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INTRODUGAO

A elucidacgao da estrutura tridimensional da hemo
globina tem sido feita nos ultimos anos atraves de metodos cris
talograficos e pelo conhecimento da proteina a niveis atomlicos
(PERUTZ, 1968) os quals tem permitido a interpretagaoc de pro-
priedades funcionais e fisico-quimicas em termos estruturais de
hemoglobina humana. Por estes estudos foi possivel propor mode-
los como por exemplo aquele que pressque ser a hemogloblna com
posta de 4 sub-unidades polipeptidicas com 2 tipos de cadelas
e B que delimitam uma cavidade central que contem diversos reslL
duos polares pertencentes a 4 sub-unidades. Serina e treonina
s30 os aminoacidos mais comuns que participam desta cavidade
(PERUTZ, 1965). A cavidade central poderia ser visualizada .como
constituida por 2 caixas de 208 de comprimento por 8- 108 de lar
gura e 258 de profundidade separando as 2 cadeias uma da outra.
Talvez o aspécto mais interessante desse modelo seja a proposi-
cao de que os pontos de contacto entre cadeias diferentes(o e f)
sejam essenclialmente hidrofobicos, enguanto que os entre cas
deias semelhantes (o e o ou B e RB) sejam polares (PERUTZA,1970).

Qutro ponto de interessc lundamental ¢ a4 existen
cia de 4 grupos hemes (protoporfirinas quc contom Fc++) por mol
de hemoglobina (CULLIS, 1962), cuja funcaov, conhecida de  longa
data e o transporte de oxigenio no sangue. Na hemoglobina liga-

da ao oxigénio o atomo de ferro esta coordenado octohedricamen-



te, estando 4 ligagoes de coordenagac ligadas aos «quatros gru-
pos pirrolicos da porfirina, a 5Sa. ligacao ao grupo imidazol da
histidina ligada covalentemente ao heme, ¢ a 6a. a molecula de

0 A hemoglobina na forma deoxigenada apresenta a ba. ligagao

9"
livre (NOBBS, 1966).

A reacao da hemoglobina com o oxigenio e rever-
sivel. Funcionalmente ela se combina com esse ligante quando a
tensao @ alta e libera-o em condicoes de tensoces parciais de oxi
genio baixas, sendo, portanto, uma proteina respiratoria.0 equil
librio da hemoglobina com o oxigenio ¢ influenciado pela presen
ca de Tons e moleculas que possuem diferentes constantes de 1i-
gacao com as formas de oxi e deoxl da hgmoglobina. Esses elfeitos
sao conhecidos como interacoes heterotropicas (BENESCH, 1960 ).

r 2 ] . 0 - - -~ 0
Tanto a oxi como a deoxihemoglebina ligam 1ons hildrogenio, mas

em pH fisiologico a deoxihemoglobina tem maior afinidade por
- - . + - . ’ . .
ésses i1ons. Assim os H sao ligados quando a oxihemoyglobina per

de o 0, e sao liberados no processo de oxigenagao da desoxihemo
globina,

U equilibrio termodinamico entrc as lormas 0xl e

- - " - t * . +
desoxi e portanto, influenciado pela concentragao de 1ons H da
solucao (ANTONINI, 1963). A interacao entre a ligacao do 0, e a
. + . . . - ) -

do Ton H & conhecida como efeito Bohr. Esse efeito e um caso

- . A ~ - . . ~ . -~

tipico de interagaec heterotropica envolvendo a ligagao do oxige

nio (PERUTZ, 1969). Isso ocorre por causa de mudanga conforma-

-cional em pontos da molecula distantes do grupo heme. Efeito Bohr



e interagao heme-heme sao fenomenos distintos apesar de ambos
serem consequencia de mudanga conformacional da proteina(BINOTTT
1971). Dada a importancia do efeito Bohr nos estudos que Levou
a presente tese trataremo~lo com malores detalhes.

0 modeélo proposto por PERUTZ (1970) para explicar
o efeito Bohr mostra que mudangas conformacionais na molecula
ocorrem quando o 0, & ligado ao ferro pois a distancia do anel
porfirinico da histidina proximal e alterada (MUIRHEAD, 1967 ).
Na cadeia R, por exemplo, o acesso do ligante na deoxihemoglobl
na e dificultado pelo grupo metil da valina 67, isso obriga,du-
rante a oxigenacao, uma modificagao na estrutura intcercadeia in
duzindo um movimento da heélice F sobre a H com a expulsao da
Tyr8145‘ da cavidade formada pelas duas helices e movimentando
o aminoacido carboxila terminal. Com ¢sse ﬁavimento do ¢ termi-
nal ha quebra da sua ponte salina e os grupos responsavceis pelo
efeito Bohr mudam o pK devido a mudanga das interagoes ecletros-
taticas que eAVolvem o C terminal, e protons sao liberados.

0 mecanismo fisico responsavel pela mudanga do pK
de um grupo ionisavel & relativamente facil de se visualisar mas
a identificacao deésse ou désses grupos & muito dificil. Admite—se
contudo, que o numero de grupos responsaveis pelo efeito Bohr
podem ser deduzidos atraves do numero de protons dissociados en
volvidos no processo. Esse numero corresponde a 0,6 protons/heme
na regiao alcalina e 0,25/heme na regiao dcida (WYMAN,1964). ks

tudos realizados para identificagao desses grupos mostram gue O



grupo imida;ol da HisBI46 (PERUTZ, 1969) o grupo amino da Valul
{(KILMARTIN, 1969), o grupo imidazol da HisBIZZ (PERUTZ, 1970
BRUNORI, 1975) e o grupo tiol da Ci3893 (RIGGS, 1959) devem par
ticipar no efeito Bohr. Assim atraves da retirada ou blogueio
do @ amino grupo da cadeia o observa-se que o efeito diminui em
20% (KILMARTIN, 1970) o que nao acontece quando se bloqueia o «
amino grupo de cadeia . O bloqueio do grupo SH de C158193 por
varios reagentes especificos para grupos tidois mostram, tambeém,
uma redugao_do cfeito em 20% ou mais (RIGGS,1961; TAYLOR,1966A).
Isso indica que os grupos G—amino e tiol participam do efeito
Bohr mas nao sao os responsaveis exclusivos por esse efeito. O

grupo imidazol da His, 146 tambem pode ser um dos responsaveis

B

pelo efeito pois o mesmo e reduzido em 50% quando a hemoglobina
¢ tratada com carboxipeptidase A. (ZITO, 1964 ; BONAVENTURA ,1974),
e o grupo imidazol da His 122 tambem pode ser responsabilizado
pois mostra um pK baixo na oxihemoglobina e alto na forma deoxi.
Essa alteragcao do pK segundo PERUTZ (1970) e conséquéncié da in
teracao da ArgBBO/HiSGIZZ na forma oxigenada o que nao ocorre na
deoxihemoglobina pois a Hi5a122 esta proximo da Aspalzﬁ. Os gru
pos imidazol das histidinas proximal e distal ja foram aponta-
dos como responsaveis pelo efeito Bohr por causa da diferenga dos
pK das formas oxi e deoxi, mas algumas evidencias afastam essa
hipotese pois a mioglobina possuil Gsses grupos apesar de nao
apresentar o efeito e a hemoglobina Zurich (a2 B2 Hig—» Arglque

‘nao tem a histidina distal (substituida pela arginina ) possul



efeito Bohr ( WINTERHALTER, 1969 ).

1

A distribuigao dos "grupos" Bohr nas duas cadeias

& outra questao problematica. Trabalhando com hemoglobinas arti

+CN +CN
e o B, BRUNORI (1970) observou que o cfeito

ficiais a B
Bohr de ambas era igual a da hemoglobina normal a-§8 na regiao
alcalina mas que o efeito Bohr acido era apresentado apenas pe-
la a+CNB o que implica em dizer que os grupos responsaveis pelo
efeito Bohr acido se encontram na cadeia §.

0 equilibrio entre a hemoglobina e o oxigenio @
alterado por modifica¢des na sequencia de aminoacidos das ca-
deias polipeptidicas. Essas modificagoes podem alterar a rela-
¢ao heme/proteina, alterando suas propriedades de ligacao com
ligantes bem como as estruturas terciarias de suas sub-unidades.
Os estudos comparativos das hemoglobinas de diferentes animais
tem se mostrado particularmente uteis para a elucidagao de pro-
priedades funcionais relacionados a mudangas conformacionais.
Assim as hemoglobinas de anfibios, por exemplo, podem conter in
formacoes filogeneticas codificadas pecla sua estrutura primaria
que poderiam ser dados importantes sob o ponto de vista taxono-
mico e demonstrativo da plasticidade da arquitetura molecular em
condigoes adaptativas do meio ambiente. Exemplo ilustrativo fo-
ram os achados de MC CUTCHEAN (1936) em relagao a diferentes pro
priedades funcionais do ligante oxigenio nas hemoglobinas de an

fibios na fase adulta e larval.

A sequeéncia de aminoacidos de sub-unidades o e B



tem sido determinadas em muitas especies e tem mostrado um nume
- . T 0 . - -

ro grande de residuos 1nvariavels, inclusive alguns reslducs pro

ximos ao heme gue sao pontos de contacto essenciais para a fun-

¢ao normal da hemoglobina tetramérica. Nas hemoglobinas de anfl

bios, alguns estudos tem sido feito quanto a sequencia de amino

Zcidos. Assim as cadeias B do componente mais concentrado das

hemoglobinas de Rana esculenta foi sequenclada por CHAUVET e

ACHER (1972). Ao compara-la com cadeia B de_hemoglobina humana

nota-se que a cadeia B da Rana esculenta contem 6l substituicoes

e & 6 residuos mais curta. Esses residuos que faltam s40 os pri
meiros 6 residucs do N terminal. Torma-se bastante dificil a in
terpretacao exata de muitas dessas substituic¢oes mas ha 2 impor
tantes mudancas nas cadeias B de Rana: a acetilagao do grupo o
amino, o que podera reduzir o efeito Bohr desde que ésse residuo
colabore com 207 dos protons desse efeito; outro aspecto seria

a substituicao do residuo Asp_,94 por Asn ou Gly pois o residuo

R
Asp forma ponte salina com a Hi58146 0o que ocasiona a desproto-
nagao da histidina na forma deoxi.

Apesar dos estudos sobre o mecanismo do efelto
Bohr serem muitos e cada dia mais complexos fol nosse pensamen-—
to inicial a participacao de grupos tiois acessiveis neste efel
to, uma vez que a hipotese inicial de RIGGS (1959) hoje abando-
nada, responsabilizava estes grupos como altamente comprometi-

dos neste efeito por ocasiao de seus cstudos com hemoglobina de

Rana catesbeiana. Vale dizer tambem que nossa hipotese estava




baseada em estudos iniciados com um anuro aguatico Pipa carva-

1hoi (MEIRELLES, 1978b). Para nos situarmos melhor no problema
abordaremos a seguir alguuns aspectos do tema efeito Bohr e gru-
pos ticis acessiveis.

O0s grupos SH de proteinas sao geralmente descri-
tos como grupos SH reativos e grupos SH iao reativos. Os grupos
reativgs sao aqueles rapidamente titulavels com reagentes de me
tais pesados e tem as propriedades da cisteina. Os zrupos nao
reativos sao aqueles que reagem muito lentamente com o0s metals
pesados, isto e, reativos sao aqueles que sao acessiveils aos
reativos SH especificos e nao reativos, aqueles que se en-
contram em uma posicao mais oculta, no interior da molccula. Em
estudos comparativos de hemoglobina de varias especies de mami-
feros, RIGGS (1959,1960) encontrou que © numero de lons Hg2+que
se ligava a deoxihembglobina era aproximadamente 1lgual ao nume-
ro de protons liberados durante a oxigenagao da mesma e sugeriu
que os grupos SH reativos poderiam ser os doadores de protons.
Além disto o mesmo autor sugeriu gue o numero de protons libera
dos na oxigenagao era inversamente proporcional ao peso corpo-
reo do animal, e diretamente proporcional ao efeito Bohr baseado
na afirmagao de WYMAN (1948) que o efeito Bohr & igual ao nume
ro de protons dissociados por molecula de oxigenio ligada.
Outro dado que melhor evidencia essa hipotese & mostrado também

por RIGGS (1960) que a Hb de Rana catesbeiana apresenta efeito

. Bohr e grupos SH titulaveis enquanto que o girino dessa me sma



especie nao apresenta efeito Bohr nem grupos SH titulaveis. En-
tretanto BENESCH (1960) observou gue a adigao de jons de metais
pesados em hemoglobina humana nao impede a liberagao de protons
durante a oxigenacao, mostrando pelo bloqueio dos grupos SH rea
tivos, que 085 Zrupos tiois nao podem ser representados pelo efei-
to Bohr. Esse fato foi contestado por SNOW (1962) .AMPULSKY(1969)
trabalh;ndo com hemoglobina humana mostrou que a reatividade dos
grupos SH era maior na presenca de Tons fosfato e que essa rea-
tividade aumentava conforme se aumentava o pH do meio. MORELL
(1972) mostrou que a reatividade do éH da oxihemoglobina humana
¢ maior que da deoxi. Estudando as alteragoes da reatividade do
SH da hemoglobina humana TAKETA (1969) observou que essa reati-
vidade & maior na oxihemoglobina e que os diferentes fosfatos
organicos induzem diferentes mudangas conformacionais na molecu
la expondo o radical do residuo 8 93. A correlagao entre mudan-
ca da reatividade do grupo SH e mudangas no valor de P, na he-
meglobina humana e em hemoglobina de gato induzida por DGP e IHP
foi mostrado por MAUK (1972) que sao diretamente relacionados.
Por-estes estudos pode-se concluir quao complexo
& o problema e como ha controversias no assunto. Desta forma re
solvemos voltar a estes estudos e para isto utilizamos. um rea-
gente especifico dos grupos tiois o (4PDS) 4-4'dipiridina-dissul
fito que tem propriedades estericas tals que a acessibilidade ao
grupo tiol se faz lentamente, dando oportunidade de se estudar

cineticamente a reacao: Hb-SH + 4PDS e inferir resultados que



poderiam ser Uteis para o esclarecimento da participagao dos gru

pos tiois da hemoglobina no efeito Bohr.
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MATERIAL E METODOS

Caracterizacao do material biologico

Os animais utilizados neste trabalho foram exem-

plares de Pipa carvalhoi, anuro de vida aquatica oriundos do

sul da Bahia e adaptado a vida de cativeiro em nossos laborato-

rios; exemplares adultos de Bufo paracnemis, anuro de vida ter-

restre nesta fase e capturados na regiao de Campinas, SP; exem-

plares adultos e de girines de Rana catesbeliana, anure de vida

terrestre quando adulto e de vida aquatica quando na forma lar-

val, criados em cativeiro em ranario comercial de Jundiai, SP.

Preparacao do hemolisado

Os animais foram anestesiados em banho de pgelo e
por uma incisao no torax o coracao foi retirado. 0O sangue foi
colhido do fundo da cavidade toraxica previamente heparinizada.
Apos centrifugacao por 5 minutos a 3000 rpm o sobrenadante fo1i
separado do sangue total e as hemacias precipitadas foram lava-
das em solucao de NaCl 0,15M por 3 vezes. A hemolise foi proce-
dida por choque osmotico tratando-se as hemacias por 2 volumes
de agua destilada, com agitacao por 1 hora aproximadamente, em
banho de gelo a 0°c. Apos a hemélise,.a solugao de hemoglobina
foi centrifugada a 10000 rpm por 5 minutos em centrifuga refri-
gerada, para se retirar os restos celulares. A solucac de hemo-—

globina foi entao sistematicamente passada atraves de coluna de

i
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Sephadex G-25 de 10-15cm de altura por 1-1,5cm de diametro,pre-
equilibrada com agua destilada, de modo a separar a hemoglobina

de possiveis contaminantes de baixo peso molecular,

reparacao moglobina 1 fons e moléculas organicas
Preparag de he lobina isenta de g

de baixo peso molecular

Para se retirar os lons existentes na preparacao
de hemoglobina, utilizou-se de um sistema de 3 colunas de croma
tografia de troca ionica de 10-15cm de altura por 1-1,5cm de dia
metro cada uma. A primeira coluna continha Dowex 1—X8(acetat0_L
e a segunda de Dowex SOW—Ka(NH4+) e a terceira foil Amberlite
IRC-50 (H+)/Amber1ite IR-4B (OH )todos pre-equilibrados com agua
bidestilada. A solugac de hemoglobina foi entao passada por esse
éistema de colunas conectadas entre si sendo eluida com agua des
tilada. 0 material colhido foi utilizado para os estudos de pro

priedades funcionais da hemoglobina.

Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese em discos de poliacrilamida foi
feita utilizando-se tubos de vidro de 10cm de comprimento por
0,3cm de diametro. O gel foi preparado a partir de 4 soclugoes
(A,B,D e E) e uma solucao recem-preparada (C}.0 preparo de 100ml
de cada uma dessas solugoes obedeceu o seguinte critério:BOg de
acrilamida e 0,8g de bisacrilamida para a solugao A; 24ml de so

lugao de acido cloridrico IN; 18,15g de Tris e 0,4ml de TEMED
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para a solugaoc B: 0,1g de persulfato de amonia para a solugao Cj;
5g de acrilamida e 1,25g de bisacrilamida para a solugao D e
12,8ul de solugdo de acido fosforico 1M, 2,85g de Tris e 0,1lml
de TEMED para a solugao E.

Nos tubos de vidro sobre um suporte foi colocado
lml do gel de resolugao que fol preparado usando-se as seguin-
tes solugoes: lml de solucao A; 1ml de solugao B e 2ml de solu-
cao C. Deixou-se polimerizar na ausencia de luz por aproximadar-
mente 1 hora. Em seguida adicionou-se 0,2ml do gel de concentra
¢ao que foi preparado na proporgao de 2ml de solucao D,para 1lml
de solugao E e 2ml de solugcao C. Deixou-se polimerizar por cerca
de 45 minutos nas mesmas condigoes do anterior.

0s tubos foram em seguida montados entre duas
cubas eletrodicas, cubas que continham, na inferior tampao tris
HCl 0,1M, pH 8,1 (tris 12,1g;solucao de HC1l IN,50ml e agua 1000ml) e
tampEO'Triswglicina 0,05M pH 8,9 (6,22g de Tris,3,9%4g de glici-
na e 1000ml de agua). Os eletrodos foram conectados sendo o po-
lo positivo da fonte de alimentacao a cuba inferior e o negati-
vo & superior. A fonte foil acionada usando-se corrente de LmA
por tubo durante 10 horas para promover a retirada do cataliza-
dor utilizado (persulfato de amonia). Apos a pre-eletroforese
despresou-se © tampao utilizado e colocou-se as amostras recen-
temente preparadas contendo uma pérto de hemoglobina (na forma
carboxihemoglobina), uma parte de glicerol e duas partes do tam

pao tris-glicina 0,05M pH 8,9. Procedeu-se a eletroforese utili
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zando-se as mesmas condig¢oes da pre-eletroforese sendo que a
corrente eletrica foi mantida entre 2,5-3mA por tubo,por 1 hora

Os geles,apos a eletroforese, foram retirados dos
tubos e coradds para hemoglobina e para proteina. A solugao co-
rante para proteina foi uma solugao de Comassie blue a 0,5%,dei
xando-se corar por 10 minutos e depois descorando com solugao
de acido acetico a 7%Z. 0 corante para hemoglobina fol usado uma
solugao recem preparada que contipha lg de benzidina,75ml de me
tanol, 25 gotas de acido acetico,4 gotas de agua oxigenada 130
volumes e cristais de nitroprussiato de sodio. Deixou-se corar
por 10-20 minutos e descorou—se com uma solucao que continha
5ml de agua oxigenada 130 volumes,25ml de metanol,50ml de eter

sulfurico. O tempo para descorar foi de 30 minutos.

Cromatografia de troca ionica

A resina utilizada foi o CM=-celulose (carboxime-
til-celulose)montada em uma celuna de vidro de 30cm de alturapor
2cm de diametro, equilibrada com tampao fosfato 0,01M, pH 6,4.
Essa resina foi inicialmente lavada em agua com varias trocas
por. um periodo de 24 horas para se retirar as granulacoes mais
finas de resinma. A ativacgao foi feita utilizando-se solugao de
NaOH 0,5M por 2 horas, lavando-se depois a resina com agua des-
tilada été pH proximo a 7. Essa lavagem foi feita com auxilio
de um funil Buchner adaptado a uma bomba de vacuo.fm seguida co

"locou-se a resina em uma solugao de acido fosforico 0,54 dei-
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xando-se agitar por 2 horas e repetiu-se a lavagem ate pH praxi
mo a neutralidade. Finalmente equilibrou—-se a resina com o tam-
pao fosfato 0,0lM pH 6,4 e montou-se a coluna ate uma altura de
25cm, aproximadamente, mantendo-se a 4°C. lsso foi consezuido
atraves da circulacao de agua refrigerada pela jaqueta da colu-
na de vidro.

0 material a ser usado foi dialisado por 1 hora
contra tampao fosfato 0,01M pH 6,4 contendo B-mercaptoetanol na
concentracao final de 10_3M e aplicado da coluna. A eluicao foi
feita com o mesmo tampao utilizando-se gradiente linear de pH
(variando de 6,4 a 8,5).

A dialise e a cromatografia foram executadas a
40C. 0 material eluido foi recolhide em tubos (3ml por tubo)com
auxilio de um coletor de fragoes. A absorbancia a 540nm foi de;
terminada em cada tubo e colocada em grafico, ( absorbancia
em ordenadas contra volume de eluigcao e¢m abscissas).o pH dos tu

bos também foi medido e langade no mesmo grafico.

Curva de dissociacao da hemoglobina

Os estudos de equilibrio da hemoglobina com seu
ligante oxigenio foi feito por metodo espectrofotometrico onde

se calculou o valor de n (coeficiente de HIll) e o (pressao

P
50
de oxigénio onde metade das moléculas de hemoglobinas estao na

forma oxigenada e metade desoxigenada) atraves das diferengas

entre as absorbancias das formas oxihemoglobina e desoxihemoglo
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bina em 3 comprimentos de ondas diferentes: 560, 577 e 540nm e
em fungao do volume de ar adicionado.

Para esse estudo utilizou-sc tonometros de vidro
previamente aferido onde se colocou I ou 3ml (dependendo do to-
nometro) de hemoglobina que foi convertida na forma deoxi atra-
ves da passagem de corrente de nitrogenio ou por esvaziamento
atraves de bomba de vacuo {(de acordo com o tonometro utilizado).
0 tonometro foi hermeticamente fechado e equilibrade em banho-
maria a 27°C por 10 minutos com agitacao constante. Apos o equi
librio termico as absorbancias foram registradas com auxilio de
um espectrofotometro modelo DMR-21 Zeiss dotado de sistema de
registro, no intervalo de 600 a 500nm. Apos o registro do espec
tro sw absorgao de deoxihemoglobina, injetou-se no tonometro um
volume conhecido de ar e novamente se processou o equilibrio do
sistema na mesma temperatura e registrou-se o espectro de absor
cao. Apos 4 adicoes sucessivas de ar obteve-se a forma - total-
mente oxigenada por abertura do tonometro permitindo pois a sa-

turacao da hemoglobina pelo 0, a pressao atmosferica. Apos 0

2
equilibrio o espectro de absorgao da forma oxi foi registrado.
0 wvalor log k ( logaritmo da porcentagem de sa
turagao pelo 02) foi determinado em uma calculadora Sharp mode-—
lo Compet~364P programada para receber os valores das absorban-

cias de 3 diferentes comprimentos de onda das formas oxi,desoxi

e apos cada adigao de ar. Pela somatoria das diferengas entre
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"a forma deoxi e cada uma das formas parcialmente oxigenadas e
totalmente oxigenada em cada comprimento de onda, calculava-se
a porcentagem de saturacao de cada forma, considerando 1007 e
07 as formas oxi e desoxi, respectivamente, bem como o logarit-
mo dessas porcentagens. Em seguida foram fornecidos a calculado

ra os valores de log P0O., (logaritmo da pressao parcial de oxigé

2

nio) para se calcular os valores de n e log P50. Com o3 valores

log k e log PO, foi processada a regressao linear onde b (coefi

2
ciente angular da reta) corresponde ao valor de n e o log PSO e

igual a s (a corresponde ao valor de log PO2 onde a reta
a 2

corta a abscissa) isto e, quando esta cruza a abscissa o log k

Y
1g0g-Y

toma o valor de zero ou seja, = 1.

Determinacao do efeito Bohr

0 efeito Bohr definido como a mudanga de afinida
de da hemoglobina pelo oxigenio em fungao da alteracao do pH do
meio, pode ser descrito como acido ou alcalino, dependeado da
faixa de pH onde ocorre a alteracao da afinidade e positivo ou
negativo, dependendo.de como a afinidade ¢ alterada. Se a afini
dade do Hb pelo 02 aumentar conforme se aumenta o pH, temos o
efeito Bohr negativo e se a afinidade diminuir com a elevagao do
pH, temos o efeito Bohr positivo.

Para estimar o valor do efeito Bohr pode-se calcu

. _ ) + Alog P
la~lo em funcao de pH e do log P..,ou seja, H = — ()
' >0 ApH
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onde ¢ log P exprime o inverso da fungﬁo afinidade da hemoglo

50
bina pelo ligante.
A determinacao do efeito Bohr foi feito atraves
e nas absciscas
50

os valores de pH. 0O coeficiente angular da reta determinada cor

do grafico, onde se colocou em ordenadas log P

responde ao efeito Bohr.

Determinacao do numero de grupos tiois titulaveis

A determinacao foi feita pelo metodo de GRASSETTI
{(1965) que consiste na reagao de 4-4'-dipiridina-dissulfito (4-
PDS) com grupos SH de proteina formando um complexo proteina/
tiopiridina mais 4-tiopiridona (4-TP). O numero de grupos tiois
reativos da préteina e calculado em fungao da concentracgao de
4-TP formado apos a reagao proteina/4-PDS.

A reacao da hemoglobina com esse vreagente foi
feita utilizando=-se 1,2ml de uma solugao de hemoglobina de con-
centragao da ordem de 10—6M em tampao fosfato 0,1M pH 7,0 em duas
cubetas de quartzo de 1,5ml de volume. Apds se estabelecer o
ponto zero a 324nm no espectrofotometro adicionou-se a cubeta
em "branco”" 0,2ml de solugao de NaCl 0,15M e a cubeta de rea-
cao 0,2ml de solugao de 4~PDS 10—3M em solucao de NaCl 0,15M.

ApOs a estabilizagcao da reacao que ocorria desde
20-30 minutos ate algumas horas apos a adigao dos reagentes, de
terminou-se a absorbancia a 324nm para se calcular a concentré*

cao do 4-TP formado. A concentracao de hemoglobina foi calcula-
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"em branco" em 540nm e a

da pela absorbancia obtida da cubeta
do 4-PDS atraves da absorbancia a 324nm de uma solugao contendo
1,2ml1 de tampao fosfato 0,1M pH 7,0 e 0,2ml da solugao de 4-PDS
1073,

0 calculo da concentragao da hemoglobina foi fei
ta utilizando o coeficiente de extingao milimolar da ordem de
13,8 por heme. Calculada a concentragac por heme,dividiu-se por
quatrd e se obteve a molaridade do tetramero. A concentragao do
4-TP foili calculada descontando—se a leitura do excesso de 4~PDS
e utilizando-se o coeficiente de extingao molar de 1,98 x 104.
0 numero de SH.por molecula de hemoglobina foi

determinado pelo quociente da concentracao da hemoglobina pela

do 4-TP.

Cinética de reacao de grupos tiois com 4-4'- dipiridina-dissulfito

0s estudos cinéticos da reagao dos grupos Liois
da solucao de hemoglobina com o reagente 4—4'—dipiriaina—dissui
fito (4-PDS) em concentracao 10 vezes maior foram feito assumin
do-se ser a reacao de primeira ordem. O 4-PDS reage lentamente
com grupos SH livres de uma proteina formandeo um cemplexo, pro-
teina/tiopiridina, mais 4-TP (4-tiopiridona) (AMPULSKI, 1969).

A cinética de reagao foi seguida com o auxilio
de espectrofotametro DMR-21 Zeiss, utilizando-se cubetas de quart

zo de 1,5ml de volume com caminho optico de 0,5cm. Os reagentes

,utilizados foram: tampao fosfato 0,iM pH 7,0; solucao de 4-PDS
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IO—BM em solucao de NaCl 0,15M ¢ solugao de¢ NaCl 0,15M. A amos-
tra de hemoglobina foi diluida no tampao fosfato de modo que
apresentasse uma concentragao na ordem de 10_6M. A reagao fot
iniciada pela adigao de 1,2ml de solugao de hemoglobina em 2
cubetas as quais foram colocadas no espectrofotometro para esta
belecer o ponto zero do aparelho em 324nm. Em seguida, adiclo-
nou-se a cubeta em "branco", 0,2mi de solugao de NaCl e na cube
ta de reagao 0,2ml de solugao de 4-PDS.Agitou-se rapidamente as
cubetas e registrou-se a absorbancia durante 10-15 minutos com
velocidade do Tegistrador estabelecida em 10mm/min. ou lmm/min.
dependendo da velocidade da reagao (Fig.IV).

Para se fazer o estudo cinetico da reagao,calcu-
lou-se primeiro a absorbancia final (A,). Isso foi feito em gra
fico onde se colocou nas ordenadas o logaritmo das absorbancias
lidas em unidades de tempo e nas abscissas, o inverso das unida
des de tempo. A A foli determinada come sendo o antilogaritmo
do ponto de interseccao da reta com as ordenédas ( tempo infinito)

Depois de estabelecido em grafico o ponto A, calculou-se

A
Ln =
Aw T B3y
onde A324 = densidade Optica num determinado tempo.
A
- [e o]
Esses dados foram colocados em grafico sendo Ln ————— nas
Beo T Bgpy

ordenadas e o tempo nas abscissas. Nesse grafico foram utiliza-
dos apenas os pontos que estavam alinhados para se determinar

uma reta e a constante cinética da reagao (K') foi calceulada
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pelo coeficiente angular dessa reta.

Os calculos da fun(;ELO In—m——— e da regres-
Ao T A3y
sao linear foram feitos utilizando-se a calculadora Sharp mode

lo Compet 364P programada para receber os dados referentes a A

A 324 © unidade de tempo.

Desnaturacao pelo benzoato de sodio

A uma solucgao de hemoglobiné de aproximadamente
'10—6M diluida em tampao fosfato 0,01M pH 7,0, foi adicionado
benzoato de sodio de modé que a concentragao final desse sal na
solugao fosse de 1M. Com auxilio de espectrofotometro fol déteE
minada a absorbancia em 577nm no momento em que se adicionou o
benzoato de sodio e novas leituras da absorbancia foram feitas
em intervalos de tempo que variavam de 5 a 15 minutos, dependen
do da amostra, ate se obter leitura constante. Apos se obter
esses valores determinou-se a absorbancia da forma desnaturada
(isso foi conseguido por desnaturacao pelo calor) e se calculou
as porcentagens de desnaturacao em cada unidade de tempo. Esse
calculo foi feito utilizando a absorbancia do tempo '"zero' da
reacao como 100% de forma nativa e a absorbancia apo0s o aqueci-
mento como 0% de forma nativa. O complemento aritmetico desses
valores correspondia a porcentagem de desnaturacao da molecula.

0 calculo da constante da cinéﬁica de desnatura-

cao da Hb foi feito na calculadora Sharp modelo Compet 364-P on
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de se calculava a fungao Ln —100 _ , onde X = porcentagem des-

100~-x

naturacao no tempo t' bem como o coeficiente angular da reta de
terminada por esses valores em cada intervalo de tempo. A cons-—
tante cinetica da reacao (k') correspondia ao coeficiente angu-

lar da reta.

Equipamentos e reagentes

As determinacoes espectrofotometricas foram fei-
tas utilizando-se espectrofotametro Zeiss modelo DMR-21 acopla-
do a um registrador ou espectrofotometro Zeiss modelo PMQ 11.

Para as determinagoes potenciometricas utilizou-
e o potenciometro PH-Meter E 366B.

As centrifugagSes foram feitas em centrifuga Sor
val modelo RC-2B e em centrifuga Eppendorff 3200.

Dois tonometros foram utilizados, sendo um cons-
truido de acordo com o modelo de ROSSI-FANELLI (1958) e o outro,
conforme o modelo de RIGGS (1951).

Todos os calculos do presente trabalho foram fel
tos na calculadora Sharp modelo Compet 364 P 111.

Utilizou-se, ainda, coletor de fragoes Buchler,
balanga Mettler tipo 88, balanga Sartorius tipo 2443 e fonte de
eletroforese Electrophoresis Power Supply modéelo 21.

0Os reagentes utilizados foram produtos Pro-anali

se obtidos da Sigma, Merck, Backer ou equivalentes.
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RESULTADOS

0s hemolisados dos diferentes anfibios objeto da
presente tese foram caracterizados eletroforetica e cromatogra-
ficamente com finalidade de estabelecer o numero e as propor—
goes de componentes de hemoglobinas. Assim o hemolisado total

de Bufo paracnemis dialisado contra tampao fosfato 0,01M pH 6,4

contendo B-mercaptoetanol a concentracao final 10_3M foi croma-
tografado em coluna de CM-celulose e eluido com tampao fosfato
0,01M atraves de um sistema de gradiente limear de pH. Esse tra
tamento permitiu a separacao de dois componentes de hemoglobé
nas. 0 primeiro foi eluido em pH 6,8 e representava 307 do hemo
lisado total, enquanto gue o segundo componente, representando
707 Ao hemolisado total foi eluido quande o pH atingia 7,7. A
figura I mostra os resultados de componentes de hemoglobinas

deste anfidbio.

0 hemolisado total de Pipa carvalhoi foi tambem

submetido a cromatografia em CM~celulose e a presenca de 4 com-
ponentes foi verificada, confirmando os trabalhos de Meirelles
(1977a). 0 primeiro componente representou 17Z do hemolisado to-
tal e foi eluido em pH 6,4. O segundo, eluido em tampac pH 7,0
representava 27 do total. O terceiro, eluido com tampao pH 7,6,
representava 807 e o quarto, representando 10%Z, era eluido quan

do o tampao atingia pH 8,3. A figura IT mostra o perfil da croma

tografia do hemolisado total de Pipa carvalhoi. A analise do he
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molisado desse anfibio foi necessaria para avaliar possiveis al
teragoes no nimero e proporgoes de componentes de hemoglobina
deste animal que foi mantide longo tempo no laboratorio. Portan
to, esse foi o criterio de homogeneidade do material biologico
utilizado.

As propriedades funcionais das hemoglobinas de

Bufo paracnemis com relagao ao oxigenio foram a seguir determi-

nadas. Assim o efeito Bohr foi analisado atraves da curva de va
riagao da constante de afinidade da hemoglobina pelo oxigenio

(log P5O) em diferentes pH e foi expressa pela equacao:

Alog P50 .
= H
ApH
como descrito. A figuralllmeostra que os valores do efeito Bohr

numa faixa de pH entre 6,0 e 8,0. Tanto no hemolisado total co-
. - - -

mo naquele isento de lons e pequenas moleculas foil encontrado

-0,08 valor muito proximo de zero. Na mesma figura estao repre-

sentadas as curvas de variagao de log com variagao de pH

)
I50

para hemolisado de Pipa carvalhoi que mostrou efeito Bohr ao re

dor de -0,06 como descrito (MEIRELLES, 1977b). Alem disso a fi-

guralIlreporta os valores do efeito Bohr para Rana catesbeiana

nas fases adulta e larval: -0,29 e zeroc respectivamente,de acor
do com os resultades de RIGGS (1951). Quando as diferentes he-
moglobinas foram tratadas pelo efetor heterotropico, ATP, houve

incremento desse efeito nos casos de hemoglobinas de Pipa carva

. lhoi e da de girino de Rana catesbeiana (ARAKI, 1673). Nenhuma
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) em tampao Bis-Tris 0,05M entre pH 6,0 e 8,0.
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alteragao foi notada nos anfibios terrestres como de Bufo parac

nemis e de Rana catesbeiana adulta. Esses valores estaoc na Tabe
la I.

A cinetica da reagao da hemoglobina com o 4-PDS
foli registrada com velocidade do registrador estabelecida em 1
ou 10 mm/min., dependendo da velocidade da reagao. As hemoglobi
nas usadas tinham como criterio de pureza eletroforese ecm gel
de poliacrilamida cujas bandas de proteinas foram coradas pelo
metodo da benzidina e comassie blue para avaliar a corresponden
cia, isto e, para se certificar que todas as proteinas das amos
tras analisadas eram hemoproteinas.

Nos registros cineticos, qualquer que fosse a
amostra observava-se no inicio da reagao um consideravel aumen-—
to de absorbancia, isto &, no instante em que se colocava a amos
tra a absorbancia atingia O,ZQO*O,BOO e depois la aumentando len-
tamente. Isso poderia indicar reagao rapida do 4-PDS com possi-
veis grupos tiois expostos na moleéecula ou em algum contaminante
nao proteico. Para se comprovar se essa reagao inicial se dava
com a hemoglobina ou com algum contaminante, tomou-se uma amos-—
tra isenta de proteinas e processou-se a reagao. 0 preparo des-
gsa amostra isenta de proteinas fol feito em banho-maria a 90°%¢
por 5 minutos, centrifugando-se depois a 5000 rpm por 5 minutos
e tomando-se o sobrenadante. A figura IV mostra o registro de uma
reagao onde aparece um aumento da absorbancia no instante ini-

cial da reagao, indicando a existencia de contaminantes que rea
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gem rapidamente com o 4-PDS. Por isso, na reagao A—PDS/Hb, con-—
siderou-se apenas a fase lenta da reagao e o inicio dessa fase
foi pois considerado o ponto zero‘da reacao. Esse achado fol de
finitivamente configurado quando se realizou reacao do 4-PDS con

hemoglobina de girino de Rana catesbeiana gque reconhecidamente

nao apresenta grupos SH titulaveis (RIGGS, 1951).
Depois de registrados as absorbancias em interva

los de tempo que variava entre 0,5 minutos ou 30 minutos, depen

—

dendo da velocidade da reacdao, calculou-se as constantes cinetl

cas conforme descrito em materiais e metodos. Os valores dessas

constantes estdao na tabela II, O numero de SH titulavels pelo
4'PDS foi calculado em funcao da absorbancia maxima a 324nm de-
vidamente diminuida da absorbancia inicial. A absorbdancia maxi-
ma era obtida apos leitura constante no final da reacao o a
absorbincia inicial era considerada a absorbancia maxima da fa-
se rapida da reacgao.

A Tabela TII mostra a relagao entre o efeito Bohr
e os valores das constantes de pseudo-primeira ordem para a Tea
cao das hemoglobinas dos diferentes anfibios com 4-PDS.Pela com
paragao desses numeros e possivel estabelecer dentro da cada es
pecie estudada uma certa correlacgao entre as constantes de pseu
do-primeira ordem e o efeito Bohr. Assim no caso das hemoglobi-

nas de Pipa carvalhoi o ATP aumenta o efeito Bohr alcalino que

passa de -0,06 (MEIRELLES,1977b) para ~-0,46 (MEIRELLES,1978a) e

a2 constante de velocidade de reacao de grupos tiois com 4-PDS
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tambem aumenta, passando de 2,8}(10_3min._l para 14x10h3 min. l.

Ja no Bufo paracnemis a reagao parece ser menos evidente e de

modo inverso uma vez que o ATP tem, ou nenhuma 1nfluencia na
grandeza do efeito Bohr ou influencia negativa e causa uma dimi
nuicao na velocidade de reagao dos grupos tiols. No caso das he

moglobinas de Rana catesbeiana adulta, o tratamento com ATP nao

-~

altera o efeito Bohr e a velocidade de reagao dos grupos tiois
com 4—-PDS aumenta muito pouco, enquanto que nos girinos destes
animais o conhecido aﬁmento de efeito Bohr causado pelo ATP
(ARAKI, 1973) nao e acompanhado evidentemente por variagEO na
acessibilidade dos grupos tiois o que & esperado dado tal hemo;
globina nao apresentar tais grupos.

Pelos resultados indicados na tabela III pode-se
assumir que na realidade a acessibilidade de grupos SH ¢ o grau
de efeito Bohr alcalino estao de alguma forma correlacionados
como discutiremos. Alteracoes conformacionais causadas pela pre
senga do efetor alosterico, ATP pode ser a causa da maior ou me
nor velocidade de acesso do 4-PDS aos grupos tiois das hemoglo
binas.

Qutras experiencias para explicar os achados aci
ma foram realizadas. Entre elas aquelas de cinctica de desnatu-
racao de hemoglobinas de anfibios.

Considerando a absorbancia do tempo zero como 1007
de forma nativa e a absorbancia da forma tota&mente desnaturada

aquela obtida apos desnmaturacao pelo calor, calculou-se porcen-
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tagem de forma nativa para cada intervalo de tempo. O complemen
to aritmetico desses valores correspondia a porcentagem de des-

naturacao e com elas calculou-se k'= L t /Ln _L00 onde X

t 100-x

€ a porcentagem de desnaturagao no tempo t. A inclinagﬁq da re-
ta determinada por esses valores em fungao do tempo fol calcula
da e correspondia a constante cinetica de desnaturacao(k), con-—
siderando a mesma como cinética de primeira ordem como e wusual
(TANFORD, 1969).

A tabela IV mostra que a velocidade de desnatu-
ragao, da mesma forma que a velocidade de acessibilidade de gru

pos tiois, guarda certa relagao com o efeito Bohr. Assim,Ccom ex

clusao do girino de Rana catesbeiana, hemoglobinas com efeito

Bohr mais acentuado sao mais sujeitas a desnaturagao ou menos
estaveis quando tratadas por agentes desnaturantes come bhenzoa~
to de sodio. A figura ¥ mostra as curvas cineticas obtidas.
Finalmente a tabela V mostra os valores do coefl
ciente de Hi1l {(n) encontrados para as diferentes hemoglobinas
de anfibios estudadas em diferentes pi. Pelo exame da tabela po

de-se inferir que as hemoglobinas de Bufo paracnemis tratadas

ou nao com ATP apresentam aumento destes valores com ¢ pH demons
trando claro aumento da cooperatividade da hemoglobina com o

pH. Ja a hemoglobina de Pipa carvalhoi revela um fato interes-

sante, isto e, os valores de n pouco se alteram com o piH na pro
teina isenta de lons enquanto que quando tratada com ATP a coope

ratividade aumenta, isto e, de um valor menor que 1 em pH 6,0
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0,5

0

15 .30 45
min,
FIGURA V - Cinetica de desnaturacao por benzoato de Na 1M em tam-

pao fosfato 0,1M pH 7,0 das hemoglobinas "stripped"”(

ATP 1x10_3M (------) de Bufo paracnemis ( @ ); Pipa carvalhoi

) e Ccom

{ © ); Rana catesbeiana adulto {( M ) e Rana catesbeiana, girino

( O ) em tampao Bis=Tris (0,05M entre os ph 6,0 ¢ 8,0
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para um valor maior gque 2 em pH alcalino.
A determinagao do numero de grupos tiois acessi-

vels ao reagenté utilizade (4-PDS) em hemoglobina de Bufo parac

nemils mostrou a existencia de 2 grupos por molecula ou seja, 2

grupos SH livres em cada tetramero,
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DISCUSSAQD

0 objetivo inicial da presente teée foi estabe-
lecer a possivel relacao entre a intensidade do efeito Bohr das
hemoglebinas de diferentes anfibios e a acessibilidade dos gru-
pos tiois das mesmas. 0 interesse no tema nasceu de resultados

arciais obtidos com Pipa carvalhoi um anfibio que vive na agua
g

mesmo na fase adulta. Esse animal tem hemoglobinas com baixo efel
to Bohr (-0,06), com 8 grupos tiois titulaveis por tecnica de
reagentes de tidis como o p-hidroxi-mercuri-benzoato e a acessi
bilidade destes grupos dificultada de acordo com a analiscda ci
netica de reacao dos grupos tiois de sua hemoglobina com 4-PDS
(k'= 00,0028 minTl). Alem disso foi interessante observar que na
presenca do efetor heterotropico ATP o efeito DBohr aumenta (-0,46)
e os grupos SH ficam mais acessiveis ¢ a constante de velocida-
de desses grupos com o 4-PDS também aumenta (k'= 0,014).Dc posse
desses dados iniciais resolvemos estender esses estudos  para
outros anfibios e avaliar globalmente o processo. Para isto es-—

colhemos Rana catesheiana, anuro muito estudado, como modelo,

tanto na fase adulta como na larval ¢ Bufo paracnemis cuja fre-

quéncia e alta em nosso meio e que contudo nao tinha sido ainda
estudado. Desta forma poderemos dividir o presente trabalho em
dois capltulos,iste e,um em que se cstudou hemoglobinas de Bufo

paracnemis e o outro em que O efeito Bohr das hemoglobinas de

varios anfibios foram relacionados com grupos tiois e desnaturagao.
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Bufo paracnemis um anfibio "terrestre'" tal como a

Rana catesbeiana de volume corporeo adequado dos quais se¢ pode

obter sangue em quantidades razoaveis permitindo estudos quase
individuais num s0 animal, foi sangrado e suas hemoglobinas pre
paradas como descrito. A analise eletroforetica em gel de polié
crilamida permitiu a separagao de suas hemoglobinas em dois conm
ponentes, HbI e HbII, sendo o HbI o de menor mobilidade anodica.
0 resultados da eletroforese foram repetitivos para difgrentes
amostras de hemolisados individuais, mostrando a inexistencia
de polimorfismo nas hemoglobinas desses anfibios.

Com finalidade comparativa estudamos outro proces
so de fracionamento qual seja o de cromatografia de troca ioni-
ca sendo utilizada a resina CM-celulose equilibrada «<om tampao
fosfato 0,0IM pH 6,4 em um sistema de gradiente linear de pi pa
ra eluicao. Obtivemos por esse procedimento analitico duas fra-
goes que denominamos HbI e HbIT em correspondencia ao perfil
eletroforético. As proporcoes desses componentes no hemolisado
total foram‘de 30% para a Hbl e 70Z para HbBIL.

A variabilidade em numero de componentes nos hemo
lisados de diferentes animais tem sido discutida em termos de
maior ou menor grau de polimerizagao, hidridizagao de cadeias e
recombinagao diferentes entre os tipos de cadeia o e B ou ainda
a niveis de "loci" de sintese destes componentes (MCLEAN E JURD,
1972). Em qualquer dos casos a existencia de dois componentes

. no hemolisado de Bufo paracnemis contrastam com a existencia de
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tres em Rana catesbeiana (UAMADA, 1964) ¢ quatro em Pipa carva-

lhoi {(MEIRELLES, 1977a).
Avaliacao da afinidade das hemoglobinas pelo 1li-

"stripped" por tecnica espec

gante oxigenio no hemolisado total
trofotometrica, mostrou valor de Poy de 18,5mm de Hg a 27°C em

pH 7,4. Ao se comparar esse valor com os de outros anfibios como

a Rana catesbeiana, 13,4mm de Hg (RIGGS,1951) e Pipa carvalhoi,

6,6mm de Hg (MEIRELLES, 1977b) verifica-se uma menor afinidade
pelo ligante O2 nas hemoglobinas do anfibic em estudo. Esses

achados podem ser explicados pelo fato de o Bufo paracnemis ser

de vida estritamente terrestre onde a pressao de oxigenio e bas

tante alta, ao contrario da Pipa carvalhoi que vive em balxa ten

sao de 0, (vida aquatica) ou da Rana catesbeiana quec apesar de

habitos terrestres, passa longo tempo submersa.Comparando esses
resultados com outro anfibio da mesma familia Bufonidae obser-
vamos que a baixa afinidade pelo oxigcnio deve ser comum na fa-

milia pois o Bufo marinus tem valores de Pro muite alto da or-

dem de 42mm de Hg (PROSSER, 1968). A afinidade da hemoglobina

de Bufo paracnemis pelo oxigenio quando em presenga de concen-

tracao saturante de ATP mostrou uma pequena diminuigao do Peo
(17,8mm de Hg) fato esse ja conhecido em hemoglobinas (CHANUTIN,
1967; BENECH,1967) porem os valores do coeficiente de (iill (n )
(HIIL,1910) pouco sao alterados com ATP, isto &, continuam aumen
tando com o pH mostrando um claro aumento de cooperatividade

destas hemoglobinas em relagao a protons (tabela V).
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‘Relativamente ao efeito Bohr (nimero de protons
liberados por oxigenio ligado) encontramos para o hemolisado to

+
tal de Bufo paracnemis "stripped” um valor de Al = -0,08 no in

tervalo de pH de 6,4 a 8,0. Esse baixo valor para efeito Bohr
encontrado difere de outra especie da familia Bufonidae onde o

Bufo marinus, por exemplo, apresenta valores de -0,28(HALL,1966)

Quanto a influencia do modulador heterotropico
ATP em relacao ao efeito Bohr, tem sido discutida em termos de
existoencia de um sitio de ligacgao para fosfato organico no eixo
axial do tetramero entre os doils grupos NH2 das cadeias Bl e 82
(PERUTZ,1970), discutidos na introdugao. Nas hemoglobinas onde
na este sitio de ligacdo que parece ser de natureza eletrostati
ca o fosfato orgsnico estabelece uma ponte salina entre ValBI s
HisBZ e Hisﬁl43 da cadeia I com a LysBSZ da outra cadeia indu-
zindo alteragao conformacionais (ARLONE,1972) que implicaria numa
menor afinidade pelo ligante. Evidentemente hemoglobinas que di
ferem entre si na estrutura primaria na regiao dos residuos de
amino acidos descritos nao apresentam efeito de ATP, Assim alguns
anfIbios adultos nao devem possuir esse sitio enquanto que as
hemoglobinas de girinos nas quais o ATP exerce um grande efeito”
heterotrapico os possuem e consequentemente ha o aparecimento
de um efeito Bohr denominado latente (ARAKLI, 1973). Na hemoglo-

bina de Bufo paracnemis o ATP nao possul pois efeito heterotro-

pico, em nada alterando o valor do efeito Bohr,fato comum em an

fIbios adultos de habitat terrestre como a Rana catesbeiana em




43

que © nucleotideo tambem naoc se apresenta como cfetor heterotro
pico. (Tabela 1).
Afim de se conhecer melhor outras propriedades

das hemoglobinas de Bufo paracnemis que pudessem contribuir de

alguma forma para os estudos comparativos propostos na presente
tese, determinamos a presenga de grupos tiois livres na molécg
la de hemoglobina. Para tal escolhemos o 4-PDS por ser um rea-
tivo cujo grupo cromoforo, piridona, que se forma apos a reagao
com SH tem pico de absorcao a 324nm nao coincidente poertanto
com regiao de espectro da hemoglobina e em contraposigao a ou-
tros metodos usuais de titulagﬁo de SH como o DTNB(ELLMAN,1959)
e NEM (ALEXANDER,1958) e portanto mais conveniente para hemopro
teinas. O reagente 4-PDS também nao apresenta modificagoes em
funcao da presenca de EDTA (usualmente utilizado para prevengao
de auto—oxidggao de hemoglobinas) enquanto que quando se utili-
za PCMB (BOYER, 1954} a presenga de EDTA induz a erros de apro-
ximadamente 30% no numero de grupos SH titulaveis. A formagao
de piridona pode ser util nao so para a titulagao como tambem
para o estudo cinético da reagao de grupos tiois titulaveis co-
mo justificamos. A determinagEO dos grupos SH titulaveis da he-

moglobina de Bufo paracnemis pelo 4-PDS mostrou a existencia de

dois grupos por molecula ou por 64.000g.
0 numero de grupos tiois/mol em hemoglobinas de
anfibios e bastante variavel o que proporcionou a RIGGS (1951 )

correlacionar esse numero com a grandeza do efeito Bohr ja que
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nas especies por ele estudadas havia uma correlagao positiva en
tre numero de grupos tiois titulaveis e efeito Bohr. Qutras evi
déncias dessa correlagao estavam ligadas ao fato de hemoglobi-
nas de girino nao possuirem efeito Bohr nem grupos SH, porem essa
correlagao ja nao @ mais acelita, admitindo-se como doador de
protons para o efeito Bohr.outros grupos que nao o SH. Porem pe
la sua alta reatividade e existéncia de numero variaveis destes
grupos na moleécula devem condicionar comportamentos fisiologi-
cos da proteina ainda nao esclarecidos. Assim podemos citar que
dentro dos anfibios existe uma variagao bastante grande no nume

ro de grupos tiois titulaveis como acontece na Rana catcsbeiana

que possul 4 grupos (RIGGS,1951), a Pipa carvalhoi que possui 8

(MEIRELLES,1978b) a Rana grylio, 6; Rana pipiens, 7 ¢ a lLepto-

datilus pentadactilus que possui 8 (TRADER, 1966).

Neste ponto de nossa discussao, de posse de al-

guns parametros estruturais e funcionais de hemoglobinas de Bufo

paracnemis poderemos examinar os dados obtidos em comparagao com

outros anfibios relativos a efeito Bohr, comnstante cinética de
reagcao 4—-PDS/Hb e de desnaturagao, isto &, passaremos a discu-
tir o segundo capitulo propostoc anteriormente, A tabela VI mos-
tra uma sumula dos resultados obtidos. Do exame da tabela VI po
demos concluir que a acessibilidade dos grupos tiois das dife-
rentes hemoglobinas estudadas dentro de uma mesma especic e

maior guanto mais pronunciado for o efeito Bohr, o que pode ser

cevidenciado na hemoglobina de Pipa carvalhoi tratada ou nao com
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o ATP. Ja as proteinas que nao apresentavam efeito de ATP, como

o Bufo paracnemis, a constante de velocidade de reagao com 0

4-PDS nao se altera. Assim poderiamos assumir que as regioes da
hemoglobina de Pipa carvalhoi responsaveis pelo efeito Bohr pos
suem grupos SH titulaveis que se tornam mais acessiveis por tra
tamento com ATP que reconhecidamente induz alteragoes conforma-
cionais nas hemoglobinas. Contudo, tais grupos nao parecem es=—
tar obrigatoriamente envolvidos no efeito Bohr pois no caso da

hemoglobina de girino de Rana catesbeiana ha ausencia de tais

grupos e ha um aumento de efeito Bohr na presenga de ATP.Os gru

pos tiois da hemoglobina da Pipa carvalhoi estariam indicando

somente alteracoes em regioes responsaveis pelo efeito do ATP
que circunstancialmente estao localizados "proximo'" daquela re-
giao. Quanto as hemoglobinas de outros anfibios podemos supor
que os grupos tiois acessiveis ou estariam afastados dos sitios
comprometidos pelo efeito do ATP ou estariam proximos ¢ neste
caso a nao variacao da velocidade de reagao desses grupos com o
4-PDS seria um indice da ineficacia do nucleotideo como efetor
alosterico dessas proteinas. Como, com excessao de girino de

Rana catesbeiana, a variagao ou nao do efeito heterotropico do

ATP segue passo a passo a reatividadé de grupos tidois & possi-
vel sugerir certa semelhanga das regioes moleculares responsa-
vels por esse efeito nas hemoglobinas de animais adultos.

No caso de girino a auséncia de grupos tiois e a

presenga de efeito do ATP sugerem mudangas prolundas em estrutu



47

ra primaria das hemoglobinas mesmo em comparacao com a fasc adul

ta da mesma especie.

Qutros resultados desta tese em relagao a estabi

lidade das hemoglobinas podem tambem ser discutidos. Assim, um
exame da tabeia VI mostra que a constante de velocidade de desna
turacao das hemoglobinas de diferentes espeécies que foram trata-

das por benzoato de sodio guardam uma certa relagao com o efeito

Bohr, aproximadamente no mesmo sentido da acessibilidade de gru-

pos tiois, quando observada dentro da mesma especie. Aqul, tam-
bem, hemoglobinas de girino fazem excessao. Assim, hemoglobinas
de baixo efeito Bohr desnatura mais lentamente na prescnga de

benzoato.

Tanto os resultados da velocidade de acesso a gru
pos tidis como de desnaturagao das hemoglobinas parecem sugerir
fatos comuns, isto g, de acordo com nossos resultados, gquanto me
nor o valor do efeito Bohr de uma dada hemoglobinas, menor e a
acessibilidade dos grupos tiois e maior & a estabilidade da molg
cula frente a agentes desnaturantes. Partindo-se da premissa que
grupos SH nEo.devem participar dos sitios responsavelis pelo efel
to heterotropico de protons, como dissecmos, & possivel pressupor
que a sua maior acessibilidade seria circunstancial, coincidente
com o maior efeito Bohr das proteinas. As experiencias de desna-
turagéo por outro lado mostram uma certa. correlagéo entre esse

fenomeno e o efeito Bohr que pode ser também coincidente. Contu-

‘do, uma outra correlagao pode ser feita entrc grupos tiois e des
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naturagao. De longa data & conhecida tal correlacao ( TANFORD,1968)
isto e a maior exposicoes destes grupos em proteinas facllmente
desnaturaveis. Talvez isto seja © que realmente acontece com nos
sos resultados. Fica contudo a incognita porque proteinas com
baixo efeito Bohr sao mais resistentes a agéo.de agentes desnatu
rantes.

Nas condigoes descritas e possivel imaginar um
modelo que explicasse nossos achados: sendo os efeitos heterotro
picos de protons ou nucleotideos, efeitos que e¢nvolvem a estrutu

ra quaternaria da hemoglobina, as proteinas com efeito Bohr te-

1

riam estruturas mais "frouxas'" permitindo mudangas conformacio-

nais mais profundas. Ja aguelas que nao aprescntam tal cfeito te
riem estrutura quaternaria mais "rigida", dificilmente desnatura
veis ou sujeitas ao efeito dos protons ou mesmo de nucleotideos.
As constantes cineticas de acessibilidade aos grupos tiois por
4-PDS e aquelas de desnaturagao parecem Lndicar essa possUﬁJid&ku
Um outro peonto a ser analisado ¢ a reagav heme-
heme que e uma interacao heterotropica que pode ser avalliada pe-
lo coeficiente de Hill (n). Quando esse valor ¢ maior que | dize
mos que a molecula possuil cooperatividade positiva ¢ quando esse
coeficiente assume valores menores quc | dizemos que a vooperatl
vidade e negativa. A variacao no valor de n em fungao da wvaria-
cao do pH geralmente nac ocorre em mamifecros mas ja e observada

em Hb de peixes e anfibios. Essa alteragao do valor de n quando

varia o pH pode ser explicada como diferenga nas propriedades in
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trinsecas das duas diferentes cadeias que nao guardam uma rela-
cao lin;ar entre o numero de protons ligados ¢ a oxidagao fra-
cional (;) (BRUNOQRTI, 1965) ou a problemas de oxidagao - redugao
da hemoglobina. Em peixes a variacao de n com a variagac do pH
¢ grande, variando de 2,7 em pH 9 a 0,5 em pH 6,5 (ROSSI-FANELLIL,
1960). Em pH 6,5 o coeficiente de Hill e igual a 0,5 como se em
baixc pH somente metade das molé;ulas reaglssem com o ligante,
Esse efeito (ROOT,1931) mostra um caso extremo de heterogeneida
de intra molecular sob acao do pH éu uma cooperatividade negati

' de hemoglobina mostra que em pH 8 as

va. 0 equilibrio "redox'
cadeias o e B da hemoglobina humana tem o mesmo potencial de
oxi-redugao enquanto que em pH 6,0 a cadeia B tem esse potencial
6,0mV mais positivo que a o (BRUNORI, 1968}, o que provoca uma
variacao do valor de n nesses pi por causa da heterogeneidade
funcional e da interacao homotropica entre os 2 tipos de cadeia
(BRUNORI, 1965, 1968). Os valores de n na hemoglobina humana va-
riam de 2,5 em pH 9 a 1,2 em pH 6,0 (ANTONINI, 1964). A concen-—
tragao salina tambem pode alterar o valor de 1. Segundo Brunori
(1969) o valor de n na hemogldbina humana em pH 8 wvaria de 2,5
gquando em alta concentragEO de NaCl, para 2,0 quando em baixa
concentragao desse mesmo sal.

Os nossos resultados quanto as determinaggés do
coeficiente de Hill parecem interessantes. Assim a analise da
tabela V mostra que em todos os anfibios estudados ha cooperati

,vidade positiva, isto e, o valor de n ¢ maior que 1. Observamos
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também que o efeito do ATP no coeficiente de Hill e mais acen-
tuado em pH acido enquanto que em pH acima de 7 a variagﬁo de n
€ desprezivel. Isto se deve, talvez ao fato de o AT?P ser mais
atuante como eferuador de alteragoes heterotropicas em meio aci
dé, induzindo uma maior afinidade da molecula pelo oxigenio nos

pH onde o valor de P de Bufo paracnemis varia de 115 a 17,3 mm

50

de Hg e da Pipa carvalhoi varia de 9,7 a 21,3 mm de Hg gquando

isento de ions e quando tratados por ATP. Mas pelo exame desses
resultados, que estao expressos na tabela V, dois fatos nos cha
maram aten¢ac, aquele do aumento dos valores de n com o pH ser

evidente na hemoglobina de Bufo paracnemis tratadas ou nao com

ATP e a mudancga brusca nestes valores nas hemoglobinas de Pip

carvalhoi, isto &, na ausencia de ATP os valores de n acima de
pH 6,4 permanecem constantes com o pH na proteina "stripped" en
quanto que gquandoe a proteina e tratada pelo ATP estes valores
(n) aumentam claramente com o pH. A titulo de simplificagao po-
deriamos dizer que hemoglobinas em que o ATP nao tem efeito, as
interagoes heme-heme em diferentes pH sao aproximadamente cons-
tantes, isto e, nenhuma variacao do comportamento na curva € no
tado (figura VI) enquanto que as proteinas nas quais o ATP tem
efeito este comportamento se modifica como se nota na curva (fi
guraVI). Desta observagao poderia-se inferir que proteina com

baixo efeito Bohr (Pipa carvalhoi sem ATP) e que nao apresentam

grande variacao de cooperatividade com o pH passam a apresenta-

"la quando um efetor alosterico, ATP, atua sobre elas.

@ELC AMP
PYBLIOTEC JEETDA
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n
25F
1,50
0.5 bt N ——
, 6 7 B

FICURA VI - Valor de n (plot. de Hill) das hemoglobinas'stripped"

(—=— ) e com ATP 10_3

M (——=-—- } de Bufo paracnemis (@) e Pipa
carvalhoi ( © ) emn tampao Bis-Tris 0,05M em pH 6,0; 6,5; 7,0;7,5

e 8,0.
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De nossos resultados tiramos algumas sugestoes:
1) hemoglobinas de baixo efeito Bohr acentuado por ATP ( Pipa
carvalhoi) épresentam estrutura com grupamentos de amino acidos
que interagem na molecula por ligagoes mais estaveils nao permi-
tindo facil acesso a tais grupos, como pode ser verificado com
4-PDS em relacao a grupos tiois e mesmo pelo ion H+&ﬁeito Bohr)
tais moleculas sao menos sujeitas a agao de desnaturantes. Na
presencga de polifosfatos {ATP) ou efetores heterotropicos como
o hidrogénio, mudancas conformacionais ocorrem provavelmente
porque os sitios para polifosfatos sao independentes e suficien
temente afasta@os daqueles para protons. A variagao de coopera-
tividade (n) em relagao ao pH sofre mudancgas significativas.il)

hemoglobinas com efeito Bohr comnsiderados normais {( Rana cates-

beiana e Bufo paracnemis, por exemplo) apresentam estruturas

cujos grupamentos de amino Zcidos interagem por ligagoes menos
estaveis, atestado pela maior acessibilidade de grupos tiois alem
das constantes cineticas de desnaturacao frente a agentes COMNO
benzoato de sddio. Ja os polifosfatos nao tem agao evidente na
cooperatividade ou melhor sua variagao com o pH & tambem inde-
pendente de polifosfatos o que € de se esperar ja que estes nao
sao efetores alostericos das proteinas.

Evidentemente estes resultados sao preliminares
e outras hemoglobinas deverao ser estudadas para confirmar ou
nao os achados. Contudo, acreditamos que elas oferecem os pri-

"meiros passos nos estudos do intricado problema do mecanismo do

efeito Bohr
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RESUMO

A caracterizacao das hemoglobinas do anuro Bufo

paracnemis mostrou a existencia de dois componentes que poOr cro

matografia em CM-celulose sao eluidos em pH 6,8 e 7,7 usando-se,
para a eluigao, tampao fosfato 0,0lM. Esses componentes, Corres
pondem a 30 e 707 do hemolisado total, respectivamente.

0 efeito Bohr encontrado para o hemolisado total
dessas hemoglobinas foi de -0,08 para a isenta de Jons e ~0,07
quando na presenga de ATP 10-3M.

0 estudo da cinatica de reagao de hemoglobinas

de Pipa carvalhoi, Rana catesbeiana e¢ Bufo paracnemis com 4-PDS

(reagente especifico para grupos SH) mostrou maior reatividade
aos grupos tiois nas moléculas que apresentam maior efeito Bohr.
A constante cinética dessa reacao tambem e malior na presenga de
ATP nas hemoglobinas que tem o efeito Bohr aumentado na presen-

ca desse efetor. Hemoglobinas de Pipa carvalhoi apresentam

+ ' . —1 + . .1
H=-0,06 e k'=0,0028 mim e H = -0,46 e k'= 0,014 mim quan

+
do na presencga de ATP; de Bufo paracnemis apresenta H =-0,08 e

k'= 0,46 mim_1 e H+= -0,07 e k'= 0,38 mim_1 com ATP e de Rana

catesbeiana H+x -0,2% e k'= 0,084 mim—1 e H+=*0,29 e k'= 0,096

. =1
mim com ATP.
A cinética da reagao de desnaturagao dessas hemo
globinas por benzoato de sodio 1M mostrou correlagoes semelhan-

tes pois a constante de desnaturagao das hemoglobinas de Rana



catesbeiana varia de 0,179 a 0,196 min_l quando na presenga de

ATP, de Bufo paracnemis varia de 0,033 a 0,029 min_l e de Pipa

. .1
carvalhoi de 0,03 a 0,046 min -,
Esses resultados indicam que as moleculas mais
- . -~ - O o . - .
acessivels ao 4-PDS sao tambem mals acesslvels a protons e mals
resistentes a desnaturagao.

Trabalhando com girino de Rana catesbeiliana obser

vou-se que os resultados foram discordantes com os resultados
do animal adulto uma vez que esses animais possuem hemoglobinas
sem efeito Bonr e com efeito de ATP e ainda nao possuem grupos

SH titulaveis pelo 4-PDS.
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SUMMARY

Bufo paracnemis haemoglobins analysed by

CM-cellulose chromatography presented two components which were
eluted in pH 6.0 and 7.7 in the proportion of 307Z and 70% of
the total haemolisate respectively.

The Bohr effect expressed as Alog PBO/ApH of
the unfractionated stripped haemoglobins was —0.08 and in the
presence of ATP -0.07.

Kinetic studies for determination of sulfydril

groups reactivity in Bufo paracnemis, Pipa carvalhoi and Rana

catesbeiana performed with 4-4 dipyridine disulfite showed

higher pseudo~-first order velocity constants to the both
haemoglobins with present Bohr effect and for those with the
ATP have heterotropic effect.

The haemoglobin denaturation kinetics studies
of differents amphibia are consistent with higher velocity
constants for those with more reactive SH groups.

The results suggested that the haemoglobins
with groups more reactive to 4-PDS are also more subjeted to

proton action and more registent to the denaturing aggents.
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APENDICE

Calculo de log K, n (coeficiente de Hill) e log PSO

Programa utilizado para calcular log K, log PSO

e n(coeficiente de Hill) de um experimento que tenha as absor-—
bancias das formas oxigenadas, deoxigenadas e de quatro diferen
tes adigoes de ar,na calculadora Sharp modelo Compet 364 P 1il.
Para isso fornece-se a calculadora a absorbancia (A577) de for-
ma deoxigenada e no visor aparecera Il

Entao, absorbancia oxi
absorbancia la adigao
absorbancia 2a adigao

absorbancia 3a adigao

absorbancia 4a adigao

T m - = = =

0
que recomega os mesmos calculos com as absorbancias dos outros
comprlmenFos de onda (A560 e ASAO)'

H ——m— 1

que calcula log K de cada adigao e os imprime

i ———— log PO, da la adigao
H ———— log P02 da 2a adigao
H —— log PO, da 3a adicgao
H —— log PO2 da 4a adigao
e os caculos de n(coef.de Hili) e do log Peg sao executados, im

primindo os resultados..
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PASSOS PROGRAMA OQPERACAQ PASS0S PROGRAMA OPERACAQ

1 X =M deoxi 33 sub

2 1 34 i

3 C 35 X - M fog ¥
4 sub 16 4

5 1 37 MR

6 M+ deoxi-oxi 38 5

7 3 39 sub

8 sub 40 2

9 1 41 X -» M log Yo
10 M+ deoxi-la adigao 42 5

11 4 43 MR

12 sub 44 6

13 1 45 sub

14 M+ deoxi=-2a adigao 46 )

15 5 47 x =M Loy Y4
16 sub ' 48 6

17 1 49 MR

18 M+ deoxi~ 3a adigao 50 7
19 ) 51 sub

.20 sub 52 2

21 1 53 XM tog Yy
22 M+ deoxi-4g adigao 54 7
23 7 55 CM
24 H | 2 tontinua 6 1
25 x # 0 57 CM
26 5 58 2
27 E 59 CM
28 E 60 3
29 “+JR 61 CM
30 5 62 9
31 MR 63 CM

32 4 64 0



ITT

PASSOS PROGRAMA OPERAGAO PASSOS  PROGRAMA OPERAGAO
65 MR 97 *
66 4 98 X = M numerador
67 sub 99 8
68 3 100 4
69 MR 101 X
70 5 102 MR
71 sub 103 0
72 3 104 =
73 MR 105 x > M n S x?
74 6 106 0
75 sub 107 MR
76 3 108 2
77 MR 109 X
78 7 110 = (5 x )2
79 sub 111 MR
80 3 112 0
81 4 113 -
82 X 114 i
813 MR 115 = denominador
84 9 116 g
85 = 117 MR
86 Xx=>M nx & xy 118 8
87 8 119 RC
88 MR 120 =
89 2 121 ¥
90 X 122 P n{coef .Hill)
91 MR 123 x &> M
92 1 124 0
93 = Lx x&vy 125 X
94 MR 126 MR
95 8 127 2

96 - ' 128 = hX 5 x
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PASSOS =~ PROGRAMA OPERAGAO PASSOS PROGRAMA  OPERACAD
129 MR 16 0
130 1 17 +JR
131 - 18 3
132 RC 19 +
133 = 20 J+
134 g 21 0
135 4 ~-a 22 -»JR A
136 = 23 0
137 * 24 E
138 MR b 25 F
139 0 SUB-2
140 = | v « £ 0
141 sub .

142 4 28 I
143 29 g
144 30 »JR

SUB*ll 31

1 C 32 *

2 MR 33 MR
3 1 34 3
4 = 35 =

5 H oxi + adigoes 36 x -+ M Y

6 x # 0 37 8
7 2 38 c

8 J- 39 MR
9 0 40 8
10 +JR 41 =
11 2 42 1
12 - 43 -
13 x <0 4t +
14 3 45 g

15 J= 46 MR



PASSOS PROGRAMA OPERAGAO PASSOS  PROGRAMA OPERACKO
47 8 79

48 RC 80 8
49 - K 81 y
50 CM 82 7
51 . ’ 83 M+
52 M 84

53 + 85 RC
54 cM 86 X
55 0 87 MR
56 = 88 £
57 ~ 89 X
58 : 90 4
59 = 91

60 + 92 6
61 = 93 3
62 + 94 2
63 M+ 95 M+
64 0 96

65 1 97 RC
66 M+ 98 X
67 0 99 MR
68 - 100 t
69 + 101 X
70 MR - 102 2
71 0 103

72 X ' 104 7
73 M+ . 105 9
74 + 106

75 RC 107 M+
76 X 108

77 1 | 109 MR

78 3 110



VI

PASS0S PROGRAMA OPERAGAO PASSOS PROGRAMA  OPERAGAO
111 P log K 128 =
112 +JR 129 M+ Txy
113 8. 130 9
114 E 131 MR
115 E 132
SUB- 3 133 X
116 M+ L34 B
117 L 135 M+ s 2
118 x &M Y L36 0
119 . 137 E
126G H log PO2 138 E
121 x > M SUB-4
122 8 139 P logP .,
123 M+ x 140 F
124 2 141 CM
125 X 142 C
126 MR 143 E

144 E

+

127



VII

Calculo da constante cinéetica (k') de primeira ordem

Programa utilizado para o calculo da constante
cinetica de primeira ordem na calculadora Sharp modelo Compet
364 P III. Para isso formeceu-se o valor da absorbancia do fi-

nal da reacao (Aw) e,

H intervalo de tempo utilizado
H absorbancia no tempo t)
H ——— absorbancia no tempo to

depois de ‘ter sido fornecido todos os dados,

H 0
ACX)
que calcula e imprime Ln ——— de cada intervalo de tem
Aw — A
po, log k' e Ln k'
PASSOS PROGRAMA OPERAGAO PASSOS PROGRAMA OPERAGAQ
1 M+ Ag 15 2
2 1 16 -
3 H A, 17 MR
A M+ 18 1
. . Ao
5 2 19 RC ———
Au)" At
6 C 20 =
7 +JR ' 21 sub
Aoo
9 H Ag 23 M+
10 Jx #0 24 4 Ly
11 2 25 x = M
12 J-» 26 - 3 y
13 3 27 C

14 *JR 28 MR



PASSOS
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

. PROGRAMA
5

MR
2

»JR

MR

OPERAGAO

Lx

¥ x?

PASSOS
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92

PROGRAMA
MR
6

X =M

VIII

OPERAGAOQ

(%’



PASSOS
93
94
95
96
97
98
99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

= TR T R = T U B o VE R o~

s

PROGRAMA

MR

RC

oo

®

w o W

i

QPERAGAO

log

PASSOS
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27.
28
29
30
31
12
33
34
35
36
37
18
39
40
41
42

PROGRAMA

IX

OPERAGAO

C1W



PASS0S

43
L
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

PROGRAMA OPERACAC

6
3
2
M+ CW o+ Cqul

RC

MR

I+

PASS0S

56
57
58
59
60
61
62
.63
64
65
66
67

PROGRAMA

OPLERAGCAO
9

7

M+

3

CLW+CaW I+ C oW

MR

P ~ logx



