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ABSTRACT

Myoglobin is one of the most studied and characterized hemeprotein. The focus in this
protein with approximately 15-17 kDa has a relevant justification; spite of the solid data about
myoglobin, this protein increasingly presents versatility in its function in the organism, and it
could play an indirect role in appearing and establishing pathologies.

Pathologies related with myoglobin can range from membrane lipids peroxidation to
serious hepatopathologies. Some pathologies are related with the capability of myoglobin to
acquired oxidase activity after an interaction with exogenous agents as alkyl halides, or
endogenous agents exemplified by hydrogen peroxide which is normally produced by cellular
metabolism. Previous studies showed that it was necessarie a specific tyrosine residue presence
to covalently bind heme group at mioglobin proteic part to acquires oxidase activity after being
transformed using hydrogen peroxide; distal histidine e histidine residue 97 are recquired for
oxidase activity if alkys halide are used.

In this work, oxidase activity was not observed in Biomphalaria myoglobins treated with
CCly, according to previous studies about the necessecity of specific histidines, which are not
present at Biomphalaria myoglobins; residual oxidase activity observed in these myoglobins
before the treatment, was lost. After the hydrogen peroxide treatment oxidase activity was
observed in Biomphalaria myoglobins. These myoglobins have no tirosine residues; it is
suggested that another amino acid residue could be evolved in the reaction mechanism to provide
oxidase activity. Some biochemical parameters of these myoglobins were obtained
experimentally (molecular mass, isoeletric point, etc). During analysis it was detected the
presence of myoglobin in the stomach, and not only in radular muscle as described in the
literature. In both radular and stomach tissues the colour due to myoglobin is different, and
according with the quantification of the myoglobin content and autoxidation rates, it is possible

that the myoglobins in these two organs could be isoforms.
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RESUMO

A mioglobina é uma das hemeproteinas mais estudadas e bem caracterizadas atualmente.
A concentragdo de estudos nessa proteina de aproximadamente 15-17 kDa possui justificativa
relevante; apesar dos dados ja consolidados sobre a mioglobina, essa vem apresentando cada vez
mais versatilidade em termos de fungcdo e atividades no organismo, podendo participar
indiretamente do surgimento e estabelecimento de patologias.

As patologias envolvendo a mioglobina podem variar desde peroxidacdo de lipideos de
membrana até hepatopatologias graves. Algumas das patologias estdo relacionadas a capacidade
da mioglobina adquirir atividade enzimadtica oxidase apds uma interagdo com agentes exdgenos,
como haletos de alquila ou agentes enddgenos, exemplificados pelo per6xido de hidrogénio que
€ produzido normalmente no organismo como metabdlito das reacdes quimicas celulares.

Estudos anteriores mostraram que seria necessdria a presenca de um residuo de tirosina
especifico para ligar covalentemente o grupo heme a parte protéica da mioglobina para que ela
adquirisse atividade oxidase ap0s ser tratada com perdxido de hidrogénio; a histidina distal e um
residuo de histidina 97 seriam necessarios para tal propdsito, ao se utilizar um haleto de alquila
na transformacao.

No presente trabalho ndo foi observada atividade oxidase nas mioglobinas das espécies
de Biomphalaria estudadas, apés seu tratamento com CCly, concordando com a literatura a
respeito da necessidade dos residuos de histidina supracitados, os quais ndo estdo presentes
nessas mioglobinas, e a atividade residual observada antes do tratamento com o haleto de alquila,
foi perdida.

Apés o tratamento com peroxido de hidrogénio foi observada atividade oxidase nas
mioglobinas dos moluscos estudados, as quais ndo possuem nenhum residuo de tirosina na
sequéncia primadria, o que sugere que outro mecanismo de reacdo, envolvendo outros residuos,

foi adotado para o surgimento da atividade oxidase.
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As mioglobinas de Biomphalaria também tiveram alguns parametros bioquimicos obtidos
experimentalmente (massa molecular, ponto isoelétrico, etc). Durante as andlises foi observada a
presenca dessa proteina no estdmago, além de sua presenca na musculatura radular de
Biomphalaria, como descrito previamente na literatura. Nesses dois tecidos a coloragdo
observada devido a presenca da mioglobina € diferente, e de acordo com a quantificagdo do
conteddo de mioglobina e taxas de auto-oxidacdo obtidas, essas mioglobinas poderiam ser

isoformas.
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INTRODUCAO

As mioglobinas sdo hemeproteinas encontradas em vdarios taxa de organismos, desde
bactérias a vertebrados. Suas fungdes fisioldgicas sao baseadas em sua capacidade de ligacdo
reversivel ao oxigénio. O entendimento das funcdes fisioldgicas da mioglobina tem mudado com
o passar das décadas. Atualmente sabe-se que o papel da mioglobina apenas como uma proteina
de armazenamento de oxigénio € possivelmente uma concepcao erronea. Fun¢des como agente
regulador de suprimento e utilizacdo de oxigénio, participante da fosforilacdo oxidativa e
transdutor de sinais estdo sendo analisadas (Wittenberg & Wittenberg, 2003).

A mioglobina também expressa atividade catalitica, a qual € importante para funcoes tais
como a atividade enzimdtica de NO dioxigenase e peroxidase que podem ser parcialmente
responsdaveis por algumas patofisiologias (Wilson & Reeder, 2008) e a funcdo de
“sequestradora” intracelular de NO (6xido nitrico), protegendo enzimas respiratorias sensiveis a
NO, tal como o citocromo C oxidase, complexo IV da cadeia transportadora de elétrons (Eich et
al. 1996; Brunori, 2001).

A afinidade da mioglobina pelo o oxigénio e as mudangas na estrutura da mesma por
xenobidticos constituem um importante campo de estudo devido as novas caracteristicas
adquiridas pela mioglobina apds sua interacdo com os xenobiodticos. Haletos de alquila, como
BrCCl;, podem ser reduzidos por vérias hemeproteinas para formar radicais alquila. Esta reacao
tem importancia toxicoldgica uma vez que a redugdo desses xenobioticos a radicais triclorometil
pelo citocromo P-450 € um evento inicial para a hepatotoxicidade. Rea¢des similares foram
observadas em mioglobinas, como a debrominacao redutiva de BrCCl; para formar metabdlitos
heme-derivados que foram irreversivelmente ligados a proteina. (Osawa et al., 1990).

De modo geral, a transformacgdo de mioglobinas e de outras hemeproteinas em enzimas

oxidases pode ter importancia toxicoldgica, uma vez que elas podem causar danos a tecidos
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expostos a vdarios xenobidticos e agentes enddgenos. Neste contexto, essas proteinas podem
possivelmente contribuir para geracdo de quadros patolégicos.

Existem outros pontos relevantes em relagdo a importancia fisiolégica da mioglobina. Tal
proteina tem sido utilizada como modelo em muitos estudos para a compreensdo da interacao
droga-proteina (Cheema et al., 2007). As interacdes entre drogas e proteinas podem influenciar a
acdo das primeiras de diferentes maneiras; as proteinas podem facilitar a distribuicdo da droga
pelo organismo ou podem inativa-las. As drogas, em contrapartida, podem modificar as fungdes
bioldgicas das proteinas em questdo.

Com base nas informacgdes da literatura com relacio ao possivel envolvimento de
mioglobinas em processos metabdlicos e no desenvolvimento de quadros patoldgicos, torna-se
importante a andlise dessas proteinas a fim de gerar dados que possam contribuir para o
esclarecimento de tais atividades, bem como do mecanismo quimico envolvido em seu

surgimento, visando sua posterior exploragdo para fins terapéuticos.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. AS GLOBINAS

As proteinas pertencentes a denominada superfamilia “globinas” sdo proteinas que
apresentam funcdes diversas; considerando a espécie do organismo em andlise (Wajcman et al.,
2009), as representantes mais comuns e mais estudadas dessa superfamilia sdo as mioglobinas e

as hemoglobinas.

1.1.1. Estrutura tridimensional das globinas

As globinas s@o compostas por uma parte protéica, denominada apoproteina, € por uma
parte prostética representada pelo grupo heme. Este grupo prostético € quimicamente ativo
participando de vadrios processos bioldgicos, e confere as globinas a capacidade de ligacdo a
moléculas como O,, NO e CO (Op. cit.).

O grupo heme € constituido por uma parte organica, a protoporfirina, € por um atomo de
ferro central (Figura 1). A protoporfirina é formada por quatro anéis pirrdlicos ligados entre si
por pontes meténicas, formando assim um anel maior, ao qual se ligam quatro radicais metil,
dois vinil e dois propionato. Tais radicais podem estar dispostos de 15 maneiras diferentes,
porém uma unica disposicdo € encontrada em sistemas bioldgicos, a disposicdo que fornece a
protoporfirina IX (Suzuki & Imai, 1998).

A parte protéica das globinas, em geral, consiste de seis a oito segmentos de a-hélices
conectadas por alcas curtas (Bolognesi et al., 1997). Esta estrutura descrita como three-over-
three helical sandwich, caracteriza o denominado “enovelamento de globina” ou myoglobin fold,
como foi descrito por Kendrew e colaboradores (1958), ao resolverem experimentalmente a
estrutura tridimensional da mioglobina. Tal padrdo de enovelamento € predominantemente
constituido por estruturas secunddrias em a-hélices sobrepostas, as quais o grupo heme se

encontra ligado de forma ndo covalente, por interagdes hidrofébicas (Wajecman et al., 2009). As
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hélices sao nomeadas de A a H, e os residuos de aminodcidos sdo numerados seqiiencialmente
dentro de cada a-hélice (Figura 2).

A maioria das globinas € composta de 140 a 150 residuos de aminoécidos, dos quais
somente trés residuos sao altamente conservados: E7-His (Histidina nimero sete da hélice E),
CD1-Phe e F8-His, que fazem parte da cavidade na qual se insere o grupo heme. Os residuos
CD1-Phe e F8-His (histidina proximal) s@o estritamente conservados nas globinas, enquanto o
residuo E7-His (histidina distal) pode ser substituido por glutamina em algumas globinas de
vertebrados e por valina, leucina, tirosina ou glutamina em globinas de invertebrados
(Vinogradov et al., 1993). O residuo F8-His liga-se ao 4&tomo de ferro do grupo heme prendendo-
0 a parte protéica.

Na evolugdo de proteinas observam-se mudangas em sua sequéncia primdria, € na maioria
dos casos a divergéncia de seqiiéncia primdria e de estrutura tridimensional é progressiva.
Porém, a estrutura tridimensional tende a ser mais conservada que a seqiiéncia primadria, € por
essa razdo € possivel identificar proteinas relacionadas por meio de sua similaridade estrutural
(Lesk, 2001).

Apesar da porcentagem de identidade entre os residuos de aminodcidos variar largamente
entre as sequencias primdrias das globinas, o padrdo caracteristico de hidrofobicidade dos
residuos em cada segmento de a-hélice permanece conservado. A andlise das seqiiéncias
primdrias e das estruturas de globinas de vertebrados mostrou que seu interior (core) consiste em
33 residuos de aminodcidos predominantemente hidrofébicos, ocupando um volume
aproximadamente constante (Perutz et al., 1965).

Observa-se que a identidade entre seqii€éncias primdrias de globinas de organismos
filogeneticamente afastados é pequena; as mioglobinas de Physiter catodon (baleia) e Aplysia sp.
(molusco) possuem aproximadamente 25% de identidade e, no entanto, apresentam alta

similaridade estrutural (Suzuki & Imai, 1998).
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Figura 1. Ilustracdo do grupo heme. Adaptado da tese PUC-Rio, certificag@o digital n® 0610635/CA.
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Figura 2. Ilustragdo do enovelamento de globina (globin folding). Adaptado de Wajcman et al., 2009.
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Desse modo, globinas cujas estruturas tridimensionais nao sdo conhecidas, podem ter sua
sequéncia primdria alinhada de maneira bastante confidvel a sequéncias primdrias de globinas
com estrutura tridimensional resolvida experimentalmente para obtencdo de um modelo de
estrutura (Kapp et al., 1995).

O primeiro alinhamento detalhado de globinas de invertebrados e vertebrados (Lesk &
Chothia, 1980 apud Kapp at al., 1995) revelou que esse enovelamento € conservado entre
seqiiéncias que apresentam identidade menor que 16%, um fato incomum ao se observar outras
familias de proteinas, que apresentam divergéncias substanciais na estrutura secundéria quando

sdo comparadas seqiiéncias com baixa identidade (Chothia & Lesk, 1986; Chothia & Lesk,

1987).

1.1.2. Categorias das globinas

Fukami-Kobayashi e colaboradores (1995), por meio da andlise da seqiiéncia primdria e
estrutura génica de mioglobinas e hemoglobinas de vérios faxa de organismos, propuseram que
seria possivel separar essas proteinas em trés categorias.

A primeira categoria € a categoria da “Globina universal”, constituida por globinas com
145 a 155 residuos de aminodcidos, dos quais alguns seriam conservados, como a histidina
proximal, na posicdo F8 e a fenilalanina CD1 (Kapp et al., 1995). A maioria das mioglobinas e
hemoglobinas, distribuidas de bactérias a mamiferos, faz parte dessa categoria, e sua estrutura
tridimensional € o cldssico “enovelamento de globina” descrito anteriormente.

A categoria da “Globina compacta” compreende as globinas com aproximadamente 120
residuos de aminodcidos, como a mioglobina de Paramecium. Essas globinas sdo caracterizadas
pela auséncia da hélice A (ou pelo seu encurtamento), diminui¢do da regido entre as hélices C-E,
e perda de parte da hélice F. Tais globinas também recebem a denominagdo de “Globinas

truncadas” (Vinogradov et al., 1993).
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A terceira categoria recebe o nome de “Globina IDO-/ike” e seria composta por globinas
que apresentam homologia com a enzima indolamina dioxigenase (IDO), como a mioglobina de

Sulculus (molusco) e Saccharomyces (levedura) (Suzuki & Imai, 1998).

1.1.3. Diversidade das globinas

Mioglobinas e hemoglobinas com grande diversidade em sua estrutura (mondmero,
dimeros, etc) e funcdo sdo encontradas em vdrios tipos de organismo, como vem sendo
observado com as descobertas ao longo dos anos (Op. cit.).

Webster (1987) foi o primeiro a descobrir a hemoglobina da bactéria gram-negativa
Vitreoscilla, composta por duas subunidades idénticas de 16 kDa, expressa sob condi¢cdes de
hipdxia.

A hemoglobina encontrada na bactéria Escherichia coli é uma proteina quimérica de 44
kDa, contendo um grupo heme e uma flavina como grupos prostéticos, o que confere a
capacidade de ligacdo reversivel ao oxigénio e atividade de hidropteridina redutase (Vasudevan,
etal., 1991).

Outro tipo de hemoglobina foi descrita na cianobactéria Nostoc commune (Potts et al.,
1992); esta proteina possui 12,5 kDa e parece estar envolvida na fixacdo de nitrogénio,
funcionando como uma “seqiiestradora” de oxigénio.

Em eucariotos unicelulares, como a alga verde Chlamydomonas eugametos, foram
isoladas duas hemoglobinas presentes predominantemente nos cloroplastos cujos genes sio
nucleares. Essas proteinas possuem massa molecular que varia de 17-18 kDa (Couture et al.,
1994).

A primeira evidéncia de uma hemoglobina em protozodrios foi observada em
Paramecium caudatum (Sato & Tamiya, 1937 apud Suzuki & Imai, 1998). A massa molecular

dessa proteina foi estimada em 13-15 kDa, uma das menores globinas descritas.
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Na levedura Saccharomyses cerevisiae foi isolada uma hemoglobina quimérica com
aproximadamente 400 aminodcidos. Trata-se de uma hemoglobina similar a encontrada na
bactéria Escherichia coli, com dois dominios distintos, um dominio amino-terminal homdélogo as
globinas e um dominio carboxi-terminal com fun¢do de redutase, contendo uma flavina como
grupo prostético; por esse motivo essa proteina denomina-se flavohemoglobina (Zhu & Riggs,
1992).

As hemoglobinas de plantas leguminosas sdo denominadas leghemoglobinas, e sdo
abundantemente encontradas nos nddulos das raizes dessas plantas. Elas sdo monoméricas e
possuem massa molecular em torno de 16 kDa. Plantas ndo leguminosa também possuem
hemoglobinas, que podem ser homodiméricas ou monoméricas (Vinogradov et al., 2006).

Em vertebrados, além das hemoglobinas e mioglobinas, duas outras proteinas foram
descritas como membros da superfamilia das globinas, a neuroglobina (Burmester et al., 2000) e
a citoglobina (Burmester et al., 2002). A citoglobina estd presente virtualmente em todos os
tecidos, por outro lado, a neuroglobina estd presente em células do sistema nervoso central e
periférico, e em células da retina (Trent & Hargrove, 2002). A sequéncia primdria dessas duas
globinas possui apenas aproximadamente 25% de identidade com a hemoglobina e a mioglobina

humana, porém alguns residuos de aminodacidos estdo altamente conservados (Pesce et al., 2002)

1.2. AS MIOGLOBINAS

As mioglobinas sdo hemeproteinas pertencentes a superfamilia das globinas que podem
ser encontradas em vdrios faxa de organismos, desde bactérias a vertebrados.

Hemeproteinas similares sdo denominadas myoglobin-like (ou globin-like) ou tipo
mioglobina, como a globina presente em bactérias (comumente chamada de hemoglobina), a
globina de plantas (leghemoglobina), a globina de protozodarios (hemoglobina, ou mioglobina
para alguns autores) e a globina presente em invertebrados (mioglobina ou hemoglobina

tecidual) (Vinogradov et al., 1993). Em vertebrados a mioglobina € normalmente encontrada na
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musculatura estriada esquelética e cardiaca (Wittenberg, 1970), conferindo a esses tecidos uma
cor avermelhada.

As mioglobinas compartilham caracteristicas estruturais € espectrais comuns,
caracterizam-se por apresentarem um espectro Optico de absor¢do em duas dreas (bandas) do

espectro de luz visivel: a (em torno de 580 nm) e B (em torno de 540 nm) quando em sua forma

oxigenada (Suzuki & Imai, 1998).

A habilidade de ligacdo a O,, CO e NO conferida pelo grupo heme as mioglobinas €
explorada in vivo para executar uma série de funcdes bioquimicas e fisiologicas (Wilson &
Reeder, 2008). Essa proteina € enovelada de modo que o seu grupo heme fique em um ambiente
hidrofébico, o que limita o tamanho das moléculas que podem acessa-lo e interagir com o d&tomo
de ferro. (Cornforth & Jayasingh, 2004).

Na mioglobina fisiologicamente funcional, o 4tomo de ferro do grupo heme encontra-se
no estado ferroso (Fez+) (Livingston & Brown, 1981). Nesse estado de oxidacdo, o dtomo de
ferro pode formar seis ligacdes coordenadas: quatro com os dtomos de nitrogénio dos grupos
pirrdlicos do nucleo porfirinico, uma quinta ligacdo € formada com o atomo de nitrogénio do
anel imidazdlico do residuo de histidina proximal e a sexta coordenagdo fica disponivel para
formar uma ligagdo com um ligante que determina a cor do complexo da mioglobina (Fennema,
2000).

Em condi¢des normais o principal ligante da mioglobina € oxigénio molecular. De acordo
com seus ligantes comuns em sistemas bioldgicos ela pode se apresentar, basicamente, em trés
formas: na forma de deoximioglobina, oximioglobina e metamioglobina, o que faz com que os
tecidos que a contenham apresentem coloragdes diferentes, desde vermelho intenso a uma cor
acastanhada (Faustman & Cassens, 1990). A prevaléncia da cor do 6rgdo ou tecido depende do
grau de oxidacdo das mioglobinas, o que pode ser utilizado para inferir o conteido de
mioglobina no tecido, a afinidade da mioglobina pelo oxigé€nio, € consequentemente uma

possivel fun¢do, além da funcdo classica de estoque intracelular de oxigénio.
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A forma da proteina nio oxigenada (deoximioglobina) possui cor purpura opaca,
enquanto a forma oxigenada (oximioglobina) apresenta cor vermelha brilhante (Giddings, 1977).
A mioglobina pode também sofrer oxidacdo pelo oxigénio, com o ferro heme sendo
convertido para o estado férrico (Fe3 ") (Wallace et al., 1982). A forma oxidada de mioglobina, a
metamioglobina, ndo € capaz de se ligar ao oxigénio e assim ela é fisiologicamente inativa. A

metamioglobina apresenta cor marrom (castanho).

1.2.1. Mioglobinas de invertebrados

Em contraste com os vertebrados, as globinas de invertebrados exibem uma extensa
variabilidade de estrutura e de funcdo (Vinogradov, 1985). As divergéncias estruturais e
funcionais tém sido observadas inter-espécie, mas também dentro de um mesmo organismo, e
sdo correlacionada a ampla variagdo nas condic¢des fisico-quimicas sob as quais as globinas de
invertebrados operam in vivo (Weber & Vinogradov, 2001), refletindo a especializacdo e
adaptacdo a grande diversidade de ambientes ocupados por esses organismos (Gow et al., 2005).

Em invertebrados uma das ocorréncias mais marcantes de musculatura vermelha
(indicando a presenca de mioglobina) é observada na massa bucal (musculatura radular) e no
estdbmago triturador de moluscos gastropodes. A mioglobina é muito abundante em tais
musculos; no caso do molusco marinho Aplysia sp. a concentracdo dessa proteina € 2 a 3 vezes
maior do que no musculo esquelético e cardiaco humano (Read, 1966).

As mioglobinas de moluscos tém sido as mais estudadas dentre as mioglobinas de
invertebrados (Read, 1966), e tém fornecido evidéncias importantes para o estudo das globinas.
O filo Mollusca é um dos maiores do reino Metazoa, e suas proteinas respiratorias apresentam
uma marcante diversidade de estrutura e fungdo. Neste aspecto pode-se contrastar a estrutura
monomérica convencional das mioglobinas de vertebrados com a de moluscos gastrépodes, cujas

mioglobinas podem ser compostas por mondmeros ou dimeros, com cadeias de 15-17 kDa. As
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mioglobinas diméricas sdo formadas por duas subunidades idénticas, que podem ser unidas por
pontes dissulfeto (Terwilliger & Terwilliger, 1985).

No gastropode Sulculus diversicolor foi descrita uma mioglobina de 39 kDa que
apresenta 35% de identidade com a enzima indolamina dioxigenase (IDO) (Suzuki & Furukohri,
1989). A IDO € uma enzima de 45 kDa contendo o grupo heme, e é responsével pela degradacao
do triptofano em vertebrados (Shimizu, 1978).

A mioglobina de Sulculus diversicolor possui residuos de histidina conservados, um dos
quais é provavel ser a histidina proximal; entretanto a andlise da seqiiéncia de aminodcidos
derivada do cDNA nido indicou relacdo evolutiva significativa com nenhuma mioglobina ou
hemoglobina tipica. Foi proposto que nesses gastropodes o gene de mioglobina tipica tenha sido
alterado ou perdido, e uma indolamina dioxigenase modificada, derivada da duplicacdo do gene
verdadeiro dessa enzima, evoluiu como uma possivel substituta (Suzuki & Takagi, 1992). A
descoberta dessa mioglobina indica a existéncia de um caminho alternativo para a evolucdo da

mioglobina (Suzuki et al., 1998).

1.2.1.1. Mioglobinas de moluscos do género Biomphalaria

O género Biomphalaria abriga espécies hospedeiras intermedidrias do Schistosoma
mansoni, o agente etioldgico da esquistossomose, uma doenca que afeta 200 milhdes de
individuos em 74 paises de clima tropical (Verjoviski-Almeida et al., 2003).

O Biomphalaria ¢ um molusco gastropode de dgua doce que pode ser encontrado em uma
variedade de ambientes naturais e artificiais (lagos, corregos, represas, barragens, etc). Ele se
adapta a diferentes condi¢Oes ambientais e € capaz de resistir a variacdes nas caracteristicas
fisicas, quimicas e bioldgicas do local em que vive (Paraense, 1972).

No Brasil existem 10 espécies de Biomphalaria: B. glabrata, B. tenagophila, B.

straminea, B. peregrina, B. schrammi, B. kuhniana, B. intermedia, B. amazonica, B. oligoza, B.
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occidentalis; e uma subespécie do género, o B. tenagophila guaibensis (Paraense & Corréa,
1963).

Das espécies reportadas, apenas B. glabrata (Figura 3), B. tenagophila e B. straminea sao
encontradas naturalmente infectadas pelo Schistosoma mansoni. Apesar do B. glabrata ser
considerado o hospedeiro intermedidrio mais importante, devido a sua larga distribuicdo e alta
susceptibilidade ao trematddeo (Paraense & Corréa, 1963), é conhecido que B. tenagophila é um
importante vetor em dreas do sul do pais (Paraense & Corréa, 1987), e que B. straminea € a
espécie responsdvel pela manutengdo de elevadas prevaléncias da esquistossomose nas zonas do
agreste e zona costeira da regido Nordeste do Brasil (Teles, 1996).

Os moluscos tém fornecido evidéncias importantes para o estudo das globinas (Suzuki &
Imai, 1998), sendo que a maioria dos estudos de globinas de moluscos concentra-se em espécies
marinhas. A mioglobina do molusco de dgua doce, Biomphalaria glabrata, foi caracterizada por
Dewilde e colaboradores (1998) a partir de uma biblioteca de cDNA. Trata-se de uma proteina
de 148 aminoacidos, com um unico dominio e massa molecular tedrica de 16.049,29 Da. Este
trabalho foi considerado muito importante para estudos de estrutura, funcdo e para auxiliar na
elucidacdo da historia evolutiva das globinas e do filo Mollusca, uma vez que ele confirmou que
esse filo ndo possui origem monofilética, como observado pela primeira vez com o uso de SSU-
rRNA (subunidade menor do RNA ribossomal) como marcador molecular (Winnepenninckx et
al., 1996).

A mioglobina de B. glabrata ndo apresenta uma histidina como residuo distal (E7), e sim
um residuo de glutamina, diferente do que se encontra na maioria dos vertebrados; e na hélice B
€ observado um residuo de valina (B10). Esses residuos, em tais posicdes, influenciam na
afinidade do grupo heme pelo o oxigénio (Dewilde et al.,1998). Isso torna essa mioglobina
interessante para estudos de interagdo do grupo heme a suas moléculas ligantes, a qual pode ser

afetada pela mudanca do residuo.
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Figura 3. Foto de individuo adulto da espécie Biomphalaria glabrata. (Arquivo pessoal)
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1.2.2. Algumas funcoes descritas para as mioglobinas

As funcdes atribuidas as mioglobinas estdo relacionadas a sua capacidade de ligacdo
reversivel ao oxigénio, e algumas dessas funcdes ndo foram, ainda, totalmente elucidadas. A
funcdo classica € o estoque intracelular de oxigénio molecular para periodos de déficit
tempordrio desse gas, no caso de uma contragdo cardiaca ou uma contracdo muscular esquelética

(Millikan, 1937).

Acredita-se também no estoque de oxigénio para periodos mais longos de hip6xia, sendo
esta fun¢do mais evidente em aves e mamiferos marinhos, que permanecem em periodos de
apneia quando mergulham. Essa funcdo é embasada na observagdo de que tais animais possuem
um conteido muscular (mg/kg corpéreo) de mioglobina 10 a 30 vezes maior que animais nao
mergulhadores; por exemplo, o golfinho possui 13 vezes mais mioglobina por grama de tecido

que um camundongo (Noren & Williams, 1999).

A difusdo facilitada de oxigénio mediada pela mioglobina em células musculares
esqueléticas é uma funcdo ainda controversa. Acredita-se que a mioglobina seja capaz de
interagir com a membrana celular, ligar o oxigénio capilar e difundi-lo para a mitocondria
(Wittenberg, 1970). Evidéncias experimentais tém sido apresentadas a favor (Merx et al., 2001)
e contra (Jiirgens et al., 1994; Papadopoulos et al., 2001) essa hipétese.

A funcdo de “sequestradora” de oxigénio pode ser exemplificada pelas leghemoglobinas.
A leghemoglobina de soja (Glycine max) possui grande afinidade pelo oxigénio; acredita-se que
seja para manter baixos os niveis de oxigénio nos nédulos das raizes dessas plantas, protegendo
assim a enzima nitrogenase que € sensivel a essa molécula (Powell & Gannon, 1988; Wittenberg
& Wittenberg, 1990).

Em vertebrados o NO é um potente vasodilatador e inibidor da enzima citocromo C
oxidase e, consequentemente, inibidor da cadeia respiratéria. Com base em sua capacidade de

ligacdo ao NO, a mioglobina pode funcionar como uma “sequestradora” de NO na musculatura
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cardiaca e esquelética evitando danos a esses tecidos (Brunori, 2001). Dados experimentais
forneceram suporte para essa funcdo da mioglobina ao relatarem alteracdes, relacionadas ao NO,
em funcdes de midcitos cardiacos e esqueléticos de camundongos deficientes nessa proteina
(Grange et al., 2001).

Similar a funcdo de “sequestradora” de NO, foi demonstrado que a mioglobina possui o
papel de “sequestradora” de espécies reativas de oxigénio (Flogel, et al., 2001b) e também
apresenta funcio de peroxidase (George & Irvine, 1955; Khan et al., 1998).

A fosforilacdo oxidativa mediada pela mioglobina nos cardiomidcitos (Doeller &
Wittenberg, 1991), a atividade de oxidase de hemoglobinas bacterianas (Wittenberg &
Wittenberg, 1990) e a presenca de uma hemoglobina com fun¢do éptica no ocelo do nematédeo

parasita Mermis nigrescens (Burr et al., 2000), denotam outras fun¢des dessa proteina.

1.2.3. Outras funcoes atribuidas a mioglobina

A mioglobina foi a primeira proteina a ter sua estrutura tridimensional resolvida, por
Kendrew e colaboradores em 1958 e, varios anos apds, muito t€ém sido descoberto a respeito
dessa proteina. O entendimento das funcdes fisiologicas da mioglobina tem mudado com o
passar das décadas. Atualmente sabe-se que, o papel da mioglobina apenas como uma proteina
de armazenamento de oxigénio € possivelmente uma concep¢do erronea (Wittenberg &
Wittenberg, 2003).

Em 2001, Ascenzi e colaboradores propuseram para a mioglobina um papel de agente
antiparasitdrio no organismo. De acordo com esses pesquisadores a colonizacdo preferencial do
tecido muscular esquelético e cardiaco pelo Trypanosoma cruzi é devido ao papel da mioglobina
como “sequestradora” de NO, uma vez que a mesma estd presente em alta concentracdo nesses
tecidos (0,2—0,4 mM). Tal suposicao foi baseada no conhecimento de que a oximioglobina reage

rapida e reversivelmente com o NO produzindo nitrato e mioglobina oxidada (metamioglobina),
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a qual € reduzida posteriormente para o estado fisiologicamente ativo por uma enzima redutase
(Livingston et al., 1985).

O NO foi descrito como um potente inibidor da enzima citocromo C oxidase da cadeia
transportadora de elétrons, deste modo a funcao da mioglobina como sequestradora de NO leva a
efetiva protecdo da respiracao celular. Por outro lado, a mioglobina estaria protegendo o parasita
T. cruzi dos efeitos adversos do NO como agente antiparasitario (Ascenzi et al., 2001).

Existem outros pontos relevantes com relacdo a importancia bioldgica da mioglobina.
Essa proteina tem sido utilizada como modelo de estudo para a compreensao da interacdo droga-
proteina (Cheema et al., 2007). As interacdes entre drogas e proteinas podem influenciar a acao
das primeiras de diferentes maneiras. As proteinas podem facilitar a distribuicdo da droga pelo
organismo ou podem inativd-las. As drogas, por outro lado, podem modificar as fungdes
bioldgicas das proteinas. Um dos enfoques, portanto, para a compreensao do mecanismo consiste
em relacionar a interacdo das drogas com componentes macromoleculares das células e
correlacionar como tais interagdes afetam suas propriedades funcionais e estruturais
(Chakraborti, 2003).

Apesar de a mioglobina estar presente no interior de células musculares, algumas drogas
de uso terapéutico podem atravessar a membrana plasmdtica e alcanca-la. A interacdo droga-
proteina, em geral, pode influenciar a acdo das mesmas de varios modos. As proteinas podem
facilitar a distribuicdo das drogas pelo organismo ou inativd-las disponibilizando uma
concentracdo de droga livre insuficiente para sensibilizar os receptores, e podem também
retardar sua excrecao. Por outro lado, as drogas também podem modificar funcdes bioldgicas das
proteinas (Martin ef al., 1991).

A mioglobina tem sido usada como modelo de estudo para o entendimento da interagdo
de drogas tais como as fenotiazinas (Bhattacharyya et al., 1994; Bhattacharyya et al., 1998;
Ascenzi et al., 1999a), porfirinas (Sil et al., 1996), proflavinas (Ascenzi et al., 1999b),

bezafibrato (Coletta et al., 1999) e clofibrato (Ascenzi et al., 1993).
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Dentre os aspectos supracitados relacionados as mioglobinas e suas possiveis funcdes
bioldgicas, existem também evidéncias que suportam a hipdtese de que a mioglobina pode
iniciar o processo de estresse oxidativo em algumas doengas, as quais incluem a formacao de
isoprostano a partir de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) in vitro (Moore et al. 1998).

Um estudo realizado por Vuletich e colaboradores (2000) sugere que a mioglobina
tratada com perdxido de hidrogénio possui um papel na peroxidacdo de lipideos. Acredita-se
que a formagdo de LDL tem papel significativo na patogénese da aterosclerose; a mioglobina em
presenca de perdxido de hidrogénio € capaz de catalisar a oxidacdo de moléculas de LDL in
vitro, desse modo essa proteina pode estar envolvida no desenvolvimento de patologias
vasculares.

A afinidade da mioglobina pelo oxigénio e as mudancas em sua estrutura por meio de
xenobidticos constituem um importante campo de estudo. Haletos de alquila, como BrCCls e
CCly podem ser reduzidos por varias hemeproteinas para formar radicais alquila. Este tipo de
reacdo possui importancia toxicoldgica uma vez que a reducdo de BrCCl; e CCly para o radical
triclorometil pelo complexo enzimético citocromo P-450 microssomal € o evento inicial da
hepatotoxicidade causada por xenobidticos, sendo que apds esta reagdo o metabolismo do
citocromo P-450 € inativado no reticulo endoplasmatico (Osawa et al., 1990). Em experimentos
realizados em ratos, nos quais o grupo heme do citocromo P-450 foi radioativamente marcado,
foi observado que a administracdo de CCly faz com que aproximadamente 28% do total de
grupos heme tornem-se irreversivelmente ligados a proteina (Davies et al., 1986).

Acredita-se que a formacdo de grupos heme alterados por intermedidrios reativos €
responsdvel pela inativacdo de outras proteinas além do citocromo P-450. Estudos anteriores
sobre os adutos de heme alterados formados a partir da reagdo da mioglobina com BrCCls
revelaram que o aduto de heme ligado a proteina é funcionalmente ativo. Especificamente, o

aduto de heme poderia ser reduzido em condicdes anaerdbicas para o estado ferroso e

39



rapidamente re-oxidado na presenca de ar para o estado férrico, o que sugere a existéncia de uma
atividade oxidase (Osawa et al., 1993).

A debrominagdo redutora de BrCCls a radical triclorometil pela mioglobina faz com que
o grupo prostético heme torne-se covalentemente ligado a ela, transformando a mioglobina de
proteina de estoque de oxigénio a enzima oxidase (Figura 4). O ciclo de oxido-reducao
eventualmente leva a perda da atividade oxidase da mioglobina. A transformacdo de
mioglobinas, e talvez de outras hemeproteinas, em oxidases pode ter importincia toxicologica
nas causas de injuria de tecidos resultante da exposicdo a varios xenobidticos e agentes
endégenos, bem como aquelas injirias causadas por inativagdo do processo de catélise (Osawa et
al., 1990).

A andlise do espectro de absorcdo eletronica dos estados oxidado e reduzido da
mioglobina ligada ao grupo heme alterado sugere que os residuos de histidina 64 e 97
encontram-se ligados ao ferro do grupo heme, e o residuo 97 substitui o residuo 93 de histidina
proximal nativo. Essas modificacdes podem ser responsaveis pelo aumento da atividade redutora
da mioglobina alterada (Osawa et al., 1991) (Figura 5).

E conhecido que o peréxido de hidrogénio oxida e causa inativacio de vdrias
hemeproteinas, incluindo a mioglobina, hemoglobina, citocromo P-450, prostaglandina sintase,
catalase, entre outras. O mecanismo pelo qual ocorre a inativacio € desconhecido, porém sabe-
se que ocorre destrui¢do do grupo heme. Uma forma ativa transitéria da mioglobina é formada
quando o grupo heme € ligado covalente a proteina devido a uma reagdo realizada em baixa
concentracao de peréxido de hidrogénio (Op. cit.).

A alteracdo da mioglobina para uma enzima que pode formar metabdlitos toxicos de
oxigénio apresenta importancia patoldgica, especialmente em relacdo aos possiveis danos
causados por isquemia e reperfusdo no tecido cardiaco, onde a mioglobina estd presente em

grande quantidade e o peroxido de hidrogénio € formado (Osawa et al., 1991).
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Figura 4. Adutos de heme formados ap6s o tratamento com BrCCl;.1, 3, 4 e 5: adutos de heme. Apenas a estrutura
4 ¢é capaz de se ligar a mioglobina e conferir atividade. P: Grupo propionil. Fonte: Osawa et al., 1993.
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Figura 5. Mecanismo proposto para a liga¢do da histidina ao aduto de heme tratado com BrCCl;. B e C: possiveis
ligagdes formadas. D: forma tautomérica de B. Fonte: Osawa et al., 1991.
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Acredita-se que o aminodcido modificado e ligado covalentemente ao grupo heme apds a
reacdo com peroxido de hidrogénio em baixa concentragdo seja um residuo de tirosina (Catalano
et al., 1989), entretanto existem evidéncias de que a modificacdo de histidinas possa existir (Rice
et al., 1983) (Figura 6).

Em 1989, Catalano e colaboradores descreveram que a reacdo da mioglobina de coragdo
de cavalo com perdxido de hidrogénio oxida o 4tomo de ferro para o estado ferril (Fe (IV)=0)
produzindo um radical de proteina que € rapidamente dissipado por meio de um mecanismo nao
bem elucidado. A reacdo resulta em uma ligacdo covalente entre a mioglobina e seu grupo
prostético alterado, sendo o croméforo do grupo prostético ligado covalentemente a mioglobina,
muito similar ao do grupo heme ndo alterado. A andlise de aminodcidos, o sequenciamento
amino-terminal e a espectrometria de massas sugerem que o grupo heme seja ligado a proteina
por meio de um residuo de tirosina. O sitio de ligacdo no grupo heme alterado ainda ndo estd
bem determinado, mas sabe-se que o seu grupo vinil ndo € essencial para reagcdo. Os resultados
mais consistentes apontam que a ligacdo covalente ocorre entre o residuo de tirosina 103 e um
meso carbono do grupo heme (Figura 7).

Atualmente é bem aceito que a mioglobina expressa atividade catalitica, a qual €
importante para suas fungdes. Porém, sabe-se que algumas dessas funcdes, sejam elas inerentes
ou adquiridas apds a reagdo com algum agente interno ou externo ao organismo, podem ser
parcialmente responsdveis pelo surgimento de patofisiologias, o que faz com que a mioglobina

se torne um objeto importante de estudo (Wilson & Reeder, 2008).
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Protein-bound heme adduct

Figura 6. Mecanismo proposto para a ligacdo do aduto de heme tratado com H,0, a mioglobina. X: aminoécido.

Fonte: Osawa et al., 1991.
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Figura 7. Mecanismo proposto para a ligacdo do residuo de tirosina 103 ao grupo heme, apds o tratamento com
H,0, Fonte: Catalano et al., 1989.
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

As mioglobinas sdo proteinas pertencentes a uma superfamilia ancestral de globinas
ligadas ao grupo heme que podem ser encontradas em mamiferos, moluscos, anelideos e
artropodes. Os membros dessa superfamilia dividem caracteristicas estruturais e espectrais
comuns, além de caracteristicas funcionais tais como habilidade de ligacdo a O,, CO e NO ao
atomo de ferro do grupo heme. Essas propriedades sdo exploradas in vitro por estar envolvidas
com uma série de fungdes bioquimicas e fisiologicas (Wilson & Reeder, 2008).

As funcdes mais conhecidas das mioglobinas incluem o transporte e estoque de oxigénio
molecular e seu importante papel no metabolismo do NO. As func¢des dessas proteinas em
invertebrados sdo geralmente mais diversas, como o tamponamento de oxigénio e funcgdes
enzimaticas no organismo (Trandafir et al., 2007).

De fato, das funcdes conferidas as mioglobinas, algumas ja estdo bem descritas outras, no
entanto, necessitam de maiores estudos. Deste modo, o presente trabalho se prop0s a estudar
algumas funcdes ja descritas para essas proteinas, as quais ndo estdo bem elucidadas, como a
atividade de oxidase que possui relacdo com algumas patologias humanas causadas por
xenobidticos. A atividade oxidase foi comparada entre mioglobinas que possuem como residuo
distal (E7), uma histidina (mioglobina de cora¢do de cavalo e de baleia), a qual € bastante
conservada em vertebrados, e mioglobinas que possuem uma glutamina nesta posi¢ao
(mioglobina de moluscos do género Biomphalaria), a qual também pode ser observada em
vertebrados, como elefantes (Tada et al., 1998).

Tal anédlise pode contribuir para estudos futuros que visam o esclarecimento do
mecanismo envolvido no surgimento da atividade enzimdtica e/ou de outras atividades
bioldgicas da mioglobina no organismo. Deste modo, foi proposto o estudo de caracteristicas
bioquimicas intrinsecas das mioglobinas nativas de moluscos do género Biomphalaria, que sio

mioglobinas nas quais a sequencia primdria carece de residuos de aminoécidos considerados
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essenciais para a aquisicdo de atividades ndo totalmente esclarecidas, e compard-las com
mioglobinas consideradas padrdo para estudos nesse ambito por meio de técnicas

espectroscopicas, cromatograficas, bioinformdtica e espectrometria de massas.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Este projeto teve como objetivo geral a caracteriza¢do bioquimica de mioglobinas nativas
de moluscos das espécies Biomphalaria glabrata, B. tenagophila e B. straminea, bem como a
subclonagem da regidao de DNA codificadora das mioglobinas radulares pertencentes as duas
primeiras espécies. A obten¢do de proteinas recombinantes possibilitou a andlise de uma possivel
atividade enzimatica (atividade oxidase), a qual, em humanos, pode estar relacionada a algumas

patologias.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Parte I: Analise das mioglobinas nativas de Biomphalaria
Parte I A: Mioglobinas radulares
e Purificacdo de mioglobinas nativas da musculatura radular (bulbo) de moluscos das
espécies Biomphalaria glabrata, B. straminea e B. tenagophila;
e Determinagdo do ponto isoelétrico experimental dessas mioglobinas nativas;
e Obtengdo da taxa de auto-oxidacdo das mioglobinas radulares de B. glabrata e B.

tenagophila e do conteido de mioglobina por massa de tecido analisado.

Parte I B: Mioglobinas estomacais

® Purificagdo de mioglobinas nativas da musculatura estomacal de moluscos das espécies
Biomphalaria glabrata e B. tenagophila;

e Determinagdo de massa molecular experimental das mioglobinas estomacais de B.

glabrata e B. tenagophila;
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e Determinacdo do ponto isoelétrico experimental das mioglobinas estomacais de B.
glabrata e B. tenagophila;

e Sequenciamento amino-terminal das mioglobinas estomacais de B. glabrata e B.
tenagophila;

e Obtengdo da taxa de auto-oxidagdao das mioglobinas estomacais de B. glabrata e B.

tenagophila e do conteido de mioglobina por massa de tecido analisado.

Parte II: Analise das mioglobinas radulares recombinantes (rMioglobinas) de Biomphalaria
Parte ITA: Obtenc¢ao das mioglobinas radulares recombinantes
e Subclonagem dos cDNAs das mioglobinas radulares de B. glabrata e B. tenagophila em
um vetor de expressdo em procariotos;
¢ Transformagdo de bactérias Escherichia coli quimiocompetentes;
e Estabelecimento de um protocolo de expressdo e purificacdo satisfatorios para as
rMioglobinas;

e Ligacdo do grupo prostético (hemina) nas rMioglobinas.

Parte IIB: Analise da atividade oxidase nas rMioglobinas

e Determinagdo de um protocolo para transformacdo das rMioglobinas em enzimas
oxidases;

¢ Andlise da suposta atividade oxidase das rtMioglobinas por espectrofotometria;

e Obten¢do do modelo de estrutura tridimensional das mioglobinas radulares, por
modelagem molecular, para fornecer suporte a andlise do mecanismo quimico que leva

ao surgimento da atividade oxidase.

51



ANIMAIS, MATERIAL &

METODOS
e



4. ANIMAIS, MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS

Moluscos gastropodes das espécies Biomphalaria glabrata, B. tenagophila e B. straminea
foram utilizados para a obtencdo de mioglobina nativa, a qual representa a proteina alvo deste
trabalho. Os moluscos, cujos individuos matrizes foram gentilmente cedidos e identificados pelo
Dr. Wladimir Lobato Paraense do Departamento de Malacologia-Fundagdo Instituto Oswaldo
Cruz/R.J., foram criados em nosso proprio laboratério, em aquarios com suprimento de alimento
e carbonato de cdlcio adequados.

Esse trabalho foi dividido em trés partes: estudo das mioglobinas nativas de
Biomphalaria, estudo das mioglobinas recombinantes de Biomphalaria e andlise in silico das

mioglobinas radulares de Biomphalaria.

4.2. PARTE I: ESTUDO DAS MIOGLOBINAS NATIVAS DE Biomphalaria

4.2.1. Purificacao das mioglobinas nativas de moluscos das espécies Biomphalaria glabrata,
B. straminea e B. tenagophila

Este projeto constitui uma extensdo da pesquisa realizada durante o trabalho de mestrado,
desse modo, alguns dados relativos as mioglobinas das espécies de Biomphalaria em questiao
foram obtidos nesse periodo, como por exemplo, o protocolo de purificagdo das mioglobinas
nativas.

Durante a dissecac¢do dos animais, para a retirada da musculatura radular, local onde foi
descrita a presenca de mioglobina em Biomphalaria (Dewilde et al., 1998), foi observada uma
coloragdo vermelho-castanho no estdmago triturador dos animais indicando, possivelmente, a

presenca de uma hemeproteina, que poderia ser uma mioglobina.
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Deste modo, foram retirados, além da musculatura radular, os estbmagos (musculatura
estomacal) de individuos das espécies B. glabrata e B. tenagophila, tomando os cuidados
necessarios para evitar a contaminacdo deste 6rgdo por hemolinfa ou musculatura radular. Nao
foi possivel a obtencdo de estomagos dos exemplares de B. straminea devido a indisponibilidade
de animais.

O extrato bruto da musculatura radular e da musculatura estomacal foram preparados
conforme Dewilde e colaboradores (1998), e posteriormente centrifugados durante 10 min a
16.000 x g para obtencdo e coleta do sobrenadante, o qual foi utilizado no processo
cromatogrdfico. O mesmo protocolo de purificacdo estabelecido para as mioglobinas da
musculatura radular foi utilizado para o extrato bruto estomacal. O processo consistiu em trés

etapas de cromatografia liquida:

4.2.1.1. Filtracao molecular

A cromatografia de filtragdo molecular foi realizada em aparelho de FPLC (Pharmacia),
utilizando coluna Superose 12 HR 10/30 (Pharmacia). O tampao Tris-HCl 0,1 M pH 7,5
contendo NaCl 0,2 M foi utilizado como fase mével; fracdes de 1,0 mL foram coletadas com
fluxo de 30 mL/h. As fracdes com leitura de densidade 6ptica (O.D.) em 405 nm (Banda Soret-
absor¢do do grupo heme) foram dialisadas em tampao Tris-HCl 20 mM pH 8,5, em membrana

com poros de 1.000 Da (Spectrum), durante 12 h a 4°C sob agitacao lenta.

4.2.1.2. Troca ionica

As fragdes dialisadas provenientes da filtracio molecular foram submetidas a
cromatografia de troca idnica utilizando coluna Mono Q HR 5/5 (Pharmacia) acoplada em um
aparelho de FPLC (Pharmacia). Como tampao A foi utilizado Tris-HCI 0,1 M pH 8,5 e como

tampao B, Tris-HCI1 0,1 M pH 8,5 contendo NaCl 1 M. Frac¢oes de 1,5 mL foram coletadas em
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um fluxo de 60 mL/h e gradiente linear de 0 a 100% em 20 min. Novamente, as fracdes com

leitura de O.D. a 405 nm foram coletadas para dar prosseguimento ao processo de purificacao.

4.2.1.3. Fase reversa

Esta etapa de cromatografia foi realizada em aparelho de HPLC (Shimadzu) utilizando
uma coluna C18 (Shim-pack CLC-ODS 4,6x250 mm). A fase mével foi composta de solugdes A
(Acido trifluoroacético (TFA) 0,1% v/v) e B (Acetonitrila (ACN) 80% v/v contendo TFA 0,1%
v/v). Foi utilizado um fluxo foi de 60 mL/h e gradiente linear de 0 a 100% em 30 min.

Aliquotas dos picos, com leitura de O.D. em 405, obtidos nas trés etapas cromatogréficas

foram analisadas por SDS-PAGE.

4.2.2. SDS-PAGE

O material purificado e os extratos brutos foram analisados por SDS-PAGE, sendo o gel
de concentracdo 5% e o de separacdao 12,5%, e corado pelo método da prata conforme
Laemmli e colaboradores (1970). Alguns géis foram corados por solucdo de azul de
Coomassie.

Para a aplicacdo no gel as amostras foram misturadas a igual volume de tampao de
amostra 2X, ndo redutor, preparado com azul de bromofenol 0,2% p/v, SDS 2% p/v, Tris-HCI
0,5 M pH 6,8, glicerol 10% v/v, e fervidas por 3 min.

A eletroforese foi executada a 120 V durante 4 h e em todas as corridas foi incluido um
padrao de massa molecular para proteinas (Bench Marck protein ladder, Invitrogen ou Low

weight marker, Sigma).
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4.2.3. Coloracao de proteinas por solucio de azul de Coomassie

Ap6s a eletroforese, alguns géis foram corados com uma solu¢do corante contendo azul
de Coomassie R-250 a 0,075% p/v, etanol a 50% v/v e 4cido acético a 10% v/v em dgua
destilada. Ap6s, foi feita a descoloragdo do gel utilizando-se uma solu¢do descorante contendo

etanol a 25% v/v e 4cido acético a 10% v/v em agua destilada.

4.2.4. Obtencao do ponto isoelétrico (pI) experimental das mioglobinas nativas

O ponto isoelétrico foi determinado pela técnica de cromatofocalizacdo, que separa
proteinas por cromatografia liquida em coluna de acordo com o valor de pl (Sluyterman &
Wijdenes, 1978). Neste experimento foi utilizada uma coluna Mono P 5/5 (Amersham
Pharmacia) acoplada a um aparelho de FPLC. Um gradiente de pH na faixa de 9,0 a 6,0 foi
formado na coluna aplicando-se 1 mL de NaOH 5 M e em seguida utilizando o tampao

Dietanolamina-HCI 25 mM, pH 9,5, chamado de Start buffer, conforme instrugdes do fabricante.

Aproximadamente 100-200 pug da mioglobina purificada, na forma apo, obtida a partir da
musculatura radular de Biomphalaria glabrata, B. straminea e B. tenagophila, e obtida a partir
da musculatura estomacal de B. glabrata, e B. tenagophila foram dialisadas em Start buffer.
Cada uma das proteinas foi aplicada separadamente na coluna cromatografica, sendo a fase
movel constituida pelo tampao Polybuffer 96 pH 6,0 (Amersham Pharmacia). O pH no qual as
proteinas foram eluidas foi medido pelo potencidmetro, previamente calibrado, acoplado ao
FPLC. Posteriormente o valor de pH foi confirmado em um potencidmetro isolado. O pH

encontrado na elui¢do € pl da proteina. Cada experimento foi realizado em triplicata.

4.2.5. Obtencdo da massa molecular experimental das proteinas purificadas a partir da
musculatura estomacal
As massas moleculares das mioglobinas nativas da musculatura radular das trés espécies

de Biomphalaria estudadas foram determinadas durante o trabalho de mestrado. Desse modo,
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somente as proteinas do estbmago foram analisadas neste experimento. A massa das proteinas de
interesse foi determinada por andlise ESI/Q-TOF MS utilizando o espectrometro de massa Q-Tof
micro ™ (Micromass, Manchester, UK) do Nicleo de Estrutura e Funcdo de Biomoléculas-
ICB/UFMG, equipado com uma fonte operando no modo positivo. A voltagem capilar e de cone
foram 2500 kV e 40 V, respectivamente. As calibragdes do espectrometro de massa foram feitas
com iodeto de sodio na faixa de 200-2300 m/z. As amostras foram diluidas em solu¢do de ACN
50% v/v contendo 4cido férmico 0,2% v/v e aplicadas no aparelho com fluxo de 5-10 pL/min.

Os resultados foram analisados no programa Mass Lynx 4.0.

4.2.6. Sequenciamento de aminoacidos por degradacao de Edman

A tentativa de sequenciamento de aminodcidos das mioglobinas purificadas do extrato
estomacal de B. tenagophila e de B. glabrata foi realizado em aparelho automatico PPSQ-21A
Protein sequence (Shimadzu) do Nucleo de Estrutura e Fun¢ao de Biomoléculas-ICB/UFMG.

As proteinas foram dosadas de acordo com a metodologia descrita por Lowry e
colaboradores (1951), e 20 nmol foram diretamente submetidos, em fase liquida (TFA 0,1% v/v),

ao sequenciamento. Neste processo apenas a forma apo das proteinas foi utilizada.

4.2.7. Medida da taxa de auto-oxidacao das mioglobinas nativas

A andlise da auto-oxidagdo das oximioglobinas foi realizada conforme descrito por Dosi
e colaboradores (2006), com algumas modificacdes. Tal andlise foi feita pelo monitoramento das
mudancas no espectro de absor¢ao na faixa de comprimento de onda de 400-750 nm, medidas
em intervalos de tempo de 15 min, durante um periodo de 5 h a 25°C. Os espectros de absor¢ao
foram obtidos em espectrofotdmetro UV-160A UV-Visible recording spectrophotometer
(Shimadzu) equipado com célula com temperatura controlada.

A oximioglobina foi preparada, no momento da anélise, pela reduc¢do da proteina pura em

tampao fosfato de sédio 25 mM, pH 7,4, contendo EDTA 50 uM e hidrossulfito de sodio 1
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mg/mL. A amostra foi imediatamente levada ao espectrofotdmetro e as medidas foram iniciadas.
A taxa de auto-oxidacdo foi calculada por meio da diminuicdo gradativa dos valores de

absorvancia em 540 ou 575 nm. O experimento foi realizado em triplicata.

4.2.8. Medida da quantidade de mioglobina na musculatura radular e estomacal

A medida da quantidade de mioglobina por unidade de tecido muscular radular e
estomacal de Biomphalaria foi calculada de acordo com Krzywicki (1982), com algumas
modificacdes. Musculos radulares e estomacais foram cuidadosamente dissecados, limpos e
secos em um concentrador a vacuo. Os mesmos foram pesados e a mesma massa de tecido para
cada 6rgdo e espécie de Biomphalaria foi macerada em um mesmo volume (para os tecidos e
para as espécies de Biomphalaria) de solucdo de nitrito de s6dio 0,8% e cianeto de potassio 50
mM para conversdo e manuten¢do das mioglobinas na forma de metamioglobinas. Em seguida,
as amostras foram analisadas nos comprimentos de onda de 215, 280, 405 e 540 nm para calcular
a quantidade de mioglobina por miligrama de tecido. Como padrao foi utilizada a mioglobina de

coragdo de cavalo. Esse experimento foi realizado em triplicata.
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4.3. PARTE II: ESTUDO DAS MIOGLOBINAS RECOMBINANTES DE Biomphalaria

4.3.1. Subclonagem dos cDNAs das mioglobinas da musculatura radular de Biomphalaria

glabrata e B. tenagophila em vetor de expressao em procariotos

4.3.1.1. Extracao e digestao do DNA plasmidial

Os cDNAs das mioglobinas da musculatura radular de Biomphalaria glabrata e B.
tenagophila foram amplificados por PCR e clonados no vetor pCR 2.1-TOPO (Invitrogen) entre
os sitios para as endonucleases de restricdo Nde 1 e Bam HI ou Bgl 11, que foram por sua vez
inseridos em iniciadores especificos utilizados para a produ¢ido dos cDNAs.

Clones bacterianos, cujos plasmideos tinham sido analisados mediante as mesmas
enzimas de restricdo para verificar a presenca do cDNA das espécies B. glabrata e B.
tenagophila, foram escolhidos para a subclonagem no vetor de expressao em procariotos pET16b
(Novagen) (Figura 8). Os clones escolhidos foram o 1424(12)-pCR 2.1 de B. glabrata e 1433(5)-
pPCR 2.1 de B. tenagophila. Os clones contendo os cDNAs e um clone contendo o vetor pET16b
integro foram crescidos em meio de cultura liquido LB (peptona bacterioldgica 1%, NaCl 1% e
extrato de levedura 0,5%) contendo ampicilina 100 pg/mL, a 37°C sob agitagdao de 180 rpm,

durante aproximadamente 13 h.

A extracdo de DNA plasmidial foi realizada utilizando um protocolo de minipreparagao
por lise alcalina de fabricag¢ao prépria conforme Sambrook e colaboradores (1989), com algumas
modificagdes. A concentragdo do DNA foi estimada pela leitura de O.D. a 260 nm, sendo o grau
de pureza das amostras determinado pela relacdo das leituras de O.D. a 260 e 280 nm. A

qualidade foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.

Os plasmideos resultantes da subclonagem do cDNA de cada espécie, assim como o vetor

de expressdao pET16b foram digeridos com as devidas enzimas de restricdo (Invitrogen; Biolabs
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ou GE). Aproximadamente 2 pug do plasmideo contendo o cDNA da mioglobina (inserto) e
aproximadamente 1 pg do vetor pET16b foram digeridos em reacdo dupla (as duas
endonucleases na mesma reagdo). Na reacdo foram utilizadas 10 unidades de cada enzima e o
tampao Otimo para a acdo das mesmas conforme recomendagdes do fabricante, sendo a mistura

incubada a 37°C durante 4 h. Posteriormente, a reacdo foi inativada a 75°C por 20 min.

Ap6s, o produto de digestdo foi aplicado em gel de agarose 1% e a banda referente ao
cDNA de mioglobina, de aproximadamente 500 pb, foi cortada e extraida do gel utilizando o kit
QiA quick gel extration (QiAgen) ou o kit Wizard SV Gel and PCR clean-up system (Promega),
conforme as recomendacdes do fabricante. O mesmo procedimento de extracdo a partir do gel foi

feito para o vetor pET16b.
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Figura 8. Esquema do vetor de expressdo em procariontes pET16b.
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4.3.1.2. Reacio de ligacio e transformacio bacteriana

Os DNAs extraidos do gel (inserto e vetor) foram entdo submetidos a uma nova
eletroforese em gel de agarose 1% para quantificacdo e estabelecimento da propor¢ao para a
reacdo de ligacdo. A reagdo de ligacio do cDNA de mioglobina (inserto) no vetor foi feita na
propor¢do de 3:1 utilizando 5 unidades da enzima T4 DNA ligase (Sigma) e o tampdo 6timo para
sua acdo conforme especificacdes do fabricante. A duracio da reacdo foi de 4 h a 22°C.

O produto da ligacdo foi utilizado para transformar bactérias Escherichia coli
quimiocompetentes BL21 (DE3) star por meio do protocolo de choque térmico conforme
Sambrook e colaboradores (1989), com algumas modificacdes. O produto da ligagdo (2 uL) foi
acrescentado as bactérias (50 uL), em seguida foi incubado em gelo durante 30 min, e
imediatamente apds, colocado a temperatura de 42°C por 30 s.

O material foi incubado novamente em gelo por 1,5 min e foram acrescentados 950 pL de
meio LB liquido a temperatura ambiente. A cultura foi incubada a 37°C durante 1 h em meio
sem antibidtico, sob agitacao de aproximadamente 150 rpm.

Finalizada a incubacdo o material foi centrifugado a 1.400 x g por 5 min em temperatura
ambiente, e o sobrenadante foi descartado. O pellet de bactérias foi ressuspendido em 100 pL de
meio LB liquido e as bactérias foram plaqueadas em meio LB dgar (peptona bacterioldgica 1%,
NaCl 1%, extrato de levedura 0,5% e agar bacteriologico 1,5%) contendo ampicilina 100 pg/mL,

onde foram incubadas durante 16 h a 37°C.

4.3.1.3. Preparo de células quimiocompetentes

Bactérias E. coli da linhagem BL 21 (DE3) star foram utilizadas no preparo de células
quimiocompetentes. Inicialmente, foi feito um pré-indculo das bactérias em meio LB liquido,
este foi incubado por 16 h a 37°C sob agitacdo de aproximadamente 150 rpm. Apds o

crescimento, o pré-indculo foi utilizado no preparo de um indculo de 1:20 em meio LB liquido,
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sendo o crescimento monitorado em espectrofotdometro (UV-160A UV-visible recording
spectrophotometer, Shimadzu) até a cultura alcancar uma leitura de O.D. de 0,4 em comprimento
de onda de 600 nm. Alcancada a leitura, a cultura foi centrifugada a 2.200 x g por 5 min, o
sobrenadante foi descartado, as células foram ressuspendidas em 1/2 volume (volume inicial de
cultura) de solugdo de CaCl, 50 mM, estéril e gelada, e incubadas no gelo por 20 min.

Em seguida, as células foram novamente centrifugadas a 2.200 x g por 5 min, 0
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 1/10 do volume (volume inicial de
cultura) de solug¢do de CaCl, 50 mM, estéril e gelada. As células foram incubadas no gelo por 2
h. Posteriormente, foi acrescentado glicerol estéril para uma porcentagem de 15% v/v, e
aliquotas de 50 pL das células foram estocadas a -80° C.

Antes de proceder ao uso, as células foram testadas quanto a uma possivel contaminagao
com plasmideos contendo o gene de resisténcia ao antibidtico (ampicilina) presente no vetor de

clonagem.

4.3.1.4. Eletroforese em gel de agarose

O gel de agarose 1% foi preparado com tampao TAE (Tris-acetato 0,04 M, EDTA 0,001
M), e foi adicionado brometo de etidio para uma concentrac¢do final de 0,5 pg/mL. O tampao

utilizado na corrida eletroforética foi o mesmo utilizado no preparo do gel.

Todas as amostras de DNA analisadas por eletroforese foram misturadas com o tampao
de amostras para DNA 6X preparado com azul de bromofenol 0,3% p/v, xilenocianol 0,3% p/v,
glicerol 50% v/v e EDTA 1,0 mM, pH 8,0. As eletroforeses foram executadas a 70 ou 100 V. Em
todas as eletroforeses foi incluido um padrao de peso molecular 1kb plus DNA ladder

(Invitrogen).
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4.3.1.5. Analise (screening) dos clones

As colonias obtidas da transformac¢do foram analisadas quanto a presenca do inserto por
PCR de colonia ou por digestao do DNA plamidial dos supostos clones com endonucleases de
restricdo. A PCR de coldnia foi feita com os iniciadores universais T7 promoter e T7 terminator
(Novagen), conforme a Tabela 1, e as amplificacdes foram realizadas em termociclador M.J.
Research, Inc. Mod. PTC-100. O protocolo de reagdo e o programa utilizados na amplificacio
estdo listados nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. O resultado foi verificado por eletroforese em
gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.

Os clones positivos foram crescidos em meio LB liquido contendo ampicilina 100 pg/mL

e estocados em glicerol 15% a -80 °C.
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INICIADOR SEQUECIA NUCLEOTIDICA

T7 promoter 5’ TAATACGACTCACTATAGGG 3’

T7 terminator 5" TATGCTAGTTATTGCTCAG 3’

Tabela 1. Sequéncia nucleotidica dos iniciadores universais T7 promoter e T7 terminator.

REAGENTES PROTOCOLO

DNA molde Cultura
Tampao 10X (Cenbiot) 1X

Mix dNTP 0,2 mM
T7 promoter 0,25 uM
T7 terminator 0,25 uM
MgCl, (Cenbiot) 1,5 mM
Taq polimerase (Cenbiot) 1U

Tabela 2. Reagentes e protocolo de reagdo utilizados na PCR de coldnia para andlise dos supostos clones positivos.

ETAPAS PROGRAMA
1. Hot start 95°C - 3 min
2. Desnaturacao 94°C-30s
3. Anelamento 55°C - Imin
4. Extensao 72°C - 1.5 min
5. Extensao final 72°C - 10 min
6. Repeticao (2 a4) 30 vezes

Tabela 3. Programa utilizado para a PCR de coldnia.
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4.3.2. Teste de inducao

Para testar a expressao dos clones, uma colonia de cada clone foi inoculada em 5 mL de
meio LB liquido contendo ampicilina 100 pg/mL. A cultura cresceu durante 12h a 37°C com
agitacdo de 180 rpm. A partir deste pré-indculo foi feito um inéculo de 1:100 em 10 mL de LB
liquido contendo ampicilina 100 ug/mL, o crescimento foi monitorado até a cultura atingir uma
leitura de O.D. de 0,6 a 600 nm. Neste ponto uma aliquota de 1 mL foi retirada, foi feita a leitura
de O.D., em seguida a aliquota foi centrifigada e o pellet foi estocado a —20°C. Esta aliquota € o
controle de expressdo basal da cultura.

Em seguida, 0,05 mM de IPTG foi acrescentado a cultura e esta foi novamente incubada
a 37°C, 180 rpm. De 1 em 1 h foi coletada uma aliquota da cultura até a cultura alcancar 4h de
indugdo. Todas as aliquotas tiveram sua O.D. estimada para acertar o nimero de células em cada
uma e posteriormente elas foram centrifugadas e os pellets foram lisados com SDS 5% em PBS

para anélise por SDS-PAGE 12,5%. O gel foi corado por solu¢do de azul de Coomassie.

4.3.3. Teste de solubilidade das mioglobinas recombinantes (rMioglobinas)

Os corpos de inclusdo sdo agregados protéicos, comumente formados por proteinas
recombinantes. Para verificar se as mioglobinas recombinantes, expressas pelas bactérias, eram
soliveis (presente no sobrenadante apés a lise bacteriana) foi feito um pré-indculo dos clones em
5 mL de meio LB liquido contendo ampicilina 100 pg/mL. A cultura cresceu durante 12 h a
37°C com agitagcdo de 180 rpm. A partir deste pré-indculo foi feito um in6culo de 1:100 em 5 mL
de meio LB liquido contendo ampicilina 100 pg/mL. O crescimento foi monitorado até a cultura
atingir uma leitura de O.D 600 nm igual a 0,6 e em seguida foram acrescentados 0,05 mM de
IPTG. A cultura foi novamente incubada a 37°C a 180 rpm durante 3 h.

Um mL de cultura de cada clone foi aliquotado e centrifugado por 1 min a 12.000 x g. O

sobrenadante foi descartado, o pellet bacteriano foi ressuspendido em 100 pLL de tampado Tris-
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HCI1 150 mM pH 9,0 contendo lisozima 100 pg/mL, incubado a 37°C por 20 min e em seguida
sonicado em ultrassom de ponta (Branson Sonifier 450) por 20 s, no gelo.
O sonicado foi centrifugado por 2 min a 12.000 x g, sobrenadante e pellet foram

separados e analisados por SDS-PAGE 12,5% corado por azul de Coomassie.

4.3.4. Expressao das rMioglobinas

A expressao das rMioglobinas foi realizada em condi¢des experimentais que propiciaram
a formacdo de corpos de inclusdo: agregados protéicos insoliveis (agitagdo vigorosa e
temperatura ideal de expressdo em E. coli), e assim obter-se uma maior quantidade de proteinas
recombinates. Os inéculos foram feitos a partir de um pré-indculo crescidos no dia anterior a
expressao, nas mesmas condi¢des citadas no item 4.2.1.1.

O in6culo foi feito em meio LB contendo 200 pg/mL de ampilicina. Apds a cultura
atingir a O.D. a 600 nm de 0,6 foi acrescentada a mesma mais ampicilina (100 pg/mL).
Finalmente o IPTG foi acrescentado para a concentra¢do final de 0,05 mM, e a cultura foi

incubada a 37°C e 200 rpm.

4.3.5. Lise bacteriana

Ap6s a expressdo das mioglobinas, a cultura foi centrifugada durante 20 min, 16.200 x g
a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet bacteriano foi ressuspendido em PBS pH 7,4 (50
mL/L de cultura) contendo os inibidores de protease: PMSF 200 uM, EDTA 5 mM, Pepstatina A
1 uM e lodoacetamida 200 uM, e novamente centrifugado nas mesmas condi¢des, sendo o
sobrenadante descartado.

O pellet bacteriano foi ressuspendido novamente em PBS pH 7,4 (20 mL/L de cultura)
contendo os inibidores de protease. A lise foi feita por sonicacdo em ultrassom de ponta,

utilizando amplitude de 20%, em banho de gelo. Foram realizados quatro ciclos de sonicacao,
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cada um com 4,5 min de duragdo, sendo 30 s de sonicacdo e 30 s de descanso. As centrifugacdes
entre as sonicacOes foram feitas a 4°C, 16.200 x g durante 10 min. A lise das bactérias foi
confirmada pelo teste de Gram. No final, foi obtido um pellet branco, composto principalmente
por corpos de inclusdo. Aliquotas dos sobrenadantes foram analisadas por SDS-PAGE 12,5%

para verificacdo da possivel perda da proteina de interesse.

4.3.6. Solubilizacao dos corpos de inclusao
Os corpos de inclusao foram solubilizados em uma solugdo de N-lauril sarcosil (sal de
s6dio) 1%, na propor¢cdo de 20 mL/L de cultura. Uma aliquota do material solubilizado foi

analisada por SDS-PAGE 12,5% corado por azul de Coomassie.

4.3.7. Purificacao das rMioglobinas

A purificagdo das rMioglobinas foi realizada em duas etapas de cromatografia liquida:

4.3.7.1. Cromatografia de troca-ionica

A primeira etapa de purificagdo foi uma troca-cationica utilizando uma coluna
Resource™ Q 16x30 mm (Pharmacia/Biotech) acoplada a um sistema de FPLC. A fase mével foi
constituida de tampao Tris-HCI 0,02 M pH 8,0 (tampao A) e de tampao Tris-HCI1 0,02 M pH 8,0
contendo NaCl 1 M (tampao B). O pico referente a rMioglobina foi coletado no gelo a um fluxo
de 60 mL/h. Foi utilizado um gradiente linear de 0 a 100% em 20 min. Apds a coleta da proteina
de interesse, foram acrescentados os inibidores PMSF 200 uM, EDTA 5 mM, Pespstatina A 1

UM e Iodoacetamida 200 uM.

4.3.7.2. Cromatografia de afinidade
O material eluido da troca-idnica foi submentido a uma cromatografia por afinidade

utilizando uma coluna HisTrap™ FF 0,7x2,5 cm (GE Healthcare Life Sciences). A fase movel
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foi composta por tampao Tris-HCI 0,02 M pH 7,5 (tampado A) e de tampao Tris-HCI1 0,02 M, pH
7,4 contendo Imidazol 0,5 M (tampdo B). O pico referente a rMioglobina foi coletado no gelo a
um fluxo de 60 mL/h. Nessa etapa de cromatografia foram testadas eluicdes com e sem a

formacdo de um gradiente de concentracio de imidazol.

4.3.8. Analise da identidade das rMioglobinas por Western blot

4.3.8.1 Eletrotransferéncia

A eletrotransferéncia das rMioglobinas (5pug) e do extrato bruto das bactérias
recombinantes para a membrana de nitrocelulose foi realizada conforme a metodologia descrita
por Towbin et al. (1979).

A membrana de nitrocelulose foi lavada em dgua destilada durante 20 min. Os papéis de
filtro (poros de 0,2 wm, Sigma) e as esponjas de suporte foram imersas durante 20 min em
tampao contendo metanol 20%, Tris 25 mM, glicina 192 mM, pH 8,3. Este tampao foi utilizado
no processo de eletrotransferéncia, o qual foi realizado a 4°C por 14 h a 24 V em um sistema

Mini protean II cell (Biorad).

4.3.8.2. Immunoblotting

Para controle da eletrotransferéncia, a por¢do da membrana de nitrocelulose contendo o
padrdao de massa molecular foi cortada e corada com uma solug¢do de Ponceau-S (Merck) 0,2% e
acido acético 1%.

Em seguida, a por¢dao da membrana contendo as proteinas de interesse foi lavada em dgua
destilada por 5 min e logo apds foi lavada com PBS-Tween 20 a 0,05% durante 20 min. Apds as
lavagens, a membrana foi bloqueada com uma solucdo de PBS-Tween 20 0,05% e BSA 1%,
durante 1 h. Em seguida, a membrana foi lavada novamente em PBS-Tween 20 a 0,05%. A partir

deste ponto foi utilizado o kit comercial HisDetector " (KPL) para deteccio de proteinas
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contendo residuos de histidina em sequéncia (cauda de histidina), conforme as recomendacgdes

do fabricante.

4.3.9. Analise da pureza das rMioglobinas por SDS-PAGE e espectrometria de massas

A pureza das mioglobinas recombinantes foi confirmada por SDS-PAGE 12,5% corado
pelo método da prata, e por espectrometria de massa utilizando o aparelho MALDI-TOF/TOF
(Bruker) do Nicleo de Estrutura e Fung¢do de Biomoléculas - ICB/UFMG.

As amostras foram misturadas em uma solucdo de matriz saturada a-cyano-4-
hydroxycinnamic acid (1:3 v/v), distribuidas em uma placa alvo do MALDI e deixadas secar a
temperatura ambiente por 15 min. A massa média das proteinas foi adquirida em modo positivo
linear, com calibracdo externa, utilizando o Padrdo de calibracdo de proteinas II (Bruker
Daltonics): Tripsinogénio [M+ H]'= 23.982 Da, Proteina A [M+ H]'= 44.613 Da, Albumina
bovina [M+ H]'= 66.431 Da, Proteina A [M+ 2H]*" = 22.306 Da, Albumina bovina [M+ 2H]**=
33.216 Da. O programa Flex Analysis (Bruker Daltonics) foi utilizado para a interpretacdo dos

dados.

4.3.10. Troca de tampao das rMioglobinas

Durante o processo de purificagdo observou-se uma incompatibilidade das rMioglobinas
com algumas técnicas e tampdes utilizados, desse modo para atender a necessidade dos
experimentos subsequentes os tampdes adequados foram trocados por ultrafiltracdo, uma vez que
foi observado, durante o processo experimental, que o processo de didlise causa a agregacdo das
mioglobinas.

A ultrafiltracdo foi realizada em aparato Amicon modelo 8010 (Milipore), com
membrana de PTGC (Sigma) com poros de 10.000 Da. A troca de tampao foi realizada no gelo,
com agitacdo lenta, sendo a troca realizada com 3 a 4 volumes (da amostra inicial) do tampao

necessario para o experimento subsequente.
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4.3.10.1. Tampao utilizado para reacio enzimatica das rMioglobinas com Fator Xa
Para retirada da cauda de histidina da por¢do amino-terminal das rMioglobinas com o
Fator Xa, o tampao utilizado foi Tris-HCI 20 mM pH 8,0 contendo NaCl 100 mM e CaCl, 2

mM.

4.3.10.2. Tampao utilizado para a ligacao de hemina e transformaciao das rMioglobinas em
oxidase utilizando CCly

Para a ligacdo de hemina as rMioglobinas e para a reacdo de transformacdo das mesmas
em oxidase utilizando CCly foi utilizado o tampao fosfato de potdssio monobasico 50 mM, pH

7,4.

4.3.10.3. Tampao utilizado para a transformacao das rMioglobinas em oxidase utilizando
H,0;
ApOs a retirada da cauda de histina das rMioglobinas e da ligacdo de hemina, as proteinas

foram colocadas em tampdo acetato de so6dio 50 mM, pH 4,7 para proceder a reacdo de

transformagdo dessas proteinas em oxidase utilizando H>O,,

4.3.11. Estimativa de concentracio de proteinas
Para as reacOes a seguir a concentracdo das rMioglobinas foi estimada utilizando a

equacdo abaixo descrita por Warburg & Christian (1941).

A280 - Absorvancia em 280 nm
mg/mL= 1,55 x A280 - 0,76 x A260

A260 - Absorvancia em 260 nm
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4.3.12. Reacio enzimatica com Fator Xa

O Fator Xa (Sigma) foi ressuspendido em um tampao de estoque contendo HEPES 20
mM pH 8,0 NaCl 500 mM, CaCl, 2 mM e glicerol 50%, na concentragdo de 2,3 mg/mL. A
reacdo de clivagem foi feita no tampao proveniente da cromatografia de afinidade (B) na
propor¢do de massa de 1:25 Fator Xa: rMioglobina. A rea¢do foi incubada a 25°C durante 6, 12,
24 e 36 h. Apds, foi feita uma andlise por SDS-PAGE 12,5% corado com azul de Coomassie.

Para a separacdo das rMioglobinas e do Fator Xa foi utilizada uma cromatografia de
troca i6nica utilizando uma coluna Resource ™ Q 16x30 mm (Pharmacia/Biotech) acoplada a
um sistema de FPLC. A fase mével foi constituida de tampao Fosfato de potdssio monobdsico 50
mM pH 7,4 (tampao A) e de tampao Fosfato de potassio monobdsico 50 mM pH 7,4 contendo
NaCl 1,0 M (tampao B). O pico referente a rMioglobina foi coletado a um fluxo de 60 mL/h com

gradiente linear de 0 a 100% em 20 min.

4.3.13. Ligacao de hemina as rMioglobinas

Para obten¢do de holomioglobinas recombinantes o grupo prostético hemina foi ligado as
apomioglobinas. As apomioglobinas, em tampao fosfato de potdssio monobdsico 50 mM, pH
7,4, foram incubadas com hemina na relagao de massa molar de 1:1 (apomioglobina:hemina) no
gelo por 2,5 h sob agitacdo lenta. A ligacdo do grupo prostético foi verificada pelo surgimento de

leitura de absorvancia a 405 nm.

4.3.14. Transformacao das rMioglobinas em oxidases
Neste experimento foram utilizadas holomioglobinas recombinantes de B. glabrata e B.
tenagophila, e como controles as holomioglobinas comerciais de coracdo de cavalo e de baleia

(Sigma).

72



4.3.14.1 Teste com CCly

Este experimento foi realizado utilizando-se um protocolo desenvolvido por Osawa et al.
(1990), porém com algumas modificacdes. De acordo com esse pesquisador a atividade oxidase
da mioglobina é proveniente da ligacdo covalente do grupo heme ao residuo de histidina 93 (His
93).

A reagdo para transformacdo das mioglobinas em oxidase foi realizada em sistema
anaerdbico, o qual foi obtido pela saturacdo com nitrogénio gasoso. As mioglobinas (150 uM)
foram solubilizadas em tampao fosfato de potdssio monobdsico 50 mM pH 7.4. Posteriormente
foi acrescentado hidrossulfito de s6dio 300 uM para reducdo do grupo prostético. Em seguida foi
acrescentado CCly na relagdo molar de 0,14:10 (mioglobina:CCly), e a reacéo foi incubada por
2,5 h a temperatura ambiente, sob agitacdo lenta, para a formacdo dos adutos de heme. Apés, foi
acrescentado KCN (relacao molar de 0,14:40 (mioglobina:KCN)) para estabilizar as mioglobinas
na forma de metamioglobinas. O pH da reacdo foi diminuido para 2,0 pela adi¢do de HCI para
desligamento dos grupos prostéticos que ndao formaram o aduto capaz de se ligar covalentemente
a mioglobina.

O isolamento da mioglobina-oxidase (mioglobina supostamente transformada) foi
realizado por cromatografia de fase reversa utilizando uma coluna C8 Aquapore RP 300 250x4,6
mm acoplada a um cromatégrafo Akta explorer (Amersham Pharmacia Biotech). A fase mével
foi composta pelas solugdes (A) TFA 0,1% e (B) ACN/Isopropanol 1:1. O gradiente linear de 0-
100% foi realizado em 30 min. A cromatografia foi monitorada a 280 e 405 nm para coleta do
material de interesse, o qual deveria apresentar absorcao simultdnea nos dois comprimentos de

onda citados.
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4.3.14.2. Teste com H,O,

Para este experimento foi utilizado um protocolo desenvolvido a partir dos protocolos
propostos por Rice et al. (1983), Catalano et al. (1989), e Osawa et al. (1991).

A reacdo para transformagdo das mioglobinas em oxidase utilizando H»O; foi realizada
em sistema anaerdbico. A mistura de mioglobina (150 uM) em tampao acetato de s6dio 50 mM,
pH 4,7 foi saturada com nitrogénio gasoso, para retirada do ar, e em seguida foi acrescentado

H,0; 330 uM. A reacido foi incubada por 1 h, em repouso, a temperatura ambiente.

4.3.15. Analise da atividade oxidase das rMioglobinas de Biomphalaria e das mioglobinas
comerciais de cavalo e baleia

A andlise da atividade oxidase das mioglobinas foi realizada em espectrofotometro UV-
160A UV-Visible recording spectrophotometer (Shimadzu) equipado com célula com
temperatura controlada. Todas as reagdes foram realizadas a 25°C, sendo o volume de reacdo
igual a 1 mL. As mioglobinas testadas foram preparadas e imediatamente analisadas quanto a
atividade oxidase. A presenca de atividade oxidase foi detectada pela diminui¢do da absorvancia
a 340 nm, absor¢do da molécula redutora NADH, ao longo de um periodo de tempo pré-
estabelecido.

Para o teste de atividade oxidase, as mioglobinas (10 nmol) foram adicionadas ao tampao
citrato-fosfato de potdssio monobdésico 50 mM pH 6,5, contendo 4cido ascérbico 1 mM (agente
redutor); essa mistura foi incubada por 5 min a 25°C, e em seguida foram acrescentados 120 uM
de NADH. Imediatamente foi iniciada a anélise cinética da reacdo, com tempo de duracio de 20
min. Os experimentos de cinética foram realizados em triplicata e os resultados foram analisados

pelo teste estatistico ¢ de Student.
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4.4. PARTE III: ANALISE ESTRUTURAL IN SILICO DAS MIOGLOBINAS RADULARES DE MOLUSCOS

DO GENERO Biomphalaria

4.4.1. Modelagem molecular

Apesar das mioglobinas apresentarem um tipo cldssico de enovelamento conhecido como
myoglobin fold, pequenas discrepancias sdo observadas entre as estruturas. A obtencdo de
modelos de estrutura tridimensional das mioglobinas de Biomphalaria foram fteis para tentar
entender se tais discrepancias poderiam contribuir para a presenc¢a da fun¢do oxidase, ou mesmo
tentar explicar sua auséncia nessas proteinas.

A primeira etapa para a constru¢do de um modelo estrutural das mioglobinas de
Biomphalaria foi a escolha do molde. A busca foi realizada por uma ferramenta de alinhamento
global disponibilizada na internet no Protein Data Bank (PDB)
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), desse modo as buscas ficaram restritas a globinas
pertencentes a moluscos, cuja estrutura ja foi resolvida experimentalmente. A preferéncia foi
dada aqueles moldes cuja estrutura foi resolvida por difracao de raios X com maior resolucao.
Ap6s a escolha do molde, foi escolhido um controle positivo para a modelagem; uma mioglobina
de molusco com estrutura resolvida por difracdo de raios X, com porcentagem de identidade com
o molde semelhante ao valor de identidade das mioglobinas de Biomphalaria com o mesmo.

Para a modelagem foi utilizado o programa Modeller 9v2 (Sali & Blundell, 1993) e Deep

View/Swiss-PdbViewer v.4.0.1. (Guex & Peitsch, 1997), de acordo com Tramontano (1998).
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4.4.2. Alinhamento global de sequéncias primarias, analise da composicao de aminoacidos e
da posicio dos residuos de aminoacidos em relacdo ao grupo heme na estrutura das
mioglobinas

Todos os alinhamentos globais de sequéncias primdrias realizadas nesse trabalho foram
realizados utilizando o programa ClustalW (Tompson et al., 1994). A composicao de
aminodcidos das mioglobinas analisadas foi obtida utilizando-se uma ferramenta disponivel no
programa BioEdit Sequence Alignment (Hall, 1999).

A andlise da posicdo de residuos de aminoacidos que estdo, ou podem estar envolvidos
com a atividade oxidase da mioglobinas, assim como a posi¢cdo do grupo heme, foi realizada
pelos programas ViewerLite 5.0 (Accelrys Inc.) e Deep View/Swiss-PdbViewer v.4.0.1. (Guex

& Peitsch, 1997).
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5. RESULTADOS

5.1. PARTEI

5.1.1. Purificacao das mioglobinas nativas de B. glabrata, B. straminea e B. tenagophila

5.1.1.1. Filtracao molecular

A mioglobina nativa do musculo radular e do estomago de B. glabrata, B. straminea e
B. tenagophila foi purificada em trés etapas de cromatografia liquida. As fragdes coletadas na
primeira etapa, a filtragdo molecular, foram analisadas em espectrofotdmetro em comprimentos
de onda de 405 nm (comprimento de onda absorvido pelo grupo heme da mioglobina) e 280 nm,
para verificacdo da presenca de proteinas totais.

Nas trés espécies de Biomphalaria foi observada a leitura de densidade 6ptica em 405
nm nas fragdes 10 e 11, tanto na purificagdo do extrato radular quanto estomacal, sendo os perfis

cromatogrificos muito semelhantes entre si (Figuras 9A e 9B).

5.1.1.2. Troca anionica

O resultado da cromatografia por troca idnica foi semelhante para os extratos radular e
estomacal das trés espécies de Biomphalaria. A proteina nao se ligou a resina da coluna de troca
catidnica, porém essa etapa de purificacio foi importante para excluir proteinas contaminantes

presentes no material proveniente da filtragdo molecular (Figura 10).

5.1.1.3. Fase reversa
Os tempos de retengdo dos picos protéicos obtidos nessa etapa de cromatografia
apresentaram tempos de retencdo semelhates para as trés espécies de Biomphalaria analisadas

(Tabela 4). O material purificado a partir do extrato de musculo estomacal de B. glabrata e B.
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tenagophila apresentou dois picos bem definidos (Figura 11), sendo os tempos de retencdo de
tais picos semelhantes entre as duas espécies de moluscos em questdo, e também muito parecidos
com os valores encontrados para as mioglobinas radulares das mesmas espécies.

O pico da fase reversa referente a hemeproteina foi identificado pela leitura de O.D.
realizada por espectrofotometria nos comprimento de onda de 200 a 800 nm. Foi observada
leitura de O.D. no comprimento de onda de 405 nm apenas nos pico 1 das amostras radulares e

estomacais (Figura 12).
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Figura 9A. Perfil cromatogréfico da filtracdo molecular do extrato da musculatura radular. A: B. glabrata. B: B.
tenagophila. C: B. straminea. A seta aponta o pico referente a mioglobina.
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glabrata. B: B. tenagophila. C: B. straminea. O pico referente a mioglobina é apontado pela seta.
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Espécie Musculatura radular Musculatura estomacal

Pico 1 * Pico 2 * Pico1 * Pico 2 *
B. glabrata 34,12 35,7 34,25 35,9
B. tenagophila 34,37 35,21 34,57 35,26
B. straminea 34,27 35,41

Tabela 4. Tempos de reteng¢do dos picos 1 (holomioglobina) e 2 (apomioglobina) provenientes da cromatografia de
fase reversa das espécies de moluscos do género Biomphalaria. * min
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5.1.2. Analise do material purificado por SDS-PAGE

A andlise por SDS-PAGE 12,5% mostrou que a purificagdo da proteina foi satisfatdria.
De acordo com a eletroforese as mioglobinas analisadas possuem massa molecular de
aproximadamente 15 kDa (Figura 13).

Foram analisados também os extratos brutos estomacais e radulares de B. tenagophila e

de B. glabrata. E possivel observar que em ambos os extratos a mioglobina é a proteina

predominante (Figuras 14A e 14B).
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Figura 13. SDS-PAGE 12,5% corado por prata. MW: Padrdo de massa molecular Benchmark — Invitrogen (kDa), 1:
Extrato bruto estomacal de B. tenagophila. 2: Extrato bruto radular de B. fenagophila. 3. Mioglobina estomacal de
B. tenagophila. 4: Mioglobina radular de B. tenagophila. 5: Extrato bruto estomacal de B. glabrata. 6: Extrato bruto
radular de B. glabrata. 7: Mioglobina estomacal de B. glabrata. 8: Mioglobina radular de B. glabrata.
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Figura 14A. Andlise da intensidade das bandas de proteinas do extrato bruto radular e estomacal dos moluscos do
género Biomphalaria. A: Extrato bruto estomacal de B. tenagophila. B. Extrato bruto radular de B. tenagophila.
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5.1.3. Ponto isoelétrico experimental das mioglobinas nativas

Os valores de ponto isoelétrico experimental das mioglobinas nativas radulares de B.
glabrata, B. tenagophila e B. straminea, obtidos por cromatofocaliza¢do, foram semelhantes
entre si, em torno de 7,8 — 7,9.

Os valores de ponto isoelétrico experimental das mioglobinas nativas estomacais de B.
glabrata e B. tenagophila, obtidos pela mesma técnica citada, também foram semelhantes entre
si, e semelhantes aqueles observados para as proteinas radulares. (Figuras 15A e 15B). Na
Tabela 5 estdo listados os valores de pl obtidos para as mioglobinas do misculo radular e do

estdmago.
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5.1.4. Massa molecular das mioglobinas nativas do estomago

Para a obten¢do da massa molecular experimental somente o pico 2 proveniente da fase
reversa foi analisado. O pico 2 é o material que nio apresentou leitura de absorvancia em 405
nm, provavelmente a forma apo da proteina que estaria perdendo o grupo heme durante o
processo de purificagdo devido a manipulacdo e ao uso de solvente organico. A massa obtida
para a mioglobina estomacal de B. glabrata foi 16.095,2 Da e para B. tenagophila foi 16.124,9
Da (Figura 16), massas muito semelhantes as encontradas para as mioglobinas do miusculo

radular (Tabela 6).
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Espécie Mioglobina do miisculo Mioglobina do estomago

radular
B. glabrata 7,82 7,77
B. tenagophila 7,97 7,98
B. straminea 7,84

Tabela 5. Valores de ponto isoelétrico das apomioglobinas radulares e estomacais de moluscos do género
Biomphalaria.

B. glabrata B. tenagophila Fonte
Mioglobina radular 16.095,10 16.122,40 Mestrado
Mioglobina estomacal 16.095,28 16.124,92 Este trabalho

Tabela 6. Massa molecular experimental das mioglobinas radulares e estomacais de B. glabrata e B. tenagophila.
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Figura 16. Graficos de espectrometria de massa. A: Mioglobina estomacal de B. glabrata. B: Mioglobina estomacal
de B. tenagophila.
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5.1.5. Sequenciamento de aminoacidos das mioglobinas nativas do estomago

O sequenciamento de aminodcidos da porcdo amino-terminal das mioglobinas nativas
do estdmago de B. tenagophila e de B. glabrata por degradacdo de Edman nao foi possivel. Apds
20 ciclos nenhum sinal significativo foi obtido, indicando que estas proteinas se apresentam

provavelmente bloqueadas na por¢ao amino-terminal.

5.1.6. Auto-oxidacao das mioglobinas nativas do misculo radular e do estomago de B.
glabrata e B. tenagophila

Por meio da diminuicdo do valor de absorvancia das mioglobinas radulares e estomacais
de B. glabrata e B. tenagophila, em 575 nm, foi possivel obter a taxa de auto-oxidacdo das
mesmas. Foram encontrados dois pontos isosbésticos para as mioglobinas estomacais e
radulares, de mesmo valor, para as duas espécies de Biomphalaria estudadas: em 530 e 590 nm
(Figuras 17A e B). A taxa de auto-oxidacdo da mioglobina radular de B. glabrata é 2,5 vezes
mais lenta que a taxa observada para a mioglobina estomacal da mesma espécie, j4 em relagdo a
B. tenagophila ambas as taxas de auto-oxidag¢do apresentaram valores semelhantes. Os valores
das constantes de auto-oxida¢do podem ser observados na Tabela 7. A quantidade de mioglobina
por unidade de massa de tecido calculada para cada espécie de Biomphalaria pode ser
visualizada na Tabela 8, no qual os valores entre as espécies, para cada tecido analisado, foram

muito similares.
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Figura 17A. Espectros de absorcdo (500-700 nm) da mioglobina nativa radular de B. glabrata (A) (R?=0,982) e de
B. tenagophila (B) (R?2 =0,99). Os dados de absor¢do de 400-495 e de 705-750 nm nao foram mostrados.
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Figura 17B. Espectros de absorcdo (500-700 nm) da mioglobina nativa estomacal de B. glabrata (A) e de B.
tenagophila (B). Os dados de absor¢ao de 400-495 e de 705-750 nm ndo foram mostrados.
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Taxa de auto- B. glabrata B. tenagophila
oxidacao

Mioglobina radular 2,0 x 107 h'+ 0,0004 1,2 x107 h'+ 0,00099

Mioglobina estomacal 8,0 x 10* h £ 0,0002 1,0 x 10° h™+ 0,00142

Tabela 7. Taxas de auto-oxidacdo obtidas para as mioglobinas radulares e estomacais de Biomphalaria.

Mioglobina/massa de B. glabrata B. tenagophila
tecido (ug/mg)

Muisculo radular 1,73 +0,020 1,68+0,112

Muisculo estomacal 1,51+0,034 1,47+0,022

Tabela 8. Quantidade de mioglobina encontrada por unidade de massa na musculatura radular e estomacal de

Biomphalaria.
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5.2. PARTE I1

5.2.1. Subclonagem do cDNA de mioglobina do miisculo radular de Biomphalaria glabrata e
B. tenagophila

Os clones positivos obtidos estdo listados na Tabela 9. O resultado do screening é
mostrado na Figura 18. Os nimeros dos clones (1424 e 1433) sdo referentes ao nimero do
individuo, inicialmente gentilmente cedido pelo Dr. Wladimir Lobato Paraense (Departamento
de Malacologia-Fundag¢do Instituto Oswaldo Cruz/R.J) para a producdo do cDNA das

mioglobinas para a clonagem.
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Figura 18. Gel de agarose 1% do PCR de colonia para andlise dos clones de rMioglobina. Clones positivos: ~750-

850 pb. A: B. tenagophila. B: B. glabrata. MW: Padrdo de peso molecular 1kb DNA ladder plus — Invitrogen (kb).
* Clones positivos.

Espécie Clones obtidos

B. glabrata 1424 (1)

1433 (22), 1433 (23), 1433

B. tenagophila (25), 1433 (26)

Tabela 9. Clones positivos de B. tenagophila e de B. glabrata.
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5.2.2. Teste de inducao da expressao protéica das rMioglobinas

Ap6s o teste de expressdo, realizado para determinar o tempo de expressdo das proteinas
recombinantes, um clone de cada espécie de molusco foi escolhido e estes foram utilizados para
a realizac@o dos experimentos subseqiientes. Foi estabelecido o protocolo de 3 h de indugdo para
o clone 1424pET16b (1) (B. glabrata) e 4 h para o clone 1433pET16b (23) (B. tenagophila),

como mostrado na Figura 19.
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Figura 19. SDS-PAGE 12,5% do teste de indugdo protéica do clone de mioglobina de (A) B. glabrata e (B) B.
tenagophila. MW: Padrao de massa molecular (kDa). Acima das canaletas estd sinalizado o tempo de inducdo. A

seta aponta a proteina de interesse em seu tempo necessdrio para uma indugdo satisfatdria.
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5.2.3. Solubilidade das rMioglobinas

Ap6s um prévio teste de expressao, um clone de cada espécie de molusco foi escolhido e
estes foram utilizados para a realizacdo dos experimentos subseqiientes. O teste de solubilidade
mostrou que a proteina de interesse, apOs a lise bacteriana, estava presente no pellet, ou seja, a

proteina € insolivel (Figura 20).
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Figura 20. SDS-PAGE 12,5% do teste de solubilidade do clone de mioglobina de (A) B. tenagophila e (B) B.
glabrata. MW: Padrdo de massa molecular (kDa). 1. Pellet. 2. Sobrenadante. A seta indica a banda referente a
mioglobina.
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5.2.4. Lise bacteriana e solubilizaciao dos corpos de inclusao

Os sobrenadantes reservados durante o processo de lise e os corpos de inclusdo
solubilizados foram analisados por SDS-PAGE. O mesmo volume de tampao foi usado em todas
as etapas de lise, assim como na etapa de solubilizagdo, € um mesmo volume de cada foi
aplicado no gel.

A andlise da lise bacteriana por sonicacdo pelo teste de Gram (Figura 21) mostrou que
quatro ciclos eram suficientes para a lise bacteriana. A eficiéncia de lise se encontra entre
aproximadamente 98 a 99%. A andlise por SDS-PAGE 12,5% mostrou que a perda da proteina

de interesse foi insignificante em relacdo a quantidade de proteinas contaminantes retira do

extrato bruto, o que facilitou a purificagcdo (Figura 22).
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Figura 21. Fotografia do teste de Gram (aumento 100 x) realizado antes (A) e apds (B) a lise bacteriana. No detalhe

do aumento da Figura B podem ser percebidas algumas bactérias intactas (seta).
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Figura 22. SDS-PAGE 12,5% para andlise das etapas de lise bacteriana. A: B. glabrata. B: B. tenagophila.
Canaletas de 1 a 5: sobrenadantes provenientes das etapas seqilenciais de lise. Canaleta 6: Pellet (corpos de

inclusao) solubilizado, obtido ao final da lise. As setas apontam as rMioglobinas.
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5.2.5. Purificacao das rMioglobinas

5.2.5.1. Cromatografia de troca-cationica

O perfil cromatogréfico da troca-catidnica obtido para as rMioglobinas foi semelhante
para as duas espécies de Biomphalaria analisadas neste trabalho, sendo que a proteina de
interesse se comportou de maneira parecida com a mioglobina nativa desses moluscos, ou seja,
ndo interagiu com a resina (Figura 23). O pico referente a rMioglobina foi identificado pela

técnica de SDS-PAGE e submetido a cromatografia de afinidade.

5.2.5.2. Cromatografia de afinidade

O pico referente a rMioglobina foi eluido com a adi¢do direta do tampao contendo 0,5 M
de imidazol (Figura 24).

Apés as duas etapas cromatogrédficas as proteinas recombinantes foram consideradas
puras por andlise de SDS-PAGE (Figura 25) e por espectrometria de massas (Figura 26). A
massa observada na espectrometria para ambas as rMioglobinas foi e aproximadamente 18.500
Da, destes, aproximadamente 2.500 Da sdo provenientes da cauda de histidina e outros
aminodcidos acrescentados na porcdo amino-terminal das mioglobinas devido ao processo de
clonagem, os quais foram removidos posteriormente por clivagem enzimatica com Fator Xa. O
resultado do western blot contribuiu para confirmar a identidade das proteinas recombinantes

(Figura 27).
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Figura 23. Perfil cromatografico da troca-idnica do extrato bruto bacteriano. A: B. glabrata. B: B. tenagophila. A
seta aponta o pico referente a rMioglobina.
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Figura 24. Perfil cromatogrifico da afinidade do material proveniente da troca-idnica. A: B. glabrata. B: B.
tenagophila. A seta aponta o pico referente a rMioglobina

112



MW 1

12

Figura 25. SDS-PAGE 12,5%, corado pelo método da prata, das rMioglobinas purificadas. MW: Padrdo de massa
molecular Low weight Sigma (kDa). 1: B. glabrata. 2: B. tenagophila.
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Figura 26. Grificos de espectrometria de massas das rMioglobinas. A: B. tenagophila. B: B. glabrata.
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Figura 27. Western blot das proteinas recombinantes apds a purificacdio. MW: Padrdo de massa molecular Low
weight Sigma (kDa) corado com Ponceau. 1: rMioglobina de B. tenagophila corado com Ponceau. 2: rMioglobina
de B. glabrata corado com Ponceau. 3 e 4: Resultado do western blot para a rMioglobina de B. tenagophila e B.
glabrata, respectivamente.
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5.2.6. Corte da cauda de histidina e demais aminoacidos do N-terminal das rMioglobinas

A reacdo de corte com Fator Xa se mostrou eficiente logo nas primeiras 6 h de reagdo.
Com 36 h foi observado um pouco de degradacdo da mioglobina. O protocolo de reacdo com
Fator Xa foi estabelecido com duracdo de 6 a 24 h, dependendo da quantidade e volume de
material a ser digerido. A Figura 28 representa a reacio realizada com apenas um dos clones,

porém o resultado para ambos foi semelhante.
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Figura 28. SDS-PAGE 12,5% da reacdo de digestdo enzimdtica com Fator Xa. MW: Padrdo de massa molecular
Low weight Sigma (kDa). A seta vermelha aponta a mioglobina ndo digerida (N/d), e a seta preta aponta a
mioglobina apds a digestao.
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5.2.7. Ligacao de hemina as rMioglobinas

A mudanga no espectro de absor¢do das rMioglobinas antes e apds a ligacdo do grupo
prostético mostra que o mesmo foi ligado as proteinas. A mudanca de cor da mistura também
indica a ligagdo do grupo prostético a proteina. A hemina livre, em solucdo, apresenta cor
esverdeada, ao se ligar a mioglobina a mistura se torna avermelhada (absor¢do em 405 nm). As

Figuras 29A e 29B mostram os resultados obtidos.
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Figura 29A. Espectros de absorcdo (200-800 nm) da ligagdo do grupo prostético (hemina) com a rMioglobina de B.
glabrata. A: Hemina livre em solu¢do de NaOH. B: Acréscimo de rMioglobina a solu¢do de hemina anterior. C:
Aumento da quantidade de rMioglobina a solu¢do de hemina. Em azul é mostrado o valor de absor¢do a 280 nm, e
em vermelho a 400 nm. D: Sobreposicdo dos espectros A, B e C. A seta azul aponta o aumento da absor¢do da

rMioglobina devido ao aumento de sua quantidade na solu¢do de hemina, e a seta vermelha aponta o decréscimo da
absor¢do de hemina, provavelmente pela sua ligagdo a rMioglobina.
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Figura 29B. Espectros de absor¢do (200-800 nm) da ligagcdo do grupo prostético (hemina) com a rMioglobina de B.
tenagophila. A: rMioglobina de B. tenagophila sem o grupo prostético (forma apo). B: rMioglobina de B.
tenagophila. ligada ao grupo prostético. C. Sobreposi¢ao dos espectros A e B.
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5.2.8. Anilise da transformacao e atividade oxidase das rMioglobinas de Biomphalaria e

das mioglobinas comerciais de coracao de cavalo e baleia em oxidase

5.2.8.1. Experimentos controle

Para confirmar a auséncia de atividade oxidase nas mioglobinas (sem nenhum
tratamento) a serem testadas_para certificar que neste experimento a oxidacdo das moléculas de
NADH ndo fosse causada pelo per6xido de hidrogénio utilizado na transformacdo das
mioglobinas (transformagdo com H»O;) ou por aquele proveniente da propria reacdo realizada
por enzimas oxidase, foram realizadas cinéticas de rea¢do nas mesmas condicdes descritas no
item 4.2.14.:

e Reacdo A. Contendo H,O,, porém sem acréscimo de mioglobina.
e Reacdes B. Contendo as mioglobinas ndo tratadas, sem H,O, ou CCly, na reagdo (controle
negativo).

Nao foi realizada nenhuma reacio controle para observar a influéncia do CCly4 na reagao,
pois ele foi retirado das amostras de mioglobinas tratadas, por cromatografia, antes de proceder
ao uso das mesmas.

As Figuras 30, 31, 32, 33, 34, 35 e 36 sdo representativas dos experimentos realizados em
triplicata.

As médias dos resultados obtidos foram analisadas estatisticamente por teste ¢ de Student,
sendo valor de p > 0,05.

A Figura 30 mostra o resultado da reacdo A, na qual o peréxido de hidrogénio nao causou
a oxidacdo do NADH, uma vez que ndo foi observada diminuicdo significativa do valor de

absorvancia desta molécula.
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Figura 30. Grifico de absorvancia versus tempo do controle da influéncia do peréxido de hidrogénio na cinética de
reagao.
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Os resultados das reagdes B (controles negativos) podem ser observados nas Figuras 31 e
32. A Figura 31 mostra o resultado das mioglobinas comerciais de cavalo e baleia, onde
podemos observar a auséncia de atividade oxidase das mioglobinas analisadas e a auséncia de
agentes capazes de oxidase as moléculas de NADH na reag¢do, uma vez que nestes experimentos
a variacao da absorvancia nao foi significativa.

A Figura 32 mostra os resultado obtido para as rMioglobinas de Biomphalaria. E possivel
observar uma variacdo do valor da absorbancia na reagdo com a rMioglobina de B. glabrata de
aproximadamente 0,034 UA, e de aproximadamente 0,033 com a rMioglobina de B. tenagophila.

Apesar de baixo, ele foi considerado significativo.
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Figura 31. Gréfico de absorvancia versus tempo da cinética de reacdo de teste da funcdo oxidase com mioglobinas
comerciais ndo tratadas. A: Mioglobina de corag@o de cavalo. B: Mioglobina de baleia.
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Figura 32. Grafico de absorvancia versus tempo da cinética da reac@o de teste da fungio oxidase com rMioglobinas
ndo tratadas. A: rMioglobina de B. glabrata. B: tMioglobina de B. tenagophila.
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5.2.8.2. Tentativa de transformacao com CCly

Na Figura 33 € possivel observar uma diminuicdo do valor de absorvancia a 340 nm nas
reacoes utilizando as mioglobinas comerciais, tratadas com CCly. Para a mioglobina de coracao
de cavalo foi observada uma diminui¢do da absorvancia de aproximadamente 0,40 UA, e para a
mioglobina de baleia a diminui¢do foi de aproximadamente 0,50 UA. Os valores de diminuicao
de absorvancia a 340 nm, o que indica a oxida¢do do NADH, obtidos neste experimento, quando
comparados aos valores dos controles negativos, sugere que apds o tratamento com o CCly a
atividade oxidase foi adquirida pelas mioglobinas em questao.

O resultado da andlise da presenca de atividade oxidase nas rMioglobinas de B. glabrata
e B. tenagophila é mostrada na Figura 34. Como pode ser observado, a diminui¢do do valor de
absorvanciaa 340 nm para a rMioglobina de B. glabrata foi de aproximadamente 0,017 UA e
para a rMioglobina de B. tenagophila a diminuicdo é de aproximadamente 0,019 UA. Em relacio
as mioglobinas comerciais tratadas com CCly, estes valores sdo muito baixos (menores que oS
controles negativos) e ndo poderiam, portanto, indicar a presenca de atividade oxidase nessas
mioglobinas, de acordo com o resultado do teste estatistico (teste ¢ de Student) realizado ( p >

0,05).
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Figura 33. Grifico de absorvancia versus tempo da reacdo de teste da fungdo oxidase com mioglobinas ap6s serem
tratadas com CCl,, A: Mioglobina de corag@o de cavalo. B: Mioglobina de baleia.
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Figura 34. Grafico de absorvancia versus tempo da cinética de reac@o de teste da fungio oxidase com rMioglobinas
de Biomphalaria apés serem tratadas com CCly A: de B. glabrata. B: tMioglobina de B. tenagophila.
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5.2.8.3. Tentativa de transformacao com H,0,

A Figura 35 mostra uma diminui¢do do valor de absorvanciado NADH a 340 nm nas
reacOes onde foram utilizadas as mioglobinas comerciais de cavalo e baleia tratadas com H,O,,
Na reacdo com a mioglobina de coracdo de cavalo foi observada uma diminuicio da
absorvanciade aproximadamente 0,20 UA, e na reacdo na qual foi utilizada a mioglobina de
baleia a diminui¢do foi de aproximadamente 0,25 UA. Valores um pouco menores de variagio
foram obtidos nas reagdes com as rMioglobinas de Biomphalaria tratadas com H,0,. 0,13 UA
para a rMioglobina de B. glabrata e 0,15 UA para a mioglobina de B. tenagophila (Figura 36).

Apesar de esses valores serem menores em relacdo aos valores obtidos nas reacdes
realizadas com as mesmas proteinas tratadas com CCly, em relacdo as reagdes controle, e de
acordo com o resultado do teste estatistico (teste ¢ de Student) realizado (p > 0,05), essa variagao

pode ser considerada como atividade oxidase adquirida pelas mioglobinas tratadas com H,O,.
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Figura 35. Gréfico de absorvancia versus tempo da cinética de reacdo de teste da funcdo oxidase com mioglobinas
comerciais apds serem tratadas com H,O, A: Mioglobina de coragdo de cavalo. B: Mioglobina de baleia.
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Figura 36. Grifico de absorvancia versus tempo da cinética da reacdo de teste da fun¢do oxidase com rMioglobinas
de Biomphalaria apés serem tratadas com H,O, A: rMioglobina de B. glabrata. B: tMioglobina de B. tenagophila.
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5.3. PARTE 111

5.3.9. Modelagem molecular das mioglobinas de Biomphalaria e demais analises in silico

5.3.9.1. Obtencao dos modelos de estrutura

Para cada uma das trés espécies de Biomphalaria foi realizada uma busca individual por
alinhamento global no PDB.

Como as sequéncias primdrias das mioglobinas das trés espécies de Biomphalaria
analisadas neste trabalho sdo muito semelhantes (96 a 98% de identidade), o mesmo molde foi
escolhido para a modelagem por homologia. O molde mais propicio, de acordo com os
resultados da busca no PDB foi uma hemoglobina homodimérica (cadeias A e B) de um molusco
marinho denominado Scapharca inaequivalvis pertencente a classe Bivalvia (PDB: 2AV0), cuja
resolucao da estrutura é 1,50 A. Para molde foi utilizada a cadeia A.

O controle positivo escolhido foi a mioglobina de Aplysia limacina, um molusco marinho
pertencente a classe Gastropoda (PDB: 1IMBA). O valor da resolugdo da mioglobina controle é 1,60 A.
A identidade das seqii€ncias pode ser observada na Tabela 10.

A Figura 37 mostra o alinhamento das sequéncias primdrias das trés mioglobinas de
Biomphalaria (cada uma com 150 residuos de aminoécidos), a mioglobina molde e o controle
positivo, ambas com 146 residuos de aminoacidos.

Os modelos gerados para as mioglobinas dos moluscos do género Biomphalaria e para o
controle positivo s@o compativeis com o cldssico myoglobin fold. A sobreposicao da estrutura do
controle positivo, obtida experimentalmente por cristalografia e difracdo de raios X, com o seu
modelo gerado por modelagem molecular mostrou que o mesmo foi satisfatério uma vez que nao

foram observadas grandes discrepancias entre as estruturas (Figura 38).
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Espécie de molusco Caédigo PDB Identidade com o molde (2AV0)
B. glabrata _ 27%
B. tenagophila . 27%
B. straminea - 27%
A. limacina (C+) 1IMBA 23%

Tabela 10. Valor percentual de identidade entre as proteinas a serem modeladas e o molde.
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Figura 37. Alinhamento global das sequéncias primarias das mioglobinas de Biomphalaria, com o molde e o
controle para a modelagem molecular. Bgl: B. glabrata, Btn: B. tenagophila, Bst: B. straminea, 2AV0: molde,
1MBA: controle.
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B. elabrata B. tenagophila

Modelo controle

Sobreposi¢io do controle |MBA
{verde) com seu modelo (vermelho)

Figura 38. Modelos de estrutura gerados por modelagem por homologia in silico.
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5.3.9.2. Analise do posicionamento de residuos importantes para a atividade oxidase em
mioglobinas
5.3.9.2.1. Transformaciao com CCly: importancia das histidinas

O grupo heme € ligado a mioglobina pela histidina proximal (F8), residuo 93 na
sequéncia primdria da mioglobina de cavalo e de baleia, e pelo residuo de aminoacido 100 nas
sequéncias primdrias das mioglobinas das trés espécies de Biomphalaria estudadas.
A histidina distal (E7), que auxilia na interacdo do grupo heme ao seu ligante, é o residuo 64 na
sequéncia priméria das mioglobinas de cavalo e de baleia. Este residuo nio estd presente nas
mioglobinas B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea. Em substitui¢do encontra-se um residuo
de glutamina na posi¢do 68. A atividade oxidase nas mioglobinas de cavalo e baleia, de acordo
com a literatura, € devida a ligacdo covalente do residuo de histidina 93 ao grupo vinil I do grupo
heme, apds uma reacdo com o BrCCls o mesmo resultado pode ser esperado no tratamento com
CCly, um haleto de alquila assim como o BrCCls A histidina 97 também € importante para a
atividade oxidase em mioglobinas, este residuo, porém nio estd presente em nenhuma das
espécies de Biomphalaria estudadas (Figura 39). Apenas duas histidinas estdo presentes na
sequéncia primdria das mioglobinas das espécies de Biomphalaria estudadas, o residuo proximal

e o residuo 118 (Figura 40).

5.3.9.2.2. Transformaciao com H,0,: importancia tirosinas

A atividade oxidase nas mioglobinas de cavalo e baleia apds o tratamento com H,0O,, de acordo
com a literatura, € devida a uma ligacdo covalente do residuo de tirosina 103 ao grupo heme. As
mioglobinas das espécies de Biomphalaria estudadas ndo apresentam nenhum residuo de tirosina

em sua sequéncia primdria (Figura 39 e Apéndice 1).
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Figura 39. Alinhamento global das sequéncias primdrias das mioglobinas de Biomphalaria, com as mioglobinas
comerciais utilizadas como controle para a atividade oxidase. Bgl: B. glabrata, Btn: B. tenagophila, Bst: B.
straminea, IMBN: mioglobina de baleia, 1 AZI: mioglobina de cora¢do de cavalo.
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Assim como a tirosina, a serina possui uma hidroxila na cadeia lateral, a qual é
importante para a interacdo com o grupo heme para conferir atividade oxidase as mioglobinas.

Nas mioglobinas de cavalo e baleia existe um residuo de serina (Ser 92) préximo ao
grupo heme, porém a interagdao do grupo heme ocorre com o residuo de tirosina 103. Apesar das
mioglobinas de Biomphalaria ndo possuirem nenhum residuo de tirosina, elas possuem muitos
residuos de serina (10 ou 11), quase o dobro da quantidade de serinas das mioglobinas de cavalo
(5) e baleia (6). A mioglobina de B. glabrata apresenta um residuo de serina (Ser 99) préximo a
histidina proximal (His 100) que estd bem préxima ao grupo heme, e na mioglobina de B.
tenagophila, além da Ser 99, ha uma Ser 75, também muito préxima ao grupo heme (Figura 40).
Os residuos de fenilalanina, que provavelmente estdo envolvidos na aquisicdo da atividade
oxidase pelas mioglobinas, estdo evidenciados nas mioglobinas das espécies de Biomphalaria
estudadas neste trabalho, como mostra a Figura 41. A maioria dos residuos de fenilalanina se
encontra proxima do grupo heme, compondo o bolso hidrofébico no qual o mesmo se insere

(Figura 42).
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Figura 40. Posicdo do residuo de histidina 118 nos modelos de estrutura das mioglobinas de B. glabrata (A) e de B.
tenagophila (B). O posicionamento das estruturas foi similar.
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Figura 41. Modelos de estrutura das mioglobinas de B. glabrata (A) e de B. tenagophila (B); estruturas
experimentais das mioglobinas de baleia (C) e de coragdo de cavalo (D). Em evidéncia estdo os residuos de serina
(Ser) e tirosina (Tyr). Os demais residuos evidenciados e ndo nomeados sdo serinas. O posicionamento das
estruturas foi similar.
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Phe 144
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Figura 42. Posi¢do dos residuos de fenilalanina (Phe) e da Ser 99 em relacdo ao grupo heme nas mioglobinas de B.

glabrata (A) e B. tenagophila (B).
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6. DISCUSSAO

As globinas estao presentes em vdrios filos de organismos, € no filo Mollusca (reino
Metazoa) parecem ser mais comuns nas espécies que vivem expostas a baixas pressoes de
oxigénio (Weber, 1980). Essas proteinas se encontram distribuidas em alguns tecidos e também
na hemolinfa desses invertebrados; nessa tltima podem ser encontradas globinas intracelulares
ou extracelulares. Globinas teciduais sdo comumente encontradas na musculatura radular, no
tecido neural e no coracdo de varios moluscos gastrépodes. Em moluscos bivalves as globinas
sao encontradas no musculo adutor, no musculo cardiaco e no miusculo podal (Weber &
Vinogradov, 2001).

As globinas de moluscos tém sido amplamente estudadas, e os resultados de tais estudos
denotam sua enorme variabilidade em termos estruturais e funcionais, e mostram que ainda ha
muito que se estudar a respeito dessas proteinas (Ordway & Garry, 2004).

As fungdes fisioldgicas das mioglobinas citoplasmaéticas t€ém recebido maior aten¢do em
relacdo as hemoglobinas; essa aten¢do é baseada na falta de cooperatividade, auséncia de
heterogeneidade funcional, transi¢des conformacionais e sensibilidade a pH e a efetores
alostéricos apresentados pela mioglobina. Em termos de localizag¢do, as mioglobinas geralmente
ocorrem em 6rgaos propensos a um déficit de oxigénio, e tal ocorréncia desafia a categorizagao
dos organismos em relacdo a filogenia e condicdes ambientais. Com base em seus sitios
histolégicos, estrutura e propriedades fisioldgicas, as mioglobinas de invertebrados podem ser
divididas em trés classes: mioglobinas citoplasmadticas nao circulantes, mioglobinas eritrocitarias
(citoplasmaticas), e mioglobinas extracelulares (Weber & Vinogradov, 2001).

As mioglobinas citoplasmaticas podem ser encontradas em vdrios tipos de tecidos e
células (musculos, nervos, tentdculos, branquias e gametas) de animais invertebrados

filogeneticamente diversificados. Especificamente em moluscos, as mioglobinas sdo encontradas
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no musculo radular, parede corporal, musculo adutor, musculatura estomacal (Terwilliger &
Terwilliger, 1985) e tecido neural (Kraus et al., 1988).

Dewilde e colaboradores (1998) relataram a presenga de uma mioglobina monomérica na
musculatura radular do molusco B. glabrata e forneceram sobre ela dados de sequéncia
nucleotidica e de sequéncia primadria, afinidade de liga¢do a oxigénio, massa molecular aparente
e tedrica. Demais dados sobre essa proteina e suas isoformas presentes em B. tenagophila e B.
straminea foram obtidas no trabalho de mestrado precedente a esta tese, como a massa molecular
experimental.

Outros dados bioquimicos foram gerados no presente trabalho, assim como dados
referentes a uma mioglobina estomacal purificada a partir das espécies B. glabrata e B.
tenagophila. O estdmago desses animais foi identificado morfologicamente apds dissecagdo;
trata-se de um 6rgdo anular de paredes espessas, € um revestimento de fibras musculares em
circulos. A cavidade € preenchida com concre¢des semitransparentes inseridas na parede interna
do 6rgao (Ghiretti et al., 1959).

Para a caracterizacdo das mioglobinas estomacais, essas foram inicialmente isoladas,
sendo observado que o comportamento dessas proteinas, durante as etapas cromatograficas,
muito semelhante ao comportamento das mioglobinas radulares. Dentre essas caracteristicas
estdo o volume de eluicdo e o tempo de retencdo. Isso indica que elas possuem caracteristicas
quimicas semelhantes entre si, porém apenas com tais dados ndo € possivel afirmar que as
mioglobinas estomacais e radulares sejam a mesma proteina em cada uma das espécies
consideradas, uma vez que ndo foram analisadas as sequéncias nucleotidicas das mioglobinas
estomacais, ou mesmo suas sequéncias primdrias devido a um impedimento técnico do
seqilienciamento de aminodcidos devido a um bloqueio na por¢cao amino-terminal das mesmas.

A mioglobina radular de B. glabrata possui um bloqueio na extremidade amino-terminal
(Dewilde et al., 1998), assim como as mioglobinas radulares de B. tenagophila e B. straminea

(dados obtidos no mestrado). Esse bloqueio, que também estd presente nas mioglobinas estomais
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de B. glabrata e B. tenagophila, pode ser uma modificacdo pds-traducional, como uma
acetilacdo. Proteinas com serina e alanina como primeiro residuo da extremidade amino-terminal
sdao frequentemente acetiladas (Polevoda & Sherman, 2002). As mioglobinas radulares das
espécies de Biomphalaria estudadas neste trabalho possuem um residuo de serina; esse residuo
pode ser também o primeiro da sequéncia primdria das mioglobinas estomacais.

A massa molecular experimental obtida para as mioglobinas estomacais foram muito
semelhantes as das radulares, no caso da espécie B. glabrata, esse valor foi praticamente
idéntico. Tais valores, de aproximadamente 16 kDa, corroboram com os valores encontrados na
literatura para globinas de cadeia tnica (Suzuki & Imai, 1998). A técnica de SDS-PAGE também
mostrou esse resultado, e confirmou a eficiéncia do processo cromatografico em relacio a pureza
das proteinas isoladas. A andlise do gel utilizando o programa Quantity one (Bio Rad) mostrou
que os extratos brutos radulares de B. glabrata e de B. tenagophila possuem conteddos protéicos
muito parecidos entre si, assim como os extratos brutos estomacais. Os extratos radulares e
estomacais de uma mesma espécie apresentam similaridade para a maioria das proteinas, sendo
que a mioglobina representa aproximadamente 80% do total de proteinas do extrato radular e
aproximadamente 85% do total de proteinas do extrato estomacal.

Os pontos isoelétricos das mioglobinas radulares e estomacais dos moluscos
Biomphalaria analisados nesse trabalho também foram semelhantes entre as espécies. Os valores
obtidos, em torno de 8,0, corroboram com a faixa de valores de ponto isoelétrico de outras
mioglobinas bem descritas na literatura, como a de coracdo de cavalo (7,3) e a de baleia (8,3)
(Westermeier et al., 1985). Para proteinas, o ponto isoelétrico varia com o ndmero de grupos
inseridos em sua sequéncia, e varia também se os grupos inseridos s@o eletricamente carregados
(Legendre et al., 1998).

Em relagdo a estrutura tridimensional, as mioglobinas de moluscos apresentam grande
diversificacdo, podendo ser encontradas como dimeros unidos por pontes dissulfeto, na ordem

Anfineura (chitons). Smith e colaboradores (1988) sugeriram que a presenca simultinea, em
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chitons, de mioglobinas monoméricas e diméricas no mesmo tecido (6rgdo) estd relacionada ao
fato de esses organismos possuirem um habitat intertidal, o que requer sistemas de ligacdo ao
oxigénio otimizados para ambientes aquéticos e terrestres.

A mioglobina monomérica do chiton da espécie Liolophura japonica parece ser
altamente resistente a auto-oxidagdo (0,0073/h), que se apresenta de 3 a 20 vezes mais lenta se
comparada as mioglobinas de outros moluscos (Suzuki ef al., 1993). As mioglobinas radulares
(0,0020/h e 0,0012/h) e estomacais (0,0008/h e 0,0010/h) de B. glabrata e B. tenagophila
(respectivamente) possuem taxas de auto-oxidacdo mais baixas que a mioglobina de Liolophura
Japonica, indicando uma resisténcia ainda maior a auto-oxidacdo. A taxa de auto-oxidagdo da
mioglobina estomacal de B. tenagophila é 1,2 vezes menor que a da sua equivalente radular, e
para B. glabrata a mioglobina estomacal possui uma taxa de auto-oxidacdo 2,5 vezes menor que
a radular.

Em 1992, Carver e colaboradores construiram uma mioglobina recombinante de baleia na
qual o residuo de leucina B10, posicdo 29, foi substituida por uma fenilalanina. Essa mutacio
produziu uma proteina, que em sua forma oxigenada, se mostrou idéntica a proteina nativa em
termos de estrutura, porém sua afinidade pelo oxigénio aumentou aproximadamente 15 vezes e
sua taxa de auto-oxida¢do diminuiu. Isso indica que a taxa de auto-oxidagdo estd ligada a
constitucdo de aminodcidos da proteina; como essa taxa foi diferente para as mioglobinas
estomacais e radulares de Biomphalaria, uma diferenca na sequéncia primadria talvez pudesse dar
suporte a essa divergéncia de valores.

Os experimentos de auto-oxidagdo foram todos realizados in vitro e nas mesmas
condi¢des experimentais, desde a obtencdo das mioglobinas até a finalizacdo do teste de auto-
oxidacdo propriamente dito. Deste modo, poderia ser descartada a possibilidade de a diferenca
entre os valores das taxas de auto-oxidacdo das mioglobinas de uma mesma espécie de
Biomphalaria estar ligada a condicdes fisioldgicas, ou a microambientes quimicos fornecidos

pelo organismo dos moluscos em estudo.
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O masculo radular das espécies de Biomphalaria possui uma cor vermelha intensa,
enquanto a musculatura estomacal apresenta uma colocagdo castanha, exceto em individuos
albinos, nos quais a hemoglobina da hemolinfa confere uma cor vermelha acentuada aos tecidos
que irriga. Segundo Warris e Rhodes (1977), em tecidos profundamente coloridos tais como os
que podem ser encontrados em bovino adulto, a mioglobina pode representar 90% ou mais do
pigmento total. Em tecido muscular palido, tal como de peito de frango, a mioglobina pode
representar até metade do pigmento total.

O atomo de ferro do grupo heme varia entre o estado reduzido (ferroso) e o oxidado
(férrico). Na forma oxidada ele ndo possui a capacidade de ligar-se ao oxigénio molecular.
Estando reduzido, o ferro reage facilmente com a dgua e com o oxigénio. Quando a mioglobina,
contendo o atomo de ferro no estado ferroso, se une ao oxigénio molecular, forma-se a
oximioglobina (oxigenacdo), e quando se liga a dgua é formada a deoximioglobina
(deoxigenacdo). Em ambos os estados a mioglobina confere cor vermelha aos tecidos nos quais
se encontra. O ferro ferroso pode se converter em ferro férrico, e entdo forma-se a
metamioglobina (oxida¢do) que possui uma cor marrom ou castanha, e € incapaz de se ligar ao
oxigénio (Guilherme et al., 2008).

Os experimentos realizados para quantificar o conteido de mioglobina por unidade de
massa (tecido) no miusculo radular e estomacal descartaram a possibilidade da diferenca na
coloracdo estar ligada a uma maior ou menor concentracdo muscular de mioglobina. A
metodologia utilizada para quantificar o conteido de mioglobina, apds transforma-la em sua
forma meta é satisfatoria, uma vez que outras proteinas que possuem grupo heme tais como os
citocromos, flavinas e catalases estdo presentes somente em quantidades relativamente pequenas,
e desta forma tém menores efeitos na cor do tecido muscular (Ledward, 1984).

Para tentar explicar, quimicamente, a diferenca no valor da taxa de auto-oxidacdo das
miglobinas radulares e estomacais entre as espécies de Biomphalaria e também entre as

moglobinas de uma mesma espécie, uma hipdtese seria uma diferenca na estrutura tercidria das
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mioglobinas analisadas, ou alguma alteracdo de posicionamento de aminodcidos que estdo
proximos ao grupo heme e que ndo necessariamente gere uma alteracdo tridimensional que possa
ser observada na superficie da molécula.

Diferencas estruturais poderiam afetar o posicionamento do grupo heme, ou o ambiente
ao seu redor, e deste modo influenciar na velocidade com a qual o oxigénio se liga e desliga do
atomo de ferro central desse grupo prostético. Um alinhamento global das sequéncias primdrias
das mioglobinas radulares de B. glabrata e de B. tenagophila (Data bank EF646379.1: dado
obtido no mestrado) mostrou que apesar de se tratar de espécies de molusco do mesmo género,
suas mioglobinas apresentavam cinco residuos de aminodcidos diferentes, o que poderia ser
suficiente para gerar uma mudanca estrutural.

Os residuos de aminodcidos CD1-Phe e F8-His (residuo proximal) que fazem parte do
bolso hidrofébico ao qual o grupo heme se insere sdo altamente conservados em todas as
globinas, enquanto o residuo E7-His (residuo distal) pode ser substituido por glutamina em
algumas globinas de vertebrados e por valina, leucina, tirosina ou glutamina em um considerdvel
nimero de globinas de invertebrados. A histidina E7 estd associada com a propriedade ligacao-
ligante; quando a mioglobina estd em sua forma oxigenada esse residuo € capaz de formar uma
ponte de hidrogénio com o oxigénio molecular e estabilizd-lo (Phillips & Schoenborn, 1981),
desse modo € aceitdvel que sua substituicagdo altere a estabilidade do ligante.

As sequéncias de aminodcidos das mioglobinas de Paramphistomum epiclitum e
Isoparorchis hypselobagri (trematédeos) pertencentes ao filo Platelminto, um dos mais
primitivos filos de invertebrados, possuem 147 e 148 residuos de aminoécidos, respectivamente
(Rashid et al., 1997). Em ambas as mioglobinas, a histidina distal E7 estd substituida por uma
tirosina, o que normalmente causa uma ripida auto-oxidag¢do do dtomo de ferro do grupo heme, e
deste modo o oxigénio ndo pode se ligar a ele. Em contraste, mioglobinas de trematddeos
mostram-se como moléculas funcionais com alta afinidade ao oxigénio. Sequéncias primdrias de

mioglobinas, com 154 a 158 residuos de aminodcidos, foram determinadas para nematdédeos
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como Ascaris suum (Blaxter et al., 1994a), Nippostrongylus brasiliensis (Blaxter et al., 1994b)
and Caenorhabditis elegans (Kloek et al. 1993). Nas mioglobinas de Ascaris e C. elegans, um
residuo de glutamina ocorre na posi¢do distal E7, enquanto na mioglobina de Nippostrongylus
esta posi¢do € ocupada por um residuo de leucina. Esse tipo de substituicdo de aminodcidos €
observada também em outras globinas, como a hemoglobina. A hemoglobina de Paramecium é
uma globina compacta; um alinhamento da sequéncia priméria dessa hemoglobina com
mioglobinas de vertebrados e de invertebrados sugere que a histidina dital E7 esta substituida por
um residuo de glutamina nesse protozoario (Moens et al, 1996).

A presenca ou auséncia de um residuo de histidina na posi¢do distal E7 tem um efeito
substancial na auto-oxidacdo das mioglobinas. A taxa de auto-oxidacdo pode ser influenciada
pelo pH; a influéncia do pH na mioglobina de Aplysia (Shikama & Katagiri, 1984) e Dolabella
(Suzuki, 1986), que possuem residuo distal E7-Val, e Galeorhinus (Suzuki, 1987), que possui
um residuo distal E7-Gln, € bastante diferente da influéncia sobre a mioglobina de baleia, que
possui uma histidina nessa posicdo. Entretando a influéncia do pH na hemoglobina de
Paramecium € bastante similar a essa ultima. Sugere-se, deste modo, que a hemoglobina de
Paramecium possua uma estrutura distintamente diferente do usual globin fold (Tsubamoto et
al., 1990).

Com base em tais relatos da literatura, a substituicdo de um residuo de aminodcido por
outro especifico, em uma determinada posi¢ao ndo € suficiente para prever como a taxa de auto-
oxidac¢do serd influenciada. Talvez o posicionamento do residuo substituido dependa da posi¢ao
de outros residuos de aminodcidos para que o primeiro adquira um posicionamento que cause
maior ou menor interferéncia na auto-oxida¢do da mioglobina.

Em relacdo a coloragdo da musculatura do estdmago, a taxa de auto-oxidagcdo da
mioglobina estd intimamente relacionada ao surgimento da cor castanha (marrom), como
resultado da formagdo de metamioglobina (Ochiai et al., 2009). Estudos com mioglobinas de

peixes mostraram que a alta instabilidade dessas proteinas esta relacionada a altas (rdpidas) taxas
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de auto-oxidagdo, assim mioglobinas com baixas taxas de auto-oxidacdo sdo resistentes a
formacdo de metamioglobina (Chow et al., 1991).

Essa explicacdo contradiz os dados de auto-oxidacdo obtidos para Biomphalaria, ao
relaciond-la com a cor da musculatura estomacal. Porém, fisiologicamente, essa coloracio
poderia ser explicada pela interferéncia do pH estomacal na taxa de auto-oxidacdo, que é
acelerada em altas temperaturas e pH dcidos (Matsuura et al., 1962).

Este trabalho envolve uma pesquisa de cunho basico, e foca uma proteina muito estudada.
Porém, o fato de ser conhecida, ndo faz da mioglobina uma proteina com assunto estagnado.
Muitos pesquisadores t€m relatado a versatilidade de fungdes dessa proteina no organismo, e tal
versatilidade reside no fato de a mioglobina ser uma hemeproteina.

Dentre as fungdes, ou papeis, atribuidos a mioglobina estd a capacidade de atuar como
uma enzima oxidase. Essa capacidade é na verdade uma conseqiiéncia da interacdo do grupo
heme com alguns xenobidticos, como os haletos de alquila e com agentes endégenos, como o
peréxido de hidrogénio. Essa interagdo produz grupos heme alterados, que acredita-se levar a
inativacdo (perda da capacidade de ligagdo ao oxigénio) ndo s6 da mioglobina, mas de outras
hemeproteinas, como o citocromo P-450 (Ortiz de Montellano & Correia, 1983).

Em 1990, Osawa e colaboradores relataram que a mioglobina de baleia e a mioglobina de
coracdo de cavalo adquiriam atividade oxidase quando seu grupo heme, modificado pelo haleto
de alquila BrCCls, ligava-se covalentemente ao residuo de histidina proximal 93. Em 1991, o
mesmo pesquisador e seus colaboradores relataram que tal atividade era adquirida pela interacao
de um 4tomo de nitrogénio do imidazol de uma histidina e de um grupo CCl, (proveniente do
BrCCls) com o grupo vinil I do heme. Além disso, os residuos de histidina 97 e/ou 64 (residuo
distal) estariam ligados ao 4tomo ferro do grupo heme, e a histidina proximal 93 estaria
substituida pela histidina 97. Esse ‘“embaralhamento” de histidinas seria responsavel pela

atividade oxidase gerada na mioglobina.
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De acordo com Catalano et al. (1989) e Kelman et al., (1994), a atividade oxidase
atribuida a mioglobina pode ser induzida também pelo tratamento da mesma com perdxido de
hidrogénio. Neste caso, porém, a ligacdo covalente do grupo heme a parte protéica da
mioglobina seria realizada por residuo de tirosina, que na mioglobina de baleia e de coracdo de
cavalo corresponde ao residuo 103.

Para analisar essa atividade oxidase da mioglobina foram testadas em nosso laboratério
as transformacgdes com o haleto de alquila CCly e com perdoxido de hidrogénio, utilizando
mioglobinas radulares recombinantes de B. glabrata e de B. tenagophila e as mioglobinas de
coracdo de cavalo e de baleia como controles. Ainda ndo haviam sido descritos na literatura
experimentos com CCly para essas duas dltimas mioglobinas que sdo consideradas padrao em
experimentos utilizando essa proteina.

Pela andlise dos experimentos, devido ao decaimento da absor¢cdo de NADH, constatou-
se que as mioglobinas de baleia e de coracdo de cavalo adquiriram atividade oxidase ao serem
tratadas com o haleto de alquila CCly, ao contrdrio das mioglobinas de Biomphalaria.

O mecanismo de acdo do CCly para transformar a mioglobina em uma oxidase €
semelhante ao mecanismo utilizado pelo BrCCls; o ion CC12'2 € liberado desses compostos e
interage com a histidina proximal (Osawa et al. 1990). As mioglobinas de Biomphalaria, assim
como a de outros invertebrados, possuem um residuo de glutamina como residuo distal, e o
residuo de aminodcido 97 é uma leucina. A auséncia dos residuos-chave (histidinas) pode
explicar o motivo do ndo surgimento (ou acentuacdo) da atividade oxidase apds o tratamento
com o haleto de alquila. As mioglobinas de B. glabrata e de B. tenagophila possuem apenas dois
residuos de histidina em sua sequéncia priméria, enquanto as mioglobinas de coracdo de cavalo e
de baleia possuem 11 e 12 residuos, respectivamente.

Um dos residuos de histidina € o residuo distal, o outro residuo presente nas mioglobinas
de B. glabrata e de B. tenagophila esta localizado na posicao 118, e devido a sua distancia em

relagc@o ao grupo heme € pouco provavel que pudesse haver alguma interagcdo entre eles.
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A glutamina, que substitui a histidina distal possui atomos de nitrogénio em sua cadeia
lateral; o nitrogénio € o atdmo envolvido na ligacdo covalente entre o grupo heme e a parte
protéica da mioglobina, mediada pelo haleto de alquila. Porém, apenas a presenca do nitrogénio
parece ndo ser suficiente para concluir a interacao. As mioglobinas das especies de Biomphalaria
estudadas sdo ricas em residuos de lisina que possui cadeia lateral com caracteristicas quimicas
parecidas com a histidina, em relag@o a carga e presenca de d&tomos de nitrogénio, porém nenhum
deles esta proximo o suficiente para interagir com o grupo heme.

A ligagdo covalente do grupo heme a um residuo de aminodcido apds o tratamento com
xenobidticos causa um movimento significativo dos residuos do centro ativo, o qual pode
perturbar toda a estrutura tridimensional da hemeproteina. Sabe-se que mioglobinas alteradas
covaletemente sdo hidrolizadas mais rapidamente pela tripsina se comparada a sua forma nativa
(Osawa & Pohl, 1989). Isso pode ajudar a explicar o motivo pelo qual a administragdo de CCly,
assim como outros xenobidticos que levam a formacao de hemeproteinas alteradas, causa perda
de funcido e destruicdo de enzimas, como o citocromo P-450 (Davies et al., 1986).

A mioglobina alterada por essas condi¢des € rapidamente oxidada pelo oxigénio
molecular, presumivelmente levando a formacgdo de espécies reduzidas de oxigénio, tais como o
anion superdxido e o peroxido de hidrogénio (Osawa & Pohl, 1989).

A mioglobina em sua forma meta possui uma atividade redutase (devido ao seu dtomo de
ferro) que foi classificada por diversos nomes, como por exemplo diaforase, sistema de redugdo
aerébico e anaerdbico, e sistema enzimdtico redutor dependente de NADH (Bekhit & Faustman,
2005). O processo de transformagdo da mioglobina por xenobidticos causar inativacdo da sua
capacidade redutora; ao ser alterada a mioglobina adquire capacidade de realizar ciclos de reagao
redox, o que € chamado de ativacdo suicida, uma vez que a atividade redutora € perdida apés a
reacdo (Osawa & Pohl, 1989). Nas mioglobinas de B. glabrata e de B. tenagophila nés supomos
que esse fendmeno tenha ocorrido, uma vez que sua atividade redutora intrinseca observada

antes do tratamento com CCly foi diminuida.
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O oxigénio molecular ao sofrer reducdo, por adicdo de um elétron, gera o radical
super6xido. No tecido muscular este radical pode ser gerado pelos sistemas de membrana de
transferéncia de elétrons, por meio da auto-oxidacdo da oximioglobina a metamioglobina, pela
ativacdo de leucdcitos ou ainda por meio da oxida¢do de compostos redutores, como o dcido
ascorbico. Este radical ndo tem um potencial redox suficiente para iniciar uma oxidagdo lipidica, mas
pode ser transformado em outras espécies oxidantes mais potentes, tais como o radical peridroxila
ou peroxila (HOO) e o per6xido de hidrogénio (H,O,) (Carreras, 2004), o qual possui a
capacidade de atravessar membranas bioldgicas, além de originar radicais livres muito reativos
(Halliwell & Gutteridge, 1984).

O peréxido de hidrogénio é um composto normalmente formado no organismo e também
pode entrar no organismo de forma exdgena e atingir o interior das células, onde ele ou seus radicais
podem interagir com moléculas como a mioglobina. A interacdo do peréxido de hidrogénio com
hemeproteinas pode causar a destruicdo do grupo heme, porém em pequenas quantidades esse
composto pode atuar de forma contraria. A mioglobina pode ser ativada por baixas concentragdes
de perdéxido de hidrogénio gerando um radical oxoferril intermedidrio de vida curta, capaz de
iniciar reagdes de peroxidagdo (Chan et al., 1997).

Esse fendmeno de ativagdo pode ter implicacdes toxicoldgicas significativas; esse € um
dos motivos que faz com que haja um crescente interesse em identificar as espécies de radicais
que se formam apds a exposi¢do da metamioglobina ao per6xido de hidrogénio. Esse interesse é
estimulado pela evidéncia de que essa reacdo pode ajudar a elucidar a origem da peroxidacao de
lipideos no organismo, como os lipideos de membrana, entre outras injurias celulares (Kelman &
Mason, 1992).

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que as mioglobinas de Biomphalaria, assim
como as mioglobinas comerciais utilizadas, podem desenvolver atividade oxidase uma vez que
possuam alguns residuos de aminodcidos-chave, os quais nao necessariamente sdo os residuos

previamente descritos na literatura.
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Virias substancias, incluindo drogas e compostos endégenos como o perdxido de
hidrogénio, podem inativar o citocromo P-450 (Osawa et al., 1993), assim como o CCly, ou
conferir atividade a outras hemeproteinas. A mioglobina ndo é primariamente uma proteina
catalitica, mas tem sido demonstrado que ela apresenta uma atividade peroxidase-/ike (Miki et
al., 1989; Galaris et al., 1990). Similar as peroxidases cldssicas, a mioglobina cliva o peréxido de
hidrogénio, retendo um de seus equivalentes oxidantes no dtomo de ferro do grupo heme na
forma de espécies oxo-ferril. Entretanto, um segundo equivalente oxidante estd localizado na
parte protéica da mioglobina, na forma de um radical livre (Davies, 1991; Arduini et al., 1992),
diferente da peroxidade de rabanete de cavalo, na qual o segundo equivalente oxidante € um
radical catidnico presente na porfirina (Roberts et al., 1981). Foi proposto que a natureza do sitio
radical da metamioglobina seria um radical peroxila de um residuo de tirosina (Davies, 1991),
entretanto isso tem sido contestado (Wilks & Ortiz de Montellano, 1992).

Uma atividade oxidase discreta foi adquirida pelas mioglobinas Biomphalaria apds o
tratamento das mesmas com perdxido de hidrogénio, entretanto esta atividade ndo pode ser
atribuida a uma interacdo de uma tirosina com o grupo heme, uma vez que essas miglobinas nao
possuem esse residuo em sua sequéncia primaria.

De acordo com literatura, a reacdo de transformacdo envolve o residuo de tirosina 103
nas mioglobinas de baleia e de coracdo de cavalo, mais precisamente, a oxidacdo do grupo
hidroxila da cadeia lateral desse aminodcido.

Nos especulamos que outro residuo de aminodcido com um grupo hidroxila na cadeia
lateral possa ter substituido a interagdo da tirosina. As mioglobinas de Biomphalaria apesar de
ndo possuirem tirosinas, possuem vdrios residuos de serina em sua sequéncia; 10 e 11 residuos
em B. glabrata e B. tenagophila, respectivamente (Apéndice 1). Ambas as mioglobinas
apresentam um residuo de serina (Ser 99) proximo ao residuo proximal (His 100), o qual esté
proximo do grupo heme, e a miolgobina de B. tenagophila possui ainda uma outra serina (Ser

75) que devido a sua proximidade, também pode interagir com o grupo heme.
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Hé uma divergéncia relacionada com a natureza do mecanismo que envolve o surgimento
da atividade oxidase. Utilizando espectroscopia EPR para estudar a formagdao dos adutos de
heme apds o tratamento com peréxido de hidrogénio, King e colaboradores (1967) sugeriram
que a oxidacdo de um residuo de histidina ou fenilalanina produzem um radical que é,
eventualmente, transferido a um residuo de tirosina. Utilizando esta mesma técnica foi
demonstrado que um radical peroxila € formado e que essa espécie é derivada da reacdo do
oxigénio molecular com um radical livre proveniente da parte protéica da mioglobina, o qual ndo
seria um radical de tirosina (Kelman & Mason, 1992).

Muitos residuos de fenilalanina estdo presentes nas mioglobinas de Biomphalaria,
proximos ao grupo heme. Esses residuos poderiam ser, em parte, responsdveis pelo surgimento
da atividade oxidase nessas proteinas. Talvez esses residuos de aminodcidos estejam utilizando
as serinas, que possuem hidroxila na cadeia lateral, para formar radicais reativos, os quais foram
descritos anteriormente para a tirosina 103. Tal alteragdo no mecanismo primério do surgimento
da atividade oxidase poderia explicar a atividade oxidase discreta observada nas mioglobinas de
B. glabrata e de B. tenagophila.

Uma variedade de xenobidticos sdo conhecidos por causar uma ligacdo cruzada do grupo
heme a proteinas (Osawa et al, 1993). A importancia do potencial toxicoldgico dos adutos de
heme formados reside em provocar estresse oxidativo e oxidacdo de moléculas que sdo
essenciais para o bom funcionamento do organismo. Além disso, sabe-se que a subsequente
degradacdo do aduto heme-proteina pode apresentar influéncia toxicoldégica devido a liberagao

de ferro livre, um conhecido pro-oxidante (Sakaida et al., 1990).
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7. CONCLUSOES

A mioglobina é uma proteina que pode ser encontrada, ndo apenas na musculatura
radular, mas também na musculatura estomacal de moluscos gastropodes do género
Biomphalaria. A presenca dessa proteina, porém, ndo necessariamente poderia ser

identificada pela cor vermelha que normalmente confere aos tecidos;

Devido a caracteristicas quimicas diferentes, como a taxa de auto-oxidacdo observada in
vitro e nas mesmas condicdes experimentais, a mioglobina estomacal poderia ser uma
isoforma da mioglobina radular, porém um seqiienciamento € necessario para tornar essa

hipétese verdadeira;

A atividade oxidase adquirida pela mioglobina apds seu tratamento com CCly ndo estd
presente nas mioglobinas das espécies de Biomphalaria analisadas neste trabalho.
Sugere-se que essas mioglobinas ndo apresentem os residuos-chave (histidina distal e
hsitidina 97) ou outros residuos que possam substitui-los para que ocorra o mecanismo de
reacdo responsével por tal atividade.

Porém, deve ocorrer alguma alteracdo de posicionamento de aminoécidos, capaz
de causar o desaparecimento de uma atividade enzimatica residual intrinseca observada

nas mioglobinas antes do tratamento com o haleto.

A atividade oxidase foi adquirida pelas mioglobinas de Biomphalaria analisadas neste
trabalho apds seu tratamento com peréxido de hidrogénio.

Isso sugere que nao seria necessdria a presenca do residuo de tirosina 103, ou
qualquer residuo de tirosina, para que ocorra o mecanismo de reacdo responsavel pelo

surgimento da atividade oxidase, uma vez que tais mioglobinas ndo possuem tirosina em
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sua sequéncia primdria. Possivelmente, outro residuo pode estar envolvido nesse

mecanismo de reacao.
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B



9. APENDICE

Protein: Bten

Protein: Bgl Length = 150 amino acids

Length = 150 amino acids

Amino Acid Number Mol% Amino Acid Number Mol%

Ala A 21 14,00 Ala I 21 14,00
Cys C 0 0,00 Cys C 0 0,00
ASp D 10 6,67 ASp D 11 7,33
Glu E ] 3,33 Glu E 4 2,67
Phe F 8 5,33 Phe F 8 5,33
Gly G 12 8,00 Gly G 11 7,33
His H 2 1,33 His H 2 1,33
Ile I 7 4,67 Ile I 6 4,00
Lys K 15 10,00 Lys K 14 9,33
Leu L 18 12,00 Leu L 18 12,00
Met M 2 1,33 Met M 2 1,33
Asn N 14 9,33 Asn N 14 9,33
Pro P 4 2,67 Pro P 4 2,67
Gln 0Q 8 5,33 Gln Q 8 5,33
Arg R 1 0,67 Arg R 2 1,33
Ser S 10 6,67 Ser S 11 7,33
Thr T 2 1,33 Thr T 2 1,33
val V 3 5,33 Val V 9 6,00
Trp W 3 2'00 Trp W 3 2,00

Protein: 1lmbn Protein: lazi

Length = 153 amino acids Length = 153 amino acids

Amino Acid Number Mol% Amino Acid Number Mol%
Ala A 17 11,11 Ala A 15 9,80
Cys C 0 0,00 Cys C 0 0,00
Asp D 7 4,58 Asp D 8 5,23
Glu E 14 9,15 Glu E 13 8,50
Phe F 6 3,92 Phe F 7 4,58
Gly G 11 7,19 Gly G 15 9,80
His H 12 7,84 His H 11 7,19
Ile I 9 5,88 Ile I 9 5,88
Lys K 19 12,42 Lys K 19 12, 42
Leu L 18 11,76 Leu L 17 11,11
Met M 2 1,31 Met M 2 1,31
Asn N 1 0,65 Asn N 2 1,31
Pro P 4 2,61 Pro P 4 2,61
Gln Q 5 3,27 Gln Q 3 3,92
Arg R 4 2,61 Arg R 2 1,31
Ser 5 6 3,92 Ser S 5 3,27
Thr T 5 3,27 Thr T 7 4,58
Val V 8 5,23 Val V 7 4,58
Trp W 2 1,31 Trp W 2 1,31
Tyr Y 3 1,96 Tyr Y 2 1,31

Apéndice 1. Composicdo de aminoacidos das mioglobinas de B. glabrata (Bgl), B. tenagophila (Bten), baleia
(1mbn) e coragdo de cavalo (azi).
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