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PENTACOORDINATE AND HEXACOORDINATE FERRIC HEMES FROM THE NATIVE AND RECONSTITUTED d MONOMERS
OF Glossoscolex paulistus EXTRACELLULAR HEMOGLOBIN: SPECTROSCOPIC STUDIES IN ACID MEDIUM. UV-Vis and
fluorescence spectroscopic studies of the native and reconstituted d monomers of Glossoscolex paulistus were performed in acid medium.
The coexistence of distinct species shows the complexity of the equilibria. Besides the hexacoordinate low spin hemichrome, with
bands at 535 and 565 nm, a pentacoordinate high spin hemichrome is identified by the blue-shifted low intensity Soret band (371 nm)
and the LMCT band (643 nm). The pentacoordinate hemichrome must be related to the partial unfolding of the polypeptide.
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INTRODUÇÃO

A hemoglobina (Hb) extracelular gigante de Glossoscolex
paulistus é uma hemoproteína oligomérica1 com uma massa
molecular de 3,1 MDa2. Pertencente à mesma classe do anelídeo
Lumbricus terrestris, que tem sido intensamente investigado3-9, essa
hemoglobina ainda permanece intrigante sob vários aspectos da
sua relação estrutura/atividadeSua estrutura apresenta 144 globinas
e 36 cadeias polipeptídicas sem o grupo prostético heme que são
cruciais para sua integridade estrutural (cadeias “linkers”)10, sendo
que o arranjo da hemoglobina íntegra se dispõe espacialmente como
2 discos hexagonais sobrepostos, com as subunidades estabili-
zadoras, “linkers” na parte central7. As 144 globinas estão organi-
zadas como 12 dodecâmeros, sendo que cada dodecâmero consiste
em um conjunto de 3 tetrâmeros. Cada tetrâmero, por sua vez, é
constituído por 3 trímeros (cadeias a, b, c unidas covalentemente
através de ligações dissulfeto) e 1 cadeia monomérica d 6,11.

Tendo-se em vista a menor complexidade do estudo biofísico
de uma única subunidade ao invés da proteína íntegra propriamen-
te dita, o monômero d, previamente modelado por Cabral e cola-
boradores12, foi isolado visando a caracterização das espécies pre-
sentes em equilíbrio químico, em meio ácido. De fato, a complexi-
dade do equilíbrio de hemoproteínas vem motivando estudos em
função da coexistência de várias espécies em cada valor de pH13-18,
sendo que estas podem diferir em relação ao estado de spin e aos
ligantes axiais propriamente considerados. Neste particular, pode
haver espécies com números de coordenação diferenciados, ou seja,
é possível a coexistência de formas hexacoordenadas, pentacoor-
denadas13,18 e, até mesmo, tetracoordenadas19,20.

Vários trabalhos vêm enfatizando a relação entre a formação
de espécies pentacoordenadas e um processo inicial de desenove-
lamento da cadeia polipeptídica, o que aumenta, ainda mais, a re-
levância da caracterização destas espécies, devido a suas possíveis
implicações com fenômenos de desnaturação19,20.

Por outro lado, sabe-se que há reconstituições de hemoproteínas
que implicam na perturbação da estrutura terciária21, assim como

outras que não afetam significativamente a mesma22; da mesma
forma, há reconstituições que aumentam a afinidade do heme pelo
sexto ligante axial23 e outras, que diminuem esta constante de esta-
bilidade24. Por conseguinte, o processo de reconstituição poderia
afetar as propriedades do monômero de diversas formas em com-
paração às propriedades do nativo. O estudo do monômero recons-
tituído, no presente trabalho, visa elucidar as possíveis mudanças
que poderiam ocorrer na primeira esfera de coordenação do centro
férrico em função do pH, refletindo, inclusive, nos valores de pK
observados.

De fato, têm sido desenvolvidas reconstituições de hemoglo-
binas buscando a elucidação das orientações possíveis e preferen-
ciais do heme25, a análise da influência das propriedades do heme
sobre a cadeia polipeptídica e a avaliação da sensibilidade da es-
trutura terciária às perturbações impostas ao heme21,22, além de tra-
balhos sobre eventuais modificações na afinidade pelo sexto ligante
axial, com destaque para o principal ligante deste sistema no meio
biológico, isto é, o oxigênio molecular23,24.

Portanto, o presente estudo aborda a complexidade dos equilí-
brios desta subunidade monomérica em meio ácido, assim como
os possíveis processos envolvidos na primeira esfera de coordena-
ção do centro férrico.

PARTE EXPERIMENTAL

Obtenção e purificação: oxi-hemoglobina íntegra, meta-
hemoglobina e monômero

A hemolinfa foi extraída com auxílio de pipetas de Pauster em
presença de anti-coagulante (citrato de sódio 0,1 mmol L-1) e ar-
mazenada em banho gelado durante a coleta. A primeira etapa da
purificação foi realizada através de centrifugação da hemolinfa a
500 rpm por 10 min a 4 °C, para precipitação de impurezas. Em
seguida, realizou-se uma diálise contra tampão TRIS-HCl
100 mmol L-1, pH 7,0 com 0,1 mmol L-1 EDTA. Após a diálise,
efetuou-se a ultracentrifugação da proteína a 4 °C por 6 h a 35000
rpm e, ato contínuo, promoveu-se nova suspensão em tampão TRIS-
HCl 100 mmol L–1, pH 7,0 com EDTA 0,1 mmol L–1. A purificação
foi completada por cromatografia de exclusão em coluna de gel
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Sephadex G-200 equilibrada com tampão TRIS-HCl 100 mmol L-1,
pH 7,0, contendo EDTA 0,1 mmol L–1. Como o eluato coletado no
volume de exclusão contém a oxiHb íntegra, este é estocado a 4 °C
para uso posterior26. A fração oxi-monômero foi separada filtran-
do-se a oxiHb íntegra estabilizada em pH 9,0 em uma coluna de
gel de Sephadex G-20026. A fração meta-monômero foi separada
filtrando-se a meta-hemoglobina estabilizada em pH 9,0 em uma
coluna de gel de Sephadex G-200. A meta-hemoglobina foi obtida
através de uma reação de oxidação da oxiHb íntegra com ferricianeto
de potássio na razão molar de 3:1 em relação à concentração de
heme6,27.

Obtenção do apomonômero

O apomonômero foi isolado a partir da forma oxi-monômero,
sendo que o grupo heme foi extraído com metiletilcetona após ajus-
tar-se o pH para 2,8, consoante metodologia estabelecida por Teale28.

Reconstituição do monômero

A solução de hemina de mioglobina equina foi preparada em-
pregando-se um volume mínimo de NaOH 0,2 mol L–1, logrando-
se um estoque de 0,153 µmol L-1. A reconstituição foi realizada
pela adição de alíquotas de uma solução de apomonômero a uma
solução de hemina (1 µmol L–1) obtida pela diluição da solução
estoque em uma solução de TRIS-HCl 20 mmol L-1 contendo
1 mmol L-1 de EDTA, obtendo-se um pH de trabalho igual a 7,0.

Espectroscopia de absorção na região do ultravioleta-visível

Os espectros de absorção foram medidos entre 250-700 nm,
em aparelho Shimadzu UV-1601 PC à temperatura ambiente. Os
espectros foram armazenados com o objetivo de serem posterior-
mente analisados, empregando-se o programa CCA (“convex
constraint analysis”)29. O programa CCA permite calcular os es-
pectros das espécies químicas que coexistem em solução (espec-
tros que foram denominados de espectros bases) através da análise
do conjunto dos espectros experimentais (funções iniciais). Um
espectro de absorção em uma determinada condição experimental
pode ser representado pela função A(λ), Equação 1:

(1)

onde a
i
 é o coeficiente que determina a proporção do constituinte i;

A
i
(λ) são os espectros das soluções das espécies químicas i, consti-

tuindo-se nos espectros bases; P é o número total de espécies quí-
micas em solução. As restrições impostas pelo programa são:

1) ; 2) a
i
 ≥ 0 ; 3) A

i
’s são linearmente independentes

Em resumo, os espectros - A
i
(λ) - e as proporções - a

i
 - são

determinadas através de avaliação estatística “convex constraint”.

Medidas de fluorescência

Para as medidas da emissão de fluorescência dos monômeros d
nativo e reconstituído da Hb de G. paulistus nas formas meta em
pH 7,0 foi utilizado um espectrofluorímetro HITACHI F-4500, usan-
do uma cubeta de quartzo com as quatro faces polidas e caminho
ótico de 1 cm. Os valores de pH foram ajustados utilizando-se
alíquotas de uma solução estoque de HCl, variando-se o pH a cada
0,5 unidade na faixa de 7,0 a 3,0. O comprimento de onda de exci-

tação foi de 295 nm e os espectros de emissão foram obtidos entre
305 a 450 nm. As amostras foram preparadas com absorbância em
295 nm (A

295
) ≤ 0,1, com o objetivo de se evitar os efeitos de absor-

ção interna. Todos os resultados foram normalizados para um va-
lor de A

295
 = 0,1.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Espectros de absorção na região do ultravioleta-visível em
função do pH

Os espectros de absorção dos monômeros d nativo e recons-
tituído da Hb G. paulistus foram obtidos inicialmente em pH 7,0.
O monômero nativo, por sua vez, foi obtido por dissociação alcali-
na, sendo necessário o ajuste do pH para 7,0. Esse processo croma-
tográfico em pH 9,0 proporciona a formação do chamado hemi-
cromo (complexo bis-histidina constituindo uma configuração ele-
trônica de baixo spin 15,17,30-32), ou seja, o grupo prostético heme,
inicialmente na forma aquometa, torna-se um complexo bis-histi-
dina, através da coordenação ao centro férrico do nitrogênio do
imidazol proveniente da histidina distal.

Nas Figuras 1(a) e 2(a) são apresentados os espectros referen-
tes aos monômeros d nativo e reconstituído, respectivamente. Nos
dois conjuntos de espectros, observa-se que em pH 7,0, as bandas
de Soret estão centradas em 413 nm e as bandas Q (α e β) possuem
um máximo em 565 e 535 nm, sendo estas, características de
hemicromo30,31,33-35.

Figura 1. (a) Espectros eletrônicos do monômero d nativo da metaHb de
Glossoscolex paulistus em função do pH; (b) espécies predominantes

(hemicromo – espécie 1 / espécie pentacoordenado – espécie 2)

correspondentes aos componentes dos espectros experimentais em diferentes
proporções em função do pH; (c) porcentagem das frações de cada espécie

em função do pH. Ajustes (---) da fração de cada uma das espécies presentes

no meio ácido. O inserto em 1 (a) é uma ampliação das bandas Q e de
transferência de carga
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Com a acidificação, observa-se tanto uma diminuição da in-
tensidade como um deslocamento hipsocrômico da banda de Soret
para 371 nm, juntamente com um deslocamento batocrômico da
banda de transferência de carga do ligante para o metal (TCLM)
para 643 nm.

Após a análise espectral utilizando o algoritmo CCA23, verifi-
cou-se a presença dos espectros nas Figuras 1b e 2b para os
monômeros d nativo e reconstituído, respectivamente. Nestas aná-
lises, a ocorrência de duas espécies químicas predominantes em
solução foi assumida: hemicromo (configuração eletrônica de spin
baixo, espécie 1), que prevalece em meio neutro, e a formação de
uma espécie pentacoordenada (configuração eletrônica de spin alto,
espécie 2).

Nas Figuras 1(c) e 2(c) são apresentadas as frações de cada
espécie em função do pH. O valor de pK encontrado através do
ajuste dos dados foi de 4,7, tanto para a forma nativa quanto para a
reconstituída.

Vale lembrar, entretanto, que a presença da espécie aquometa
deve ser considerada mínima, porém não inexistente, pois a forma-
ção de hemicromo em função da separação cromatográfica em pH
9,0 não é total, ou seja, uma fração da hemoglobina permanece
aquometa, o que pode ser identificado pela ocorrência de uma ban-
da característica dessa espécie em 630 nm31,33,36 entre os valores de
pH 7,0 e 5,0, denotando a complexidade do equilíbrio químico em
questão.

A formação de uma banda relativamente larga em 371 nm foi
atribuída a uma espécie pentacoordenada19,37-39. De fato, vários au-
tores sugerem que, partindo-se de um heme hexacoordenado, a for-

mação de um heme pentacoordenado implica em uma diminuição
significativa da absortividade molar e um deslocamento
hipsocrômico da banda de Soret, sendo que a grandeza deste des-
locamento é peculiar para cada hemoglobina37,40-46. Entretanto, o
significativo deslocamento para 371 nm, encontrado no presente
caso, indica não somente a formação de uma espécie pentacoorde-
nada, mas demonstra que esse processo ocorre simultaneamente a
um desenovelamento parcial da cadeia polipeptídica, isto é, a for-
mação da espécie pentacoordenado estaria intrinsicamente relaci-
onada a um processo inicial de desnaturação41-43.

Consoante proposta estabelecida por Sage e colaboradores19, é
possível que a formação da espécie pentacoordenada no meio áci-
do esteja relacionada à protonação das histidinas que, inicialmente
em meio neutro, estariam menos acessíveis ao solvente. Portanto,
dois fenômenos concomitantes devem estar ocorrendo: o desenove-
lamento parcial da cadeia polipeptídica e a protonação das
histidinas. Deste modo, ocorreria uma competição entre os prótons
do meio ácido e o centro férrico pelo par de elétrons do nitrogênio
do imidazol da histidina.

Alguns trabalhos43,47 estabelecem que, além da banda de Soret
deslocada para o azul, uma banda de transferência de carga em 645
nm é característica de sistemas pentacoordenados43,47. Outros tra-
balhos, como o de Ikeda-Saito e colaboradores37, indicam o com-
primento de onda 641 nm, assim como Sage e colaboradores19 atri-
buem 640 nm para a banda característica desta espécie. No presen-
te trabalho, tanto no monômero nativo como no reconstituído (Fi-
guras 1b e 2b), a referida banda ocorre em 643 nm, indicando, uma
vez mais, que a espécie pentacoordenada está presente em concen-
tração representativa nas condições mais ácidas.

Com relação à caracterização do quinto ligante da espécie penta-
coordenada, as informações da literatura são controversas. Alguns
grupos propõem que, partindo-se de uma espécie aquometa, a que-
bra de ligação ocorreria entre o centro férrico e a histidina proxi-
mal19,20,38. Todavia, para o monômero d isolado da hemoglobina de
Glossoscolex paulistus, a espécie hemicromo é majoritária em pH
7,0, ou seja, independentemente de qual ligação fosse quebrada, o
centro de ferro pentacoordenado apresentaria como quinto ligante
uma histidina, pois a espécie predominante em meio neutro é um
complexo bis-histidina. Neste caso, o resíduo de aminoácido que
permaneceria coordenado ao centro férrico deveria ser a histidina
proximal, em função de sua ligação com o centro de coordenação
ser menos tensionada do que a ligação envolvendo a histidina distal.

De qualquer maneira, Boffi e colaboradores48 têm estudado
compostos porfirínicos pentacoordenados e justificado a estabili-
dade deste estado de coordenação, que é encontrado em várias
hemoproteínas, em função da habilidade σ-doadora do quinto
ligante. Assim sendo, ligantes que sejam bons σ-doadores, como
por ex. água, imidazol e imidazolato, poderiam desestabilizar
ligantes igualmente σ-doadores em sua posição trans, isto é, na
sexta posição de coordenação39,44,49-51. Por outro lado, Bertini e co-
laboradores52 asseveram que a saída do centro férrico do plano porfi-
rínico contribui estericamente para a estabilidade do pentacoor-
denado. Portanto, a influência trans labilizadora do quinto ligante
e o impedimento estérico desta conformação atuariam sinergica-
mente dificultando a ligação de um sexto ligante, isto é, estabili-
zando a espécie pentacoordenada.

Ademais, há de se considerar que os deslocamentos da banda
de transferência de carga estão intrinsicamente relacionados a uma
saída pronunciada do centro férrico do plano porfirínico em dire-
ção ao quinto ligante. Esta saída do centro de coordenação é ca-
racterística de hemes alto-spin, mais notadamente pentacoor-
denados37,44,53-56, e este fenômeno afetaria significativamente a
superposição dos orbitais moleculares envolvidos nas ligações σ e

Figura 2. (a) Espectros eletrônicos do monômero d reconstituído da metaHb
de Glossoscolex paulistus em função do pH; (b) espécies predominantes

(hemicromo – espécie 1 / pentacoordenado – espécie 2) correspondentes

aos componentes dos espectros experimentais em diferentes proporções em
função do pH; (c) porcentagem das frações de cada espécie em função do

pH. Ajustes (---) da fração de cada uma das espécies presentes no meio ácido.

O inserto em 2 (a) é uma ampliação das bandas Q e de transferência de
carga
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π entre a porfirina e o centro férrico, o que, por conseqüência,
alteraria o desdobramento dos orbitais envolvidos nas respectivas
transições eletrônicas, implicando em modificações nos compri-
mentos de onda das bandas em questão.

Há de se adir, entretanto, que apesar da tendência de formação
de uma espécie pentacoordenada conforme se acidifica o meio,
existe uma coexistência de espécies diferenciadas em praticamen-
te todos os valores de pH, o que evidencia a complexidade dos
equilíbrios do monômero d.

Emissão de fluorescência em função do pH

Efetuou-se um estudo sobre as propriedades de fluorescência
dos monômeros d nativo e reconstituído da Hb de G. paulistus, a
partir de pH 7,0. Foram analisadas as emissões de fluorescência e
a posição dos máximos de emissão. Nas Figuras 3 e 4, observa-se
um aumento do rendimento quântico, a partir do pH 5,8 para o
nativo e a partir de 5,5 para o reconstituído, sendo que os valores
de pK avaliados foram respectivamente 4,9 e 4,7, similares, por-
tanto, aos obtidos nos experimentos de espectroscopia de absorção
eletrônica. Em relação aos comprimentos de onda de emissão, a
acidificação leva a um deslocamento dos máximos de 326 para 329
nm, corroborando a proposta de que o desenovelamento inferido
pelas medidas de espectroscopia de absorção eletrônica é apenas
parcial, não ocorrendo uma exposição significativa dos resíduos de
triptofano ao solvente com a diminuição do pH.

Segundo o modelo do monômero d proposto por Cabral e cola-
boradores12, os resíduos de triptofano W33, W15, W129 encon-
tram-se próximos à face distal do heme, inclusive com o resíduo
W33 inserto dentro da cavidade hidrofóbica. No trabalho citado
acima, os autores descreveram a interpretação do rendimento
quântico de acordo com o mecanismo de Föster para a transferên-
cia de energia dos triptofanos para o heme. Na tentativa de se em-
pregar esta abordagem, foi observada uma dificuldade significati-
va, que consiste no fato da integral de sobreposição entre o espec-
tro de emissão do triptofano e o espectro de absorção do heme
aumentar com a diminuição do pH, opondo-se ao aumento do ren-
dimento quântico observado com a acidificação. Contudo, é im-
portante mencionar que ao se formar uma espécie pentacoordenada,
com concomitante saída do centro férrico do plano dos nitrogênios
pirrólicos em direção à histidina proximal37,44,48,55-57, a distância entre
cada um dos triptofanos em questão e o centro férrico aumentaria.
Sabendo-se que o grupo heme é o principal supressor da
fluorescência de hemoglobinas e tendo-se em vista que, segundo o
mecanismo de Föster, o aumento da distância entre o fluóroforo e
o supressor intensifica o rendimento quântico do sistema devido à
diminuição da transferência de energia, é possível que a formação
da espécie pentacoordenada seja responsável pelo aumento da
emissão de fluorescência observado para os monômeros d nativo e
reconstituído, em função do aumento da distância entre fluoróforos
e supressor, cuja hipótese é reforçada pela coincidência dos valo-
res de pK determinados pelas duas técnicas espectroscópicas utili-
zadas no presente trabalho.

Deste modo, o comportamento fluorescente dos monômeros d
nativo e reconstituído possivelmente está correlacionado à mudan-
ça conformacional decorrente da acidificação do meio, pois esse
processo de desenovelamento protéico alteraria as distâncias e ori-
entações dos triptofanos em relação ao heme.

Portanto, a formação da espécie pentacoordenada poderia es-
tar relacionada com as emissões de fluorescência na faixa de pH
estudada, tanto para o monômero nativo como para o reconstituído,
haja visto a similaridade da evolução de rendimento quântico em
ambos os sistemas. Outros estudos visando confirmar esta hipóte-
se vêm sendo desenvolvidos em nosso grupo.

CONCLUSÕES

Através dos espectros de absorção, as bandas em 535 e 565
nm30,33,34, obtidas em pH 7,0, tanto para o monômero d nativo como
para o reconstituído, indicaram que neste pH as subunidades
monoméricas se encontravam, predominantemente, na forma de
hemicromo. Todavia, a conversão de aquometa em hemicromo não
é total, pois foi constatada uma banda característica da espécie
aquometa em 630 nm31,33, que persiste no espectro mesmo após
acidificação a pH 5,0.

Com uma maior acidificação, uma diminuição de intensidade
e um deslocamento hipsocrômico foram observados para a banda
de Soret, que são indicativos de um complexo pentacoordenado,
assim como a banda de transferência de carga ligante para o metal
(TCLM) em 643 nm. É provável que a formação desta espécie es-
teja intrinsicamente relacionada a um processo parcial de
desnaturação.

Os estudos de fluorescência em meio ácido foram desenvolvi-
dos partindo-se de pH 7,0 e foi demonstrado que aproximadamen-
te em pH 5,7 se inicia um aumento do rendimento quântico do
monômero d, o que deve estar relacionado à formação de uma es-
pécie pentacoordenada.

Por conseguinte, no presente trabalho, as similaridades dos
comportamentos espectroscópicos indicam que a ligação de um

Figura 4. Áreas normalizadas dos espectros de emissão de fluorescência do
monômero d reconstituído da metaHb de Glossoscolex paulistus, λ

exc
 =

295 nm, λ
em

 = 305-450 nm, em função do pH

Figura 3. Áreas normalizadas dos espectros de emissão de fluorescência do
monômero d nativo da metaHb de Glossoscolex paulistus, λ

exc
 = 295 nm,

λ
em

 = 305-450 nm, em função do pH
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heme exógeno ocorre de forma específica na cadeia do apomo-
nômero d de G. paulistus, em função do processo de reconstituição.
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