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Linhas de pesquisa
1. Biofisica-molecular,proteinas, biotecnologia, biomateriais.

Objetivos:estudos de caracterizagdo estrutural e da
estabilidade de duas hemoglobinas extracelulares gigantes,
uma extraida do anelideo Glossoscolex paulistus (HbGp) e a
outra do Amynthas gracilis (HbAg) e avaliar o potencial uso
destas hemoglobina como biossensor de contaminagao
ambiental. Para estes estudos biofisicos propfe-se o0 uso de
diversas técnicas espectroscopicas, como absor¢do Otica,
fluorescéncia, dicroismo circular, espalhamento de luz dinamico
(DLS), espalhamento de raio X de baixo angulo (SAXS),
ultracentrifugacéo analitica (AUC) e espectrometria de massa.
Assim avaliaremos a estabilidade térmica, dissociacdo e/ou
desnaturacdo da HbAg e HbGp em diferentes valores de pH,
na presenca de agentes caotrOpicos, metais e pesticidas.
Imobilizacdo da HbAg e HbGp em biopolimeros como filme
nanoestruturados, por técnica LBL, o que permite que a regido
de biorreconhecimento fique livre para a interacdo com
pesticidas ou metais (fertilizantes) de interesse agronémico.

Projetos
Projetos de pesquisa:

2016 - 2018: Caracterizagcdo estrutural da hemoglobina extracelular de
Amynthas gracilis (HbAg) por diferentes técnicas biofisicas.

Descricdo: O presente plano de pesquisa de mestrado tem como objetivo
realizar estudos de caracterizagéo estrutural e da estabilidade da hemoglobina
extracelular gigante extraida do anelideo A. gracilis (HbAg). Serdo estudadas
as propriedades biofisicas da HbAg e suas subunidades, tais como, a
dissociacdo e/ou desnaturacdo, em diferentes valores de pH e efeito de
concentracdo de proteina. Varias técnicas espectroscopicas, tais como,
absorcdo Otica, fluorescéncia estatica, dicroismo circular, espalhamento
dindmico de luz (DLS), e estruturais, espalhamento de raios X a baixo angulo
(SAXS), ultracentrifugacao analitica, do inglés, Analytical ultracentrifugation -
AUC e espectrometria de massas, do inglés, matrix assisted laser desorption
time-of-flight mass spectrometry - MALDI-TOF-MS seréo utilizadas.

Situacdo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Financiador: Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo-
FAPESP (processo: 2016/10884-1)

2014 - 2015: Oligoquetas edaficos como bioindicadores da qualidade do solo
em ecossistemas agricolas

Descricdo: Seréa dada continuidade aos estudos desenvolvidos, com o objetivo
avancar nos estudos de caracterizacdo estrutural e da estabilidade da
hemoglobina extracelular gigante, extraida do anelideo Amynthas gracilis



(HbAg). Devido as propriedades fisico-quimicas de hemoglobinas
extracelulares: resisténcia a oxidacdo, alta cooperatividade e estabilidade
oligomérica, significativo poder de reassociagdo, e uma maior estabilidade
gquando comparada com a hemoglobina humana despertou-se o interesse de
sua aplicacao tanto na area médica, como sangue artificial, quanto ambiental
por sua afinidade a metais. As hemoglobinas de Lumbricus terrestris (HbLt) e
Glossoscolex paulistus (HbGp) vem sendo estudada em projetos anteriores e
podera ser usada como um modelo para as investigacées com a HbAg, ainda
ndo explorada. Desta forma, para avaliarmos as propriedades fisico-quimica da
HbAg, propdes-se o0 uso de diferentes técnicas biofisicas e espectroscopicas,
como absorgdo Otica, fluorescéncia, dicroismo circular, espalhamento de luz
dindmico (DLS), espalhamento de raio X de baixo angulo (SAXS),
ultracentrifugacdo analitica (AUC) e espectrometria de massa (MALDI TOF).
Desta forma avaliaremos a estabilidade térmica, dissociacdo e/ou
desnaturacado da HbAg em diferentes valores de pH e na presenca de agentes
caotropicos. Uma vez caracterizada, a hemoglobina HbAg sera imobilizada em
superficies solidas através de filmes automontados e seu potencial como
biossensores para a deteccdo de metais que contaminam o solo, sera
explorado.

Situacédo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Financiador: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico-
CNPq

2011 - 2013  Oligoquetas edéaficos como bioindicadores da qualidade do solo
em ecossistemas agricolas na Regiao do Vale do Ribeira

Descricdo: Entre os diversos seres vivos que habitam o solo, as
minhocas tém sido propostas e utilizadas como biondicadores da qualidade do
solo. Estas apresentam efeitos positivos sobre a estrutura fisica do solo, a
disponibilidade de nutrientes para as raizes, crescimento das plantas e
produtividade agricola. Portanto, € necessario gerar mais informacdes sobre as
suas populacdes e relacdo com diversos parametros ambientais e fisico-
guimicos do solo em diferentes ecossistemas do pais, e sobre seu potencial
uso como bioindicadores ambientais. Assim, esse projeto avaliara as
populacdes de minhocas em ecossistemas agricolas do Vale do Ribeira,
principalmente nas culturas de Banana, e sua correlacdo com as propriedades
ambientais. O trabalho visa avaliar de forma mais ampla, o potencial das
oligochaetas como bioindicadores da fertilidade do solo, e propor em nivel
molecular como os defensivos agricolas afetam o organismo destes animais.
Existem diversos protocolos da Organizacdo internacional para padronizagcao
(ISO) referentes a ensaios ecotoxicoldgicos com minhocas. Entretanto, esses
ensaios usam minhocas epigeéias e exoticas que nao sao representativas dos
solos brasileiros e desta forma faz-se necessario avaliar o impacto de
contaminantes sobre as minhocas mais comumente encontradas em
ecossistemas agricolas e florestais do nosso pais. Na segunda etapa deste
projeto de pesquisa serdo avaliadas as propriedades fisico-quimicas e
estruturais da hemoproteina, extraida dos anelideos, presentes nas culturas de
banana. Para estes estudos fisico-quimicos propbe-se o0 uso de diversas
técnicas espectroscopicas, como absorcdo Otica, fluorescéncia estatica,
espalhamento de luz dinamico (DLS) e dicroismo circular (CD), assim como
algumas técnicas estruturais, espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS),



ultracentrifugacdo analitica (AUC), espectrometria de massa e cromatografia.
Todas estas analises deverao contribuir para um salto qualitativo importante no
conhecimento e caracterizagao de

Situacdo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Outros tipos de projetos

2017 - 2018: Determinagdo de parametros termodindmicos e atividade
intrinseca da hemoglobina extracelular de Amynthas gracilis
(HbAQ)

Descricdo: O projeto tem como objetivo o estudo da cinética de
agregacao/dissociacdo da hemoglobina do anelideo Amynthas gracilis (HbAQ).
Pelo uso do espalhamento de luz dinamico (DLS), pretende-se avaliar as
propriedades termodinamicas da HbAg e de suas subunidades em diferentes
condicbes de pH, concentracdo, temperatura e, na presenca de agentes
caotropicos. Estes resultados permitirdo o avanco na compreensdo dos
fendmenos de agregacédo/dissociacdo e desnaturacdo envolvidos nesta
hemoglobina extracelular. Adicionalmente, serdo realizados medidas de
Microscopia de Forca Atbmica (AFM) da proteina em diferentes condi¢bes de
pH para avaliacdo da topografia da estrutura oligomérica e, ensaios para a
observacédo de possivel atividade peroxidase pela HbAg.

Situacdo: Em andamento Natureza: Outros tipos de projetos

Alunos envolvidos: Mestrado académico (1); Doutorado (3);

Integrantes: Jonathan Brito Souza de Oliveira; Patricia Soares Santiago
(Responsével); Nuno C Santos; Marco André Manso Domingues.
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FAPESP (processo: 2017/19332-4)
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1. Apresentacdo de Poster / Painel no XLVII Encontro anual da sociedade
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RESUMO

As hemoglobinas extracelulares apresentam alta estabilidade oligomérica,
resisténcia a oxidacao, cooperatividade e afinidade para ligar oxigénio, além do
potencial uso em aplicagbes biotecnolégicas como substituto sanguineo e
biossensores de contaminacdo ambiental. Devido a estas propriedades, os
objetivos desta dissertacdo foram caracterizar a estrutura e a estabilidade da
hemoglobina extracelular gigante do anelideo Amynthas gracilis (HbAg) por
diferentes técnicas biofisicas, tais como, absor¢cdo Gtica, intensidade de
espalhamento de luz (LSI), espalhamento de luz dindmico (DLS), eletroforese
SDS-PAGE, ultracentrifugacdo analitica (AUC), espectrometria de massas por
tempo de voo (MALDI-TOF-MS) e microscopia de forca atdmica (AFM). Em pH
7,0, a HbAg apresentou espectro de absor¢do 6tica com maximo em 415 nm
(banda de Soret) e em 540 e 575 nm (bandas Q). A alcalinizacdo do meio
deslocou os maximos de absorcéo para 405 nm e uma Unica banda Q alargada
em 540 nm, devido a oxidacdo do grupo heme. O perfil proteico apresentado
pela HbAg por eletroforese SDS-PAGE foi semelhante, mas nédo igual a
hemoglobina extracelular de Glossoscolex paulistus (HbGp). A HbAg
apresentou trés bandas com massa molar (MM) entre 25-37 KDa associadas
as cadeias L, enquanto a HbGp apresenta apenas duas bandas nesta faixa de
massa. As andlises dos dados de MALDI-TOF-MS mostraram que a HbAg
apresenta quatro isoformas para o monémero d (d; - d4) com MM entre 16,2-
16,8 kDa, trés linkers (L;, L, e L3), 25,8-26,8 kDa, duas isoformas para o
trimero abc e uma Unica isoforma para o tetramero abcd (67,7 kDa). Por AUC
foi determinada a MM da HbAg na sua forma integra de 3,9 MDa, sendo este
valor superior a HbGp (3,6 MDa). O maior valor de MM observado € associado
a auto-agregacdo da HbAg em funcdo do tempo de estocagem. O valor de
ponto isoelétrico (pl) estimado por Potencial Zeta foi de 6,0 = 0,3. A HbAg
nativa apresenta um diametro hidrodindmico (Dh) de 28 nm determinado por
DLS. Porém, em pH menor que 6,5 a proteina mostrou tendéncia em formar
agregados, jA em pH acima de 8,0 a hemoglobina sofreu dissociagédo
concomitante com agregacao. A microscopia de forca atbmica (AFM) de filmes
de HbAg em pH 7,0 revelou altura entre 15-20 nm que foi associado a dois
discos hexagonais sobrepostos. Estudos iniciais de atividade peroxidase (POD)
indicaram maior estabilidade da HbAg frente altas concentracbes de perdxido
de hidrogénio (H,02) em relacdo a HbGp. Por fim os resultados apresentados
nesta dissertacdo mostram um grande avanco na caracterizacao da HbAg, uma
hemoglobina extracelular gigante até entdo ndo relatada na literatura.
Adicionalmente possibilitou a criacdo de novas vertentes de estudos que no
futuro poderdo resultar na criacdo de produtos de grande aplicacdo
biotecnoldgica, tais como biossensores destinados as areas meédica e
ambiental, além de produtos de suprimento de oxigénio para tecidos sob
condicao de hipoxia.

Palavras chave: Hemoproteinas, propriedades fisico-quimicas de
biomoléculas, caracterizacéo biofisica, espectroscopia, espectrometria.



ABSTRACT

The extracellular hemoglobin molecules present high oligomeric stability,
resistance to oxidation, cooperativity and affinity to bind oxygen, besides the
potential use in biotechnological applications as blood substitute and biosensors
of environmental contamination. Considering that, this dissertation aimed to
characterize the structure and stability of the giant extracellular hemoglobin of
the annelid Amynthas gracilis (HbAg) by different biophysical techniques, such
as optical absorption, light scattering intensity (LSI), dynamic light scattering
(DLS), SDS-PAGE electrophoresis, analytical ultracentrifugation (AUC), Matrix
Assisted Laser Desorption lonization-Time of Fly-Mass Spectrometry (MALDI-
TOF-MS) and atomic force microscopy. The HbAg had an optical absorption
spectrum with a maximum of 415 nm (Soret band), and 540 and 575 nm (Q
bands) at pH 7.0. The alkalinization of the medium shifted the absorption
maxima to 405 nm and a single broad Q band at 540 nm due to the oxidation of
the heme group. The protein profile presented by HbAg by SDS-PAGE
electrophoresis was similar but not identical to the extracellular hemoglobin of
Glossoscolex paulistus (HbGp). HbAg presented three bands with molecular
mass (MM) ranging 25-37 KDa associated with the L chains, whereas HbGp
presented only two bands in this MM range. MALDI-TOF-MS data showed that
HbAg presents four isoforms for the monomer d (d;-d4) with MM ranging 16.2-
16.8 kDa, three linkers (L, L, and L3), 25.8-26.8 kDa, two isoforms for the abc
trimer and a single isoform for the abcd tetramer (67.7 kDa). By AUC, the MM of
whole HbAg was determined in 3.9 MDa, a higher value than that observed for
HbGp (3.6 MDa). The highest MM value observed was associated with self-
aggregation of HbAg as a function of storage time. The isoelectric point value
(pl) estimated by Zeta Potential was 6.0 = 0.3. Native HbAg had a
hydrodynamic diameter (Dp) of 28 nm determined by DLS. However, at pH less
than 6.5 the protein showed tendency to form aggregates; at pH above 8.0 the
hemoglobin undergoes dissociation concomitant with aggregation. Atomic Force
Microscopy (AFM) of HbAg films at pH 7.0 revealed a height between 15-20 nm
that was associated with two overlapping hexagonal layers. Initial studies of
peroxidase activity (POD) indicated higher stability of HbAg against high
concentrations of hydrogen peroxide (H.O.) relative to HbGp. Finally, the
results presented in this dissertation show a great advance in the
characterization of HbAg, a giant extracellular hemoglobin not previously
reported in the literature. In addition, it has enabled the creation of new study
strands that in the future may result in the creation of products of great
biotechnological application, such as biosensors destined to the medical and
environmental areas, as well as products of oxygen supply to tissues under the
condition of hypoxia.

Keywords: Hemoproteins, physicochemical properties of biomolecules,
biophysical characterization, spectroscopy, spectrometry.
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1. Revisao de Literatura
1.1 Hemoglobinas Extracelulares gigantes

O anelideo Amynthas gracilis € uma das minhocas mais frequentemente
encontradas no solo brasileiro, porém trata-se de uma espécie invasora
originaria do continente asiatico, tendo sua ocorréncia comum em solos com
grande interferéncia humana (STEFFEN, 2012). A. gracilis pertencente a
classe Oligochaeta, familia Megascolecidae e género Amynthas (KINBERG,
1866). As caracteristicas fisicas de cada espécime se limitam a um
comprimento que varia de 80 a 120 mm, diametro de 4 a 7 mm e massa de 4 a
6 g.

O filo Annelida possui uma vasta diversidade de exemplares espalhados
desde o ambiente terrestre até o marinho (LAMY et al.,, 1996; WEBER,;
VINOGRADOV, 2001). A hemoproteina extraida da hemolinfa de A. gracilis
(HbAg) é uma hemoglobina (Hb) extracelular gigante, assim como a extraida
de Lumbricus terretris (HbLt) e Glossoscolex paulistus (HbGp), atualmente
duas das Hb extracelulares gigantes mais intensamente estudadas na literatura
(CARVALHO, F et al.,, 2011ab; LAMY et al., 1996; MARTIN et al., 1996;
SANTIAGO et al., 2010ab; TABAK et al., 2012; WEBER; VINOGRADOV, 2001,
ZAL et al., 2000).

As Hb tém papel vital no organismo, pois sdo responsaveis pelo
transporte de oxigénio molecular aos tecidos. Hb extracelulares gigantes,
também conhecidas como eritrucruorinas (Ec) (SVEDBERG,; ERIKSSON,
1933), tém sido estudadas como modelos de alta complexidade em relacdo a
ligacdo do oxigénio molecular (O;) ao grupo heme, mas também de
composicdo estrutural. Essa classe de hemoproteina é caracterizada por
apresentar uma grande massa molar (MM) que chega a varios megadalton -
(MDa), uma alta afinidade e cooperatividade de ligagdo ao O, e boa
estabilidade redox, garantida pela sua estrutura oligomérica compactada que
protege o0s grupos hemes da oxidacdo dentro do bolsdo hidrofébico
(VINOGRADOV, 2004; WEBER; VINOGRADOQV, 2001).

As Ec sdo formadas por varias subunidades, os monémeros a, b, c e d
possuem um grupo heme cada, ja as cadeias denominadas de Linkers (L) néo

possuem 0 grupo prostético em sua composicao (CARVALHO, F et al., 2009;
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MARTIN et al. 1996; WEBER; VINOGRADOV, 2001). Essas subunidades estao
organizadas em uma dinamica explicada pelo modelo nomeado de “bracelete”
(KREBS, ZIPPER; VINOGRADOV, 1986, MARTIN et al., 1996; VINOGRADOV
et al., 1986).

Neste modelo € proposto que a hierarquia oligomérica dessa classe de
proteinas € composta por 12 protdmeros, cada um destes correspondendo a
férmula geral (abcd)sLs, divididos igualmente entre dois discos hexagonais, a
bicamada hexagonal. Uma monocamada hexagonal é formada por 6 (abcd)sL 3,
a subunidade dodecamérica, também denominada de “cap”, corresponde ao
(abcd)s, o tetrdmero é composto por quatro tipos de globinas (a, b, c e d). O
trimero (abc) é decorrente da unido das cadeias a, b e ¢ por ligacdes
dissulfeto, ficando o monémero d ligado ao tetramero (abcd) por interacdes
eletrostaticas. Os L se organizam em heterotrimeros que tém a funcéo de
estabilizar e possibilitar o arranjo das demais subunidades (BACHEGA, 2013;
CARVALHO, F et al,, 2011a; MARTIN et al. 1996; TABAK et al.,, 2012). O
principal exemplo dessa organizacdo estrutural € a HbLt (KREBS, ZIPPER;
VINOGRADOV, 1986; MARTIN et al., 1996). Entretanto, estudos por diferentes
técnicas biofisicas, e mais recentemente o estudo cristalografico da HbGp,
indicam que as proteinas HbGp e HbLT compartiham uma organizacdo

oligomérica similar entre si (Figura 1).
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Figura 1: Representacdo da hierarquia estrutural apresentada pela HbGp integra, a
partir de estudos cristalogréficos. A férmula geral 12(abcd)sL; rende a biomolécula 144
cadeias globinicas e 36 linkers (L). Codigo de acesso: 4u8u

Monocamada hexagonal

HbGp

Bicamada hexagonal

Heterotrimero
de linkers

B
vista lateral

. Globinas a . Linkers L1
|:| Globinas b . Linkers L2
| ] Globinas ¢ [ Linkers L3
. Globinas d

Fonte: BACHEGA (2013); BACHEGA et al., 2015

1.2 Conservagdao estrutural: Estudos com Ec de varias espécies.

Dados de ultracentrifugacdo analitica do inglés, Analytical
utracentrifugation (AUC), em condi¢cdes de alta alcalinidade ou presenca de
agentes caotropicos (ureia e guanidina), confirmam a similaridade de
comportamento da dissociacdo na HbGp com a HbLt. Subunidades de menor
MM e valor de coeficiente de sedimentacdo (Sxw) Se formam a partir de
estruturas oligoméricas maiores, através de subsequentes dissocia¢cdes da Hb
integra (CARVALHO, F et al., 2009, 2011a, 2015).
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A similaridade de composicao estrutural entre a HbGp e HbLt foi
evidencia por estudos por eletroforese monodimensional SDS-PAGE e
espectrometria de massa por tempo de voo, do inglés, Matrix Assisted Laser
Desorption ionization Time-of-Flight-Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS) nos
quais foram observadas, respectivamente, quantidades proximas de bandas
coradas no gel e presenca de isoformas com MM entre 17,3-17,6; 16,3-16,8
kDa para as cadeias globinicas a e d, uma Unica contribuicdo de MM para
mondémero b (16,4 kDa) e ¢ (18,2 kDa) e valores de MM em 68,4 kDa
(dodecamero), 51,2 kDa (trimero) e na faixa de 25,8-32,9 kDa para as cadeias
L (CARVALHO, F et al., 2011a; TABAK et al., 2012). Adicionalmente, estudos
recentes envolvendo dados originados da montagem e analise do
transcriptoma da HbGp confirmaram grande similaridade de sequéncia de
aminoéacidos desta Ec com a HbLt; para as subunidades a, b e ¢ essa paridade
chega a ser maior que 70% (BACHEGA, 2013).

Estes estudos propbéem uma grande conservacao estrutural e de MM
entre as subunidades que compdem essas Ec. O que pode ser utilizado como
parametro para o estudo de diversidade de espécies e da avaliacdo evolutiva,
neste caso, para entender se as diferencas estruturais existentes entre
diferentes Ec ocorrem devido a uma real evolucdo entre espécies, ou entao,
surgem em funcdo de uma plasticidade intrinseca da biomolécula (ZAL et al.,
2000).

O interesse sobre essas proteinas fica maior quando sédo observadas as
suas propriedades fisico-quimicas: alta estabilidade estrutural, grande ndamero
de cadeias com o grupo heme, resisténcia a dissociacdo oligomérica e auto-
oxidacdo, estabilidade térmica, alto potencial redox e uma baixa resposta
imunogénica. Por estes motivos, essas biomoléculas tém sido propostas para
usos biotecnoldgicos no desenvolvimento de sangue artificial, tendo como
exemplo a Ec de Arenicola marina (HbAm) que nas ultimas décadas tem sido
objeto principal de estudo do grupo de pesquisa/companhia biotecnolégica de
origem francesa Hemarina, a qual em seu portfélio detém produtos de fins
terapéuticos voltados para area médica, cujo objetivo é o suprimento de O,
para sistemas que necessitam de oxigenacéo. Estes produtos desenvolvidos
agem como carreadores de O, universal, promovendo a melhoria da

oxigenacao de oOrgdos pré-transplante, neste caso, rins, enxertos e até mesmo
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em tratamento de ferimentos cronicos ou hipoxicos. Estes produtos se mostram
promissores por serem faceis de usar pela equipe médica e diminuirem os
riscos de rejeicdo dos enxertos/orgdos poés-transplante (FUSHITANI;
HEMARINA, 2018; RIGGS, 1991; ROSSELOUT et al., 2006; ZAL et al., 2000;
ZHU et al., 1996;).

Todavia, além das propriedades descritas acima, as Ec ainda
apresentam atividades intrinsecas. Uma delas € associada ao controle de
espécies reativas de oxigénio (ERO). A atividade de peroxidase (POD) foi
descrita em literatura para HbGp por Caruso et al. (2016) e a superéxido
dismutase (SOD) para a HbLt e HbAm por Liochev et al. (1996) e Rousselot et
al. (2006), respectivamente.

A atividade POD relatada ao grupo das hemeproteinas se deve ao grupo
heme, presente em sua estrutura proteica, ter um ciclo catalitico muito
semelhante ao das enzimas peroxidases. Na presenca de peroxido de
hidrogénio (H20), o ferro do grupo prostético é oxidado formando derivados de
proteina, componentes | e Il que possuem grupo ferryl, capazes de oxidar
varios tipos de substratos organicos tais como fendis e aminas aromaticas em
um processo de oxi-reducdo com dois elétrons. Este processo termina com
ferro utilizando um de seus elétrons para oxidar o substrato organico no
processo de reducéo do ion Fe (IV), estado intermediario de oxidacao do ferro
na presenca de H,O, e substrato redutor, para o estado Fe (lll), estado nativo
da enzima (LI et al., 2006; NAGABABU; RIFIKIND, 2004). Porém, apesar da
comprovada existéncia de muitos grupos heme nas Ec, cerca de 144 (TABAK
et al., 2012) e das enzimas heme-peroxidases estarem dentro do grupo das
metaloproteinas com comprovada aplicacdo na industria no tratamento de
aguas residuais (AZEVEDO et al., 2003; RAI et al., 2001), pouco conteudo
cientifico € encontrado na literatura a respeito da atividade peroxidase nas Ec,
evidenciando uma lacuna sobre o tema.

Entretanto, estudos sobre a estabilidade térmica e oligomérica de Ec,
tais como, hemoglobina extracelular de Rhinodrilus alatus (HbRa) e HbGp
demonstram o empenho em avancar na compreensao da estrutura-atividade
destas macromoléculas. O uso da técnica de espalhamento de luz dinamico, do
inglés, Dynamic Light Scattering (DLS) possibilitou a determinacdo do diametro

hidrodindmico aparente (Dyn) da HbGp e da HbRa em solucdo. Em pH 7,0, a
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25°C, essas Ec possuem Dy, igual a 27 + 1 nm (CARVALHO, J et al., 2016;
SANTIAGO et al., 2008). J4 em pH alcalino (acima de 9,0), a 25° C, ha uma
maior tendéncia a dissociacdo oligomérica e, menores valores de Dy séo
observados, chegando a um valor minimo de 10 + 1 nm no pH 10,7
(SANTIAGO et al., 2008). O monitoramento da estabilidade térmica também foi
realizado por DLS, sendo concluido que a temperatura critica de desnaturacgéo,
do inglés, melting point, (Tr), observada para HbGp em pH 7,0 esta em torno
de 52° C, enquanto a HbRa em mesmas condi¢des desnaturou apenas em 56°
C (CARVALHO, J et al., 2016; SANTIAGO et al., 2008).

Adicionalmente, o uso da técnica permitiu estimar a cinética de
dissociacdo da HbGp, esse dado reunido com avaliagdo da auto-oxidacao do
grupo heme por outras técnicas espectroscopicas, possibilitou a proposicéo de
um modelo de dissociacdo para a HbGp (SANTIAGO et al., 2008, 2010ab).
Vale mencionar que o valor do ponto isoelétrico (pl) da HbGp foi determinado
por potencial Zeta (pl ~ 6,0), o qual esta préximo ao valor exato de 5,8 £ 0,5
mV, determinado por focalizacao isoelétrica (SANTIAGO et al., 2010b).

Estudos de interacdo da HbGp com o surfactante catiénico Cloreto de
Cetil trimetil Amonio (do inglés, cetyltrimethylammonium chloride - CTAC) e o
aniébnico Dodecil Sulfato de Sdédio (do inglés, sodium dodecyl sulfate - SDS)
foram realizados utilizando diferentes técnicas espectroscépicas, calorimetria,
DLS e espalhamento de raios X a baixo &ngulo, do inglés, small angle X-ray
scattering (SAXS) (CARVALHO, J et al., 2014, 2013b; SANTIAGO et al., 2007,
2008, 2010a). A interacdo da HbGp com SDS e CTAC depende fortemente do
pl da proteina, evidenciando que a interacao eletrostatica do surfactante com a
proteina € bastante significativa (CARVALHO, J et al., 2013b, 2014;
SANTIAGO et al.,, 2007, 2008, 2010a). Os estudos da interacdo proteina-
surfactante ibnico em valores de pH acido (5,0) e neutro (7,0) evidenciaram
comportamento oposto exibido pela biomolécula em relacdo a presenca do
agente caotrdpico no sistema. Em ambos os casos (pH 5,0 e 7,0) com a adi¢édo
do surfactante ocorreu a diminuicdo da estabilidade da proteina. Todavia, em
meio acido essa instabilidade foi mais pronunciada na presenca de SDS do que
de CTAC, ja em pH neutro foi observado exatamente o contrario.

As informacbes sobre esse grupo de proteinas sdo ainda mais

enriquecidas pelos estudos sobre conformacdo oligomérica, adquiridos por
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microscopia eletrbnica de transmissdo de varredura (do inglés, scanning
transmission electron microscopy - STEM) e microscopia eletrdonica (do inglés,
electron microscopy - EM), realizados com a HbLt e HbAm (BOEKEMA; VAN
HELL, 1989; KAPP et al., 1982). Nesses experimentos foi possivel confirmar
por imagens geradas por microscopia eletrénica um formato aproximadamente
pentagonal para a subunidade (abcd)sLs; da HbLt além da sobreposi¢do das
duas camadas, [(abcd)sLs]i2, que compdem a proteina integra, e que possuem
formato hexagonal. Além de ser apresentado as dimensdes do oligdbmero da
HbLt em 20,0 + 0,8, 28,2 + 0,8 € 11,0 £ 0,7 e da HbAm em 19,0 + 1,2, 27,5 +
0,8 e 10,5 + 0,6 nm para altura, diametro total e diametro do protémero,
respectivamente (KAPP et al., 1982). Os resultados obtidos nestes estudos
possibilitaram observar similaridades de tamanho entre componentes de
diferentes Ec, além de confirmar os dados anteriormente obtidos por SAXS,
eletroforese SDS-PAGE e MALDI-TOF-MS que traziam evidéncias de uma
conservacgao estrutural dessa classe proteica e possibilitaram a proposi¢cao do
modelo bracelete que explica a estrutura quaternaria dessa biomolécula (KAPP
etal., 1982, ROYER et al., 1981; VINOGRADOV, KAPP; OHTSUKI, 1982).
Entretanto, apesar das inUmeras informacdes coletadas sobre estrutura,
dindmica e comportamento dessas Ec oriundas de anelideos de grande
comprimento (Minhococgu), pouco se sabe sobre os mesmos temas em relacao
as Ec oriundas de espécies de anelideos relativamente menores (comprimento
< 15 cm), como é o caso de Amynthas gracilis. Logo, o estudo de
caracterizacdo biofisica da HbAg pode complementar o conhecimento a cerca
destas proteinas, provendo dados que possam confirmar uma provavel
conservacao das caracteristicas estruturais e hidrodinamicas. Além disso, pode
contribuir para o entendimento da relagdo estrutura-atividade-funcéo desta
classe proteica. Dessa forma, este trabalho tem relevancia intrinseca ao
permitir a caracterizacdo de uma Ec até entdo ndo relatada em literatura e,
servira, futuramente, de base para novos estudos e experimentos aplicados

gue venham a utilizar esta macromolécula.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral:

Caracterizacdo da hemoglobina extracelular extraida do anelideo

Amynthas gracilis (HbAQ) por diferentes técnicas biofisicas

2.2 Objetivos especificos:

1. Extrair e Purificar a HbAg em seu estado nativo por cromatografia

liguida e eletroforese monodimensional;

2. Analisar por espectrometria de massa por tempo de voo (MALDI-
TOF-MS) e ultracentrifugacao analitica (AUC) a HbAg na sua forma
nativa, em pH 7,0;

3. Realizar medidas espectroscopicas (absorcdo oOtica, espalhamento
de luz — LSI) para avaliar os efeitos de pH e concentracdo de

proteina nos processos de dissociacdo, oxidacdo e desnaturacéo;

4. Analisar por espalhamento de luz Dinamico, do inglés Dynamic Light
Scattering (DLS) os efeitos do pH e da concentracdo de proteina na

estabilidade oligomérica da proteina.
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3. Material e métodos
3.1 Extracdo da hemolinfa de A. gracilis.

A extracdo da hemolinfa foi realizada, segundo o protocolo reportado
para G. paulistus (IMASATO et al., 1995; SANTIAGO, 2008) e adaptado para
A. gracilis (OLIVEIRA, 2015). No processo, foram utilizados cerca de 120
espécimes, adquiridos da empresa Minhobox, locada em Juiz de Fora/MG.
Inicialmente, os animais foram anestesiados por imersao, durante 3-4 minutos,
em agua gelada, e logo em seguida, feito um corte e a dissecacao, com auxilio
de bisturi e alfinetes, da regido proxima a faringe; com uso de pipetas pasterur
a hemolinfa presente no local foi coletada e armazenada em tubos previamente
preenchidos com algumas gotas de citrato de sodio 0,1 mmol - L™ para evitar a

coagulacédo do material.

3.2 Purificagdo da hemolinfa e obtencdo da hemoglobina
extracelular (Ec) de A. gracilis (HbAg) pura.

3.2.1 Centrifugacéo

A centrifugagcdo da hemolinfa diluida em anticoagulante foi realizada a
5000 rpm (3.164 x g) por 15 min a 4° C em centrifuga Eppendorf 5810 R. O
processo teve o intuito restos de tecidos e fluidos excretados pela minhoca
durante o processo de extracdo (IMASATO et al.,, 1995; SANTIAGO et al.,
2007). O controle da temperatura se faz necessario nesta etapa, devido ao
aguecimento que a amostra sofre com a alta rotacdo do equipamento e que,

poderia levar enzimas e proteinas presentes na hemolinfa a se desnaturarem.

3.2.2 Didlise

Nesta etapa, 0 objetivo foi conseguir eliminar ainda mais impurezas do
material de interesse, através da difusdo seletiva. Desta forma, a amostra foi
colocada dentro de uma membrana seletivamente permeavel com corte de
peso molecular de 10 kDa, que em seguida foi fechada e mergulhada em
tamp&o Tris HCI 100 mmol - L™ pH 7,0, por 12 horas a uma temperatura entre

4-8 °C. Durante esse periodo, devido ao efeito do equilibrio quimico, o citrato
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de sddio e outras moléculas de menor tamanho permearam pela membrana e
difundiram para fora do saco contendo a hemolinfa, a0 mesmo tempo, o
tampao circundante (Tris-HCI) entrou. Ao final, o resultado obtido foi uma
hemolinfa mais pura e diluida em tampao Tris-HCI (AGUSTINHO et al., 1996;
IMASATO et al., 1995).

3.2.3 Ultracentrifugacao

A amostra foi ultracentrifugada a 60.000 rpm (250 000 x g) por 5 horas a
4 °C em ultracentrifuga Himac CP 80 B (Hitachi—Jap&o) no Instituto de Quimica,
Araraguara UNESP. A hemoglobina extracelular (Ec) foi obtida na forma pellet,
aderido a parede do fundo do tubo, sendo em seguida resuspendido em um
volume minimo de tamp&o Tris-HCI 100 mmol - L™ pH 7,0 e acondicionado em

geladeira entre 4-8° C.

3.2.4 Cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC, Size

Exclusion Chromatography)

A cromatografia por exclusdo de tamanho € um dos principais modos de
separacdo para polimeros. E baseada na separacdo dos componentes
individuais da amostra pelos poros do material empacotado dentro da coluna
cromatografica. Moléculas grandes nao podem, ou, podem parcialmente
penetrar nesses poros, ja moléculas menores podem atravessar a maioria dos
diminutos poros (NELSON; COX, 2002). A partir destas informacfes, moléculas
grandes sdo coletadas primeiro, seguido das intermediarias e por fim, as
menores moléculas que atravessaram por entre 0os poros saem da coluna. O
referido processo seguiu o descrito para a HbGp (AGUSTINHO et al., 1996;
SANTIAGO et al., 2010b). Foi utilizado nesta etapa, como polimero filtrante, o
SEPHADEX G-200 hidratado em tamp&o Tris-HCl 100 mmol - L™ pH 7,0
empacotado em coluna de cromatografia de vidro com mesmas dimensdes
descritas para o processo de purificacdo da HbGp, 100 cm de comprimento por
1,0 cm de diametro (CARVALHO, F, 2013; SANTIAGO, 2008). A passagem da
proteina pela coluna se fez utilizando a forca da gravidade exercida pelo
tamp&o de equilibrio da coluna (Tris-HCI 100 mmol - L™ pH 7,0 ). A coleta das
fracOes separadas no processo ocorreu a cada 1 mL. O SEC é a ultima etapa
de purificacdo da HbAg. Para a verificagdo do sucesso na purificacdo da HbAg
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integra, uma aliquota da amostra, cerca 500 uL, foi novamente purificada pela
técnica de SEC pelo uso de uma coluna de cromatografia de fase moével
liguida, modelo 16/600, acoplada a um cromatografo AKTA Pure M (GE) e
equilibrada com tampao Tris-HCI 100 mmolL™ pH 7,0, sendo o processo feito a
uma velocidade de eluicdo de 0,9 mL -min™.

As fracdes de Ec pura foram analisadas espectrofotometricamente em
equipamento UV-2000 (Shimadzu, Japdo) entre 700-250 nm a 25 °C para
verificagdo da existéncia de espectro de absor¢ao tipico desta classe proteica
na sua forma oxy, ou seja, com oxigénio molecular ligado a sexta coordenacéao
do ferro do grupo heme. Em seguida, adotando-se o valor do coeficiente de
absortividade molar da oxy-HbGp, €i5nm = 55 * 0,8 (mg - mL)*: cm™
(CARVALHO, F et al. 2009, 2011a, 2013a, 2015; SANTIAGO et al., 2008,
2010b), a concentracdo do estoque foi determinada em 30 mg mL™ por meio

do uso da lei de Beer-Lambert (Equacéo 1).

Abs=-logT=-log(l/l0o)=€&.c L, (Equacéo 1)

Em que Abs é a absorbancia medida, lo, é a intensidade da luz
incidente a um dado comprimento de onda, | é a intensidade transmitida pela
amostra, L é o caminho 6ptico pela amostra (distancia que a luz percorreu pela
amostra), £ € coeficiente de absortividade molar (a qual varia de substancia
para substancia), e ¢ é a concentracdo da substancia, cromo6foro. Todos os
processos desta etapa foram realizados no Laboratério Biofisica Molecular do
Instituto de Quimica de Séo Carlos — IQSC/USP.

3.3 Eletroforese monodimensional SDS-PAGE

A caracterizacgédo inicial da HbAg obtida por SEC foi realizada por géis de
eletroforese com 15% de acrilamida, seguindo o protocolo adaptado da HbGp
para HbAg (OLIVEIRA, 2015).

A eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca o surfactante
anidnico dodecil sulfato de sodio, do inglés Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) - gel
SDS-PAGE, é um método muito utilizado para separar e analisar massas
moleculares (MM) de biomoléculas, tais como proteinas, DNA e RNA. A técnica
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basicamente consiste da separacdo e migracdo das componentes da amostra
em funcdo da sua MM em um gel o qual esté sob a aplicacdo de uma diferenca
de potencial (MAIZEL, 2000).

O gel confeccionado para o0 teste € uma matriz constituida de um
polimero de acrilamida com ligacdes cruzadas de N, N-metil-bis-acrilamida,
cuja porosidade da malha pode agir como uma peneira molecular. Quanto
maior a concentracdo de acrilamida, menores serdo os poros da malha
formada, o que se torna muito util, uma vez que algumas biomoléculas diferem
de 5 KDa uma da outra (LAEMMLI, 1970; MAIZEL, 2000).

A separacdo das componentes da amostra pela MM é garantida pela
eliminacdo de varidveis como a forma e a carga da proteina nativa através da
adicdo do SDS durante a confeccdo do gel. A funcdo deste reagente é
desnaturar a amostra aplicada no gel, de modo, a converter esta em uma
estrutura linear que facilitard sua migracao pelo pela malha do gel durante a
aplicacdo do potencial elétrico. O SDS tem adicionalmente a funcdo de
possibilitar uma eletroforese uniforme entre as diferentes subunidades da
amostra. Isso ocorre, pois, o surfactante tem alta carga negativa e uma cauda
hidrofébica que interage com as cadeias polipeptidicas da proteina, tornando-
as negativamente carregadas. Na auséncia do SDS, as proteinas com massas
iguais poderiam migrar diferentemente na malha do gel devido a diferencas de
potencial de carga de suas estruturas tridimensionais que poderiam alterar sua
migracdo pelo gel conforme fosse aplicado o potencial elétrico (LAEMMLI,
1970; MAIZEL, 2000).

Adicionalmente ao SDS, o uso do agente redutor B — mercaptoetanol
nas amostras a serem aplicadas no gel, possibilita quebra das pontes dissulfeto
existentes na estrutura do material de interesse, ajudando assim, a eliminar a
estrutura tridimensional dos polipeptideos, e a separacdo de subunidades que
se encontravam unidas por esta ligacao (LAEMMLI, 1970; MAIZEL, 2000).

Para o estudo do perfil proteico da HbAg a eletroforese foi realizada em
tampé&o de corrida Tris-glicina pH 8,3 (Tris—HCI 25 mmol - L™, glicina 192 mmol
L") com a aplicacdo de voltagem constante em 140 V durante 90 minutos,
utilizando amostras de HbAg e HbGp com concentracéo final de 0,3 mg - mL™

diluidas em tampé&o amostra Laemmli (Bio-Rad™) na presenca e auséncia de
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B-mercaptoetanol, aplicados no gel de empilhamento (pH 6,8) nos seguintes
volumes: 5, 10 e 15 uL. Padrdes proteicos (Precision Plus Protein® Standards
da Bio-Rad™) entre 250 a 10 kDa foram usados no gel para ajudar na
estimacado da MM aparente das subunidades presentes. Apos a eletroforese os
géis foram corados com Coomassie Brillant Blue R-250° da Bio-Rad™ e
descorado com mistura de 4cido acético, etanol e 4gua nas proporgdes 3:2:35
(V/v).

3.4 Espectrometria de Massa por Tempo de V6o (MALDI-TOF-MS,

Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Fly-Mass
Spectrometry )

As medidas ocorreram conforme o protocolo feito para HbGp e adaptado
para a HbAg (OLIVEIRA, 2015). Amostras de HbAg integra foram dialisadas
para reduzir o contetdo de sal proveniente do tampao a uma concentracao de
5,0 mmol - L™. A faixa de concentracdo de proteina utilizada no experimento foi
de 1,0 — 3,0 mg -mL™ na presenca e auséncia de B-mercaptoetanol (50 mmol -
LY. A matriz de dessorcdo empregada foi o &cido 3,5-Dimetoxi-4-hidroxi-
cindmico (acido sinapinico), dissolvido em uma mistura de acetonitrila:agua
(50:50 volume) contendo 0,5 % de acido trifluoracético. As amostras de HbAg
integra foram misturadas com solucao saturada de acido sinapinico nas razdes
1:5, 1:10 e 1:20 (v/v), proteina:matriz.

A medida foi realizada utilizando espectrbmetro de massas, modelo
Etthan MALDI-TOF (Amersham Bioscience), localizado na Central Analitica do
Instituto de Quimica da USP, Sdo Paulo - SP, com uso de voltagem de
aceleracdo de 20 kV. O instrumento foi calibrado utilizando os padrdes:
citocromo ¢ de coragéo bovino e albumina de soro bovino, do inglés, Bovine
Serum Albumim (BSA), obtidos da Sigma. As amostras foram analisadas em
duplicata, e os espectros acumulados por cerca de 200 disparos de laser,
sendo posteriormente plotados pelo software Origin 8.0. As massas
moleculares das espécies presentes foram obtidas a partir da média dos

valores observados em experimentos independentes.
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3.5 Ultracentrifugacao Analitica (AUC, Analytical
Ultracentrifugation)

A sequéncia metodoldgica de preparo das amostras para AUC segue 0
proposto para a HbGp (CARVALHO, F, 2013; CARVALHO, F et al., 2009,
2011b). Os experimentos de velocidade de sedimentacdo, do inglés,
sedimentation velocity (SV) foram realizados a 20 °C, usando um rotor do tipo
An60Ti e velocidade de rotagdo de 15.000 a 40.000 rpm em uma
ultracentrifuga analitica da Beckman Optima XL-A. As amostram foram
preparadas em tamp&o Tris-HCI 100 mmol -L™ + 50 mmol - L™ NaCl, pH 7,0 em
uma faixa de concentracdo de 100-300 pg - mL™. Em seguida, as amostras
foram dialisadas contra 0 mesmo tampao de preparo por 48 horas, sendo a
cada 12 horas o volume substituido e, reservado o ultimo volume para ser
utilizado como referéncia no experimento de AUC.

O software SEDFIT (Versao 15.01b) foi usado para analise dos dados
brutos, de modo a ajustar os dados da absorcéo observada versus raio da cela.
O coeficiente de sedimentacdo em agua a 20° C (Syo ) foi determinado como o
maximo dos picos de sedimentacdo (c) e o coeficiente de sedimentacdo
extrapolado para a diluicdo infinita (S%o,w) foi estimado por regresséo linear dos
valores de Sy medido em cada concentracdo (SCHUCK, 2000, 2003).

3.6 Espectroscopia de absor¢cdo Optica na regido do ultravioleta

visivel (Uv-Vis).

Medidas de absorcao o6tica foram realizadas para estudo da variacao do
pH sobre o comportamento da HbAg. Os espectros de absorcdo foram
coletados em espectrofotdmetro UV-1800 (Shimadzu, Japéo) na faixa de 250 a
700 nm, com concentracdo de HbAg de 0,1 mg - mL™* em tamp&o acetato-

borato-fosfato 30 mmol - L™ e caminho ético de 0,5 cm.
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3.7 Intensidade de Espalhamento de Luz (LSI, Light Scattering
Intensity)

O LSI foi realizado com amostras de HbAg de 0,1 mg - mL™, diluida em

1

tampéo acetato-fosfato-borato 30 mmol - L~ na faixa de 2,6 — 8,0, usando

excitacdo e emissao em 350 nm e caminho 6tico de 1 cm.

3.8 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS, Dynamic Light

Scattering)

Na técnica de DLS é feita a incidéncia de um feixe de luz monocromatico
sobre uma amostra em meio aguoso para 0 monitoramento do movimento
browniano das moléculas suspensas em solugdo. A flutuacdo do espalhamento
de luz observado no sistema oriundo da interacdo luz x matéria é registrada ao
longo do tempo. A partir dessas oscilacdes da luz espalhada em funcdo do
tempo séo gerados os correlogramas que relacionam as flutuacbes de uma
mesma medida entre si. O acumulo de correlogramas possibilita a
determinacdo de uma funcdo de auto-correlagdo, que ira informar sobre o
decaimento exponencial de relacdo entre dados de espalhamento observados,
e fornecera o valor do coeficiente de difusdo (D) da molécula em sua formula. A
partir do valor de D e utilizando a equacdo de Stoken-Einstein (Equacéo 2) é
possivel determinar o diametro hidrodindmico (D) em nano- metros (nm) de

uma esfera:

D(h) = kT/31nD (Equagéo 2)

onde K é a constante de Bolztmann, T é a temperatura absoluta em Kelvin, D é
o coeficiente de difusdo e n é a viscosidade do solvente (PECORA, 1985).
Assim, a sensibilidade de DLS (0,3 nm a 10 um) é suficiente para
distinguir diferentes estados proteicos oligoméricos e quaternarios, e €
idealmente adequada para monitorar a estabilidade da estrutura da proteina
em condi¢cOes de desnaturacao/dissociacao.
Os valores de diametro hidrodinamico (Dy) das particulas obtidos a partir

da funcdo autocorrelacdo podem ser obtidos utilizando o método Cumulants.
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Este método € baseado em um ajuste monoexponencial da funcao
autocorrelacdo e pode fornecer o tamanho médio da particula (Z-average) e o
indice de polidispersao, do inglés, polydispersity index (PDI). Entretanto, uma
alternativa para sistemas polidispersos (presenca de varias espécies) € uma
analise multiexponencial da funcdo autocorrelacdo, que pode fornecer uma
distribuicdo do tamanho da particula em funcdo da intensidade, numero e
volume de particulas espalhadoras (NNLS ou Contin).

Assim, 0 uso destes tipos de analises permite conhecer as populacdes
(tamanho/diametro das espécies presentes em equilibrio) responsaveis pelo
espalhamento detectado. Adicionalmente, a largura da base dos picos gerados
nessa distribuicdo permite concluir sobre homogeneidade do sistema (mono ou
polidisperso), sendo esta informacéo refletida no PDI. Essas distribuicdes
permitem conhecer a real importancia das demais populacdes presentes no
sistema no espalhamento de luz observado (BERNE; PECORA, 2000).

Os experimentos de DLS foram realizados em equipamento da Malvern,
modelo Nano ZS, com angulo de espalhamento fixo de 173°, e laser de He-Ne
de comprimento de onda de 633 nm. Cinéticas a 25° C em valores de pH 5,0 a
10,0 foram realizadas de acordo com o descrito para proteinas ortolégas
(CARVALHO, J et al., 2014, 2016; SANTIAGO et al., 2008, 2010ab) utilizando
cubetas descartaveis de plastico, de caminho o6tico de 1 cm, para a
determinacdo do didmetro hidrodinamico (Dy) e do o comportamento exibido
pela HbAg 0,5 mg -mL™ em funcéo do tempo.

O estudo da temperatura critica de desnaturacdo, do inglés, melting
point (Tnm) foi feito para HbAg 0,5 mg -mL™ testando a faixa de temperatura (25-
65° C) em pH 7,0, utilizando cubeta de vidro e caminho 6tico de 1 cm. O
aumento da temperatura sobre a amostra ocorreu a um ritmo de 1° C - min*
como o indicado nos protocolos descritos para HbGp e para a HbRa
(CARVALHO, J et al. 2016; SANTIAGO et al. 2008, 2010a). O estudo do efeito
da concentragédo sobre o comportamento e o Dy (nm) exibido pela HbAg 3,0 mg
.mL™ foi realizado em pH 7,0 a 25° C.

Em ambos os experimentos, cinética e melting, as amostras foram

diluidas em tamp&o acetato-fosfato-borato 30 mmol - L. Em todos os
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experimentos as amostras foram previamente filtradas em filtro milipore 0,45
pm (Whatman, Florham Park, NJ) antes do inicio da medida.

Os resultados foram posteriormente analisados por D, (hm) e
distribuicdo de tamanho (intensidade, numero e volume de particulas

espalhadoras de luz), com auxilio dos softwares Origin 8.0 e Zetasizer 7.12.

3.9 Estimacéao de ponto isoelétrico (pl) da HbAg por Potencial Zeta e
LSI

O potencial-Zeta € uma analise da magnitude da repulsdo ou da atracao
eletrostatica das cargas entre particulas, sendo um dos pardmetros
fundamentais que, sabidamente, afetam a estabilidade de biomoléculas. O
valor de potencial-Zeta pode ser medido simultaneamente com o tamanho e a
concentracdo das particulas. Durante as medidas de potencial-Zeta € aplicado
um campo elétrico sobre as cargas suspensas da biomolécula em meio
aguoso, o que induz as moléculas a se deslocarem para um determinado polo.
Desta forma, a partir do movimento das particulas em direcdo aos polos de
carga oposta, a mobilidade eletroforética (ue) € medida e expressa em unidade
de forca de campo elétrico e entdo, € aplicada a equacédo de Henry (Equacgao
3) que resulta no valor do potencial-Zeta. A partir desta informacéo é possivel
estimar o pl (ponto isoelétrico) de uma molécula, considerando que proximo ao

pl o valor de potencial-Zeta € proximo a zero (SANTIAGO et al., 2010b).

He = 2.ECF(ka)/ 3-n (Equacéo 3)

Em que, { é o potencial-Zeta, ue € a mobilidade eletroforética, €

corresponde a constante dielétrica da agua, F (ka) representa a funcdo de
Henry, cujo valor é de 1,5 para particulas suspensas em meio aquoso en € o
valor de viscosidade da solucao.

Os experimentos de potencial-Zeta foram realizados em equipamento
da Malvern, modelo Nano ZS, com angulo de espalhamento fixo de 173°, e
laser de He-Ne de comprimento de onda de 633 nm. As medidas foram feitas
usando a técnica de velocidade de laser Doppler, do inglés, laser Doppler
velocity (LDV). A estimagao do pl da HbAg utilizou amostras com concentracao
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de 0,5 mg - mL* diluidas em tamp&o acetato-fosfato-borato, 30 mmol - L™ na
faixa de pH 4,0 a 7,0. Em todas as medidas as amostras foram previamente
filtradas em filtro milipore 0,45 um (Whatman, Florham Park, NJ) antes do inicio
da medida. Os resultados do potencial de carga superficial x pH do tamp&o

foram posteriormente plotados com o auxilio do software Origin 8.0.

3.10 Microscopia de forca atdbmica (AFM, Atomic Force Microscopy)

A técnica possibilita a caracterizacdo de superficies através da geracao
de imagens com alta resolu¢cdo que variam centenas de nm até poucos pm
(EDSTROM et al., 1990). A AFM consiste na varredura da superficie da
amostra por uma sonda (ponta) acoplada em uma estrutura denominada de
cantilever, de forma, a se obter informacdes sobre sua topografia.

O equipamento de AFM opera medindo a forca existente, em nano
Newton (nN), entre sonda e a amostra. Esta for¢ca € o resultado do balango
entre a atracao ocasionada pelas forcas intermoleculares e a repulsao entre os
orbitais eletrénicos dos &tomos de ambas as partes, durante o escaneamento.

O registro de variagéo do posicionamento do feixe de laser, refletido pelo
conjunto sonda - cantilever, em direcdo ao centro do quadrante do detector,
permite que seja mensurada a deflexdo da sonda durante a varredura, sendo
obtida, desta forma, uma imagem topografica da amostra. Os dados sé&o
coletados em varreduras de linhas consecutivas e apresentados em imagens
quadradas de 512 x 512 até 8 x 8 pixels (BINNING, QUATE; GERBER,
1986;BHUSHAN; MARTI, 2004; HERRMANN et al., 1997; RUGAR; HANMA,
1990).

As medidas de AFM foram realizadas em aparelho da JPK Nanowizard
IV (Berlin, Alemanha), montado sobre um microscopio 6tico Zeiss Axiovert 200
(Gottingen, Alemanha). Os escaneamentos foram realizados pelo método de qi,
do inglés, quantitative imaging, no qual a sonda ao atingir um limite de forga,
entre 0,1 - 0,5 nN, estabelecido durante o inicio da medida, retrai
automaticamente, evitando que a amostra seja danificada pelo excesso de
compressdo, e empregando sondas do tipo gp- BioAC da Nanosensors
(Neuchétel, Suica). As sondas gp-BioAC séo constituidas por 3 cantilever de

diferentes tamanhos e consequentemente de diferentes constantes de mola.
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Para os estudos realizados, foi utilizado o cantilever mais longo, CB3, com uma
constante de mola (k) 0,03-0,09 Nm™.

Antes de cada medida a sonda foi calibrada pelo método do ruido
térmico, do inglés, thermal noise para determinacdo exata da constante de
mola do cantilever ao qual estava associada. Neste método o equipamento
estimula a vibracdo do conjunto sonda - cantilever através da aplicacdo de uma
corrente elétrica para a determinacdo de k. O procedimento é realizado com o
conjunto sonda - cantilever livre do contato com a superficie da amostra e
repetido duas vezes. Na primeira, a determinacao de k ocorre em temperatura
ambiente e na segunda dentro das condi¢des de realizacdo da medida.

As medidas de AFM da HbAg foram realizadas nos valores de pH 7,0,
7,5 e 10,0 para verificar a dimensdo maxima, em altura (nm), apresentado
pelas particulas da amostra. Os escaneamentos foram feitos em filmes da
HbAg utilizando a concentracdo de 1 ug -mL™ de proteina e tamp&o acetato-
fosfato-borato 30 mmol - L. Apés o preparo dos estoques de HbAg, o volume
de 75 pL foi aplicado em suporte plano e de formato esferoide feito de mica,
material inerte, previamente limpo, clivado e aderido a uma lamina de vidro. O
volume de amostra foi deixado por 30 minutos sobre a mica para poder
adsorver sobre a sua a superficie, em seguida foram feitas 10 lavagens da
regido, com 100 pL cada, usando o mesmo tampao utilizado no preparo dos
estoques, previamente filtrado; posteriormente foi aplicado 100 yL do mesmo
tampéao sobre a mica para realizacado da varredura.

Os resultados apresentados foram originalmente adquiridos de
escaneamentos em quadrantes de 0,5 pm? 1 um? 2 pum? e 5 pm? com
resolucdo de 512 x 512 pixels. A forca utilizada para a realizacdo da medida foi
ajustada durante o escaneamento, ficando na faixa de 0,1 - 0,5 nN. Ao término
da leitura de cada linha de varredura, a sonda foi retraida 50 nm de forma a
garantir que a interacdo sonda-amostra deixasse de existir, antes do inicio de
um novo escaneamento.

A construgéo das imagens foi feita utilizando o ajuste de polinomiais em
cada uma das linhas acumuladas nas varreduras, em software disponibilizado
pelo fabricante do equipamento. Através de algoritmos matematicos, o0 ajuste
linearizou as linhas que, originalmente ndo tinham tal orientagédo, em virtude do

cristal no qual a sonda é fixada, ndo ter um movimento tipicamente linear. O
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tratamento dos dados resultou na geracdo de representacbes planas da

topografia do filme de HbAg.

3.11 Estudos iniciais de determinacdo de atividade

peroxidase (POD) da HbAg

A metodologia utilizada para os ensaios de atividade peroxidase (POD)
seguiu o protocolo descrito para a HbGp (CARUSO et al., 2016). O efeito da
concentracdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) na atividade POD da HbAg foi
determinado espectrofotometricamente utilizando-se o H,O, como substrato | e
guaiacol como substrato redutor subsequente (substrato 1l). Os ensaios foram
realizados em uma cubeta de quartzo com caminho O6ptico de 1 cm e a
temperatura ambiente (25° C). A mistura reacional inicial continha tampéo
Fosfato de Potassio 100 mmol - L™, pH 7,0, diferentes concentracdes de H,O,
dentro da faixa de 0-80 mmol - L™, 16 uM de guaiacol e 0,1 mg -mL™ de HbAg
em um volume final de 3 mL. Os experimentos foram realizados, ho minimo,
em duplicata em cada condi¢do testada. A concentracdo do estoque de HbAg
utilizada foi medida espectrofotometricamente a 415 nm, previamente a cada
etapa reacional. A atividade POD da proteina foi medida em termos residuais
especificos (U - mg™) em presenca de H.O,. Uma unidade de atividade (U) é
definida como a capacidade da proteina (enzima) em converter 1 umol de
substrato (Guaiacol) em produto (tetraguaiacol) por minuto sob condi¢des

padrdes, neste caso, pH 7,0 a 25° C.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Purificacdo da Hemolinfa e obtencdo da hemoglobina

Extracelular de A. gracilis (HbAgQ)

Ao fim do processo de extracéo e purificacdo da hemolinfa de A. gracilis
foi obtido cerca de 4 mL de hemoglobina purificada (HbAg) com concentragao
média de 30 mg - mL™. Para a verificacdo de sucesso nas etapas empregadas
na purificacdo da proteina integra foi feita uma nova cromatografia por
exclusdo de tamanho em cromoatrografo equipado com médulo de absor¢édo
Optica. A observacdo do cromatograma mostra um unico pico com eluicdo em

torno dos 45 mL o qual foi associado a HbAg integra (Figura 2).

Figura 2: Cromatograma da HbAg integra 30 mg .mL™ obtido por SEC utilizando uma
coluna Superdex G-200 16/600, equilibrada em tamp&o Tris-HCI 100 mmol .L™ pH 7,0
a 25° C, acoplado a um cromatégrafo AKTA Pure M (GE).
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Tal resultado indica que o sistema possui alta homogeneidade e o
processo feito para obtencdo da HbAg néo interferiu na estabilidade da
proteina estando a hemoglobina na forma integra. O comportamento visto &
semelhante ao da HbGp (CARVALHO, F et al., 2011a, 2013).



49

4.1 Espectroscopia de absorcdo 6ptica na regido do ultravioleta

visivel (Uv-Vis).

Com intuito de observar o comportamento de oxidacdo da HbAg em
funcdo do pH foi realizada a absorcao 6tica da HbAg na regido do ultravioleta-
visivel (UV-Vis). Os espectros de absor¢cdo da HbAg integra, na faixa de pH
entre 7,0 — 10, séo apresentados nas Figuras 3A e 3B. Em pH 7,0 a HbAg
apresenta comportamento tipico esperado para as hemoglobinas
extracelulares. No comprimento de onda (A) 415 nm, uma grande intensidade
de absorcédo é registrada e associada a banda de Soret, outras duas bandas
sdo observadas em 540 e 575 nm e sado relacionadas as bandas a e 3,
respectivamente, também conhecidas como bandas Q (Figura 3A).

O aumento do valor do pH (acima de 8,0) provoca modificacdes no
espectro da HbAg. Em pH 10,0 esse processo € confirmado pela reducédo e
deslocamento para A menores dos maximos de absor¢ao (Figura 3A). A regido
entre 520 a 605 nm mostra com melhor resolucdo o espectro das bandas Q na
faixa de pH de 7,0 a 10,0, o meio alcalino tendéncia a formac&o de uma Unica
banda Q deslocada para o A de 540 nm (Figura 3B). As modificacdes citadas
acima, todavia sdo verificadas em menor intensidade no espectro da HbAg
(Figura 3A e 3B) possivelmente devido a um baixo tempo de exposicdo da
proteina aos valores de pH alcalino testados.

As variagOes no espectro, descritas acima, sdo utilizadas para monitorar
o estado de oxidacéo do grupo heme e indiretamente o nivel de enovelamento
da proteina. Experimentos de absor¢éo o6tica e DLS com a HbGp mostram que
mudancas no valor de pH (7,0-10,0) e a presenca de agentes caotrdpicos tais
como, surfactantes idnicos (0,6 mmol . L™ SDS em pH 5,0 e 0,02 mmol . L°
'CTAC em pH 7,0), ureia (4,0 mol . L em pH 7,0) e guanidina (0,8 mmol . L™
em pH 7,0 a 45° C) primeiramente causam a oxidacdo do grupo heme e
posteriormente, em maior concentracdo, provocam a dissociacdo oligomérica
(CARVALHO, F et al., 2015; CARVALHO, J et al., 2013; POLI, MOREIRA;
IMASATO et al., 2011; SANTIAGO et al., 2008).
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Figura 3: Espectros de absor¢do otica da HbAg em funcdo do pH. (A) Espectro de
absorcado optica entre 700-250 nm, da HbAg 0,1 mg .mL™ em tamp&o acetato-fosfato-
borato, 30 mmol .L™" na faixa de pH entre 7,0 - 10,0. (B) Inserto da Figura 2A na faixa
de 520-605 nm, mostra com melhor resolugdo o espectro das bandas Q. As setas
indicam o sentido em que ocorrem as mudancas no espectro da banda de Soret (415
nm) e das banda Q (540 - 575 nm) com o aumento do valor do pH. A linha pontilhada
indica o A maximo de absorcao para a banda Soret em 415 nm.
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Fonte: Autor

Estudos sobre o efeito do pH na estabilidade oligomérica da HbGp e
HbRa mostram a maior suscetibilidade da molécula a dissociacdo em meio
alcalino (pH = 9,0) (CARVALHO, J et al., 2013ab, 2016) e relatam a ocorréncia
da oxidacdo do grupo heme antes do inicio do processo de dissociacao
(SANTIAGO et al., 2008). Adicionalmente, propdem que a reducdo de
intensidade da banda de Soret, observada em pH 10,0, seria um indicativo do
crescimento do processo de oxidacdo no sistema. Uma vez que este
comportamento poderia ser observado pelo aumento da concentracdo de
espécies oxidadas em solucdo com um coeficiente de absortividade molar (€)
menor em relagéo ao apresentado pela Hb nativa (RIFKIND et al., 1994).

As mudancas observadas no espectro de absorcédo da HbAg em funcéo

da alterac&o de valor do pH sao consistentes aos descritos para outras Ec, em
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especial a HbGp (CARVALHO, J. 2013; AGUSTINHO et al., 1996; SANTIAGO,
2008) que sera utilizada como padrdo comparativo no presente estudo de

caracterizagao.

4.2 Eletroforese monodimensional SDS-PAGE

A verificacdo de composicdo e estimativa de MM das subunidades da
HbAg foi realizada por meio de géis de eletroforese monodimensional na
presenca e auséncia de agente redutor, B-mercaptoetanol. Nas figuras 3A e 3B
sdo apresentados, respectivamente, os géis de SDS-PAGE da HbGp e da
HbAg integra na auséncia e presenca do agente redutor. O poco (P)
corresponde ao padrao de massa molar usado para a calibracdo das massas
aparentes das bandas presentes no gel; os pocos 1, 2, e 3 correspondem a
HbGp; ja os pocos 4, 5 e 6 a HbAg (Figura 4A e 4B).

Na auséncia do agente redutor as Ec apresentam resultados
semelhantes, com presenca de banda em torno de 52 e 12 kDa, os quais estdo
associados, em ordem, as subunidades abc e d que sdo apresentados na
Figura 4A e indicados a posicao das suas respectivas bandas, assim como de
todas as outras que aparecem nos geis, por setas em funcdo da MM descrita
em estudo de espectrometria de massa da Ec que, sera discutido na secao a
seguir. Para a regido dos L, entre 25-37 kDa, aparentemente, a HbGp possui
duas bandas relacionadas a esta subunidade, sendo 0 mesmo observado para
a HbAg que detém uma das bandas com valor MM préximo aos 27 kDa (Figura
4A) Os resultados obtidos e mostram similaridade de padrédo proteico da HbAg
com o relatado a HbGp em estudos anteriores pela mesma técnica
(CARVALHO, F et al., 2011a; IMASATO et al., 1995).
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Figura 4. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15% da HbGp e HbAg. O poco (P)
corresponde ao padrdo massa que vai de 250 até 10 kDa. A MM do padrdo de
proteina usado é exibido no lado esquerdo do gel. (A) Gel de eletroforese, na auséncia
do B-mercaptoetanol e, (B) na presenca do agente redutor. Os pocos 1 a 3
correspondem, em ordem, a HbGp nos seguintes volumes 5, 10 e 15 yL; os pogos 4
ao 6 sdo referentes a HbAg em mesmas condi¢des.

A B
HbGp HbAg HbGp HbAg
| 1 2 3 4 5 6 P 1 2 3 4 5 6
o abc == 3 e il N
— ¢ — 4
e - -
- &
o 2L L . '
— — J [N Wt
- — —" ~ —
—— 2L \
- atec p a+b+c
Ny
d -
- == =Nw
L \d

Fonte: Autor

A diferenca entre as duas Ec testadas esta em relacdo a banda com MM
entre 40-43 kDa, logo acima da regido das bandas das cadeias L (Figura 4A).
A maior massa obtida por essa subunidade indica que esta é provavelmente
poderia esta relacionada com um dimero de L, ou entdo, uma associacao entre
uma cadeia L e alguma outra cadeia globinica (a,b, ¢ ou d). A proposicdo é
feita em razdo da banda em questdo estar entre as bandas das cadeias L e
das cadeias globinicas citadas anteriormente. A hipétese ganha embasamento
quando séo revisados estudos da dissociacdo, separacdo e purificacdo das
subunidades por SEC da HbGp. Estes experimentos mostraram que
posteriormente a saida do monémero d ocorre a saida do L (CARVALHO, F et
al.,, 2011a). Assim com esta informacado é possivel pensar em uma associagao
entre estas duas subunidades. Adicionalmente, o monémero d em estudos de
SV mostrou tendéncia em autoassociar em dimero, trimero e até em unidades
formadas por quatro monémeros d (CARVALHO, F et al., 2013). O que leva a

crer ser possivel uma ligacéo entre L e d.
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Na figura 4B, a auséncia da banda correspondente ao abc, em torno dos
52 kDa (Figura 4A) é observada devido a reducdo das ligacdes dissulfeto
existentes na subunidade trimerica, pela acdo do 3-mercaptoetanol e, posterior
divisdo nas seguintes subunidades monoméricas a, b e c. Para a HbGp, como
esperado, as subunidades a,b,c e d se organizaram em 3 bandas diferentes,
na faixa de MM entre 10-20 kDa. Todavia, para a HbAg apenas duas destas
bandas foram localizadas no gel, sendo a proxima aos 12 kDa associada ao
mondmero d. A adicdo do agente redutor ndo alterou, para nenhuma das Ec
testadas, a posicdo das bandas relativas as cadeias L, entre 25-37 kDa o que
corrobora com estudo anteriores da HbGp (CARVALHO, F et al., 2011a;
TABAK et al., 2012). Mesmo comportamento foi observado para a banda em
40-43 kDa, desta forma, a recuperacdo da proteina contida nesta banda em
especifico e sua utilizacdo em novos estudos de massa (SDS-PAGE, MALDI-
TOF-MS) em condicbes que venham desfazer possiveis ligacdes existentes
nesta subunidade seréo grande interesse para o entendimento da constituicao
desta subunidade até ent&do nédo relatado em resultados de SDS-PAGE de Ec.

A indicacdo da ultima banda corada no gel ao monomero d é feita com
base nos resultados publicados para outras Ec, tais como a hemoglobina
extracelular de Eisenia andrei (HbEa), Perionyx excavatus (HbPe), HbGp,
HbRa e HbLt que tém determinado a MM dessa cadeia monomérica entre 16-
17 kDa. A diferenca de 4 kDa observada nos resultados SDS-PAGE ocorrem
devido a uma limitacdo de resolucdo pela técnica que normalmente tem a
migracao das subunidades que compdem a amostra alterada pela presenca de
determinados reagentes como o SDS e o B-mercaptoetanol (CARVALHO, F et
al.,, 2011b; 2014; TABAK et al, 2012). Por esta razdo, uma melhor
caracterizacdo das subunidades da HbAg por espectrometria de massa foi

realizada e, seré discutida no item a seguir.
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4.3 MALDI-TOF-MS

A Figura 5 mostra os espectros de MALDI-TOF-MS da HbAg integra na
auséncia de B-mercaptoetanol em pH 7,0. Na Figura 5A, sdo apresentados os
picos obtidos para o monomero d, abc e as cadeias L, sendo que a
visualizagdo destes picos de ionizagdo e 0s seus valores de MM estado de
acordo com o descrito na literatura para a HbGp e HbRa (CARVALHO, F et al.,
2011a; 2014, OLIVEIRA, MOREIRA; TABAK, 2007, TABAK et al., 2012). O
mondmero d por ser mais facilmente ionizado gera o pico mais intenso do
espectro em torno dos 16,5 KDa. A regido expandida entre 25,6 a 28,5 kDa
(Figura 5B) corresponde aos sinais de ionizacdo das cadeias L com apenas
uma protonacdo (L*). A figura mostra claramente a existéncia de trés cadeias
linkers Li", L,” e L3, com MM de 25,880, 26,080 e 26,853 kDa,
respectivamente, para a HbAg. Proximo a 8,1 kDa foi encontrado pico de
ionizacdo associado ao monomero d duplamente protonado (d*?) (dados nao
apresentados).

Entre 15,9 a 18,0 kDa (Figura 5C) foram encontrados os sinais de
ionizagdo correspondentes as isoformas do monémero monoprotonado (d*),
contribuicdes intensas em 16,244 kDa e 16,459 kDa foram indicadas,
respectivamente, para as isoformas, d;* e d,", outras duas contribui¢des,
menos intensas, em 16,667 kDa foi sugerida ao ds* e em 16,855 kDa para d,".

Entre 26,0 e 55,0 kDa, dois picos intensos foram vistos, um referente ao
Ls,” em 26,853 kDa e o outro préximo aos 32,680 kDa (2d,") (Figura 5D).
Dados de MALDI-TOF-MS para HbGp e HbRa indicam a presenca de pico em
32 KDa (CARVALHO, F et al., 2009; 2011a, 2013, 2014; TABAK et al., 2012), o
relacionando a um possivel L3* ou entdo, a um dimero do isémero d," (2d;"),
devido a uma sobreposicdo de sinais no espectro entre essas duas cadeias
polipeptidicas. Essa hipotese se basearia no comportamento exibido pela
dissociacdo oligomérica desta classe proteica; as cadeias L e d apresentam
uma pequena diferenca de volume (cerca de 5mL) na separacao/purificacao de
subunidades da HbGp por SEC, ainda com a mesma Ec resultados SV
mostraram a tendéncia de d em se oligomerizar e formar dimeros e tetrameros
(CARVALHO, F et al.,, 2009, 2011ab, 2013, 2014; TABAK et al., 2012).
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Entretanto, o espectro da HbAg se diferenciou ao apresentar a existéncia de
um pico especifico de ionizacdo para cada uma dessas subunidades.

Na Figura 5D foi visualizado pico proximo aos 43 kDa o qual é
normalmente encontrado em resultados de espectrometria de massa de outras
Ec, tais como HbGp, HbRa (CARVALHO, F et al.,, 201l1a; TABAK et al.,
2012).Todavia, nas publicacBes disponiveis a cerca do tema ndo ha uma
descricdo da provavel identidade deste pico de ionizacdo. Desta forma, é
proposto que tal resultado seja ligado a banda em torno dos 40-43 kDa
observada pelos géis SDS-PAGE da HbAg (Figuras 4A e 4B). A partir da
andlise dos picos de ionizacdo presentes na Figura 5D, nota-se que o pico em
43 kDa esta entre as ioniza¢Oes da cadeia Le dos agregados de d. A partir dos
valores de MM das subunidades da HbAg na presenca e auséncia de B-
mercaptoetanol apresentados na Tabela 1, se chega que somando os valores
de massa disponiveis para cada isoforma destas cadeias, chegasse mais perto
do referido valor de MM para a associacdo de L3* + d;* que resulta em 43,097
kDa (Figura 5D). Como comentado na sec¢do dos resultados de SDS-PAGE da
HbAg, artigos sobre a purificacdo de subunidades da HbGp relatam que logo
apos saida da cadeia d ocorre a saida da fracao referente aos L (CARVALHO,
F et al.,, 2011a, 2013) juntamente com esta informagcao se tem que na Figura
5D, o pico de 43 kDa esta entre as ionizacdes destas duas cadeias o que
sugere uma associacdo entre L e d. A observacdo deste pico de ionizacéo
continuou quando houve a adi¢cao do agente do redutor (Tabela 1), assim como
também notado no gel SDS-PAGE da proteina em presenca do B-
mercaptoetanol (Figura 4B). O estudo das interacfes existentes entre as
cadeias L e as cadeias globinicas (a, b, ¢ e d), por meio de simulacdes
computacionais, que usariam dados gerados pelos estudos cristalogréaficos de
subunidades que compdem outras Ec, tais como a HbGp (BACHEGA et al,
2015) poderdo ajudar na compreensdo de como poderia ocorrer essa possivel
associagao entre cadeias, e 0 motivo pelo qual por que esta ndo € desfeita em
presenca do agente redutor.

Em torno dos 49 kDa (Figura 5D) foi encontrado pico referente ao
trimero de mondémero d;*, 3(d1)*, isoforma da cadeia d, também reportado para
a HbGp, HbRa e HbEa (CARVALHO, F et al., 2011a; TABAK et al., 2012).
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Figura 5: Espectro de massa da HbAg na auséncia de B-mercaptoetanol obtido por
MALDI-TOF (A) Espectro de MALDI-TOF-MS da HbAg, em pH 7,0. (B) Regido
expandida de 25,0 a 29,0 kDa para L", (C) Regido expandida entre 15,6 até 18,0 kDa
para d*; (D) Regido expandida para (Ls)* (2d,)*, (3d,)* e (abc)®, de 24,5 até 54,5 kDa.
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A seguir, pode-se visualizar na Tabela 1, todas as MM observadas por
MALDI-TOF-MS para as subunidades da HbAg na presenca e auséncia de
agente redutor. Os valores de massa dos isdmeros representam a média dos

valores obtidos dos picos mono e duplamente protonados.
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Tabela 1: Massa molar (Da) das subunidades da hemoglobina de Amynthas gracilis (HbAQ),

na forma nativa, na auséncia e presenca de 3-mercaptoethanol, obtidos do MALDI-TOF-MS.

Subunidades _ HbAg® HbAG® HbGp® _ HbGp® _ HbRa®  HbRa’ HbLE HbLC

d, 16,244 +3 16,280+8 16,370+10 16,360 16,166+20 16,166+20 15,991+4°" 15 991+4%%

d, 16,459 +5 16,415+ 16 16,415+10 16,445+20 16,377+16 16,385+16 15,988+4""  15998+4""

ds 16,667 +5 - 16,650+40 16,620 16,583+18 16,697+20 15,958+4"" 15 958+4""

ds 16,855 + 3 - 16,850+40 16,820 - - - -

dl+heme 17,068 - - - 16,779+17 16,912+17 - -

b - 16,216 + 12 - 16,480 - 17,290+16 - 16,248+5%¢

a - 17,015+ 7 - 17,330+15 - 17,133+20 - 19,386+15"°

a, - 17,061 5 - 17,410 - - - 19,221+10%

as - 17,138 + 7 - 17,546 - - - 19,065+4°

as - 17,259+8 - 17,620 - - - 18,901+15°

c1 - 17,4465 - 18,245+20 - 17,506+13 - 17,290+5%¢

Ly 25,880 +20 25944+ 25,780+30 25,870+50 26,136 25,970  27,728+15%° 27,728+15™
100

L, 26,080 +2 26,150 +50 26,750+80 26,720+80 26,367 26,440  32,251+20%° 32,251+20

Ls 26,853+4 26,914+80 32,870 32,900 32,515 - 24,919+10%°  24,919+10%

L, - - - - 26,570 26,710 24,710° 24,710°

2d, 32,480+ 5 - - - - - - -

2d, 32,680 + 20 - 32,870 32,900 32,515 - - -

2d; 32,895+ 25 - - - - - -

2d, 33,084+ 25 - - 33,870 - - - -

Lg+d4 43,097 +4 43,194 + 44

3d, 48,752+ 3 - - - - - - -

2¢, - - - 34,700 - - - -

(abc), 51,415 + 20 - 51,200 - 51,470 - 52,868+50"°" -

(abc), 51,610+ 14 51,645+15 51,985 51,630 - 53,300+100'

abcd 67,793 68,207 68,400 69,280  67,690° - 68,678° -

®Hemoglobina 3,0 mg mL™ dados de massa, em auséncia de B-mercaptoethanol.
bHemoglobina 3,0mg mL™ dados de massa, em presenca de 3-mercaptoethanol.
‘TABAK et al.,2012
YOLIVEIRA, MOREIRA; TABAK, 2007
*OWNBY et al., 1993
'MARTIN et al., 1996
SILAMY et al., 1996

*MMupgp referéncia: CARVALHO, F et al., 2013, 2011ab, 2009
** MMypra referéncia: CARVALHO, F et al., 2014

A verificacdo dos valores de MM das subunidades da HbAg (Tabela 1)

confirmam a presencga de duas isoformas para o abc em acordo com descrito
para HbGp (CARVALHO, F et al., 2011a; OLIVEIRA, MOREIRA; TABAK, 2007;



58

TABAK et al., 2012) e HbLt (MARTIN et al., 1996; OWNBY et al., 1993) e,
diferente do observado para a HbRa que possui apenas um uUnico abc, em
razdo da ndo existéncia de isoformas para as cadeias globinicas a, b e ¢
(CARVALHO, F et al.,, 2014). Em geral, as MM encontradas para as
subunidades da HbAg sao similares, mas nao idénticas as publicadas para a
HbGp e outras Ec, tais como HbLt, HbAm e HbRa (CARVALHO, F et al.,
2011ab, OLIVEIRA, MOREIRA; TABAK, 2007; ROUSSELOT et al., 2006;
VINOGRADOQV, 2004;).

Na literatura, analises feitas com a HbLt, HbAm, HbRa e HbGp
sugeriram pequenas diferencas de MM entre as subunidades das diferentes
espécies testadas (BACHEGA, 2013; CARVALHO, F et al., 2014; MARTIN et
al., 1996; OWNBY et al., 1993; ZAL et al., 1997). Recente estudo cristalografico
mostrou identidade de sequéncia minima de 70% entre as cadeias a, b e ¢ da
HbGp com as da HbLt, j4 para d e L essa percentagem foi um pouco menor, de
59 e 64%, respectivamente (BACHEGA, 2013). Desta forma, esses estudos
sinalizam uma conservacdo de MM e estrutura das Ec durante o processo
evolucionario dessas espécies de anelideos. A fim de se indicar a MM
apresentada pela HbAg na sua forma integra e em pH 7,0 estudos por AUC

foram realizados e séo apresentados na proxima secao.

4.4 AUC

A distribuicdo dos coeficientes de sedimentacdo em Svedberg (S) a 20°
C, Saxow, para trés concentracdes de HbAg em pH 7,0, oriundas de estoque
purificado 15 dias antes dos estudos de SV, e, os valores Sy, corrigidos para
diluicdo infinita, s%, S80 apresentados nas Figuras 6A e 6B, respectivamente.
Para a concentracdo de 300 ug -mL™ de HbAg, foi observado na distribuicdo de
c (S) um pico que representa 99,45% do sistema (Figura 6A), indicando uma
alta homogeneidade da HbAg em meio neutro, mesmo comportamento foi
observado nas demais concentracées testadas (100 e 200 ug -mL™).

Os valores de Syow (Figura 6A) foram corrigidos para diluicdo infinita
pela regresséao linear dos pontos. O valor de sozoyw, corresponde ao Sy w a 0 mg
-mL™? de proteina, sendo estimado em 68,2 + 2 (Figura 6B) para a proteina

integra. O valor de sozoywé relativamente maior ao reportado a HbGp com sozo,W
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de 58,1 + 0,4 S, HbAm (50 S), HbRa (59,1 + 0,1 S), HbPe, (58,9 + 0,2 S)
(TABAK et al. 2012) e, HbLt, (60 S) (DANIEL et al., 2004; VINOGRADOV et al.,
1986). Entretanto, este valor é proximo ao reportado para a HbEa, (64,6 + 0,4
S) (TABAK et al., 2012).

Figura 6: Dados de AUC da HbAg integra em pH 7,0. (A) Distribuicdo de
sedimentagcdo S,p,, COM 0S respectivos ajustes para a HbAg nas concentragbes de
100, 200 e 300 ug -mL™ preparados em 100 mmol .L™* Tris—HCI (pH 7,0) contendo 50
mmol .L™* NaCl. O valor aparente de S,ow para cada concentracao foi determinado no
méximo dos picos de distribuicdo de sedimentacdo. (B) S%o.u, obtido reta regresséo
linear dos valores de Sy, X concentracdo de HbAg, ajustados a diluicdo infinita pela
linha cheia até 68,2 S.
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A Figura 7 mostra a distribuicio da MM para a HbAg em trés
concentracOes diferentes. Através do Sy, Obtido das amostras de proteina
(Figura 6A), foi observado maior MM para HbAg integra (Figura 7) em
comparacao ao relatado para HbGp (CARVALHO, F et al., 2009, 2011b). Os
parametros hidrodinamicos obtidos no experimento estéo reunidos na Tabela 2.
A razao friccional (f/fo), a média do didmetro hidrodinamico (Z-average (D)),
Raio de Stoke (Rs) dos dados descritos para HbAg sao similares aos
reportados para a HbGp e HbRa (CARVALHO, F et al. 2011lab, 2014).
Entretanto, a MM obtida pela razéo coeficiente de sedimentacéao/coeficiente de
difusdo (s/D) e o s’ sdo diferentes. A razdo s/D forneceu uma MM de
aproximadamente 3,9 MDa para a HbAg, valor proximo ao registrado para
HbEa (3,8 MDa) (Tabela 2).
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Figura 7: Distribuicdo da MM da HbAg. A figura mostra MM ajustada para a HbAg nas
concentracdes de 100, 200 e 300 pg - mL* em 100 mmol - L™ Tris-HCI, pH 7,0,
contendo 50 mmol - L™ NaCl. A MM para cada concentracéo foi determinada como o
maximo dos picos de distribuicdo de massa.

o 100 pg.mL*
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Fonte: Autor

Tabela 2: Propriedades Hidrodinamicas da HbAg e outras Ec.

MM S%w(S) Dn(hm)  Rs(nm) flffo  Tm(°C) PDI
(MDa)

HbAg 3,92 68,2+22 28+19 129+19 1,28+0.02% 529 0,02¢
HbGp 36" 581+0,4° 27+1° 13+1° 1,36 +0.04" 52° 0,01°
HbEa 3,87 64,6 +0,4° - - - - -
HbRa 3,6¢ 58 +0,1° 27 +1° - - 60° 0,02°
HbLt 3,6' 60" - - - - -

®Valores experimentais obtidos do software SEDFIT pelo ajuste dos dados pela distribuicdo de ¢ (S) ou
¢ (M) para formas integras, em funcdo da concentragdo de proteina; ®CARVALHO, F et al., 2009;

°SANTIAGO et al., 2008; ‘TABAK et al., 2012; *CARVALHO, J et al., 2016; fWEBER; VINOGRADOV,
2001; °Dados experimentais obtidos de analises por DLS.

Na literatura, divergéncias sobre o valor de MM da HbLt também foram
observadas. Os valores informados ficavam entre 3,4 - 4,4 MDa (DANIEL et al.,
2003, 2004; DAVID; DANIEL, 1974; MARTIN et al., 1996; OWNBY et al., 1993;
TSAFADIA; DANIEL, 1999; ZHU et al.,, 1996;), porém um consenso foi
alcancado para o valor de 3,6 MDa, em funcdo das informacdes trazidas com a
determinacdo da estequiometria da Ec pelo modelo bracele [(abcd)sL3z)iz
(MARTIN et al., 1996) e pelos resultados obtidos com Difracdo de Raios-X do
cristal da HbLt (ROYER et al., 2000, 2006). Todavia, a obten¢éo valor de MM
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maior a 3,6 MDa para a HbLt em estudos por espalhamento de luz em
multiplos angulos (do inglés, multi angle light scattering - MALS) e AUC, anos
antes do consenso sobre este MM da proteina integra (DANIEL et al., 2003;
OWNBY et al., 1993; TSAFADIA; DANIEL,1999; ZHU et al., 1996), trouxe o
guestionamento sobre obtencdo dos altos valores de MM obtidos para a HbLt a
tona no meio cientifico.

A ocorréncia de auto agregacdo da HbLt integra foi primeiramente vista
em estudos por microscopia eletrénica (ROCHE et al., 1960). Em experimentos
por AUC durante a transicio do pH para valores acidos para o
acompanhamento do perfil de dissociagdo da Ec, foi obtido em solucéo,
juntamente com a proteina integra (60 S), uma espécie com Syo,, €m 88 S, a
qual foi relacionada a uma unido lado a lado de duas moléculas de HbLt
(DAVID; DANIEL, 1974; ROCHE et al., 1960). A verificacdo da ocorréncia do
fenbmeno em outras espécies de anelideos ocorreu pelos estudos com Ec de
Eumenia crassa e Limnodrilus gotoi. Nestes trabalhos, imagens geradas por
microscopia eletrénica constataram que, grande parte das moléculas da
amostra estavam em associacdo umas com as outras (LEVIN, 1963;
YAMAGISHI et al., 1966). A Ec de Euzonus mucronata em estudos por
cromatografia e AUC revelou que entre 10-15% das biomoléculas do sistema
eram dimeros com MM entre 6-7 MDa (TERWILLIGER et al., 1977).

Em recente estudo para a determinacao de agregacao na HbLt, Riggs;
Riggs (2014) pelo uso conjunto das técnicas de SEC e MALS, comprovaram
que, de fato, a HbLt apresenta naturalmente a tendéncia a ser agregar
(oligomerizar). A partir da andlise da estrutura do cristal de HbLt foram
encontradas claras evidéncias da possibilidade de ocorréncia de interacfes
lado a lado entre uma molécula de HbLt com outra (Ec-Ec), sendo ligacbes de
hidrogénio e eletrostaticas entre os residuos de aminoacidos da cadeia c e d
das moléculas envolvidas os responsaveis pela associacdo. Desta forma,
solugbes da Ec foram preparadas tanto a partir do cristal da HbLt como
também de estoque de sangue na forma liquida com diferentes tempos de
armazenamento e momentos de coleta das minhocas para avaliar a presenca
de agregados e a MM gue seria obtida das amostras em cada situagéo.

No cromatograma da solucdo originada do cristal foram encontradas

moléculas com MM de 3,6 MDa, referente a uma HbLt (monémero), mas
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também de moléculas com 4,29 e 7,2 MDa, sendo este ultimo relacionado a um
dimero de HbLt (3,6 MDa) (RIGGS; RIGGS, 2014). O teste com amostras feitas
com o uso de estoque de HbLt liquida mostrou diferenciacdo do resultado para
0 uso de sangue de minhocas coletadas em diferentes épocas do ano.

O cromatograma gerado a partir da HbLt extraida de minhocas
capturadas durante o verdo ndo evidenciou a presenca de dimeros ou qualquer
outro tipo de molécula com MM maior a 3,6 MDa. Todavia, minhocas coletadas
no inverno renderam amostra composta por uma mistura de mondémeros e
produtos da agregacdo da HbLt com MM média de 4,0 MDa. Uma possivel
explicagdo pensada pelos autores para a distingdo observada estaria sobre a
sintese de hemoglobinas nas minhocas, que ocorreria apenas no verao,
ficando em seguida, as Ec formadas em circulacdo no corpo do animal durante
0s meses de inverno o que, ocasionaria a formacdo das moléculas de alta MM
vistas nos resultados (RIGGS; RIGGS, 2014).

Esta dltima parte foi proposta com base na dependéncia com a
concentracdo e tempo de armazenamento do estoque de Ec utilizado nas
andlises (RIGGS; RIGGS, 2014). Amostras com 10 pg - mL™ de HbLt com
estocagem igual ou maior a 48 dias formaram particulas com MM superior 4,4
MDa, enquanto o uso de proteina na mesma condi¢cdo, porém com estocagem
igual ou menor a 1 hora formaram moléculas com no maximo 3,7 MDa. O efeito
do armazenamento do estoque ficou mais evidente com uso de HbLt estocada
por mais de 5 anos, nesse caso além, da presenca do mondémero de 3,6 MDa,
também faziam parte da solucédo agregados com MM média entre 7,2-11 MDa,
sendo que o aumento na concentracdo das amostras apenas fortaleceu o
processo associativo (RIGGS; RIGGS, 2014).

A partir dos dados expostos, acredita-se que a oligomerizacdo também
possa ocorrer na HbAg, uma vez que dados de MALDI-TOF-MS, AUC e SAXS
(BACHEGA, 2013;CARVALHO, F et al., 2011ab, 2015; CARVALHO, J et al.,
2013ab; TABAK et al., 2012) mostram uma tendéncia de conservacdo ndo so
da MM entre subunidades, mas também da conformacdo da estrutura
oligomérica entre as diferentes proteinas da classe, outra possibilidade é o
tempo de estocagem da proteina.

Assim, o alto valor de MM obtida para a HbAg quando comparada com a
HbGp poderia estar associado a dois motivos: a) uma diferenciacdo na
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estequiometria das subunidades que compde a estrutura oligomérica da HbAg;
b) Formacdo de agregados de HbAg em razdo do tempo de estocagem das
amostras utilizadas neste estudo. Assim, o valor de 68,2 S cuja MM estimada
pela razdo s/D é de 3,95 MDa, possivelmente, seja de um agregado formado
por mistura de mondémeros, dimeros e outros produtos da agregacao e nao a
uma unica molécula de HbAg.

Desta forma, estudos posteriores de montagem e analise de
transcriptoma e de cristalografia da HbAg podem contribuir para compreenséao
da estequiometria das subunidades presentes na HbAg. Adicionalmente, novas
medidas de SV utilizando amostras com diferentes tempos de estocagem
poderdo ajudar na compreensao deste fendmeno. Nos dados de DLS que
serdo apresentados a seguir fica evidente que a HbAg apresenta tendéncia a

auto agregacao quando comparada com a HbGp.

4.5DLS

4.5.1 Efeito do pH na estabilidade oligomérica da HbAg

Nas Figuras 8A e 8B é apresentado o valor do didmetro médio
hidrodinamico, Z-average, (Dy), da HbAg 0,5 mg - mL™ em tamp&o acetato-
fosfato-borato 30 mmol - L™ em pH 7,0, a 25°C, ao longo do tempo. Em pH 7,0,
qguando a proteina estd na sua forma nativa, foi observado o valor de Dy, de
28,2 = 0,2 nm. O valor de Dy ndo se alterou ao longo de 72 horas, evidenciando
a estabilidade oligomérica da HbAg nestas condicdes. O indice de
polidispersdo (PDI) encontrado esté na faixa 0,02 - 0,03. Resultados similares
foram descritos para HbGp e HbRa, que em mesmas condi¢des, possuem Dy,
em torno de 27 = 1 nm (CARVALHO, J et al., 2013ab, 2014, 2016; SANTIAGO
et al., 2008, 2010ab).
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Figura 8: Variagdo da média do Diametro hidrodinamico (D)), Z-average, em
nanémetros (nm), obtidas por DLS em funcdo do tempo para [HbAg] = 0,5 mg - mL*
em tamp&o acetato-fosfato-borato, 30 mmol - L™, pH 7,0 a 25°C. (A) Medidas de DLS

feitas em um intervalo de até 72 horas. (B) Inicio da cinética para o intervalo de 1,5
horas. Durante todo o periodo considerado a particula manteve Dy, de 28 + 0,2 nm.
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As distribuicdes de tamanho da particula em funcéo da intensidade de
espalhamento, nimero e volume de particulas espalhadoras da HbAg pH 7,0,
25 °C, sdo apresentas na Figura 9. A andlise da distribuicdo de tamanho em
funcdo da intensidade de espalhamento (Figura 9A) apresenta um Unico pico,
fino e estreito, centrado em 28,2 nm. Nas Figuras 9B e 9C, a distribuicdo de
tamanho da particula em funcdo do numero e volume de particulas
espalhadoras confirmam a existéncia de uma Unica populacdo responsavel
pelo espalhamento de luz. Estes resultados corroboram com os apresentados
para Ec ortologas a HbAg (CARVALHO, J et al., 2013ab, 2016; SANTIAGO et
al., 2008).
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Figura 9: Distribuicdo de tamanho obtido de dados de DLS da [HbAg] = 0,5 mg - mL™*
em tamp&o acetato-fosfato borato, 30 mmol - L™, pH 7,0, 25°C; (A) Distribuicdo do
tamanho da particula por intensidade de espalhamento; (B) Distribuicdo em funcao do
namero de particulas espalhadoras; (C) Distribuicio em funcdo do volume das
particulas espalhadoras. O valor do diametro hidrodindmico (D,) foi caracterizado no
méximo da gaussiana. Os valores apresentados correspondem a uma média de 3
medidas independentes * desvio padrao (SD).
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O diametro hidrodinamico (Dy), a 25 °C, da HbAg 0,5 mg - mL™, foi
monitorado na faixa de pH 4,8 a 10,2 (Figura 10). Na Figura 10A, em meio
acido (pH 4,8 — 6,4) os valores de Dy, observados para HbAg séo relativamente
maiores ao registrado em pH 7,0 (28 nm). No pH 4,8 foi registrado Dy de 34,3
nm, enquanto que em pH 5,9 o valor de Dy, observado foi de 45,2 nm. Na faixa
de pH 7,0 e 8,2 o valor de D, observado ficou em torno de 28,2 nm. Estes
resultados sugerem que na faixa de pH &cido a proteina se encontra agregada,
ja na faixa de pH 7,0 e 8,2 a proteina se encontra na sua forma monomérica.
Talcomportamento poderia ser relacionado com o pl acido desta classe de
proteica (VINOGRADOV et al.,, 1986; WEBER; VINOGRADOV, 2001). As
proteinas quando estdo em valores de pH proximo ao pl apresentam carga
superficial nula, o que favorece a agregacdo (NELSON; COX, 2002). Porém
vale dizer que, a HbGp, uma proteina ortéloga a HbAg, apresenta Dy, em torno
de 27 nm em valores de pH préximo ao seu pl a 25° C, (SANTIAGO et al.,
2010b). Estes resultados podem sugerir que a HbAg apresenta uma menor
estabilidade quando comparada com a HbGp.

A alcalinizagcdo do meio (pH = 8,5) revelou alteragcdes no tamanho da
HbAg e a partir do pH 9,1 foi observada agregacéo, expressa pelo aumento no
valor de Dy. No pH 10,2, a biomolécula apresentou tamanho médio de 32 nm
(Figura 10B). Os valores de Dy, e PDI exibidos pela HbAg em fun¢cdo do pH
estdo reunidos na Tabela 3.
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Figura 10: Diametro médio hidrodinAmico (Dh), Z-average, em nanémetros (nm),
obtidas por DLS em funcéo do tempo para [HbAg] = 0,5 mg . mL™* em diferentes
valores de pH, em tampéo acetato-fosfato-borato, 30 mmol .L?, a 25°C. (A) Analises
em meio acido ao neutro, mostrando a cinética na faixa de pH 4,8 ao 7,0 (B) Analises
em meio neutro ao alcalino, mostrando a cinética na faixa de pH 7,0 a 10,2.
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Estudos com a HbGp e a HbRa mostram que o Dy (27 + 1nm), a 25 °C,
na faixa de pH 5,0 a 8,5, ndo se altera por um periodo de até 24 horas
(CARVALHO, J et al., 2016; SANTIAGO et al., 2010b). Acima do pH 9,0 para a
HbGp ocorre a reducao do Dy, de 27 para 10 £ 1 nm, em virtude da dissociacéo
oligomérica da proteina integra em espécies de menores tamanho em solugéo
(CARVALHO, F et al., 2013, 2014, 2015; CARVALHO, J et al., 2013ab, 2014,
2016; SANTIAGO et al., 2008, 2010ab). A formacdo de agregados,
concomitante, ao processo de dissociacdo da HbGp e HbRa foi verificada em
estudos da estabilidade térmica das proteinas em meio alcalino (CARVALHO,
J et al., 2012, 2016). Acima do pH 8,0, o tamanho dos agregados formados a
70 °C para HbRa eram consideravelmente menores em relacdo aos
observados em pH 7,0 e 25 °C (CARVALHO, J et al., 2016). O motivo deste
comportamento pode esta associado a uma alta taxa de dissociacdo sobre a



67

estrutura da Hb que agiu inibindo a geracdo de agregados de maior tamanho

em solugéo.

Tabela 3: Diametro médio hidrodinamico, Z-average, (D),
nandmetros (nm) + desvio padréo (SD) e indice de polidisperséo (PDI),
considerando-se trés medidas independentes, observados para HbAg

0,5 mg.mL™" em funcéo do valor de pH, a 25° C.

em

*

pH Dn PDI
4,8 343+0,2 0,175 * 0,008
5,2 40,0 + 0,4 0,246 + 0,006
5,4 42,1+0,6 0,281 + 0,019
5,7 44,3+0,8 0,326 + 0,024
5,9 452 +1,0 0,338 + 0,031
6,4 31,8+0,2 0,125 + 0,010
7,0 28,1+ 0,2 0,021 + 0,009
7,6 28,1+0,1 0,028 + 0,009
8,2 27,0%0,2 0,043 + 0,010
8,5 27,0%0,2 0,211 + 0,024
9,1 30,0+1,7 0,972 + 0,049
9,5 20,8+ 1,2 0,968 + 0,043
9,9 30,8+ 1,9 1,000

10,2 32,0+2,0 1,000

*Q valor indicado em nandémetros (nm) foi caracterizado no maximo da gaussiana.

As distribuicdes de tamanho por intensidade de espalhamento, nimero e
volume de particulas espalhadoras da HbAg 0,5 mg -mL™* em tamp&o acetato-
fosfato-borato em pH acido e alcalino sao apresentados na Figura 10. Ao longo
da faixa de pH estudado, a analise por intensidade de espalhamento mostrou
diferentes perfis de distribuicdo de tamanho. Em pH 7,0, a HbAg é composta
por uma Unica populacdo com Dy de 28,2 nm, porém a acidificacdo do meio
provoca um alargamento da distribuicdo de tamanho e surgimento de outras
populacdes (Figura 11A). No pH 4,8 ocorreu o descolamento e alargamento da
distribuicdo, e a intensidade de espalhamento de luz observada no sistema
passou a ser ocasionada exclusivamente pela populacdo de Dy centrada em
32,6 nm. J& no pH 5,2 aparece uma segunda populagdo que inicialmente
comecou a se formar em 531,2 nm, contribuindo com 6,2 % das espécies em

equilibrio (Figura 11A e Tabela 4).
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Figura 11: Graficos de distribuicdo de tamanho (nm) obtidos de dados de DLS da
HbAg, 0,5 mg . mL™", em tamp&o acetato-fosfato-borato 30 mmol . L™* em diferentes
valores de pH. (A) Distribuicdo de tamanho obtida a partir da intensidade de
espalhamento de luz das particulas em solucado. A seta em 531,2 nm indica o inicio do
aparecimento do agregado em solugdo.(B) Distribuicdo de tamanho obtida a partir do
namero de particulas espalhadoras de luz. A seta em 5,6 nm indica o inicio da
formagé&o de populacdo de menor tamanho. (C) Distribuicdo de tamanho obtida a partir
do volume das particulas espalhadoras de luz. A seta em 6,5 nm indica o inicio da
formacédo de populacdo de menor tamanho. Os valores de didmetro hidrodindmico (Dy)
foram caracterizados no méaximo dos respectivos picos de espalhamento de luz.
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A medida, em que houve o aumento do pH do meio foi observado um
deslocamento do Dy da segunda populagdo acompanhado do aumento da sua
representatividade no sistema. No pH 5,9 os valores de tamanho e de
contribuicdo da espécie no equilibrio foram, respectivamente, 32,6 nm com
77,6% e 255 nm com 22,4% (Figura 11A). No pH 6,4, a distribuicdo volta a ser

formada por uma unica populacédo de 32,6 nm, ja em pH 7,0 o valor de Dy
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observado para a uUnica populacdo presente na solucdo foi de 28,2 nm, tal
resultado foi mantido até o pH 8,2 (Figura 11A e Tabela 4). O D, e a
contribuicdo da espécie no equilibrio obtidos nos diferentes valores de pH

foram listados na Tabela 4.

Tabela 4: Tamanho (nm) e representatividade de espalhamento no sistema
(%) de populacées obtidas por DLS para a [HbAg] = 0,5 e 3,0 mg .mL™* em
funcdo de diferentes valores de pH, a 25° C obtidos por DLS. Os valores
indicados + desvio padrdo (SD) foram divididos por tipo de analise:
intensidade de espalhamento, nimero e volume de particulas espalhadoras
de luz, considerando-se trés medidas independentes.

Andlise
Intensidade NUmero Volume
(nm) (%) (nm) (%) (nm) (%)

48 326+25 100 21,0+1,4 100 24,3+1,6 100
52 326+25 91,1 210+14 100 243+16 985
531,2+41,9 6,2 1,5
2,7
54 32,6+25 896 243+16 98,7
342+233 114 2L0*14 100 23"
57 324+25 776 21,0+1,4 100 243+16 99

*

255+ 20,0 22,4 1,0
590 326+25 931 210+1,4 100 243+16 9572
255+20,0 3,8 4.8

3,1

64 326+25 100 21,014 100 243+16 100
70 282+06 100 21,014 100 243+16 100
76 282+22 100 21,014 100 243+16 100
82 282+22 100 21,014 100 243+16 100
85 282+22 100 11,7+08 100 135+10 100
91 7,5:060 424 56+04 100 65:04 996

141,8+11,2 55,5 0,4
95 75%0,60 26 56+0,4 100 65+04 996
1418+ 11,2 74 0,4
99 75%+060 27,2 56+0,4 100 65+04 994
141,8+112 72,8 0,6
10,2 7,5+0,60 23,3 56+0,4 100 65+0,4 99,5
141,8 + 11,2 76,7 0,6

707 282+06 100 210+14 100 243+1,6 100

% Porcentagem das espécies presentes em equilibrio

*Porcentagem referente a contribuicdo de agregados com tamanho médio
superior a 300 nm e/ou particulas maiores que 4000 nm nomeadas dust.
**\/alores referentes & HbAg 3,0 mg mL™
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No pH 8,5, o maior alargamento da base do pico da distribuicéo indicou
a presenca de moléculas de menor tamanho no sistema. Estudos realizados
com a HbGp por DLS descrevem que uma maior base dos picos da
distribuicdo ocorre em razdo da formacao de espécies de menor tamanho,
oriundas da dissociacéo oligomérica da proteina (CARVALHO, J et al., 2014,
2016; CARVALHO, F et al., 2013, 2014; SANTIAGO et al., 2008). A partir do
pH 9,1 (dados ndo mostrados), duas populagbes com D, em 7,5 e 141,8 nm
passam a compor o sistema. Em pH 10,2 mais de 70% das espécies em
equilibrio correspondem a populacéo de 141,8 nm (Figura 11 A e Tabela 4).

Os dados da distribuicdo por numero e volume das particulas
espalhadoras sao apresentados nas Figuras 11B e 11C. A anadlise destes
graficos indicou diferentemente da distribuicdo por intensidade de
espalhamento, que o sistema é formado por uma Unica particula em solucéo.
Apesar de indicada a presenca de uma segunda populacéo pela distribuicdo
por intensidade de espalhamento, a quantidade e o volume desta segunda
populacdo provavelmente deveriam ser pequenos. De modo que, na analise
multiexponencial pela distribuicdo de tamanho em funcdo do numero e
volume da particula apareceu a contribuicdo de uma Unica espécie.

Entre o pH 4,8 - 8,2, as distribuicbes por nUmero e volume da particula
foram compostas, respectivamente, por uma Unica populacao de valores de
Dy, entre 21 e 24, 3 nm. Entretanto, no pH 8,5 foi notado um comportamento
diferente, a espécie com Dy que se mantinha estavel entre 21 e 24,3 nm
aparece com Dy entre 11,7 e 13,5 nm (indicados por setas nas Figuras 10B e
10C). Acima do pH 8,5 o Dy, reduz ainda mais, se estabilizando em 5,6 e 6,5
nm para analise por nimero e volume, respectivamente (Figuras 11B, 11C e
Tabela 4).

Assim, esta analise permitiu observar que a HbAg desnatura-se e/ou
agrega-se em valores de pH alcalino (pH = 8,5), porém o processo de
dissociagdo ocorre simultaneamente. A reducdo da estabilidade
acompanhada da inducdo a dissociagdo oligomérica em funcdo da
alcalinidade do meio é também descrita para a HbGp e HbRa (CARVALHO, J
et al., 2012, 2016; CARVALHO, F et al., 2013, 2014; SANTIAGO et al., 2008).

Nestes estudos foi observado que em valores de pH acima de pH 9,1, a HbGp
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reduz a sua estabilidade térmica e ocorre a formacdo de espécies de Dy em
10 + 1 nm a 25° C (CARVALHO, J et al., 2012, 2013ab; SANTIAGO et al.,
2008, 2010a).

Em relacéo a presenca de agregados na faixa de pH acido (4,8 — 6,4),
evidenciado nas distribuicdes por intensidade de espalhamento da HbAg
(Figura 11A), resultados similares foram observados para proteinas ortol6gas.
O acompanhamento da estabilidade térmica da HbGp por absorcdo Gtica na
faixa de pH acido (5,0-6,0) confirmou que acima dos 58° C ocorre a formacgéo
de agregados no sistema (CARVALHO, J et al., 2013a). Resultado parecido
foi obtido por DLS para meta-HbGp, forma oxidada da Hb, em pH 5,0, dados
de melting point mostraram, logo no inicio do ciclo de aquecimento (T < 30°
C), o surgimento de agregacéo, seguido da precipitacdo de grandes particulas
a partir dos 60° C (CARVALHO, J et al.,, 2012). Comportamento similar
também foi descrito para HbRa, em pH 5,0 e 6,0, acima de 60 e 62° C,
respectivamente, onde particulas de altos valores de Dy foram registradas
(CARVALHO, F et al., 2014; CARVALHO, J et al., 2016).

A formacédo de agregados em solucédo para a HbGp e HbRa também foi

constatada em estudos do efeito da interagdo Ec x surfactantes idnicos (SDS

e CTAC) sobre a estabilidade térmica da proteina. Nestes trabalhos, a origem
destas grandes particulas foi justificada como sendo um efeito intrinseco da
desnaturacao térmica sofrida por estas Ec em temperaturas superiores aos
seus respectivas temperaturas de desnaturacdo, do inglés melting point (Tp,).
Esta explicacdo é pautada no comportamento das Ec na auséncia destes
agentes caotrépicos nesta situacdo a biomolécula apresentou agregacdo
concomitantemente a desnaturacdo (CARVALHO, J et al., 2013b, 2014).
Quanto ao surgimento de agregados na faixa de pH acido para a HbAg,
uma possivel explicacdo seria o efeito do pl desta proteina, uma vez que as
Ec sdo descritas como um grupo de macromoléculas que apresentam pl acido
(LAMY et al., 1996). Moléculas na regiao de influéncia do pl tendem a ser
menos estaveis e suscetiveis a agregacao, em virtude da perturbacdo do
equilibrio do potencial elétrico responsavel pela manutengdo da estrutura
oligomérica. Neste tipo de situacdo, as dindmicas de atracdo e repulsdo da
proteina se invertem e, areas que antes eram distantes umas das outras se

tornam mais proximas, sendo o inverso valido também (VOET; VOET, 2006).
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Assim, € sugerido que a instabilidade da HbAg em meio acido seja
ocasionada pela proximidade ao pl, provavelmente localizado entre os pH 5,0-
6,0. A partir dos dados apresentados a 25° C, estudos variando a temperatura
do meio e concentracdo de HbAg foram realizados para melhor compreender
o0 comportamento da proteina em pH 7,0 e, estes resultados sdo discutidos no

item a seguir.

45.2 Efeito da concentracdo e temperatura na
estabilidade oligomérica da HbAg no pH 7,0.

O efeito da concentracdo sobre as propriedades hidrodindmicas para a
HbAg 3,0 mg -mL™ em pH 7,0, a 25° C é apresentado nas Figuras 12 e 13. As
Figuras 11A e 11B indicam que o Dy se manteve essencialmente similar ao
observado para a concentracéo de 0,5 mg - mL™?, em 25° C, com Dy, de, 28,2 +
0,2 nm e PDI de 0,03.

Figura 12: Variagdo da meédia do Diametro hidrodindmico (D)), Z-average, em
nandmetros (nm), obtidas por DLS em func&do do tempo para [HbAg] = 3,0 mg . mL*
em tampéo acetato-fosfato-borato, 30 mmol . L, pH 7,0 a 25° C. (A) Medidas de DLS
feitas em um intervalo de até 72 horas. (B) Inicio da cinética para o intervalo de 0 - 1,5
horas. Durante todo o periodo considerado a particula manteve Dy, de 28 £ 0,2 nm.
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A analise dos graficos de distribuicdo de tamanho em funcdo da
intensidade, nimero e volume de particula espalhadora confirmam a presenca
de uma unica populacdo em solugcdo, similar ao observado para menor
concentracdo de HbAg (0,5 mg - mL™). Assim, a monodisperséo do sistema é
comprovada pela presenca de um uUnico pico fino e estreito nos graficos de
distribuicdo (Figura 13). O valor Dy da HbAg 3,0 mg -mL™ foi descrito na Tabela
4. Os resultados expostos estdo de acordo com o relatado para HbGp que em
pH 7,0, mantém os mesmo valore de Dy, PDI e composi¢cado do sistema entre
0,5- 3,0 mg-mL™ (CARVALHO, F et al., 2012, 2013b, 2014).

Figura 13: Distribuicio de tamanho obtido de dados de DLS da [HbAg] = 3,0 mg .mL™*
em tamp&o acetato-fosfato borato, 30 mmol . L™, pH 7,0. (A) Distribuicdo de tamamho
obtida a partir da intensidade de espalhamento das particulas em solucdo. (B)
Distribuicdo de tamanho obtida a partir do nimero de particulas espalhadoras de luz.
(C) Distribuicdo de tamanho obtida a partir do volume das particulas espalhadoras de
luz. O valor do diametro hidrodindmico (Dh) foi caracterizado foi caracterizado no
maximo da gaussiana. Os valores apresentados correspondem a uma média de 3
medidas independentes + desvio padréo (SD).
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O estudo da estabilidade térmica da HbAg, no pH 7,0, foi realizado
utilizando a técnica de DLS. Na figura 14, sdo apresentados os resultados de
Tm € contagem da luz espalhada da HbAg na faixa de temperatura entre 25-65°
C. O gréfico de Dy x temperatura (Figura 14A) mostra que a HbAg permaneceu
estavel até 51° C, apresentando um valor de Dy, em 28 + 1 nm. Porém, em 52°
C um significativo aumento no Dy foi registrado, devido a desnaturacéo
acompanhada de agregacdo proteica. Estudos com proteinas ortolégas a

HbAg, mostram que apoOs atingido o T, ocorre o aumento da taxa de
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agregacdo comprovada pelo crescimento do Dy da particula em solucéo
(SANTIAGO et al., 2010b).

Acima dos 52° C, particulas com maior D, foram observadas em
suspenséao e, o PDI a 65° C, foi de 0,3, valor este 10 vezes maior comparado
ao registrado a 25° C. A explicacdo para esse aumento decorre do elevado
namero de particulas com diferentes tamanhos dispersando a luz incidente na
solugédo. O que dificulta a determinacdo de um valor exato de Dy existente na
amostra (BERNE; PECORA, 2000).

Figura 14: Efeitos da temperatura sobre as propriedades hidrodinamicas da HbAg
integra 0,5 mg - mL" em tamp&o acetato-fosfato-borato, 30 mmol . L™ pH 7,0. (A)
Diametro Hidrodinamico (D,) da HbAg na faixa de temperatura (25-65° C). (B)
Contagem da luz espalhada pela HbAg (Kcounts/s) para faixa de temperatura entre
25-65° C. (C) Area expandida da contagem (Kcounts/s) exibida pela HbAg entre a faixa
de 25-60° C.
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Fonte: Autor

Os dados de contagem da luz espalhada em pH 7,0 (Figura 14B)
confirmam a estabilidade oligomérica da HbAg indicada nos dados de Dy
(Figura 14A). Entretanto, a diminuicdo da intensidade de espalhamento

(Kcount/s) a partir de 35 °C revela a ocorréncia de uma leve dissociacdo da
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estrutura oligomérica da HbAg antes da sua desnaturacdo em 52° C (Figura
14C). Em T = 50° C foi registrado valor minimo (151,4 Kcount/s) para a
intensidade de espalhamento, por outro lado, acima desta temperatura, houve
0 aumento da contagem, em razdo do inicio do processo da desnaturacao
proteica, concomitante ao de agregacao.

Os resultados sugerem que a HbAg dissocia parcialmente antes de
desnaturar, comportamento similar € descrito para outras proteinas da classe.
Estudos da interacdo HbGp-CTAC em pH 7,0 verificaram que na auséncia do
surfactante catiénico uma leve dissociagdo foi visualizada, entre 30-48° C,
pela reducdo dos valores de contagem. Com a adicdo de 0,05 mmol . L™
CTAC o fenémeno continuou a ser visto entre 30-44° C, porém com uma
diminuicdo mais pronunciada dos valores de Kcount/s devido a menor
estabilidade exibida pela HbGp em presenca do CTAC (CARVALHO, J et al.,
2014). O T, da HbAg em meio neutro é similar ao observado para a HbGp
(52° C) e, € menor ao descrito para HbRa (56° C) (CARVALHO, F et al., 2014;
CARVALHO, J et al., 2016; SANTIAGO et al., 2008).

4.6 Estimativa do pl da HbAg por potencial-zeta e LSI

Em virtude da influéncia do pl sobre o comportamento apresentado
pela HbAg nos dados de DLS e, dos efeitos observados na interacdo de
outras Ec com surfactantes ionicos, foi realizada a estimativa do pl da HbAg
por potencial-zeta e LSI. Na Figura 15A € apresentado um grafico de
potencial (mV) x pH onde é possivel visualizar a reducédo de carga superficial
da HbAg de 20 mV em pH 4,1 para -12 mV no pH 7,0. Assim, é possivel
observar que em meio acido h& a predominéncia de carga residual positiva na
superficie da proteina, o que corrobora com resultados obtidos para outras
Ec, tais como HbLt, HbGp e HbRa (CARVALHO, F et al. 2014; CARVALHO, J
et al.,, 2013b, 2014, 2016; LAMY et al., 1996; SANTIAGO et al., 2007). Por
volta do pH 6,0, o potencial-Zeta esta proximo a zero. A regressao linear dos
pontos do potencial-Zeta x pH, estimou o pl da HbAg em 6,0 £ 0,3 (Figura
15A).
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A intensidade de espalhamento de luz, do inglés Light Scattering
Intensity (LSI) exibido pela HbAg em diferentes valores de pH (Figura 15B)
indicou que no pH 5,5 se tem o maximo valor de LSI para HbAg. O maximo
LSI foi observado proximo ao valor de pl (~ 6,0) indicado por potencial-Zeta.
Mesmo comportamento foi relatado para HbGp, proteina ortéloga a HbAg,
que também apresentou um largo pico de LSI com méximo no pH 5,8 e
obteve pl em 5,5 + 0,6 por potencial-Zeta (SANTIAGO et al., 2010b).

Figura 15: Dados para estimacédo de pl da HbAg integra. (A) Potencial-zeta da HbAg
integra, 0,5 mg .mL™" em tamp&o acetato-fosfato-borato, 30 mmol .L™* em func&o do
pH. Os simbolos correspondem aos dados experimentais. Os pontos correspondem a
média de 15 medidas para cada pH. A linha continua representa o ajuste linear. (B)
Intensidade de Espalhamento de luz (LSI) da HbAg integra medido em fluorimetro em
diferentes valores de pH. [HbAg] = 0,5 mg .mL™ em tamp&o acetato-fosfato-borato, 30
mmol . L™, pH 2,6-8,0. Todas as medidas foram feitas a 25° C. O ponto maximo de
espalhamento foi considerado para estimar o pl por LSI. Os pontos correspondem a
média dos valores * o desvio padrao (SD).
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A estimativa de um pl acido para a HbAg estd em concordancia ao
descrito ao grupo das Ec (LAMY et al., 1996). Vale mencionar que o alto valor
de LSI observado na regido préxima ao pl da proteina esta relacionada com o
fato da carga da superficie da proteina ser nula, o que favorece o processo de
agregacéao da proteina (VOET; VOET, 2006).

Estudos do efeito de surfactantes i6nicos sobre a estabilidade
oligomérica de Ec indicam a influéncia do potencial de carga superficial da
proteina na interagdo Ec-surfactante. Em pH 5,0 a HbGp exibiu uma forte
interacdo com o SDS, a adi¢éo de 0,05 mmol -L™* SDS levou a reducdo em 2°C

o T, da HbGp, e 0 aumento da concentragcdo do agente caotropico para 0,1
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mmol - L™ culminou na formacao de grandes agregados a 25° C e na queda do
Tm de 55 para 47° C. Entretanto, em pH 7,0 essa interacdo foi mais fraca,
sendo necessario 0,6 mmol -L™* SDS para reduzir o T, da HbGp de 52 para 50°
C (CARVALHO, J et al.,, 2013b; SANTIAGO et al., 2007). A exposi¢cdo ao
CTAC, por outro lado, teve um comportamento oposto e mais intenso que o
visto com o SDS. Em pH neutro, o uso de baixa concentracdo de CTAC (0,05
mmol - L) rebaixou em 11° C o inicio da desnaturacdo da HbGp, além de
promover a formacao de grandes agregados em temperatura ambiente. A acéo
do CTAC, porém foi menos vigorosa em pH acido, o registro da diminuicdo em
11° C no Tn da HbGp apenas foi constatado a 0,6 mmol . L' CTAC
(CARVALHO, J et al.,, 2014; SANTIAGO et al.,, 2007). A ocorréncia de tais
comportamentos foi vinculada a existéncia de cargas residuais sobre a
superficie da biomolécula de acordo com pH do meio, fato este que seria o
principal direcionador das reagfes vistas nas interagdes Ec x surfactantes

ibnicos, em meio aquoso.

4.7 AFM

No intuito de avancar na caracterizacdo estrutural da HbAg, estudos de
AFM foram realizados sob o filme da proteina em pH 7,0, 7,5 e 10,0. Estes
valores de pH foram escolhidos para avaliar a proteina em seu estado nativo
(pH 7,0 e 7,5) e na forma dissociada/agregada (pH 10,0). A Figura 16
apresenta os resultados de AFM da espessura do filme (nm), da HbAg 1ug -
mL™? em tamp&o acetato-fosfato-borato 30 mmol - L™ pH 7,0. A andlise dos
graficos de altura, do inglés, height x secdo transversal, do inglés cross
section, de varredura de area com 5 x 5 ym, permite visualizar a presenca de
moléculas com tamanho entre 15 - 20 nm (Figura 16A e 16B). De forma geral a
imagem sugere a formacdo de uma monocamada proteica sobre a superficie
de mica, pois por meio das imagens obtidas as particulas estdo razoavelmente
espacadas e ndo aglomeradas, permitindo uma analise das particulas.
Ampliando a imagem apresentada na Figura 16A, obtém-se a imagem ilustrada
na Figura 16C. A Figura 16E representa uma ampliagdo da Figura 16C. A

Figura 16D permite visualizar o tamanho médio das particulas presentes no
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referido filme. Assim, uma analise qualitativa destas imagens permite informar
que a HbAg pode apresentar um tamanho de 15 a 20 nm, em pH 7,0. O
segundo pico com altura média entre 7,5 - 8,0 nm possivelmente esta
relacionado ao tamanho de um hexamero da estrutura da HbAg que se rompeu
durante o processo de deposicdo da HbAg na mica, seguido de lavagem da

superficie da mica com o tampao, como o descrito em material e métodos.

Figura 16: Imagem topogréfica e de dimens&o (altura do filme) da HbAg 1ug -mL™* em
tamp&o acetato-fosfato- borato 30 mmol . L™, pH 7,0, sobre a superficie de mica
obtidas por AFM. (A) Imagem topografica referente ao escanemanto de quadrante de
5 x 5 um. A escala de cor no eixo Z (nm) representa uma estimativa do tamanho da
HbAg; (B) Grafico da altura x corte transversal (height x cross section (um))
representando o perfil topogréafico da secédo considerada na superficie da mica (linha
continua representada em A); (C) Imagem topografica de quadrante de 1 x 1 um
gerado pela ampliagdo da area analisada em A; (D) Gréfico da altura x cross section
representativo do perfil topografico da secao considerada na superficie da mica (linha
continua representada em C); (E) Ampliagdo da imagem apresentada em C.

Fonte: Autor
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A Figura 17 mostra a imagem topogréafica obtida por AFM do filme da
HbAg 1ug -mL™ em pH 7,5. As imagens quadrangulares de 5 x 5e 1 x 1 pm,
Figuras 17A e 17C, respectivamente, mostram um padrdo visual similar ao
alcancado pela topografia da HbAg em pH 7,0 (Figura 16A e 16C). O grafico de
height x cross section, indicou tamanho da HbAg entre 15 - 20 nm, com o
aparecimento de particulas menores com dimens@es que variaram de 8 a 5 nm
(Figura 17B e 17D).

Figura 17: Imagem topogréfica e de dimens&o (altura do filme) da HbAg 1ug -mL™* em
tampdo acetato-fosfato- borato 30 mmol . L™, pH 7,5, sobre a superficie de mica
obtidas por AFM. (A) Imagem topografica referente ao escaneamento de quadrante de
5 x 5 um. A escala de cor no eixo Z (nm) representa uma estimativa do tamanho da
HbAg; (B) Grafico da altura x corte transversal (height x cross section (um))
representando a sec¢do considerada na superficie da mica (linha continua
representada em A); (C) Imagem topografica do quadrante de 1 x 1 ym gerado pela
ampliacdo de area analisada em A; (D) Grafico da altura x cross section representativo
do perfil topografico da secdo considerada na superficie da mica (linha continua
representada em C).

24 nm

0nm

24 nm

Fonte: Autor

O valor de tamanho observado por AFM da HbAg em pH 7,5 é
essencialmente o mesmo indicado para as medidas de AFM em pH 7,0, no
qgual o escaneamento do filme formado pela proteina apresentou alturas entre

15-20 nm. De fato, por DLS, foi observado que o estado oligomérico da HbAg
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em pH 7,0 e 7,5 é bastante similar. A técnica de DLS mostra uma unica
populacdo de espécie com tamanho de 28,2 + 0,2 nm na HbAg, na faixa de pH
entre 7,0 - 8,2 (Figura 11A e Tabela 4).

Uma possivel explicacdo para o menor valor de tamanho observado
para HbAg por AFM esta relacionado a adsorcao da HbAg sobre a superficies
de mica, o que levaria a proteina apresentar uma forma mais compacta. Esta
ideia € baseada em estudos de AFM e DLS descritos para outros sistemas
biolégicos.

Os dados de microscopia da HbAg em pH 10,0 sdo apresentados na
Figura 18; a exposicdo da HbAg a alta alcalinidade provocou mudangas na
imagem coletadas por AFM (Figura 18A). A comparacdo da topografia das
imagens referentes as varreduras feitas em pH 7,0 (Figura 16A) e 7,5 (Figura
17A), com a obtida em pH 10,0 permite observar a presenca de espécies
maiores com tamanho entre 50 e 70 nm, além das espécies com 20 e 8 nm.

As particulas com 50 nm ou mais, possivelmente sdo agregados
formados por uma mistura de HbAg integra e subunidades formadas pela
dissociacao oligomérica da proteina em meio alcalino. A proposta é feita com
base no comportamento exibido pela proteina em pH alcalino em estudo por
DLS. No pH 10,2 os dados de DLS da HbAg indicaram um sistema composto
em 76,7% por agregados e 23,3% por particulas com Dy préoximo aos 8,0 nm
(Figura 11A e Tabela 4). Todavia, nas distribuicdes de tamanho por nimero e
volume das particulas espalhadoras (Figura 11B e 11C e Tabela 4) a presenca
destes agregados em solucdo ndo foi observada, em grande parte devido a
uma baixa quantidade e/ou volume destas grandes particulas em solucéo.

Uma hipotese para a visualizacdo destes agregados por microscopia
seja pela magnificacdo da agregacao, em razdo da adsorcdo da proteina ao
substrato (mica). Para a formacdo do filme analisado foi necessario a
deposicdo e descanso da proteina por 30 minutos sobre a mica para que
ocorresse a adsorcdo do material sobre a superficie e em seguida a lavagem
da area com tampao.

A visualizagdo de particulas com tamanho de 20 nm, relacionada a
proteina integra, provavelmente ocorreu pelo pouco tempo de exposicéo da Ec
ao pH alcalino, cerca de 30 minutos antes da realizagdo da medida. Desta

forma, o tempo empregado de equilibrio da amostra em pH 10, pode néo ter
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sido o suficiente para que ocorresse a total dissociacdo da proteina integra. Os
resultados expostos pelo AFM sao similares, mas nao iguais aos obtidos por
DLS, entretanto medidas adicionais precisam ser realizadas para uma melhor

compreensdo dos comportamentos notados.

Figura 18: Imagem topogréfica e de dimens&o (altura do filme) da HbAg 1ug -mL™ em
tampdo acetato-fosfato-borato 30 mmol . L, pH 10,0, sobre a superficie de mica
obtidas por AFM. (A) Imagem topogréfica referente ao escaneamento de quadrante de
5 x 5 um. A escala de cor no eixo Z (nm) representa uma estimativa do tamanho da
HbAg; (B) Grafico da altura x corte transversal (height x cross section (um))
representando a sec¢do considerada na superficie da mica (linha continua
representada em A); (C) Imagem topografica do quadrante de 5 x 5 ym coletada em
diferente area da superficie da mica; (D) Grafico da altura x cross section
representativo do perfil topografico da secao considerada na superficie da mica (linha
continua representada em C).

24 nm

=

Height (nm)
o S 8 ¥ 8 8 8 3

| i I
0nm

0 1 2 3
Cross Sectson (um)

24 nm 01 D

e 04 w
0nm
— v . v -
0 1 2 3 4

Cross Section (um)

Height (nm)

Fonte: Autor

Estudos de microvesiculas (MV) isoladas do plasma sanguineo humano,
por DLS e AFM, indicaram valores de tamanho médio de particulas de 181 + 71
e 176 + 30 nm, respectivamente (GYORGY et al., 2011). O motivo da diferenca
de tamanho foi associado a limitacdo da técnica do AFM ao se analisar as MV
em filme aderido a superficie sélida e exposto ao ar e ndo em suspenséo como

ocorre por DLS.
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Efeito similar foi observado em MV de origem bacteriana, em que a
caracterizagdo de MV de composicdo lipoproteica oriundas de bactérias
Lactobacillus casei BL 23 por técnicas estruturais como DLS e AFM
descreveram, respectivamente, valores meédios de tamanho de 47 + 3 nm e 33
+ 3 nm. Além disso, foi relatado que as vesiculas se apresentavam com uma
forma esférica (andlises por DLS) e esférica — cncava (andlises por AFM) para
as MV de L. casei BL 23 (RUBIO et al., 2017). O contraste entre os resultados
encontrados foi sugerido que estivesse relacionado ao tipo de preparo das
amostras, as quais estas foram submetidas antes das analises de AFM e DLS.

Na AFM, para a formagéo do filme analisado, antes houve a secagem do
filme de material biol6gico, em cabine de fluxo de ar, o que pode ter interferido
na medicdo do real tamanho das MV. Por outro lado, as amostras analisadas
por DLS estavam suspensas em solucao. Outra possibilidade levantada pelos
autores estd associada a composicdo da membrana das MV. A sua
constituicdo lipoproteica pode ter contribuido para que esta ficasse mais
aderida (achatada) sobre a superficie sélida de imobilizacdo, mudando a assim
seu formato original e consequentemente o tamanho observado na analise por
AFM (RUBIO et al., 2017).

A diferenca entre resultados para tamanho de particulas entre DLS e
AFM também foi visualizada em experimentos de imobilizacédo de lipossomas
utilizados na funcionalizacdo de nanoparticulas de hidrogel destinadas para o
carreamento de medicamentos no organismo humano. Por meio da AFM foi
notado tamanho médio de 70 nm para os lipossomas, ja por DLS esse valor foi
maior, cerca de 100 nm (KAZAKOV et al.,, 2003). A divergéncia entre 0s
resultados também foi associada a deformacao que a molécula sofreu ao aderir
a superficie sélida (mica). Além disso, foi observado que apés a imobilizacédo
ocorreria 0 rompimento da bicamada lipidica. O que justificaria a presenca de
estruturas com formato diferente do esférico, e composto apenas por uma
camada plana de lipidios (KAZAKQV et al., 2003).

A observacdo da agregacdo por AFM é descrita em experimentos
relacionados com a fribrilogénese em proteinas. O uso de 5 mmol - L™ corante
alimenticio tartrazina em amostras de serum albumino humano, do inglés,
human serum albumin (HSA) e serum albumino bovino, do inglés, bovine

serum albumin (BSA) 0,2 mg -mL™* em pH 3,5 provocou a formagéo de grande
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agregados com tamanho de 66,7 (HSA) e 69,3 nm (BSA), observados por DLS
e, tendo estes agregados formato do tipo amiléide confirmado em medidas de
AFM, sendo associados a fribrilas de origem proteica devido ao formato longo e
tubular caracteristico (AL-SHABIB et al., 2018).

Mesma capacidade de deteccdo foi vista em estudo da agregacao e
caracterizacao de fibrilas formadas na albumina do ovo em pH 2,0 em funcéo
do aquecimento a 90° C no tempo. Filmes preparados a partir de amostras
aguecidas e analisadas por AFM confirmaram que nas primeiras 24 horas apos
0 aquecimento ocorreu agregacao proteica visualizada pela existéncia de trés
tipos diferentes de fibrilas: I, Il e Ill nas imagens de microscopia (LARA et al.,
2012). Os agregados foram diferenciados de acordo com o seu tamanho: o tipo
| obteve dimensdo de 7 + 2 nm; o tipo Il com 4 £ 1 nm; e o Ill, menor de todos,
com 2,5 = 1 nm. Adicionalmente a presenca dos agregados também foi
observada por medidas de DLS pela observacdo de um sistema bimodal
formado por duas populagdes de D, em 28 e 200 nm indicados a ser referente
as fibrilas do tipo I e lll, respectivamente (LARA et al., 2012).

Por outro lado, estudo por microscopia eletronica, do inglés, electron
microscopy (EM), de proteinas ortolégas a HbAg, tais como HbLt e HbAmM
mostraram resultados que se assemelham ao valor obtido pelo AFM do filme
de HbAg. A EM da HbLt e da HbAm confirmou que o formato destas duas Ec &
compativel ao proposto pelo modelo bracelete em que duas camadas
hexagonais estdo justapostas uma a outra. Adicionalmente, o experimento
indicou, respectivamente, diametro de 28,2 = 0,8, 27,5 + 0,8 nm e altura de 20
+0,9, 19,0 £ 1,2 nm para a HbLt e HbAm (KAPP et al., 1982).

A microscopia eletrbnica de transmissdo por varredura, do inglés,
Scanning Transmission Electron Microscopy (STEM), da HbLt observou que a
proteina em filme montado sobre substrato sélido assume duas posicdes
principais (KAPP et al., 1984): a) horizontal em que fica evidente que a
molécula possui um formato hexagonal; b) lateral, na qual foi revelado a
existéncia de duas camadas hexagonais uma sobre a outra, confirmando os
dados anteriormente descritos por EM (KAPP et al.,, 1984). A analise das
micrografias coletadas e analisadas em diferentes formas de contagem da
intensidade por pixel acumulado resultou em dimenséao para a HbLt em 30-32 x
19,8-21,7 nm (KAPP et al., 1984).
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Dados similares foram observados em experimentos de cristalografia da
HbLt. A densidade eletrbnica obtida do cristal indicou que a proteina integra
apresenta dimens&o de 285 A (cerca de 28,5 nm) x 180 A (18,0 nm) (ROYER
et al., 2000). Vale dizer que, a dimensao proposta para a HbLt integra foi
recentemente confirmada por microscopia eletrbnica de criogénese, do inglés
cryogenic electron microscopy (cryo-EM), pela obtencdo de uma reconstrucéo
da Ec comparavel ao mapa cristalogréfico gerado pelos dados de SAXS do
cristal da HbLt (AFANASYEV et al., 2017).

Em recente estudo cristalografico da HbGp foi observado que a proteina
integra possui diametro igual a 290 A (29 nm) e altura de 190 A (19 nm)
(BACHEGA et al., 2015). A proximidade de tamanho entre a HbGp e HbLt foi
atribuida a grande similaridade de dados estruturais entre as duas Ec
(identidade de sequéncia maior a 70% para as cadeias globinicas a, b e ¢ entre
as duas Ec) (BACHEGA et al., 2015; BACHEGA, 2013). Adicionalmente, dados
de AUC, MALDI-TOF-MS e SDS-PAGE comprovam proximidade de
composicdo estrutural entre as hemoglobinas (CARVALHO et al., 2009;
2011ab).

Diante de todo o exposto e considerando a similar condi¢cdo de preparo
da amostra de HbAg para as andlises por AFM com as amostras medidas de
Ec por EM e STEM (filmes montados sobre substrato sélido), pode-se propor
que o valor observado de tamanho da particula entre 15-20 nm por AFM da
HbAg em pH 7,0 e 7,5 seja na realidade referente a altura das duas camadas
hexagonais sobrepostas. Este dado juntamente com o valor de Dy obtido por
DLS, em mesmo valor de pH indicaria inicialmente que, a HbAg possui
dimensdo (28 x 20 nm, didmetro x altura) préxima ao descrito para outras
proteinas da classe. Todavia, medidas adicionais sdo necessdarias para
aquisicdo de dados para a confirmacao desta hipotese.

A realizagéo de outros tipos de microscopia da HbAg, como por exemplo
EM, STEM e crio-ME sao de grande interesse para obtencdo destes dados
mais refinados, que ajudardo na identificacdo da presenca de similaridades
entre as hemoglobinas gigantes e na confirmacao da proposta de conservacéo

estrutural entre as diferentes Ec ao longo do processo evolutivo.
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4.8 Estudos iniciais de determinacao de atividade POD da HbAg

Em virtude do potencial uso biotecnologico desta classe de proteina para
o desenvolvimento de sangue artificial e biossensores de contaminacao
ambiental, um estudo a cerca da atividade residual POD intrinseca da HbAg foi
realizado de forma a enriquecer o conhecimento acumulado sobre esta
biomolécula, trazendo informacdes que possibilitem novas aplicacfes de uso
para estas proteinas.

A determinacdo de atividade enzimatica envolve o estudo dos
mecanismos da reacao catalisada pela proteina, mas, além disso, também faz
necessario o acompanhamento da geracdo e concentracdo do produto pelo
fenbmeno (CARUSO et al., 2016).0 monitoramento do estado (estrutural e
funcional) da enzima em diferentes condi¢cdes de temperatura, concentracao de
sais (forca ionica), pH, presenca de metais pesados e uso de substratos por
técnicas espectroscopicas, tais como, absorcdo Otica e fluorescéncia, sao
essenciais para o fornecimento de informacbes sobre o desempenho da
enzima na catélise da reacédo (CARUSO et al., 2016; DA et al., 2018; LI et al.,
2018; SHETTY et al., 2017;). Adicionalmente, técnicas como DLS, dicroismo
circular, do inglés circular dichroism (CD) e AFM contribuem revelando
possiveis mudancas estruturais que ocorrem na proteina devido ao seu papel
enzimatico (BRISSONNET et al., 2013; KIKANI; SINGH, 2015; KRICKL et al.,
2018; NIEDZWIECKA et al., 2011).

Assim, estudos enzimaticos exigem a execucao de diversas formas de
analise por diferentes técnicas para a correta determinacdo da atividade
enzimatica. Diante do exposto, os resultados apresentados a seguir sdo
referentes a um estudo inicial acerca da atividade residual POD da HbAg.

As informacdes iniciais sobre a atividade POD da HbAg foram coletados
seguindo o protocolo descrito para a realizacdo de ensaio de catalise e
conversdo de H,O, em meio tamponante na presenca de guaiacol como
substrato doador de elétrons da HbGp (CARUSO et al., 2016). No qual a
reacao de conversao citada anteriormente consiste de um processo ciclico de
trés etapas, em que a enzima (Hb) é primeiramente oxidada pelo H,0; e,

entdo, reduzida de volta para sua forma nativa em dois passos sequenciais que
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envolvem a formacdo de dois intermediarios enzimaticos, denominados
compostos oxoferril | e Il.

A auséncia de guaiacol, leva ao uso de diferentes vias pela Hb para
voltar a sua forma férrica. Primeiramente, o H,O, reage com a Hb na forma
ferrosa (Fe*?), a fim de gerar a forma oxi-ferril (composto Il), este
sequencialmente reage com outra molécula de Hb ferrosa para produzir Hb na
forma férrica (Fe**), sendo este mecanismo o de oxidacdo da Hb ferrosa. Estas
etapas da atividade peroxidase da Hb na presenca e auséncia do guaiacol
podem ser visualizadas no esquema da Figura 19, que ilustra 0 mecanismo do

fenbmeno para HbGp, proteina ortoléga a HbAg.

Figura 19: Representacdo do mecanismo do ciclo da peroxidase (POD) proposto para
HbGp, proteina ortéloga a HbAg, na presenca e auséncia de guaiacol.
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Na presenca de guaiacol, a reacdo segue um mecanismo ciclico de 3
etapas envolvendo a formacgéo de dois intermediarios proteicos. O H,0, reage

com a Hb férrica (Fe*®) para gerar o composto | (radical = cation oxoferril-
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porfirina), incorporando atomos de oxigénio do H,O, dentro dos centros heme
oxi-ferril, gerando radicais m cation oxoferril-porfirinicos. Nesta reacdo, a
oxidagdo dos centros heme férricos e dos anéis porfirinicos libera 2 elétrons
que sdo utilizados para reduzir o H,O, a agua. O composto | reage com
moléculas de guaiacol, doadoras de um unico elétron, reduzindo-se novamente
a Hb na forma Fe*®, via composto Il (oxoferril-porfirina protonada). A formacao
de radicais porfirinicos © deve envolver a producao dos seguintes subprodutos:
espécies oxo-ferril protonadas, radicais guaiacol (tetraguaiacol) e agua.

No entanto, em condi¢cdes de quantidades insuficientes de guaiacol, o
H,O, pode passar a atuar como um doador de elétrons (co-substrato), levando
a formacdo (a partir do composto Il) de formas oxi-ferrosas ou complexos
superoéxido-férricos (composto 1ll). A competicdo do H,O, com guaiacol pela
oxidagdo da Hb produz um sistema irreversivel que inibe ou diminui a atividade
POD de hemoglobinas, devido a degrada¢édo do grupo heme da hemoproteina
(ALAYASH et al.,, 1999; AZEVEDO et al.,, 2003; BUEHLER et al., 2009;
DAVIES et al., 2008; JAKOPITSCH et al., 2005; LI et al., 2006; NAGABABU,
RIFIKIND, 2004; VILLEGAS, MAUK, VAZQUEZ-DUHALT, 2000; VLASITS et
al., 2010; WINTERBOURN, 1985).

Dado o mecanismo descrito acima e a possivel inativacdo pelo H,O,, a
atividade peroxidase da HbAg, seguiu o descrito para proteina ortoléga (HbGp)
e foi determinada e expressa em termos de atividade relativa residual. O
experimento realizado teve a finalidade de indicar qual concentracdo de H,0,
proporcionaria atividade residual POD maxima, para esse estudo empregou-se
o tampao fosfato de potassio, pH 7,0 a 25 °C (Figura 20).

A curva de atividade POD residual da HbAg x concentracdo de H,O,,

obtida pela reacdo em tampéo fosfato de potassio 0,1 mol . L™

, indicou que o
maximo de atividade foi alcancado na concentracdo de 9 mmol - L™ de H,Oy
sendo este valor préximo ao indicado para HbGp, 10 mmol - L™ H,0, (CARUSO
et al., 2016). Apos esse maximo, foi observado o decaimento da atividade
conforme houve o aumento da concentracdo de H,0O,, 0 que sugeriu que 0
excesso de H,O, possivelmente levou a uma degradacédo do grupo prostético
da hemoproteina. Tal proposicéo se baseia no resultado descrito para a HbGp,

gue em mesmas condi¢cdes experimentais exibiu comportamento similar, sendo
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este atribuido a degradacdo do grupo em heme em funcdo das mudancas
ocasionadas no seu espectro UV-Vis entre 700-250 nm (CARUSO et al., 2016).



89

Figura 20: Efeito da concentracdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) na atividade
residual peroxidase (POD) da HbAg. As medidas de atividade POD foram calculadas
para o uso de diferentes concentra¢des de H,0O, (0 - 80 mmol - L"), empregando-se
guaiacol (16 pmol - L") como substrato. A oxidacdo do guaiacol foi determinada em

tampéo fosfato de potéssio 0,1 mol - L™, pH 7,0, 25 °C e concentragéo de HbAg de 0,1

mg -mL™.
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Na auséncia de H,O, a Hb apresentava espectro tipico da classe com
banda de maior absor¢cdo em 414 nm (banda de Soret) e outras duas em 540 e
575 nm, bandas a e B, respectivamente.

Todavia, em meio reacional com excesso de H.O, (80 mmol - L) foi
registrada a reducado dos maximos de absorcdo e seus deslocamentos para
maiores comprimentos de onda (A) em razao da formagao das espécies ferryl
(Fe" = 0), concomitante com a degradacdo do grupo prostético (CARUSO et
al., 2016). Apesar da proximidade de resultado para atividade POD residual
maxima em funcédo da concentracdo de H,O, entre as duas Ec, o valor da
atividade residual da HbAg foi calculado em 160 U - mg™ cerca de 10 vezes
maior que indicado para da HbGp (15 U - mg?), em mesmas condicdes

experimentais (CARUSO et al.,2016).
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Duas hipéteses podem ser feitas para a observacao desta diferenca de
atividade entre estas Ec. A primeira seria um efeito da natureza do tampéao
(fosfato de potassio) utilizado para compor o meio reacional em questdo. Em
experimentos bioquimicos convencionais, como o de determinacdo de
atividade enzimatica por meio de ensaio catalitico, a escolha do pH 6timo para
o desenvolvimento do € a primeira etapa experimental a ser pensada (SALIS;
MONDUZZI, 2016; STOLL; BLANCHARD, 2009). Em seguida, protocolos da
enzimologia indicam o uso de diferentes tipos de sais para garantir a
estabilidade do pH desejado no meio reacional. Feito a escolha do sal para a
confeccdo do tampdo do ensaio, é necessario ser feito um estudo adicional de
possiveis efeitos dos seus ions sobre o desempenho da proteina, de forma, a
se encontrar especificidades que sejam oriundas da interacdo tampé&o x enzima
(SALIS; MONDUZZI, 2016; STOLL; BLANCHARD, 2009). Alguns exemplos
desta situacdo sdo: tampao fosfato inibindo enzimas como carboxipeptidases,
uréases, quinases e hidrogenases, o sal borato reagindo e formando
complexos com mono e oligossacarideos; casos que o tampao Tris reage com
grupamento aldeido e cetonas da molécula em solucédo (STOLL; BLANCHARD,
2009).

A segunda hipotese seria, maior estabilidade da HbAg frente a altas
concentracfes de H,0O,; na Figura 20 os valores ressaltados pelos retangulos
indicam que em altas concentracdes de H,0, ndo foram observados
consecutivos decaimentos da atividade residual POD, como o visto para a
HbGp e associado a degradacao do grupo heme devido ao excesso de H,0;
no meio reacional (CARUSO et al., 2016). Por outro lado, a atividade
ressaltada com um circulo, demonstra um decaimento nédo esperado para o
comportamento notado para a HbAg em altas concentracdes de H,O,. Assim,
estes dados sugerem a necessidade de novas replicatas e experimentos, a fim
de se confirmar e complementar os resultados observados para HbAg em

relacéo a atividade POD.
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5. Conclusao

A extracdo da hemolinfa de A. gracilis e sua purificagdo por SEC para
obtencdo da hemoglobina extracelular (HbAg) foi bem sucedida. Ao fim do
processo foi coletada fragdo composta unicamente por uma espécie, associada
a proteina integra em pH 7,0 a 25° C.

Os resultados de SDS-PAGE mostraram uma grande similaridade, mas
ndo igualdade de migracdo eletroforética das bandas referentes as
subunidades da HbAg com as da HbGp. Os resultados de MALDI-TOF-MS
mostraram a presenca de quatro cadeias globinicas e de um trimero, com duas
isoformas, além de quatro isbmeros para o0 mondmero d e a, assim como
descrito para a HbGp. Os valores de massa das cadeias monoméricas
observados por MALDI-TOF-MS da HbAg séo bastante similares aos
encontrados para a HbGp e HbRa. Entretanto, dados de AUC mostraram uma
maior MM para a HbAg (x 3,9 MDa), em relacdo a HbGp e HbRa (+ 3,6 MDa),
mas que se assemelha com a MM da HbEa (x 3,8 MDa). Assim, os dados de
SDS-PAGE e MALDI-TOF-MS néo estdo totalmente em consonancia com 0s
dados de AUC. As posicdes das bandas no gel de SDS-PAGE, bem como os
valores de massa para as subunidades dadas por MALDI-TOF-MS para a
HbAg sdo muito proximas a da HbGp o que torna a diferenca de massas
reportadas por AUC entre as hemoglobinas pouco provavel.

Por isso, neste trabalho sdo propostas duas possibilidades para o
maior valor de MM da HbAg frente a HbGp e a HbRa: a) Uma diferenca na
formacdo oligomérica da proteina nativa HbAg, quando comparada com a
HbGp, através da presenca de subunidades HbAg que lhe rendessem uma
estequiometria diferente de [(abcd)slLs]i2, descrita em outros estudos de Ec;
b) O alto valor de MM da HbAg observado por AUC em pH 7,0, ser
relacionado a um agregado formado pela mistura de monémeros, dimeros e
outras espécies de agregacao, e nao a HbAg nativa (mondémero), sendo este
comportamento resultado de uma menor estabilidade oligomérica da HbAg
quando comparada com a HbGp e HbRa.

Assim, novas analises sobre a estrutura da HbAg sdo necessarias,

visto as divergéncias encontradas em valores de massa e de coeficientes de
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sedimentacdo entre a HbAg com hemoglobinas da mesma classe. Além
disso, um estudo de AUC da HbAg purificada em datas diferentes pode ser
interessante. Este estudo permitiria avaliar se a proteina se agrega cada vez
mais de acordo com o seu tempo de armazenamento.

Os dados de DLS sugerem que em pH neutro a HbAg é composta por
uma unica espeécie de D, em torno de 28 nm. Em valores de pH acido (4,8 a
5,9) é observado que a HbAg se encontra agregada com valor de Dy, de 44 nm
a 25° C, diferentemente do observado para a HbGp e HbRa. Em meio alcalino
a HbAg também se mostra mais instavel, em comparacdo a outras
hemoglobinas extracelulares gigantes, por apresentar em pH inferior a 9,0
indicios de dissociacdo e agregacdo parcial da sua estrutura oligomérica.
Quanto a resisténcia ao aguecimento, os valores de T, indicam similaridade de
estabilidade térmica entre a HbAg e a HbGp, em pH 7,0, porém ambas
apresentam menor resisténcia ao aumento da temperatura em comparagédo a
HbRa. Dados de LSI e potencial-zeta propde que o valor do pl da HbAg esta
em torno de 6,0 + 0,3, sendo este valor proximo ao descrito a outras
hemoglobinas extracelulares gigantes.

Os resultados obtidos por AFM da HbAg em pH 7,0 e 7,5 indicaram
essencialmente tamanho da molécula entre 15-20 nm. Este valor pode estar
relacionado a altura de dois discos hexagonais sobrepostos um ao outro. Em
pH 10,0, foram detectadas moléculas de tamanho de 50-70 nm que podem
estar associadas a presenca de agregados devido a dissociacao alcalina.

No estudo inicial da atividade POD da HbAg foi verificada maior
atividade residual da HbAg (160 U -mg™) em relacdo a HbGp (15 U -mg™), bem
como uma maior estabilidade da Hb de A. gracilis em altas concentracdes de
H,O,. Todavia, estudos complementares e novas medidas se fazem
necessarios para uma melhor compreensdo e comprovacdo dos resultados
observados.

Concluindo, os dados apresentados nesta dissertacdo, em grande parte,
estdo de acordo com reportado para proteinas homadlogas, porém uma menor
estabilidade oligomérica e um valor de MM diferente sdo relatados. Por isso,
novas andlises de AUC, MALDI-TOF-MS, eletroforese SDS-PAGE, DLS e de
técnicas estruturais como AFM e Microscopia eletrénica da HbAg em funcao do
tempo estocagem, concentracdo, variacdo de pH e condi¢cdes desnaturantes
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(presenca de ureia, guanidina, surfactantes idnicos) podem trazer informacdes
relevantes acerca da dinamica estrutural da HbAg. Ensaios da HbAg em
concentracbes crescentes de H,O,, na auséncia de guaiacol, em funcdo do
tempo, devem contribuir para averiguacdo da estabilidade da observada para
HbAg frente a altas concentracdes do agente oxidante. Além disso, 0 emprego
de diferentes tampdes, tais como HEPES e Tris-HCIl, na mistura do meio
reacional poder&o fornecer dados adicionais sobre o efeito do tampéao sobre a
o desempenho da atividade enzimatica apresentada pela hemoglobina.

Estes estudos futuros podem confirmar se ha uma real diferenca entre
os valores de MM, e parametro hidrodindmicos e propriedades intrinsecas da
HbAg com outras hemoproteinas da classe ou se estes, por outro lado, sédo
proximos, reafirmando assim, a hipétese da existéncia de conservacao
estrutural da hemoglobina entre as espécies, ao longo do processo evolutivo.
Além de trazer informagBes que vao possibilitar novas ideias de aplicacao

destas biomoléculas na area cientifica.
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6. Perspectivas Futuras

O objetivo do presente trabalho foi alcangcado, uma vez que a
hemoglobina extracelular de Amynthas gracilis (HbAg) foi inicialmente
caracterizada e trouxe informacgdes inéditas sobre uma hemoglobina extraida
de uma minhoca de menor comprimento (< 20 cm) em relacdo aos relatos da
literatura (anelideos maiores a 30 cm de comprimento). Todavia, novos
experimentos ainda sdo necessarios para a melhor compreensdo deste
complexo multiunidades.

Esta dissertacdo abriu novas vertentes para caracterizar a HbAg, por
isso o grupo Biomoléculas terd como objetivos futuros realizar diferentes tipos
de estudos:

a) Estudos por dicroismo circular (CD) para avaliar a presenca e

estabilidade da estrutura secundaria da HbAg em funcdo da

concentracéo, pH, temperatura e tempo de estocagem;

b) Reavaliar a MM das subunidades da HbAg e investigar a banda em
37 kDa (SDS-PAGE) néo detectada por MALDI-TOF-MS. Estudos de
SEC utilizando como detector um medidor de tamanho e MM da
particula (SEC/MALS);

c) Estudos de SV e equilibrio de sedimentacédo, do inglés sedimentation
equilibrium (SE) por AUC da HbAg na sua forma nativa e em

condi¢cBes que favorecam a sua dissociacdo e agregacao;

d) ApoOs os resultados obtidos por AFM ficou evidente que estudos por
EM, ou, entdo Crio-EM poderdo trazer informacdes relevantes a
respeito da forma, tamanho e das interacdes entre subunidades da
HbAg;

e) Novos estudos de POD deverao ser realizados para confirmar que
HbAg apresenta uma maior estabilidade frente a altas concentracdes

de H,O, em relagéo a HbGp.

Por fim, o presente trabalho avancou consideravelmente na

caracterizacdo da HbAg, porém muitos outros estudos se fazem necessarios
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para melhor compreender este sistema, que, no futuro, pode vir a se tornar um

grande produto biotecnolégico.
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