsible for the oxygen transport, having

molecular weight over 3x106, present in the haemolymph

of annelids. The caracteristic spectrum of the
erythrocruorin from Glossoxolex paulistus in a Oxygen
Equilibrium assay shows the oxyerythrocruorin with a

maximum absortion peak at 419 nm ant the deoxygenated
form with a maximum at 428 nm. This behavior is modified
by the effect of a whole specific antiserum raised in
rabbits, by specific IgG antibodies and by specific Fab
fragments, showing an alteration of the erythrocruorin
spectrum by a deviation to the left of the Hill Plot
Curves., This deviation denotes an increasing affinity
to the oxygen of the hemeprotein. No differences in the
spectrum of the erythrocrucrin were detected with
eryvthrocrucorin alone, or in the presence of whole serunm
of a non-immunized sheep. Protein concentration of the
different sera were adjusted, in order to have a similar
amount of protein. On the other hand, a decreased
affinity to the oxygen is observed when larger amounts
of the whole serum protein are use — perhaps due to non
~-specific interaction of non IgG molecules of the whole

specif antiserum.
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