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RESUMO

O hemolisado de Geochelone carbonaria apresentou heterogeneidade
eletroforética. No hemolisado foram observados 8 componentes € o oitavo
componente foi completamente reduzido quando a amostra foi tratada com
agente redutor, indicando que tenha sido originado pela polimerizagdo
através da formacdo de pontes de dissulfeto entre as hemoglobinas. O
hemolisado tratado com agente alquilante (iodoacetamida), apresentou apenas
3 fra¢des em cromatografia de troca i6nica. A determinagfio das cadeias que
constituem estes componentes demonstrou que apenas dois componentes sdo
estruturalmente diferentes e constituidos pelas cadeias de globina (G,Gy), €
(G1G3)2.

Baixa afinidade da hemoglobina pelo oxigénio foi observada tanto
para o hemolisado total como para o hemolisado "stripped". O hemolisado
"stripped" na presenca de ATP ou [HP, mostrou ligeira alteragdo com relagcdo
ao valor de P5y. Em concentragdes fisiologicas o efeito destes polifosfatos foi
ainda menor. No entanto, o sitio para liga¢do de polifosfatos mostrou maior
afinidade pelo IHP. Todas as formas do hemolisado apresentaram efeito Bohr
e os valores de nH foram sensivelmente maiores em pH proximos de 7.5 ¢
em presenca de ATP.

A polimerizagao iniciou-se logo ap6s a hemolise e apés 210 dias de
estoque do hemolisado "stripped”, 73% do hemolisado era constituido pelo
polimero maior (256.000 Da) e 27% por hemoglobina tetramérica. O niimero
de grupos -SH reativos encontrados para o hemolisado "stripped" logo apos a
hemolise (5,3 SH/mol de Hb), corrobora os dados eletroforéticos e de peso
molecular. O hemolisado total apresentou 7,3 SH/mol de Hb, logo apos a
hemolise. A diferenga observada entre o hemolisado "stripped" e total, pode
ser devido a presenca de tidis ndo protéicos no hemolisado total,
possivelmente glutationa. A ligagdo de glutationa a hemoglobina pode
aumentar a hetrogeneidade cletroforética, originando componentes GS-SHb.
As pontes de dissulfeto mistas foram menos acessiveis ao agente redutor.
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SUMMARY

G. carbonaria hemolysate shows electrophoretic heterogeneity. In
hemolysate 8 components were observed. The eighth component was
completely reduced when the sample was treated with a reducing agent,
indicating that it originated through polymeryzation induced by dissulphide
bridge formation between hemoglobins. Hemolysate treated with an
alkylating agent (iodoacetamide) presented only 3 fraction in ion exchange
chromatography. The determination of constituent globin chains
demonstrated that only two types of structurally distinct components exist,
constituted by globin chains (G;G;), and (G;Gj;),.

Low hemoglobin oxygen affinity was observed for total and stripped
hemolysate and both were dependent of pH. Stripped hemolysate showed a
slight alteration in P5g values in the presence of ATP or [HP. In physiological
concentration, the effect of these polyphosphate was even smaller. The
polyphosphate binding site demonstrated higher affinity for IHP. The nH
values were considerably higher in pH close to 7,5 and in the presence of
ATP.

Polymeryzation initiated soon after hemolysis, and after 210 days of
stocking the stripped hemolysate showed 73% the larger polymer (256.000
Da) and 27% of tetrameric hemoglobin. The number of reactive -SH groups
found for the stripped hemolysate following hemolysis (5,3 SH/moles of Hb)
corroborates the electrophoretic and molecular mass data. Total hemolysate
presented 7,3 SH/moles of Hb following hemolysis. The observed difference
between total and stripped hemolysate may be due to non-proteic thiol,
present in total hemolysate, possibly glutathione. The binding of glutathione
to hemoglobin can raise electrophoretic heterogeneity, originating GS-SHb
components. The mixed dissulphide bridges were less acessible to the
reducing agent.
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1- INTRODUCAO

Hemoglobina ¢ uma hemeproteina essencial para a vida de todos os
vertebrados, ocorrendo também em alguns invertebrados, nédulos de algumas
plantas leguminosas, assim como, em algumas bactérias e etc. Sua ampla
distribuicdo € o resultado de inimeras mudangas ambientais e fisiologicas
pelas quais passaram os organismos ancestrais, resultando em adaptagdes
seletivas da molécula para encontrar diferentes caminhos e satisfazer as
necessidades metabdlicas dos organismos (FUTUYMA, 1992). As
caracteristicas morfolégicas e fisiologicas presentes nos organismos viventes
na atualidade, sdo o resultado cumulativo das caracteristicas selecionadas que
tornaram estes individuos melhor adaptados ao ambiente que habitam no
momento. Determinada caracteristica estrutural e funcional da hemoglobina,
assim como as caracteristicas fisiolégicas de uma espécie, podem ndo atender
os processos adaptativos aos quais esta sujeita uma outra espécie que habita
um outro ambiente (DOBZHANSKYY, 1937). Analisando por este ponto de
vista, a hemadcia, ou, mais precisamente a molécula de hemoglobina torna-se
uma estrutura muito importante cientificamente, por estar exatamente na
interface entre as necessidades metabélicas do organismo € o ambiente que
seleciona as caracteristicas moleculares indispensaveis a vida (PRISCO et
alii, 1991).

Para que o oxigénio atmosférico, em um determinado organismo,
pudesse ser eficientemente transportado dos pulmdes para os tecidos, uma
sériec de mudangas na estrutura da hemoglobina foram necessarias, para

satisfazer os diversificados organismos existentes.
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No curso da evolugdo, as hemoglobinas tém desenvolvido um
mecanismo molecular comum, baseado no principio de mudanga
conformacional com a ligacdo de ligantes. Contudo, muitos organismos tém
adquirido caracteristicas particulares com relagdo a esta proteina. Isto fica
bem claro quando analisamos alguns animais que vivem em condi¢bes
ambientais extremas, como os animais de regides muito frias (PRISCO et al.,
1991).

A hemoglobina humana € constituida por 4 cadeias polipeptidicas, 2
cadeias o com 141 aminoacidos € 2 cadeias 3 com 146 aminoacidos. Estas
cadeias apresentam estrutura tridimensional similar ¢ um grupo heme
inserido em uma fenda hidrofébica de cada cadeia. O heme é formado por
um atomo de ferro I, ligado ao nitrogénio de 4 anéis pirrdlicos; o conjunto
das 4 subunidades tem massa molecular de 64.000 Da. Acredita-se que as
cadeias o € 3 tenham se originado por uma duplicagdo génica ocorrida ha
pelo menos 400 milhdes de anos, € os processos evolutivos que levaram as
propriedades respiratdrias eficientes encontradas hoje, tenham se iniciado de
moléculas de hemoglobina monoméricas que ndo satisfazem as necessidades
fisiologicas de espécies superiores atuais (RIGGS, 1976; POYART et al,,
1992). A duplicagdo génica ocorrida foi um processo importante na evolugio
da hemoglobina que, com o surgimento de um segundo tipo de cadeia ( tipo
o) com alta afinidade pela subunidade primaria original (tipo B), conduziu a
uma hemoglobina oligomérica com propriedades distintas daquelas

encontradas nas cadeias isoladas.

O aparecimento da estrutura quaternaria em hemoglobinas trouxe 3
consequéncias importantes no processo evolutivo das mesmas (POYART et
al., 1992):
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1- Menor afinidade pelo oxigénio;

2- Surgimento da cooperatividade na ligagcdo com oxigénio e a origem

do comportamento alostérico,

3- Possibilidade de ligacdo preferencial de ligantes citossolicos a

deoxihemog]lobina, diminuindo a afinidade pelo oxigénio.

1.1- LIGACAO REVERSIVEL DA HEMOGLOBINA COM O OXIGENIO

Em todos os casos, o processo bdasico comum para proteinas
respiratérias € sua capacidade de formar complexos reversiveis com ©
oxigénio molecular. Esta propriedade, que é um pré-requisito para a sua
fungdo, depende de interagdes especificas entre o grupo prostético e os
aminoacidos que constituem a proteina, mais precisamente os aminoacidos
que se localizam proximos ao grupamento heme. O ambiente hidrofébico no
qual o grupamento heme est4 inserido e as histidinas proximal e distal,
estabilizam o complexo hemoglobina-oxigénio. CAUGHEY (1967),
demonstrou que em hemoglobinas anormais, onde a histidina distal esta
substituida por um outro residuo, a velocidade de autoxidagdo é maior,
caracterizando assim, a importdncia do papel de alguns aminoacidos na

ligagdo do oxigénio.
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1.2- INTERACAO HEME-HEME (COOPERATIVIDADE)

A hemoglobina humana combina-se com o oxigénio € 0 mondxido de
carbono cooperativamente. Esta cooperatividade ndo se da por qualquer
intera¢do direta entre os sitios e o ligante, e sim, por um deslocamento do
equilibrio entre duas estruturas com diferentes afinidades pelo oxigénio, T
(tensa) e R (relaxada), com seus sucessivos graus de oxigenagdo ( PERUTZ
et alii, 1976; PERUTZ et alii, 1978;. PERUTZ, 1979; BALDWIN, 1975).
Estas estruturas sdo distinguidas pelo arranjo interno das 4 subunidades, pelo
arranjo de cada subunidade e pelo numero de ligagdes entre elas. Outra
caracteristica importante da transicdo T e R ¢é a diferencga de afinidade pelo
oxigénio e por efetores alostéricos que cada estado da molécula apresenta. A
forma T (tensa) da molécula de hemoglobina apresenta menor afinidade pelo
oxigénio, mas liga-se facilmente com polifosfatos, estabilizando sua
estrutura; a forma R (relaxada) € caracterizada pela maior afinidade pelo
oxigénio e baixa afinidade por fosfato. Os dois estados também apresentam
diferengas na afinidade por outros ligantes heterotropicos, como H', Cl e
CO,, que diminuem a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio por
deslocarem o equilibrio em dire¢cdo ao estado de menor afinidade e

estabilizarem a estrutura T (PERUTZ, 1990).

PERUTZ (1970), demonstrou que a combina¢do do oxigénio com o
atomo de ferro muda a estrutura terciaria da subunidade, conduzindo a um
rearranjo da estrutura quaternaria da subunidade, de T (tensa) de baixa
afinidade pelo oxigénio, para a estrutura R (relaxada) de alta afinidade pelo
oxigénio. A baixa afinidade da estrutura T ¢ devido a existéncia de iniumeras

ligacdes fracas entre as 4 subunidades, as quais dificultam o movimento do



Introdugdo-5

ferro, necessdrio para que ocorra a ligacdo com oxigénio. Na oxigenag¢do
estas ligagdes sdo quebradas com a liberagcdo de ions hidrogénio que estdo
ligados ao efeito Bohr. (MONOD et alii, 1965; PERUTZ, 1970)

1.3- EFEITO BOHR

O controle da ligagdo do oxigénio com a hemoglobina pelo pH ¢ de
muita importancia por facilitar a troca de gases no sangue. Esta modulagdo
conhecida como efeito Bohr, se da devido a liberagdo de H* quando ocorre a
ligagdo do oxigénio a hemoglobina e a captagdo de H™ quando ocorre a
liberagdo do oxigénio. Este efeito foi descrito por BOHR (1904), que
acreditava que o efeito ocorria por a¢do do dioxido de carbono sobre a
afinidade da hemoglobina pelo oxigénio. Entretanto, HENDERSON (1920),
descobriu que este efeito era devido principalmente ao acido carbdnico, que
estava presente no sangue ¢ nos tecidos, doando prétons que se ligavam a
sitios especificos da hemoglobina. Os prétons ligam-se a hemoglobina em
aminoacidos especificos que sdo chamados de grupos Bohr; os principais sdo
a valina la, lisina 823 e a histidina 1463, na auséncia de fosfato, ¢
adicionalmente, as histidinas 203 e 143f, na presen¢a de fosfato (WEBER &
JENSEN, 1988). O modelo estereoquimico proposto por PERUTZ (1970),
sugere que a histidina 146  é o aminoacido que tem o papel mais importante
no efeito Bohr alcalino. Dados de raios X mostraram que o grupo imidazol
deste aminoacido forma uma ponte salina com a Asp 94 da mesma cadeia
na forma desoxihemoglobina, que esta ausente na forma oxihemoglobina ou
na metahemoglobina. Em hemoglobinas que apresentam substituicdo da

histidina 1463, como na hemoglobina Hiroshima (His 1463=>Asp) e
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hemoglobina Conchin- Royal (His 146p=>Arg), o efeito Bohr ¢

sensivelmente menor.

1.4- EFEITO DE POLIFOSFATOS ORGANICOS

Estudos recentes demonstraram o papel importante da resposta celular
que modula a fungdo da hemoglobina via alteragdo no microambiente
eritrocitario. Um tipo de intera¢do heterotropica de especial importincia € a
modulacdo da afinidade da hemoglobina através de polifosfatos orgénicos.
Sabe-se que um grande numero de espécies de vertebrados apresentam
hemoglobinas com uma maior afinidade pelo oxigénio, quando na auséncia
dos polifosfatos ligados (BARTLETT, 1980).

Em um estudo classico RAPOPORT & GUEST (1941), descreveram a
natureza ¢ a quantidade de polifosfatos organicos presentes nos eritrocitos de
um grande numero de animais. Seus resultados indicaram alta concentragdo
de DPG em eritrocitos de mamiferos, com excessdo de gatos € ruminantes.
Em células vermelhas de aves ndo foi encontrado DPG, mas sim, uma grande
quantidade de THP. Em contraste, os vertebrados ectotérmicos apresentaram
o ATP como principal modulador alostérico, sendo que alguns, entretanto,
apresentaram GTP e outros NTP (BARTLETT, 1978; HAZARD et alii,
1982).

Em geral, a modulagdo alostérica exercida por polifosfatos organicos
ocorre com maior efeito em organismos que apresentam hemoglobinas com
alta afinidade intrinsica pelo oxigé€nio, necessitando, assim, de um fator

citoplasmatico, como polifosfatos organicos, para modular esta afinidade. A
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evolugdo destes organismos pode ter levado a fixagdo de caracteristicas
moleculares especificas da hemoglobina de uma determinada espécie, para
satisfazer as necessidades metabolicas do organismo, dependendo das
caracteristicas morfologicas e do habitat em que vive esta espécie. O
processo de selegdo de caracteristicas moleculares da hemoglobina, pode ser
particularmente observado quando analisamos os peixes, anfibios, aves,
mamiferos e répteis em separado. Nestes grupos temos variagdes a nivel de

morfologia do sistema respiratorio € do ambiente que habitam.

1.5- VARIACOES FUNCIONAIS E ESTRUTURAIS EM
HEMOGLOBINAS

Entre os peixes encontramos o mais primitivo grupo de vertebrados
viventes, os Ciclostomados (Classe: Agnatha), sendo a lampréia um de seus
representantes (BRITTAIN, 1991). Nesta espécie a molécula de hemoglobina
¢ um homopolimero, diferentemente da de vertebrados superiores que sdo
heteropolimeros (BAUER et alii, 1975). Embora muitos trabalhos anteriores
tivessem estabelecido a necessidade de heteropolimeros para que a molécula
pudesse ser cooperativa (PELLER, 1982; WEBER, 1982), observou-se em
lampréias um exemplo de cooperatividade onde encontramos uma forma de
alta afinidade pelo oxigénio, 0 mondémero, € uma forma de baixa afinidade, a
forma agregada. BRIEHL (1963), observou nesta dltima, que a afinidade
diminui significativamente com a diminui¢do do pH ¢ com o aumento da
concentragdo protéica. Um aumento da cooperatividade foi observado com a

agregacdo dos mondmeros idénticos.
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Em hemoglobinas de elasmobranquios podemos encontrar uma grande
variedade de propriedades. Pode ser observado em Squalus acanthias, o
equilibrio entre as formas oxigenadas-diméricas ¢ desoxigenadas-
tetraméricas (FYHNN & SULLIVAN, 1975). Em outras espécies, tanto a
forma oxigenada como a desoxigenada, apresentam-se tetraméricas;, por
outro lado, algumas espécies apresentam a capacidade de formar in vitro
moléculas maiores que octdmeros (128.000 d) (FYHNN & SULLIVAN,
1975). Com relagdio ao comportamento funcional das hemoglobinas de
elasmobranquios, estas sdo caracterizadas por um marcado polimorﬁsmo
associado a uma fraca cooperatividade e modesto efeito Bohr dos
componentes (DICKINSON & GIBSON, 1981; BRITTAIN et alii, 1982,
WELLS & DAVIE, 1985). Outra caracteristica notavel em elasmobranquios
¢ a presenca de altos niveis de uréia no sangue (BROWNING, 1978). Sua
concentragdo esta em torno de 0,45 M e a hemoglobina, mesmo nestas
concentragdes de uréia, apresenta-se estavel e sem alteragiio da sua fungdo.
Algumas espécies apresentam hemoglobinas altamente resistentes a elevadas
concentragdes de uréia (5 M), ao passo que, a hemoglobina humana ¢
sensivelmente afetada nesta concentragio de (BONAVENTURA et alii,
1974).

Nos teledsteos as células vermelhas do sangue apresentam um marcado
grau de polimorfismo molecular da hemoglobina (FYHNN et alii, 1979) e, na
maioria destes peixes, 0 ATP e o GTP sdo os principais efetores alostéricos.
Em hemoglobinas de trutas encontramos um exemplo classico de
polimorfismo molecular, onde podemos visualisar diferenga na fun¢do dos
componentes. Nesta espécie encontramos 2 componentes principais; o

componente [ apresenta cooperatividade, € insensivel ao ATP e apresenta
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efeito de ion cloreto; o componente I'V ¢ sensivel ao pH e fosfatos orgénicos
e apresenta um efeito Bohr acentuado, comumente chamado de efeito Root
(BRUNORI et alii, 1975; BOSSA et alii, 1976; PERUTZ, 1983).

Todos os vertebrados apresentam uma transi¢do de hemoglobinas
durante as fases de sua ontogenia. Em anfibios, este processo torna-se
interessante pelo fato de ocorrer uma transi¢@o de habitat em que vivem, da
4gua na fase larval para a terra na fase adulta, e esta, estar associada a uma
mudan¢a na fun¢do da hemoglobina. Os anfibios anuros apresentam uma
grande variagdo de valores de Psg com o pH, mas o efeito Bohr € constante
tanto para a hemoglobina purificada, quanto para o sangue total (BRITAINN,
1991). Em contraste, os urodelos apresentam independéncia de pH, fraco
efeito Bohr reverso e uma pequena variagdo de valores de Pso (BRITAINN,
1991), mas na presenga de fosfatos orgénicos, a hemoglobina destes anfibios

apresenta efeito Bohr normal.

Muitas espécies de aves tém 2 formas de hemoglobinas, sendo
normalmente chamadas de componente I ou D, e componente II ou A, que
possuem propriedades diferentes. (TAKEI et alii, 1975; BRAUNITZER &
GODOVAC, 1982; OBERTHUR & BRAUNITZER, 1984; OBERTHUR et
alii, 1981). A afinidade da hemoglobina pelo oxigénio do componente D €
aproximadamente igual & da hemoglobina humana, enquanto que do
componente A é muito maior, mas, ambos os componentes, apresentam alto
grau de cooperatividade na ligagdo do oxigénio (VANDECASSERIE et alii,
1973). O ATP ¢ o [HP sdo encontrados em altas concentragdes nas células
vermelhas de aves e o [HP tem efeito sobre a fungdo da hemoglobina, sendo
este mais acentuado no componente A. Além disso, o [HP possui um

importante papel na prevengdo da cristalizagdo do componente D, que
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também ¢ evitada pela presenca do componente A, indicando uma interagdo

molecular 1ntraentrocitaria (BAUMANN et alii, 1986).

Os mamiferos formam um grupo de animais que estfo sujeitos a uma
menor variabilidade nas condi¢gdes ambientais. Diferentemente de outros
vertebrados, as células vermelhas dos mamiferos sdo anucleadas e
apresentam  metabolismo mais simples que as células nucleadas.
Virtualmente, todos os mamiferos apresentam hemoglobinas com substancial
efeito Bohr, com pequenas variacSes entre as espécies, € isto se deve,
provavelmente, em parte, a uma ligacdo diferencial de protons que
acompanham a interagdo com fosfatos orgénicos e, em parte, por diferencas
intrinsicas da molécula de hemoglobina de diferentes espécies (TOMITA &
RIGGS., 1971). O 2,3-DPG ¢ o fosfato organico mais abundante nas células
vermelhas dos mamiferos exercendo, em grande numero de espécies, efeito
sensivel sobre a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio. Ja4 em espécies de
ndo mamiferos, o 2,3-DPG ndo exerce grande efeito, ou entdo, estd ausente

em suas células vermelhas (Bunn, 1971).

Os répteis estdo divididos em 3 ordens, a saber, Squamata (lagartos e
cobras), Chelonios (tartarugas) e Crocodilia. Entre os répteis encontramos
representantes que vivem na terra, ou na agua e representantes que vivem na
agua e na terra. As hemoglobinas dos répteis diferem das de outros
vertebrados em 2 aspectos interessantes: a) em varias espécies de tartarugas,
ofidios, lagartos e crocodilos, elas podem polimerizar-se pela formagio de
pontes de dissulfeto (SULLIVAN & RIGGS, 1967¢; REISCHL et alii, 1976);
b) ha presenga de altos niveis de metahemoglobina no sangue de muitas

espécies, incluindo serpentes e tartarugas (POUGH, 1980).
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Um aspecto relevante que merece destaque é a ocorréncia da transi¢do
entre as formas diméricas-oxigenadas e tetraméricas-desoxigenadas,
observadas em Liophis miliaris  MATSUURA, et alii, 1987, MATSUURA,
et alii, 1989; FOCESI et alii, 1990), mecanismo este, atribuido a algumas
substitui¢des de aminodacidos que se encontram na interface de contato das
subunidades 1B, € aP31. Este ofidio de habito aquatico apresenta auséncia
de cooperatividade quando na forma "stripped" e valor de Pso bastante baixo.
Na presen¢a de ATP, o equilibrio entre as formas T e R esta deslocado para o
estado T (forma tetramérica), a afinidade diminui significativamente e a

molécula mostra-se cooperativa.

Em Crocodilia, Crocodylus porosus, a modula¢do alostérica ndo €
exercida por fosfatos orginicos como na maioria dos vertebrados superiores.
O eritrocito deste réptil contém baixos niveis de fosfatos organicos ¢ a
modulag¢do da afinidade da hemoglobina pelo oxigénio ¢ exercida pelo ion
bicarbonato, que pode se ligar a dois sitios existentes na hemoglobina
tetramérica (BRITTAIN & WELLS, 1991).

A heterogeneidade funcional e estrutural da hemoglobina de répteis,
aliada a grande diversidade de habitat aos quais estes animais estdo
adaptados, torna este grupo particularmente interessante no estudo da fungdo

e estrutura da hemoglobina.

Os queldnios constituem dentro da classe dos répteis, um compacto e
distinto grupo taxnémico. A maioria das familias evoluiram a partir do
Cretaceo, ha mais ou menos 135 milhdes de anos. E sabido que muitas
espécies de répteis apresentam hemoglobinas com a capacidade de
polimerizar-se in vitro, particularmente observado em algumas espécies de
queldnios ( SULLIVAN et alii, 1967a, c).
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RIGGS et alii (1964), demonstraram que a hemoglobina da tartaruga
Chelidra serpentina, do anfibio Rana catesbiana e algumas linhagens de
camundongo, polimerizavam in vitro. SULLIVAN et alii (1964), também
observaram a polimerizacdo da hemoglobina de tartaruga de agua doce,
Pseudemis scripta elegans. A polimerizagdo nesta espécie de tartaruga €
acompanhada por altos niveis de metahemoglobina. Contudo, a
metahemoglobina estava também presente na fracdo ndo polimerizada do

hemolisado.

A presenga de hemoglobinas com capacidade de polimerizar-se esta
associada a presenga de grupos SH reativos. O hemolisado de Phrynops
hilarii apresenta dois componentes de hemoglobina com mobilidades
eletroforéticas diferentes (REISCHL et alii, 1979). Nesta espécie de tartaruga
foram encontrados de 8 a 10 SH reativos por tetrdmero de hemoglobina,
sendo que 40% destes grupos sulfidrilicos desapareceram nas primeiras horas
ap6s a hemolise (REISCHL et alii, 1984). O desaparecimento dos grupos SH
reativos foi acompanhado pela polimerizagdo de tetrdmeros de hemoglobina
através da formagﬁoyde pontes de dissulfeto intertetrdmeros. SULLIVAN et
alii (1967 ¢), demonstraramr Que das espécies por eles estudadas, mais de 50
espécies apresentavam polimeriza¢do pela formagdo de pontes de dissulfetos
intertetrdmeros. [sto foi também observado em hemolisados de outras
espécies de répteis, anfibios e elasmobranquios (SULLIVAN, 1974 a,b;
FYHN & SULLIVAN, 1975). A auséncia de um ambiente redutor parece
contribuir para a formacdo de pontes de dissulfetos intertetrdmeros, o que
pode ser visualizado através dos resultados obtidos por SULLIVAN &
RIGGS (1964). Quando os eritrocitos de Pseudemys scripta elegans foram

incubados com o plasma por alguns dias, o componente polimérico foi quase
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completamente reduzido € o nivel de metahemoglobina diminuiu

sensivelmente, demonstrando que a polimerizagdo ¢ um processo reversivel.

Hemoglobinas ricas em SH reativos ocorrem muitas vezes em espécies
animais que apresentam alta resisténcia a hipoxia (REISCHL et alii, 1984).
Foi também sugerido por REISCHL (1986), que este processo envolve um
mecanismo de tamponamento redox minimizando a agdo de agentes
oxidantes sobre o grupamento heme e a membrana do eritrocito,
considerando-se a reversibilidade da ligagdo de dissulfeto, como demonstrado
por RIGGS (1964).

Além da formagdo de pontes de dissulfeto entre tetrdmeros, as
hemoglobinas podem também formar pontes de dissulfeto mistas entre
grupos -SH da hemoglobina e grupos -SH ndo proteico, provavelmente de
glutationa, que resultam em maior heterogeneidade eletroforética, como
ocorre em Phrynops hilarii (REISCHL et alii, 1984; REISCHL, 1986). O
estudo de hemoglobinas que apresentam capacidade de polimerizar, torna-se
importante do ponto de vista comparativo, tendo em vista o possivel papel de
tamponamento redox destas hemoglobinas na adapta¢do dos vertebrados a

novos ambientes e nos processos evolutivos, como a transi¢do da dgua para a
terra (REISCHL, 1986).

A polimeriza¢do de hemoglobinas in vitro pode originar moléculas
maiores que octameros (512.000 Da), através da ligagdo de hemoglobinas
tetraméricas (64.000 Da) por pontes de dissulfeto. Em hemoglobina de
Phrynops hilarii, estocada a -20° Celsius, foram encontradas moléculas de
1x, 2x e 5x a massa molecular do tetrdmero, que foi quase totalmente
revertido ao tetramero normal de 64.000 Da, apés o tratamento com um
agente redutor (REISCHL et alii, 1984).
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A modulagdo alostérica exercida por fosfatos organicos e outros
moduladores da afinidade da hemoglobina pelo oxigénio foi investigada por
varios autores com diferentes espécies de répteis. Foi observado a presenca
de diferentes tipos de fosfatos orginicos nos eritrocitos destas espécies, como
ATP, GTP, IHP e outros (BARTLETT, 1980). Foi demonstrado que pelo
menos parte do ATP que modula a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio
em Bothrops alternatus, ¢ proveniente de fosforilagdo oxidativa em

mitocondrias funcionais presentes em seus eritrocitos ( OGO et alii, 1993).

A magnitude do efeito de fosfatos orgénicos sobre a afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio varia em diferentes espécies. Nas tartarugas
marinhas, "green turtles" (Chelonia mydas) e "loggerhead turtles" (Caretta
caretta), o IHP ¢ o modulador da afinidade da hemoglobina pelo oxigénio
mais efetivo, sendo mais sensivel em "green turtles" que em "loggerhead
turtles" (LUTZ & LAPENNAS, 1982). Segundo WELLS & BALDWIN
(1994) o efeito deste polifosfato organico é pequeno ¢ pode ser ainda menor

in vivo, devido a formacdo do complexo com o ion magnésio.

Estudos funcionais recentes demonstraram que a hemoglobina de
"loggerhead turtles" (Caretta caretta ) tem baixa afinidade pelo Oz, pequena
sensibilidade aos efetores alostéricos e temperatura, provavelmente, devido
ao fato da molécula estar em uma conformacdo de baixa afinidade, mesmo
na forma oxigenada e¢ na auséncia de efetores alostéricos. Os estudos
espectroscopicos realizados por GIARDINA et alii, (1992), confirmaram esta

hipotese.

McCUTCHEON (1947) trabalhando com solugdes de hemolisado
"stripped"”, notou que a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio variava de

acordo com a atividade das espécies. As espécies marinhas apresentavam
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afinidade menor que as de dgua doce, mas era maior que nas espécies
terrestres. Esta tendéncia também pode ser observada em Pseudemis scripta
e testudo graeca (BURGGREN et alii,1977); porém SULLIVAN & RIGGS
(1967), observaram que entre as 50 espécies por eles estudadas, haviam

algumas excegoes.

O comportamento funcional das hemoglobinas de queldnios esta
sujeito a uma grande variedade de fatores, como temperatura, pH, atividade
metabdlica, etc. ROBIN (1962), mostrou que a oxigenagdo é realizada em
uma faixa de pH de 6,5 a 7,5; este fato pode refletir a grande extensdo do
efeito Bohr encontrado entre os queldnios, caracterizando os diversos graus
de adaptacdo a grande flutuagdio de pH a que esta sujeito o sangue e,
consequentemente, as hemoglobinas. Em consequéncia, encontramos entre os
quelonios propriedades distintas, que tornam dificil estabelecer uma relacéo
entre a sua fisiologia e o seu comportamento. Para a maioria das espécies o
valor de nH (interagdo heme-heme) é dependente do pH, podendo também
ser encontradas espécies com valores muito proximos de 1, entre pH 5,0 e
8,0, e espécies com valores mais altos em pH 7,0 (SULLIVAN & RIGGS,
1967c¢).

WOOD et alii (1978), demonstraram que a temperatura altera o
comportamento funcional da hemoglobina de Malacochercus tornieri, uma
espécie de tartaruga terrestre. Nos espécimes adaptados ao frio, a afinidade
da hemoglobina pelo oxigénio ¢ menor que em espécimes ndo adaptados.
Outra caracteristica observada nesta espécie, com relagdo a adaptagdo ao frio,
¢ a maior concentracdo de NTP no eritrocito das espécies adaptadas,
independentemente da temperatura ¢ do ambiente em que se encontram. A

interagdo heme-heme € também influenciada pela temperatura, alterando os
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valores de acordo com o ambiente em que o animal se encontra. O
hemolisado "'stripped" de tartarugas adaptadas e nfio adaptadas ao frio, ndo
mostrou diferencas significantes nas propriedades de oxigenagdo, assim

como nas propriedades funcionais dos componentes isolados.

A heterogeneidade observada com relagdo as hemoglobinas de muitas
espécies de vertebrados pode refletir um processo de adaptagdo do animal a
uma maior diversidade de habitat por ele explorado. Em muitas espécies, a
heterogeneidade nédo reflete uma grande variacdo nas propriedades funcionais
das hemoglobinas, como na espécie Malacochercus tornieri, que apresenta
dois maiores componentes com propriedades funcionais semelhantes
(WOOD et alii, 1978). No entanto, algumas espécies apresentam
heterogeneidade de componentes com diferentes propriedades funcionais.
Isto permite ao animal realizar eficientemente o transporte de O, mesmo sob
varia¢bes de pH, temperatura ou outros fatores moduladores (WEBER et alli,
1976; AGGARWAL & RIGGS, 1969). As diferengas funcionais destes
componentes podem apresentar-se de diversas maneiras: componentes que
apresentam diferencas de efeito Bohr; componentes com diferente afinidade
pelo oxigénio e componentes que sdo diferentemente sensiveis a modulagdo
alostérica por polifosfatos organicos, por exemplo. Esta heterogeneidade
funcional € possivel, principalmente, pela presenga de cadeias de globina
diferentes na constitui¢do dos componentes. O niimero de cadeias de globina
presente ¢ muitas vezes constante entre as espécies relacionadas (ABBASI &
BRAUNITZER, 1991; RUCKNAGEL et alii, 1988). Portanto, os estudos
destas cadeias, podem fornecer dados importantes com relagdo a evolucdo

biologica das espécies.
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Em alguns quel6nios é possivel observar 3 diferentes tipos de cadeias
de globina, que d&o origem a dois componentes tetraméricos, como foi
mostrado por RUCKNAGEL & BRAUNITZER (1988), em Chrysemys picta
bellii. Nesta espécie, estdo presentes 3 tipos de globina, 1 globina do tipo 3

2 globinas do tipo a, sendo a aP a globina em menor concentragdo.

RIGGS (1976), conclui que a presenga de varios componentes no
interior da cé€lula é vantajoso para o animal porque possibilita a ocupagdo de
uma maior diversidade de habitat. No entanto, em algumas espécies ocorrem
a presenca de multiplos componentes de hemoglobina com propriedades

funcionais idénticas.
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2- OBJETIVOS

Com a finalidade de dar continuidade aos estudos dentro de uma linha
de pesquisa ja estabelecida no laboratorio, sobre estrutura e fungdo de
hemoglobina de répteis, consideramos os queldnios, um grupo
particularmente interessante.

O animal poderia ser mantido no biotério do departamento, aliado ao
fato de ser um réptil com uma histéria evolutiva bastante antiga, apresentar
habitos de forrageamento muito lento e uma heterogeneidade eletroforética, a
nivel de componentes, mesmo sem sofrer grandes variagbes ambientais
estando muito bem adaptado ao ambiente em que vive. O estudo de
transporte de oxigénio pela hemoglobina de quelonios continua excasso
especialmente em tartarugas terrestres em que os dados sdo praticamente
inexistentes. Consideramos o estudo desta classe particularmente
interessante, pois, além das caracteristicas acima descritas, chama particular
aten¢do, sua longevidade sendo esta uma das maiores que se conhece. Além
disso, o lento "turnover" das hemdcias ( as células vermelhas do sangue de
tartarugas possuem vida média de cerca de 600 a 800 dias em comparagdo, a
cerca de 120 dias no homem) e a grande resisténcia dos quednios a hipdxia,
despertaram nosso interesse em conhecer melhor o sitema de transporte de
oxigénio dessa classe de vertebrados.

Assim, o nosso objetivo neste trabalho foi estudar a afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio em diversas condi¢des, como por exemplo na
auséncia e presenga de polifosfatos organicos que modulam a afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio em outros animais

A espécie escolhida foi Geochelone carbonaria, tartaruga terrestre,

pertencente a familia Testudinidae.
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Evidentemente, o conhecimento da estrutura das moléculas
responsaveis pela s propriedades funcionais ¢ fundamental, razdo pela qual o

segundo objetivo destre trabalho foi caracterizar parcialmente a hemoglobina

sob o ponto de vista estrutural.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- MATERIAL

Os animais foram cedidos pelo Bosque Municipal de Campinas e o
trabalho foi realizado utilizando-se espécimens adultos de Geochelone
carbonaria (SPIX, 1924), pesando em torno de 2 Kg. Os animais foram

mantidos durante 45 a 60 dias no biotério do departamento.

3.2- METODOS

3.2.1- OBTENCAO DO SANGUE

O sangue foi obtido por punc¢édo cardiaca através de uma modificagdo
do método de STEFHENS & CREEKMORE (1983), com auxilio de uma
seringa hipodérmica previamente heparinizada ou na presenga de EDTA
10%. O sangue obtido foi imediatamente colocado em banho de gelo, lavado

¢ hemolisado.

3.2.2- OBTENCAO DO HEMOLISADO

O sangue foi centrifugado por 20 segundos em centrifuga Eppendorf

3200, a 28000 rpm, para a separacdo do plasma. As hemacias foram lavadas
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com 3 vezes o volume em NaCl 1,7%. A hemolise das células foi realizada
com agua destilada ou com tampdo Tris-HCI 25 mM contendo EDTA 1mM.
Para a maior rapidez e eficiéncia da hemolise, as células foram maceradas
com o auxilio de um bastdo de vidro; a suspensdo foi, entdo, centrifugada
novamente a 28000 rpm durante 1 minuto. Realizada esta ultima
centrifugagdo, o sobrenadante foi retirado com muito cuidado para que este

ndo estivesse contaminado com os restos celulares.

Desde a coleta até¢ a hemoélise tomou-se o cuidado de manter, sempre
que possivel, o sangue ou o hemolisado em banho de gelo para evitar niveis

indesejaveis de metahemoglobina.

3.2.2.1- OBTENCAO DO HEMOLISADO TRATADO COM
AGENTE ALQUILANTE (iodoacetamida).

Uma solugdo de hemolisado recém preparado total (5 mL) de
concentragdo de 1.3 mM, foi incubada com 5 mL de uma solugdo de
iodoacetamida (356 mg/5 mL ou entdio 0.38 M) durante 1 hora a 25°C. Apos
este periodo, a solugdo foi dialisada contra tampdo tris-HCl 25 mM, pH 7.0,
contendo | mM de EDTA durante 20 horas a 4°C. Este tampdo foi trocado
pelo tampdo tris-HC1 25 mM, pH 8.3, contendo 1| mM de EDTA, o mesmo
tampdo utilizado no equilibrio da coluna de troca i6nica (DEAE-celulose).
Neste tampdo a solug¢do de hemoglobina + iodoacetamida foi mantida a 4°C

por mais 20 horas.
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3.2.3- OBTENCAO DO HEMOLISADO "STRIPPED"

O hemolisado "stripped" foi obtido pela passagem do hemolisado total
(solugdo de hemoglobina, contendo cerca de 120 mg de proteina, obtida apos
a hemolise € sem tratamento posterior ) em uma coluna (2,0 X 20 cm) de
Sephadex (G-25 previamente equilibrada com uma solugdo de Tris 25 mM
contendo EIDTA 1 mM, pH 9,0, e posterior passagem em coluna ( 1,5 X 15
cm) de "Mixed bed". A realizagdo deste tratamento com o hemolisado total
teve como finalidade eliminar os fosfatos orgénicos e possiveis ions que
poderiam apresentar efeito sobre o comportamento funcional da
hemoglobina. Esta solugdo foi mantida na geladeira a 4° C até o momento de

uso.

3.2.4- EQUILIBRIO DA HEMOGLOBINA COM OXIGENIO

Os experimentos de equilibrio da hemoglobina com oxig€nio foram
realizados pelo método espectrofotométrico (ROSSI-FANELLI &
ANTONINI, 1958) a 25° Celsius. Solugdes de hemoglobina de concentracdo
50 a 60 uM (0,6 - 0,8 mg/mL) em tampdo Tris-HC1 0,05 M contendo EDTA
1 mM, em wvdrios pH, eram submetidas a um fluxo de nitrogénio até a
obten¢do da hemoglobina desoxigenada, que era obtida quando a razdo entre
as absorbancias em 555 nm e 540 nm alcang¢ava pelo menos 1,20. A curva de
satura¢do da hemoglobina era obtida com adig¢des de volumes conhecidas de
oxigénio atmosférico, que se equilibrava com a solu¢do de hemoglobina

durante 10 minutos a 25° Celsius. Posteriormente, era obtido o espectro de
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absor¢do em um espectrofotdmetro Varian, série 634, de 500 nm a 600 nm
da hemoglobina para cada adi¢do de ar. O espectro da oxihemoglobina era
obtido apds a passagem de uma corrente de ar no interior do tondmetro, €
novamente equilibrada a 25° C por 10 minutos. O valor de pH era medido

logo apds o término de cada experimento.

As curvas de equilibrio foram determinadas com o hemolisado total,
hemolisado "stripped", hemolisado "stripped" na presen¢a de 2 mM de IHP,
hemolisado *'stripped" na presenca de 2 mM de ATP e hemolisado "stripped”

na presenga de concentra¢des variadas de IHP e ATP.

3.2.4.1- Preparacio das amostras para o equilibrio:

O estoque do tampdo Tris-HCI estava na concentragdo de 0.5 M
contendo 10 mM de EDTA, pH 6,8.

Todas as amostras foram preparadas a partir desta solugdo como

descrito abaixo:
a) As amostras foram preparadas para um volume final de 3 mL.

b) Adicionou-se 0.3 mL de tampdo Tris-HCI 0.5 M contendo EDTA
10 mM.

¢) Adicionou-se o volume de hemoglobina necessario para que a
solugdo tivesse absorbancia de 0.800, em 541 nm, apds o volume ser
completado para 3 mL com agua destilada. O coeficiente de extingdo
milimolar neste comprimento de onda é 13,8 e, portanto, a concentragio da

solugdo de hemoglobina obtida, era cerca de 50 uM.
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d) O equilibrio da hemoglobina com oxigénio na presenga de
moduladores alostéricos obedecia o mesmo critério de preparagdo das
amostras, apenas adicionava-se 60 pl. de uma solug@io de ATP ou [HP 0.1 M

e depois o volume era acertado para 3 mL.

e) O pH da solugdo era acertado com uma solugfio de Tris 1 M.

3.2.5- ESTIMATIVA DOS VALORES DE Log Pso E
COEFICIENTE DE HILL.

Para a obtengdo dos valores de log Pso e do coeficiente de Hill (nH) a
partir das curvas experimentais de equilibrio da hemogldbina com 0xigénio,
foi estabelecido um programa para calcular os valores de log K a partir dos
valores de absorbancia entre as formas oxi e desoxihemoglobina nos
comprimentos de onda 541, 560 e 576 nm; para o calculo dos valores de log
Pso foi utilizado um programa de regressdo linear, tomando-se em ordenada
os valores de log K (y) e em abcissa os valores de log PO2 (x). Sendo y= a +

bx, quando y= 0, X representando log Pso € igual a -a/b.

O valor de n representa o coeficiente angular da reta. Os dados de
equilibrio da hemoglobina com oxigénio podem ser apresentados usando

varios tipos de graficos que auxiliam a visualizagdo.
Em nosso caso foi utilizado o grafico de Hill onde:
logK =log Y/1-Y = f(log PO2)

log K: log da pressdo de oxigénio em que a solugdo de hemoglobina se

apresenta com 50% de seus sitios para a liga¢do do oxigénio saturados.
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Y: porcentagem dos sitios totais da hemoglobina ja saturados pelo

oxigénio para cada adi¢do de ar.

O grafico obtido (Fig. 01) nos fornece o valor de Pso, isto €, a pressdo
parcial de oxigénio necessaria para produzir 50% de saturag¢do dos sitios da
hemoglobina com oxigénio. E portanto, uma medida da afinidade da

hemoglobina pelo oxigénio.

A inclinagfo da reta nos da o coeficiente nH (constante de Hill) que
representa O grau de interagdo entre os sitios de ligagdo na molécula de
hemoglobina (Wyman, 1948, 1964).

3.2.6- ESTUDOS SOBRE O EFEITO BOHR

O método experimental para a medida do efeito Bohr envolve valores
da afinidade da hemoglobina pelo ligante, ou seja, o valor do log Pso em
fungdo do pH. A partir das curvas de associagdo da hemoglobina com
oxigénio para o hemolisado "stripped", hemolisado total e hemolisado
"stripped" na presenga de 2 mM ATP ou IHP, foi possivel determinar o valor

de efeito Bohr para cada curva.
O céalculo do efeito Bohr foi realizado pela seguinte fomula:

Efeito Bohr ( AJ)= A log Pso/ A pH
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Fig. 01: Grafico de Hill ilustrativo da ligagdo do Op a hemoglobina. A inclinagdo

da reta determina o valor de nH.
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3.2.7- ESTUDO DO EFEITO DA CONCENTRACAO DE
FOSFATO (ATP E [IHP) SOBRE A AFINIDADE DA
HEMOGLOBINA PELO OXIGENIO

A curva do efeito da concentracdo de ATP e [HP, foi determinada
utilizando o hemolisado "stripped" na presenga de concentragdes variadas de
ATP e IHP a 25° Celsius. A partir de solugdes estoques de ATP e IHP foram

feitas adi¢cdes para obter-se uma concentragdo final de fosfato conhecida.

3.2.8- HEMATOCRITO E DETERMINACAO DA
CONCENTRACAO DE HEMOGLOBINA NO SANGUE.

O hematdcrito foi realizado com sangue recém coletado com heparina.
O sangue dos 9 espécimens foram homogeneizados separadamente com uma
agitacdo suave e, em seguida, coletado em capilares heparinizados e
identificados. Os capilares foram centrifugados a 16.000 g, por 10 minutos e
posteriormente analisados. O valor foi determinado estimando-se a
porcentagem de células sedimentadas em relagdo ao volume total de sangue

no capilar.

A concentrag¢do de hemoglobina foi determinada segundo o método de
Drabkin, utilizando 100 mg de NaCN e 300 mg de K;FeCNg dissolvido em 1
litro de 4agua (reagente de Drabkin). Uma aliquota de sangue foi dissolvida
em reagente de Drabkin para uma dilui¢do conhecida, e a absobéincia foi

determinada em 540 nm (g~ 11.5/heme).
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3.2.9- ELETROFORESE

3.2.9.1- Eletroforese em condi¢des nio desnaturantes:

As analises eletroforéticas das hemoglobinas foram feitas em gel de
poliacrilamida, segundo o método de DAVIS (1964) ¢ ORNSTEIN (1964),
utilizando para o gel de resolugdo a concentragdo de 7,5% ¢ de 3,5% para o
gel de concentragdo. A preparacdo destes géis foi realizada a partir da
mistura das seguintes solugdes: solugdo A (30% de acrilamida e 0,8% de
bisacrilamida), solu¢do B (24 mL de HCl1 1 N ¢ 18,15 g de Tris/100 mL),
solugdo C (persulfato de aménio 0,1%), solucdo D (acrilamida 5% e
bisacrilamida 1,25%) e solug¢do E (12,8 mL de H3PO4 1 M e 2,85 g de
Tris/100 mL). O gel de concentragdo continha as solu¢gdes D:E:C na seguinte
proporgdo 2:1:2 e o gel de resolugdo continha as solugdes A:B:C na seguinte
propor¢do 1:1:2. Foi utilizado na cuba superior tampdo Tris-Glicina 0.05 M,
pH 8,9 e na cuba inferior o tamp@o Tris-HC1 0,05 M, pH 8,1. A corrida foi
realizada durante aproximadamente 4 horas, com 28 mA, e¢ cada amostra

continha cerca de 30 pg de proteina.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) também foi utilizada
para a observagdo do grau de pureza dos componentes separados por
cromatografia em coluna de troca-iGnica. Nestes experimentos algumas
amostras continham concentragdes menores de proteina, devido & baixa

concentra¢do das fragdes obtidas apds a separagdo cromatografica.
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3.2.9.2- Eletroforese em condi¢des desnaturantes para a

determinag¢fio do nimero de cadeias diferentes.

Para quantifica¢do do niimero de cadeias que constituem o hemolisado
de Geochelone carbonaria foi realizada eletroforese segundo o método de
ALTER et alii (1980), na presen¢a de uréia e triton X-100, portanto, em
condi¢des desnaturantes. A condi¢do final do gel para a realizagdo do
experimento foi a seguinte: 12% de acrilamida; 6 M de uréia; 2% de triton X-
100 e 5% de acido acético. Este gel foi obtido com a adigdo de 10 ml de uma
solucdo de acrilamida/bis-acrilamida (60%/0,4%); 2,5 mL de acido acético
glacial; 37,5 mL de uréia 8 M; 0,250 mL de TEMED; 1 mL de triton X-100
e 30 mg de persulfato de amonio (esta solugdo foi degaseificada antes da
adi¢do do persulfato de amdnio). O tampdo de corrida utilizado foi uma

solucdo de acido acético a 5%.

Antes da aplicagdo das amostras foram realizadas 2 pré-eletroforeses
com o anodo no topo, a primeira por 1 hora a 220 V, para a retirada do
excesso de persulfato de aménio e ions, e a segunda a 150 V por 1 hora ap6s
a adigdio de 50 pL de B-mercaptoetanol 1,3 M em cada orificio do gel, com a
finalidade de distribuir o agente redutor pelo gel. A cada pré-eletroforese, o
tampdo de corrida foi trocado por um tampdo recém preparado. Durante a
corrida contendo as amostras, a amperagem foi mantida constante a 20 mA

por 8 horas.
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3.2.9.3- Coloracio e descoloracio do gel.

A coloragdo dos géis foi realizada pela imersdo deste em uma solugdo
de "Comassie blue", durante 4 horas, contendo 1,25 g de "Comassie brilhant
blue R" para 250 mL de metanol, 46 mL de acido acético e 250 mL de dgua
destilada. A descoloragdo dos géis se deu com uma solugdo de &cido acético

7% ¢ metanol 14%.

3.2.9.4- Preparaciio das amostras para eletroforese.

As amostras para eletroforese em condigdes nativas continham 50 pL
de tampdo inferior, 100 pl. de tampdo superior, 50 pl de glicerina. As
amostras foram reduzidas utilizando 2 concentra¢des diferentes de f-
mercaptoetanol: em determinados experimentos 24 mM e a hemoglobina em
uma concentragio em torno de 0,07 mM, portanto, uma razdo molar
[Hb]:[redutor] de 1:120, ao passo que, em outros, uma concentra¢do em
tomo de 150 mM de agente redutor, para uma concentragdo final de
hemoglobina na amostra de 0,07 mM e a razdo molar [Hb]:[redutor] era
>1:2000. Neste ultimo método as amostras também foram incubadas por 30

minutos a temperatura ambiente 25°C +/- 0.5.

As amostras para eletroforese em condigdes desnaturantes foram
preparadas a partir de uma solug@o contendo 5 mL de uréia 8 M, 0,5 mL de
acido acético glacial, 0,5 mL de B-mercaptoetanol 1,3 M e 2 mg de pyronin
Y. Amostras contendo 30 ug de proteina foram adicionadas a 50 plL da

solu¢do acima.
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32.10- SEPARACAO DOS COMPONENTES POR
CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA.

3.2.10.1- Resina de troca catiénica (CM-CELULOSE).

Em nossas separa¢des a utilizagdo de um gradiente de forca idnica
mostrou pequena resolugdo, visto que, o niimero de componentes separados
era menor do que o observado em eletroforese; a melhor resolugdo foi obtida
utilizando tampfio de pH crescentes do tipo "step wise". A elui¢do foi
realizada alterando-se o pH do tampao, utilizando-se uma solugdo de Tris 1
M. O pH do tampdo foi alterado a medida que as fragdes eluiram da coluna,
sem que a forca idnica fosse mudada. Este método atendeu aos nossos
propositos por ser, a hemoglobina, uma proteina visivel durante a elui¢do da

coluna.

Foi utilizada uma coluna (2,5 X 15 cm) de CM-Celulose previamente
equilibrada com tampdo Tris-HCI 25 mM, pH 6,0 contendo EDTA 1 mM,
com um fluxo de 30 mL/hora. Foi aplicada uma solu¢do de hemolisado

"stripped" contendo cerca de 100 mg de proteina.

O eluato foi coletado em volumes de 2 mL/tubo e a absorbéancia foi
lida em 541 nm em um espectrofotdmetro Varian (série 634), para que fosse
possivel tragar o perfil de elui¢do. A observagdo do grau de pureza de cada

componente foi realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida.
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3.2.10.2- Resina de troca anionica (DEAE-CELULOSE).

Esta resina foi utilizada para a separagdo dos componentes presentes
no hemolisado total de Geochelone carbonaria tratado com agente alquilante
(iodoacetamida, concentragdo final de 0.19 M). Uma coluna (2.5 x 15 ¢cm) de
DEAE-celulose previamente equilibrada com tampdo Tris-HC1 25 mM, pH
8,3, contendo 1 mM de EDTA. Durante a separacgdo o fluxo foi mantido em
30 mL/hora € a amostra aplicada na coluna continha cerca de 100 mg de
proteina. O eluato foi coletado em volumes de 2 mL para que fosse possivel
tragar o perfil de elui¢do dos componentes. O perfil foi obtido expressando-se

a absorbancia de cada tubo a 541 nm, em fungdo do volume total.

3.2.11- IDENTIFICACAO DAS CADEIAS DO "POOL" DE
COMPONENTES QUE CONSTITUEM A FRACAO POLIMERICA E
DAS CADEIAS QUE CONSTITUEM OS COMPONENTES
TETRAMERICOS QUE NAO POLIMERIZARAM.

A identificacdo dos diferentes tipos de cadeias, que constituem os
componentes que apresentam capacidade de polimerizar ¢ dos componentes
que ndo apresentam esta capacidade, foi realizada por 2 métodos
consecutivos: um primeiro método cromatografico, seguido de um método

eletroforético.

Para a separagdo cromatografica, uma coluna (57 x 1,7 cm) de
Sephadex G-100 foi equilibrada com tampdo Tris-HCl 25 mM, pH 7.5,
contendo EDTA 1 mM. A amostra continha 26 mg de proteina (hemolisado
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"stripped” estocado a 4°C por 138 dias). O fluxo foi mantido em 12 mL/hora.
O eluato foi coletado em volumes de 2 mL/tubo e a absorbancia lida a 541

nm, para se tracar o grafico de elui¢do.

Para a realizagdo do segundo experimento, foram utilizados apenas os
tubos contenndo o eluato mais concentrado de cada pico de elui¢do. Com este
sistema tentou-se evitar que ocorresse contaminac¢do de amostras de um pico

para outro.

As duas fragdes obtidas a partir desta cromatografia foram analisadas
eletroforéticamente segundo o método 3.2.9: primeiramente uma eletroforese
em condi¢des nativas, para a determinacdo dos componentes que constituiam
cada fracdo eluida, e depois uma eletroforese em condi¢des dissociantes para

a determinacdo das cadeias que constituiam cada frago.

3.2.12- TITULACAO DE GRUPOS -SH REATIVOS DA
HEMOGLOBINA.

3.2.12.1- Titula¢do com p-HMB

As titulagdes dos grupos -SH reativos da hemoglobina foram feitas
segundo o método de Boyer, modificado por Benesh & Benesh, (1962). O
método é baseado na reac¢do entre o grupamento -SH da hemoglobina com o
mercurio (Hg) do composto p-hidroximercuribenzoato (p-HMB). Esta reagdo
da origem a um mercapeptideo que absorve em 255 nm, podendo-se, assim,

monitorar a sua formagdo.
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Antes de ser preparada a solugdo A, uma solugdo estoque de p-HMB
foi preparada através da adi¢do de 8 - 9 mg de p-HMB, 1 mL de NaOH 0.04
M e posteriormente diluida para 25 mL com agua. Esta solugéo foi preparada
com agita¢gdo constante devido a pouca solubilidade do pHMB, e estocada a
temperatura ambiente. A partir desta solugdo estoque, uma aliquota de 2 mL
foi diluida para 25 mL em tampdo acetato de sodio 0.33 M, pH 4,6 (Solugdo
A). Esta solug@o sempre foi preparada imediatamente antes do inicio do
experimento e titulada com uma solugdio de concentragdo conhecida de
glutationa reduzida, recém preparada. Logo em seguida, foi realizada a

titulagdo com a solu¢do de hemoglobina.

Solu¢des de hemoglobina (hemolisado total ¢ hemolisado "stripped")
de concentracdo 0,55 mM e sem EDTA, foram utilizadas. As mesmas
solugdes de hemoglobina foram estocadas em geladeira a 4° Celsius para a

observag¢do do desaparecimento dos grupamentos -SH com a polimerizagdo.

3.2.12.1.1- Método de padronizacio

As padronizagdes das solugcdes de p-HMB (solugdo A) foram
realizadas com solugdes de glutationa reduzida, 2,4 mM, recém preparadas.
O zero do espectrofotdmetro (modelo Varian, sériec 634) foi acertado com
tampdo acetato de sédio 0,33 M, pH 4,6 na cubeta do branco e na cubeta de

reagdo, no comprimento de onda de 255 nm.

Como branco da reacdo foi utilizado o0 mesmo tampdo com o qual foi obtido
o zero do aparelho, com um volume de 3 mL (cubeta 1); na cubeta 2 foi

adicionado 3 mL de solugdo A. A absorbancia do p-HMB foi registrada antes
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da primeira adi¢do de glutationa reduzida. Para cada adi¢do de um volume
conhecido de solugfio de glutationa reduzida nas duas cubetas era feita uma
leitura apos rapida agitagdo. Varias adi¢gdes foram feitas até atingir o ponto
estequiométrico da reacgdo; a partir de uma curva construida com os dados
obtidos, pdde-se determinar o volume de glutationa (2,4 mM) necessario para

titular a concentragdo de p-HMB presente na solug¢do no interior da cubeta.

3.2.12.1.2- Titula¢do com hemoglobina.

A titulag@o com a hemoglobina foi realizada pelo método descrito para
a glutationa. Uma unica mudanga foi realizada quando o niimero de grupos -
SH reativos na solu¢do de hemoglobina estava muito baixo, o que tornava o
volume de hemoglobina total adicionado muito alto, inviabilizando o método.
Este problema foi resolvido diluindo-se a solu¢do de p-HMB para 1:2. A

curva tipica deste tipo de titulagdo pode ser vista na figura 02.

3.2.12.1.3- Calcule.

Determinou-se o volume de hemoglobina ou glutationa reduzida
adicionado até o ponto estequiométrico da curva (V.Hb ou V.GSH).
Multiplicando-se a concentragdo da amostra pelo volume necessario para

titular o p-HMB presente na cubeta tem, -se:

V.GSH x [GSH]= concentragdo de glutationa necessaria no interior da

cubeta para titular todo o p-HMB. (X)
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V.Hb x [Hb]= concentragdo de hemoglobina necessaria no interior da

cubeta para titular todo o p-HMB (Y).

X 1 SH
Y Z = 1= —}-;- x4 = .. z -SH /mol de hemoglobina.

O valor encontrado foi multiplicado por 4 devido a concentragdo da

hemoglobina estar expressa em heme.
3.2.12.2- Titulagdo com DTNP

O namero de grupos -SH reativos presentes nos hemolisados também
foi determinado por um segundo método baseado na reagdo do DTNP com os
grupamentos -SH livres da hemoglobina e outros grupos tiois presentes na
solu¢do de hemoglobina (WINTERBOURN, 1990). Este método utiliza
concentra¢des menores de hemoglobina, da ordem de 5 - 15 uM (heme). Para
1 mL de solugdo de hemoglobina foi adicionada 30 pL de solugdo de DTNP
(1,55 mg/mL em acetona). Apés 20 minutos foi lida a absorbdncia desta
solugdo em 386 nm contra um branco constituido da mesma solugdo de
hemoglobina. A absorbancia do DTNP foi subtraida da absorbancia da
solu¢do de hemoglobina + DTNP e a concentragdo foi determinada utilizando
0 gy = 14.0, em 386 nm. A solugdo de DTNP foi sempre preparada
imediatamente antes da realizagdo do experimento ¢ a concentra¢do da
solugdo de hemoglobina foi determinada diariamente antes de cada dosagem,

pelo método de Drabkin (WINTERBOURN, 1990).
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Fig. 02: Curva de titulagdo tipica de grupos -SH disponiveis de hemoglobina. Em
(A) temos a absorbancia do p-HMB e em (B) temos o ponto estequiométrico da
reagdo.
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3.2.13- DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR

Cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-200
(LAURENT & KILLANDER, 1964) foi utilizada para os estudos da massa
molecular da hemoglobina de Geochelone carbonaria recém coletada e da

hemoglobina estocada a 4°C.

O experimento foi realizado em uma coluna de 2,5 X 100 cm de resina
Sephadex (-200, previamente equilibrada com tampdo Tris-HCl 25 mM
contendo EDTA 1 mM, pH 7,5. Fo1 aplicado em cada experimento cerca de
12 mg de proteina. O fluxo foi mantido em 12 mL/hora durante todo o
experimento. A concentragdo de hemoglobina no eluato foi determinada
utilizando-se o coeficiente de extingdo milimolar da oxihemoglobina humana

em 541 nm que € de 13,8.

Considerando as variaveis Vo, Ve e Vt, foi possivel determinar o valor

de Kav pela seguinte equacdo (LAURENT & KILLANDER, 1964):

Kav= Ve - Vo
Vt - Vo

onde:
Kav = coeficiente de parti¢do entre a fase liquida e o gel;

Vo = Volume morto, isto ¢, volume eluido com uma substancia que é
completamente excluida do gel (blue dextran); massa molecular de 2 x 10°
Da.

Ve = Volume do eluente, isto €, volume de elui¢do de cada uma das

fra¢des cujos os valores estdo entre Vo e Vt;
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Vt = Volume total do leito do gel, que ¢ calculado pela féormula do

volume do cilindro
V=nx R>x H
onde;
n= 3,14
R? = Raio da coluna ao quadrado

H= Altura

Conhecido o Kav de varias substidncias de massa molecular ja
estabelecido, foi possivel construir a curva de calibragdo da coluna. Para isto
foram utilizadas as seguintes proteinas, cujo o perfil de elui¢do é mostrado na
figura 03: Dimero de Liophis miliaris (32.000 Da), tetrdmero da
hemoglobina humana (64.000 Da), Catalase [ (120.000 Da) e Catalase 1I
(240.000 Da), cujos Kav foram: 0,64, 0,586, 0,50 e 0.32 respectivamente
(Fig.03a).
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Fig. 03: Perfil de eluigdo das proteinas de massa molecular conhecida em
Sephadex G-200, equilibrada com tampdo tris-HCL 25 mM contendo EDTA 1
mM, pH 7,5. Fluxo: 10 - 12 mL/hora. (O) dimero de Liophis miliaris, (O)
tetrAmero de hemoglobina humana, (X) catalase I e catalase II.
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Fig. 03a: Coeficiente de parti¢do (Kav) das proteinas de peso molecular conhecido
entre a fase liquida e a fase solida (Laurent & Killander, 1964); (®) dimero de
Liophis miliaris (32.000 Da), (+) tetrdmero de hemoglobina humana (64.000 Da),
(*) catalase I (120.000 Da), () catalase II (240.000 Da).
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4- RESULTADOS

4.1- EQUILABRIO DE OXIGENACAO DA HEMOGLOBINA

Os estudos do efeito Bohr da hemoglobina de Geochelone carbonaria
foram realizados com o hemolisado "stripped", total e "stripped” na presenga
de 2 mM de IHP ou ATP. Os valores de log Pso obtidos em vérios
experimentos e calculados pelo grafico de Hill (Fig. 01) foram expressados
em um grafico, em fun¢do dos valores de pH. A partir desse grafico foram,

calculados os valores de efeito Bohr na faixa de pH entre 7,0 ¢ 8,0.

Como mostram as figuras 04 e 04a, a hemoglobina de Geochelone
carbonaria apresenta baixa afinidade pelo oxigénio, mesmo na auséncia de
efetores alostéricos. O hemolisado "stripped"” apresentou valor de Psode 11,5
mmHg em pH 7,0; os hemolisados total e "stripped" na presenca de ATP e
[HP, apresentaram valores de Pso maiores, 14,79 mmHg, 22,9 mmHg e 35,98
mmHg, respectivamente. A afinidade pelo oxigénio mostrou-se dependente
do pH e os valores do efeito Bohr para o hemolisado "stripped”, total ¢
"stripped" na presenga de efetores alostéricos foram, respectivamente: A= -
0,60; A= -0,67; AD (ATP)=-0,61 e A (IHP)=-0,67 (Fig.04, 04a)
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4.1.1- INTERACAO HEME-HEME

A hemoglobina de Geochelone carbonaria mostrou-se cooperativa,
com valores de nH maiores na presenca de efetores alostéricos € no
hemolisado total. Foi também observada uma tendéncia bifasica dos valores
de nH. O efeito do ATP sobre a cooperatividade foi ligeiramente maior do
que do IHP (Fig 04a). No entanto, ambos demonstraram efeito sensivel sobre

a cooperatividade.
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Fig. 04: Afinidade da hemoglobina pelo oxigénio expressa em log Pso em fung@o
do pH e valores de nH, para a hemoglobina de Geachelone carbonaria a 25°C
0,5. Solu¢io de hemoglobina a 60 pM (heme) em tampdo tris-HCl 0,05 M,
contendo 1 mM de EDTA. (A) hemolisado "stripped"”, (O) hemolisado total.
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Fig. 04a: Afinidade da hemoglobina pelo oxigénio expressa em log P50 em fungfo
do pH e valores de nH, para a hemoglobina de Geochelone carbonaria a 25°C +
0,5. Solugdo de hemoglobina a 60 uM (heme) em tampdo tris-HCl 0,05 M,
contendo 1 mM de EDTA. (A) hemolisado "stripped" na presenga de 2 mM de
ATP; (®) hemolisado "stripped"” na presenca de 2 mM de [HP.
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4.2- EFEITO DA CONCENTRACAO DE ATP E IHP NA
AFINIDADE DA HEMOGLOBINA PELO OXIGENIO.

Para observar o efeito da concentrag¢do de efetores alostéricos sobre a
hemoglobina de Geochelone carbonaria foi escolhido o pH 7,2, por este
estar proximo do pH fisiolégico do animal ¢ neste pH, o ATP ¢ o IHP
apresentarern efeito consideravel sobre a afinidade da hemoglobina pelo
oxigénio.

Como pode ser visto pela fig. 05 e 05a e tabela 01, o efeito do ATP e
do THP mostraram-se diferentes sobre a afinidade da hemoglobina pelo
oxigénio. A menor concentragdo na qual o IHP apresentou o maior efeito
(0.05 mM) (C), foi 6 vezes menor que a concentragdo na qual o ATP
apresentou o maior efeito (0,3 mM) (D). O valor de log de Pso, em

concentragdes saturantes € 21,6% maior para o IHP.

E interessante observar, também, que o sitio para o fosfato na
hemoglobina, apresenta maior afinidade para o IHP do que para o ATP. O
[HP mesmo em baixas concentragdes, da ordem de 0,010 mM, que
corresponde a uma razdo molar de Hb:IHP de 1,5:1 (razdo fisiologica para a
concentragdo de [HP) (ponto A na Figura 05a), mostrou ligeira altera¢do no
valor de log de Ps,. No entanto, com ATP em razdo molar fisiologica de 1:1

(ponto B na Figura 05a), nenhum efeito foi observado.
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Fig. 05: Efeito da concentragdo de ATP (1) e IHP (O) sobre a afinidade da
hemoglobina de Geoachelone carbonaria pelo oxigénio. Concentragdo final de
hemoglobina de 60 uM (em heme). Tampdo tris-HCI 0,05 M, contendo 1 mM de
EDTA, pH 7.2. Temperatura 25°C + 0,5.
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Fig. 05a: Efeito da concentragdo de ATP ([0) e IHP (O) sobre a afinidade da
hemoglobina de Geochelone carbonaria. Valores em abcissa (X) expressos em log
da concentragdo em mM dos polifosfatos orgdnicos; (A) razdo molar fisiologica
para o IHP; (B) razdo molar fisiologica para o ATP; (C) concentragdo de maior |
efeito do IHP, (D) concentra¢do de maior efeito do ATP e (ST) valor do Log de
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Tabela 01: Valores de log de Pso, obtido a partir dos experimentos de equilibrio da
hemoglobina com oxigénio na presenga de ATP e I[HP em concentra¢des

diferentes.

Concentracio de ATP (mM) Log de Pso
0,1 1,008

0,2 1,142

0,3 1,207

1,0 1,218

1,5 1,253

2,0 1,24

3,5 1,21

5,0 1,184
Concentracao de IHP (mM) Log de Pso
0,005 0,953

0,01 1,101

0,02 1,28

0,05 1,387

0,1 1,38

0,3 1,43

1,0 1,41

1,5 1,41

5,0 1,42
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4.3- HEMATOCRITO E CONCENTRACAO DA
HEMOGLOBINA NO SANGUE.

O hematocrito foi realizado com o sangue de 9 espécimens, sendo
todos os individuos utilizados de peso aproximado de 2 Kg. A coleta de
material foi realizada sempre na primeira pung¢do de cada individuo. Os
resultados foram semelhantes entre si, como pode ser visto na tabela 02, com

um valor médio de 24 % e desvio padrdo de 0,71.

A concenfragdo média de hemoglobina no sangue foi de 3.0 mM
(heme), desvio padrdo de 0,2, para os 9 individuos analisados, com uma

concentragdo média de metahemoglobina de 1%.

Tabela 02: Valores de hematdcrito e concentragdo de hemoglobina no sangue de

Geochelone carbonaria.

Espécimes. % de | concentragio Hb
hemicias/volume de | (mM) no sangue total.
sangue total.

1 24 3,0

2 25 2,9

3 23,5 3.4

4 25 3,2

5 24 2,8

6 23,9 2,8

7 25 3,0

8 23 3,1

9 24 2,8
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4.4- ANALISE DO NUMERO DE COMPONENTES POR
ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (sem tratamento

com iodoacetamida).

A determina¢io do numero de componentes que constituem o
hemolisado de Geochelone carbonaria foi realizada por eletroforese em gel
de poliacrilamida em pH 8,9 (PAGE). Como pode ser visto na figura 06, 8
componentes sdo distinguiveis eletroforeticamente e estdo presentes tanto no
hemolisado total quanto na forma “stripped" (os componentes foram
enumerados de acordo com a mobilidade eletroforética de [ a VIII). O
componente VIII apresenta mobilidade eletroforética menor em dire¢do ao
anodo, quando comparado com os demais componentes presentes no
hemolisado. O mesmo hemolisado tratado com agente redutor (B-
mercaptoetanol) em uma razdo de 1:120 ([Hb]:[redutor]) apresentou o oitavo
componente totalmente reduzido. Nesta concentragdo do agente redutor, 0s
componentes restantes ndo sofreram nenhuma alteragdo com relagdo a
concentragdo ¢ a mobilidade eletroforética. Em razdes proximas de 1:2000, 2
componentes principais estavam presentes no hemolisado total de
Geochelone carbonaria (Fig.07). E possivel observar que mesmo em
concentragdes tdo elevadas do agente redutor, alguns componentes ndo foram

totalmentes reduzidos.
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Fig. 06: Eletroforese em condi¢des ndo desnaturantes em gel de poliacrilamida a
7.5%. Condigdes: Vide material € método. Coloragdo: "Comassie brilhant blue R".
Na amostra 5 e 6 o componente VIII esta ausente (—)

Amostras:

1,2,3e4: Componentes de I a WVIII do hemolisado total de Geochelone
carbonaria recém coletado (cerca de 30 pg de proteina).

5e6: Componente de I a WVII do hemolisado total de Geochelone
carbonaria recém coletado na presencga de B-mercaptoetanol (1:120 = razdo molar
da [Hb]:[agente redutor]) (cerca de 30 ug de proteina).



Resultados-53

0%, +

Fig. 07: Eletroforese em condigdes n&o desnaturantes em gel de poliacrilamida a
7.5%. Condigdes: vide material e métodos. Coloragdo: "Comassie brilhant blue R”.
Amostras: cerca de 40 pg de proteina por amostra.

1: hemolisado total de Geochelone carbonaria.

2.3 e 4: As setas («) indicam os 2 principais componentes do hemolisado total de
Geochelone cabonaria tratado com excesso de B-mercaptoetanol (2.000 x).

e P e T s
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4.5- DETERMINACA0 DO NUMERO DE CADEIAS DE
GLOBINA QUE COMPOEM O HEMOLISADO DE Geochelone

carbonaria.

Como pode ser observado na figura 08, a eletroforese para
determinacdo do nimero de cadeias que compdem o hemolisado recem
coletado de Geochelone carbonaria, mostrou 3 cadeias diferentes quanto a

sua mobilidade eletroforética (G;, G, e Gj3).

Uma quarta banda (G,4), com menor mobilidade catédica, ¢ observada
no hemolisado 15 dias apds a coleta. A mesma banda ndo esta presente no
hemolisado recém coletado, mas este apresenta uma banda (G4), com maior
mobilidade € em menor concentragdo que a banda (G,). Esta banda
representa uma associag@io de cadeias de maneira aleatéria que € favorecida
pelo pH em que € realizada a preparagdo das amostras. A banda (G,) com
mobilidade eletroforética intermedidria estd em menor concentragdo no
hemolisado de Geochelone carbonaria, quando comparada com as outras
bandas (G, e G3).
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Fig.08: Eletroforese (condigdes desnaturantes) em gel de poliacrilamida a 12% na |
presenca de uréia 6 M e triton X- 100. Condiges: vide material e método. '
Coloragdo: "Comassie brilhant blue R".

Amostras: 30 pg de proteina. !
1- cadeia a (indicada pela letra A), B (indicada pela letra B) e y (indicada pela |
letra C) da hemoglobina humana. '
2 e 3- cadeias Gi, G; € G3 da hemoglobina de Geochelone carbonaria com 15
dias apés a coleta e hemolise e a cadeia G4 originada possivelmente pela ;
associacdo aleatoria das cadeias.
4 e 5- cadeias Gy, Gy e G3 da hemoglobina de Geochelone carbonaria recém
coletada e a cadeias G4 também originada pela associagdo aleatdria de cadeias.
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4.6- SEPARACAO  DOS  COMPONENTES  POR
CROMATOGRAFIA DE TROCA-IONICA.

4.6.1- SEPARACAO EM CM-CELULOSE.

Os componentes observados em eletroforese de poliacrilamida foram
separados por cromatografia em coluna de CM-celulose, resultando em 8
fracOes. Este resultado corrobora os obtidos por eletroforese. A oitava fragdo
foi separada em algumas cromatografias, e corresponde ao componente
polimerizado. O perfil mostrado na figura 09, foi obtido a partir do
hemolisado "stripped" de Geochelone carbonaria dois dias apds a coleta e
hemolise, € ja apresentava o componente polimérico (VIII) representando
cerca de 15% da proteina eluida da coluna.. As fragdes foram enumeradas na

ordem de eluigdo e a porcentagem relativa calculada (Fig.09a).

A eletroforese de amostras das fra¢des mais concentradas (IV, V, VI,
VII e VIII), separados pela cromatogratia de troca-idnica € mostrada na
figura 11b. Nesta eletroforese é possivel observar que a fragdo IV, obtida a
partir da cromatografia de troca i6nica (Fig.09), corresponde, na verdade, ao
componente III da eletroforese (Fig.06). Com relagdo aos componentes V,
VI, VII e VIII, ocorre correspondéncia entre as fragSes obtidas em
cromatografia de troca-ibnica (Fig.09) ¢ os componentes visualizados em
eletroforese (Fig.09b). Estas fra¢des eluiram da coluna constituidas por
apenas 1 tipo de componente eletroforético. A unica excessdo foi a fragdo

VIII que ¢ uma mistura do componentes eletroforéticos VII e VIIL
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As amostras referentes as fra¢des I, I e III ndo apresentaram resolu¢do
tdo boa em PAGE quanto as fra¢des restantes, devido a concentragdo na qual

eluiram da coluna.
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Fig. 09: Perfil de eluigdo do hemolisado "stripped" de Geochelone carbonaria em
coluna de troca idnica (CM-Celulose), equilibrada com tampdo tris-HCl 25 mM,
pH 6,0, contendo EDTA 1 mM. Temperatura 25°C, com fluxo de 30 ml/hora.
Amostra: 100 mg de proteina. A elui¢do foi realizada pela mudanga de pH de
acordo com o método descrito. As fragdes foram enumeradas de acordo com a
ordem de eluigdo.
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O/O 30,00 ~

Fig.09a: Representacio grafica das porcentagens relativas de cada fra¢do eluida da
coluna. O céalculo foi realizado levando-se em consideragio a quantidade de
proteina que eluiu da coluna, portanto, 100% representa a somatéria de todas as
fracSes. Ndo esta sendo considerado a proteina que permaneceu na coluna apos a
eluicdo da fracéo VIIL
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Fig. 09b: Eletroforese em condi¢des nAo desnaturantes em gel de poliacrilamida a
7.5% dos picos de cada fragdo do hemolisado "stripped” de Geochelone
carbonaria, separados em coluna de troca idnica de CM-celulose ( vide fig.09).
Condiges: vide material e métodos. Coloragio: "Comassie brilthant blue R".
Amostras: cerca de 40 pg de proteina

1- Componente III obtido pela eletroforese da fragdo IV

2- Componente V obtido pela eletroforese da fragdo V

3- Componente VI obtido pela eletroforese da frago VI

4- Componente VII obtido pela eletroforese da fragdo VII

5- Componente VIl e VIII obtido pela eletroforese da fragdo VIII

6- Hemolisado "stripped" de Geochelone carbonaria, a partir do qual foi
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4.6.2- SEPARACAO POR CROMATOGRAFIA EM DEAE-
CELULOSE.

O hemolisado tratado com iodoacetamida apresentou 3 componentes
eletroforéticos principais (Ii, I e MY (Fig.10b). A separagdo por
cromatografia em DEAE-celulose do hemolisado total tratado com
iodoacetamida também resultou em 3 fragdes (fragdo 1, fracdo 2 e fracdo 3)
(Fig.10). A fracdo 1 representou 50% do total de proteina eluida da coluna; a
fracdo 2 representou 24% ¢ a fragdo 3, 26% (Fig.10a). A PAGE das fra¢des
eluidas (Fig.10b), demonstrou que os principais componentes eram

homogéneos ¢ corroboraram os dados do perfil cromatografico (Fig.10).

4.6.2.1- DETERMINACAO DAS CADEIAS (globina) QUE
CONSTITUEM CADA COMPONENTE SEPARADO EM DEAE-
CELULOSE.

As fragdes separadas em DEAE-celulose foram submetidas a uma
eletroforese em condi¢des desnaturantes para identificacdo das cadeias que

constituiam cada componente (Fig. 10c).

As fragdes 1 e 2 (Fig.10c), que correspondem aos componentes
eletroforéticos I' e II! (Fig.10b), apresentaram as cadeias G; ¢ G3 na sua
estrutura € a fragdo 3, que corresponde ao componente eletroforético [

(Fig.10b), apresentou as cadeias G; e G, (Fig.10c).
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Fig. 10: Perfil de eluicdo do hemolisado total tratado com iodoacetamida de |
Geochelone carbonaria em coluna de troca idnica (DEAE-Celulose) equilibrada
com tampdo tris-HCl 25 mM, pH 8,3, contendo EDTA 1 mM. Temperatura 25°C, '
com fluxo de 30 mL/hora. Amostra: 80 mg de proteina. A eluigdo foi realizada pela
mudang¢a de pH de acordo com o método descrito. As fra¢des foram enumeradas |
de acordo com a ordem de elui¢io. !
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o

Fragéo 1 Fracio 2 Fragdo 3

Fig.10a: Representagfio grafica da porcentagem relativa de cada fragdo eluida em
coluna de DEAE-celulose. Os calculos foram realizados levando-se em
considerago o total de hemoglobina que eluiu da coluna. Portanto, 100%
representa a soma de todas as fragdes.
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Fig. 10b: Eletroforese em condicdes ndo desnaturantes em gel de poliacrilamida al
7.5% das fragdes do hemolisado total de Geochelone carbonaria, separados em|
coluna de troca-ibnica (DEAE-celulose) apds tratamento com iodoacetamida.
Condi¢des: vide material e métodos. Coloragdo: "Comassie brilhant blue R". ,
Amostras: as amostras foram preparadas diretamente das fragdes obtidas para que
fosse possivel compararar o padrdo de coloragdo dos componentes [ e opi com|
o padrido do hemolisado total tratado com iodoacetamida.

1 e 2: hemolisado total tratado com iodoacetamida.

3 e 4: componente III' obtido a partir da eletroforese da fragdo 1.
5 e 6: componente H’ obtido a partir da eletroforese da fragdo 2.
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Fig.10c: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%, na presenga de uréia 6 M e
triton X-100 (condi¢Oes desnaturantes), para determinagdo quantitativa de cadeias
de globina. Condi¢des: vide material ¢ métodos. Coloragdo: "Comassie brilhant
blue R". As bandas que estdo indicadas com a seta (—) representam a cadeia Gy,
que é formada pela associagdo aleatoria de cadeias.

Amostras: cerca de 50 pug de proteina

T e8: cadeias G, G e G3 que constituem o hemolisado total de G. carbonaria.

3 e4: cadeias G1 ¢ G3 que constituem a fragdo 1 do hemolisado total de G.
carbonaria.

5e6: cadeias Gy e G3 que constituem a fragdo 2 do hemolisado total de G.
carbonaria.

1¢2 cadeias Gy e Gy que constituem a fragdo 3 do hemolisado total de G.
carbonaria.
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4.7- DETERMINACAO DAS CADEIAS QUE CONSTITUEM O
"POOL" DE COMPONENTES COM CAPACIDADE DE
POLIMERIZAR E DOS COMPONENTES QUE NAO
APRESENTAM ESTA CAPACIDADE.

O hemolisado "stripped" envelhecido por 138 dias foi submetido a
uma cromatografia de filtracdo em gel em Sephadex G-100 (Fig.11), para
separar o componente polimérico (256.000 Da) do tetramérico (64.000 Da).
A partir desta cromatogratia foram obtidas 2 fragdes enumeradas de acordo
com a ordem de elui¢do. A fragdo [, constituida pelo polimero (256000 Da) e

a fragdo II, constituida pelos componentes tetraméricos (64000 d).

Subsequentemente, amostras de cada fracdo foram submetidas a
eletroforese em condi¢des desnaturantes (Fig.11A); com isso foi possivel
observar que a fracdo I, que era constituida pelo polimero, apresentou os 3
tipos de cadeias presentes no hemolisado de Geochelone carbonaria (Gy, Gy
e G3), ao passo que, a fragdo Il apresentou apenas 2 tipos de cadeias (G e
G3). A diferenga entre as duas fragdes ¢ que os componentes que constituem
a fragdo polimérica apresentaram a cadeia de mobilidade eletroforética
intermediaria (Gp)e que estava ausente entre os componentes que constituem

a fragdo tetramérica.
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Fig. 11: Perfil de elui¢gdo do hemolisado “stripped” de Geochelone carbonaria
(138 dias apos a hemolise e estocada em geladeira a 4°C) em Sephadex G-100, |
equilibrada com tampdo trissHCl 25 mM, pH 7.5, contendo EDTA 1 mM.
Temperatura: 25°C e fluxo de 12 ml/hora. Amostra 30 mg de proteina.
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Fig. 11a: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%, na presenca de uréia 6 M e |
triton X-100. Condicdes: vide material e métodos. Coloragdo: "Comassie brilhant
blue R". As bandas que estdo indicadas pela seta (—) representam a cadeia Gy, que
é originada pela associagdo aleatoria de cadeias. |
Amostra: fracdes obtida da cromatografia mostrada na figura 11. :
1,2¢e3: cadeias G;, G, e G3 que constituem a fragdo [ obtida da |
cromatografia em sephadex G-100 do hemolisado de G. carbonaria (cerca de 30 p
g de proteina).

4,5¢e6: cadeias G| e G3 que constituem a fragdo Il obtida da cromatografia
em sephadex G-100 do hemolisado de G. carbonaria (cerca de 30 pg de proteina). |
7 cadeias Gy, G, € G3 que constituem hemolisado de G. carbonaria |

138 dias de estoque apds a hemolise (cerca de 45 ug de proteina).

B,
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48- NUMERO DE GRUPOS SH REATIVOS NO
HEMOLISADO "STRIPPED" E HEMOLISADO TOTAL.

A titulagdo de grupos sulfidrilicos das hemoglobinas de Geochelone
carbonaria com p-HMB, foi realizada para a observagdo do niimero de
grupos -SH reativos presentes no hemolisado total e hemolisado "stripped",
logo apés a hemolise, devido ao aumento progressivo da polimerizagdo com
o tempo de hemolise, observado em eletroforese e cromatografia de exclusdo

molecular.

O hemolisado total apresentou um namero superior de grupos -SH
reativos por mol de hemoglobina, com 12 horas ap6s a hemolise foram
determinados 5,4 -SH/mol de hemoglobina tetramérica (n=3). Para o
hemolisado "stripped" foram observados 4,9 -SH/mol de hemoglobina

tetramérica (n=3) (Fig.12).

A titula¢do dos grupos SH reativos com DTNP foram realizadas 3
horas apos a hemdlise ¢ os valores para o hemolisado "stripped"” e total foram
de 5,3 SH/mol de Hb tetramérica e 7.3 SH/mol de Hb tetramérica,

respectivamente (n=9).
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Fig. 12: Cinética de desaparecimento de grupos -SH reativos obtida a partir da
titulagdo destes com p-HMB. Hemolisado total () e hemolisado "stripped" (+) de
Geochelone carbonaria. O hemolisado total e hemolisado "stripped” foram
estocados em concentragdo de 0,55 mM (em heme) a 4°C.
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4.9- DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR.

A massa molecular da hemoglobina de Geochelone carbonaria foi
determinada por cromatografia de exclusdo molecular, utilizando uma coluna
de Sephadex G-200. O experimento foi realizado com solugdes de
hemolisado "stripped" fresco, com 45 dias ¢ com 210 dias de coleta e
hemolise, para a observacdo da formagdo do polimero durante a estocagem.
As porcentagens relativas das fragdes de cada amostra aplicada na coluna

esta representada na figura 13a.

No hemolisado "stripped" (2 dias ap6s a coleta e hemolise), a fragdo 3,
que representa a maior porcentagem (86%) do hemolisado, apresentou o Kav
de eluicdo (0,589) semelhante ao da hemoglobina humana (0,586) portanto
uma fracdo que representa a massa molecular de 64.000 Da. Nesta amostra
foram observadas apenas duas pequenas fragdes com volumes de elui¢édo
menores (fracdo 1, 7% e fracdo 2, 7%) que apresentaram os volumes de
eluicdo da fracdo 1 e fracdo 2 do hemolisado "stripped”, com 45 dias de

coleta e hemolise (Fig.13).

O hemolisado "stripped" (45 dias apoés a coleta e hemolise), apresentou
3 fragdes com volumes de eluigdo diferentes, a fragdo 1 com Kav (0,293) de
elui¢do correspondente a massa molecular de 4 tetrdmeros (256.000 Da); a
fracdo 2, que apresentou o Kav (0,41) correspondente a massa molecular de
192.000 Da, ¢ a fragdo 3, com Kav (0,59) correspondente a massa molecular
de 64.000 Da (Fig. 13).
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O hemolisado com 210 dias de coleta apresentou apenas 2 fragdes com
Kav (0,591) correspondentes a massa molecular de 64.000 d (fracdo 3, 27%)
e Kav (0,293) ao maior polimero de 256.000 Da (fragédo 1, 73%).

A massa molecular de cada fragdo eluida da coluna, foi determinada de
acordo com o Kav estimado para cada fracdo, utilizando a curva mostrada na

figura 03a.

Pode-se observar também que a propor¢do entre as fragdes de massa
molecular diferentes se alteram de acordo com o tempo de estocagem; a
principio, quase 100% do hemolisado "stripped” estava na forma tetramérica.
Com 7 meses de estocagem, o componente polimérico constituia 73% do

hemolisado "stripped”.
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Fig. 13: Perfil de elui¢do do hemolisado "stripped" de Geochelone carbonaria em
Sephadex G-200 equilibrada com tampéo tris-HCl 25 mM, contendo EDTA 1
mM, pH 7.5. Fluxo: 10-12 mL/hora.

Amostras: 10 a 14 mg de proteina.

+ hemolisado "stripped” (2 dias apds a hemolise)

* hemolisado "stripped” (45 dias apds a hemolise)
n hemolisado "stripped” (210 dias apds a hemolise)
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2 dias 45 dias 210 dias

Fig.13a: Representaclo grafica das porcentagens relativas de cada fragdo eluida
por cromatografia de exclusdo molecular dos hemolisados "stripped”. (vermelho)
64.000 Da, (verde) 192.000 Da e (azul) 256.000 Da. Os célculos foram realizados
levando-se em consideragéo o volume total de hemoglobina que eluiu da coluna.
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4.10- IDENTIFICACAO DOS COMPONENTES COM
CAPACIDADE DE POLIMERIZACAO.

As fragdes obtidas por cromatografia de exclusdo molecular em
Sephadex G-200 do hemolisado estocado 210 dias foram submetidas a
PAGE, para o estudo dos componentes do hemolisado que ddo origem ao
polimero maior (256.000 Da) (Fig. 14).

A figura 16, mostra que a fracdo 1(vide Figura 13), apresenta apenas
um componente com mobilidade eletroforética correspondente ao do
componente polimérico (componente VIII, vide Figura 06). A fragdo 3
apresentou os componentes V e VI (vide Figura 06). A fragdo 1 (polimérica),
quando tratada com agente redutor, originou 4 componentes principais em
eletroforese ( II, III, VI e VII); no entanto, a fragdo 3 tratada com 0 mesmo
agente redutor, ndo deu origem a nenhum componente adicional, mostrando
que esta fracdo era constituida apenas de tetrdmeros de hemoglobinas que
ndo apresentam a capacidade de se polimerizar, ou o fazem muito

lentamente.
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Fig. 14: Eletroforese em condigdes ndo desnaturantes em gel de poliacrilamida a
7,.5% das fragdes eluidas em Sephadex G-200 a partir do hemolisado "stripped”
estocado 210 dias. Condigdes: vide material e métodos. Coloragdo: "Comassie
brilhant blue R".

Amostras:

1- Componentes de I a VII do hemohsado "stripped” de Geochelone
carbonaria (ap6s 10 dias de hemdlise). -

2- Componente VIII (—) da fragdo 1 obtida d‘a cromatografia em sephadex G-
200 mostrada na figura 13 (210 dias ap6s a hemdlise).

3- componentes V ¢ VI (—) da fracdo 3 obtida da cromatografia em sephadex
G-200 mostrada na figura 13 (210 dias apos a hemolise).

4- Componentes V, VI e VIII do hemolisado "stripped" de Geochelone
carbonaria antes da separagdo em sephadex G-200 (ap6s 210 dias de hemolise).

5- Componentes I, III, VI e VII (—) que se originaram apartir do tratamento
da frac¢do 1 (fig.13) com agente redutor (3-mercaptoetanol).

6- Componentes V e VI (—) presentes fragdo 3 (fig.13) tratada com [-
mercaptoetanol (amostra mais diluida devido a adlcao do agente redutor)
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5- DISCUSSAO

Nossos resultados sobre os estudos funcionais da hemoglobina de
Geochelornie carbonaria indicaram que esta proteina se caracteriza pela baixa
afinidade intrinsica pelo oxigénio (Fig.04). Embora, a hemoglobina tenha sua
afinidade diminuida em presenca de fosfatos orgénicos como ATP e [HP que
estdo usualmente presentes nas c€lulas vermelhas do sangue de tartarugas
(RAPAPORT & GUEST, 1941; BARTLETT, 1976; DAVIS, 1991), esse
efeito é pequeno quando comparado com o do 2,3-DPG sobre a afinidade da
hemoglobina humana pelo oxigénio (BONAVENTURA et alii,1976) e do
ATP em Bothrops alternatus (OGO et alii, 1993). De fato, na presenca de
ATP e IHP, os valores de Psg em pH proximo ao fisiologico (7,4)
diminuiramm 2 a 3,6 vezes respectivamente, enquanto, que na hemoglobina
humana a presenga de seu modulador fisiolégico, o 2.3-DPG, causou
diminui¢do na afinidade de cerca 9 vezes. O pequeno efeito dos cofatores
alostéricos observado pode ser explicado em parte, pela baixa afinidade
intrinsica da molécula de hemoglobina, que ndo necessita de uma regulagdo
para a liberagdo do oxigénio. Como demonstrado por LUTZ & LAPENNAS
(1982), para outras espécies de tartarugas, o [HP apresentou maior efeito
sobre a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, quando comparado com o
ATP, mesmo considerando que o ATP esta presente em maior concentra¢ido
no interior da célula, o que tornaria mais viavel a sua participagdo como
modulador alostérico na ligagdo do oxigénio & hemoglobina. Contudo, a
afinidade da hemoglobina mostrou-se maior pelo IHP, que mesmo em
concentragdes muito baixas, foi sensivelmente mais efetivo que o ATP
(Fig.05a). WEBER & LYKKEBOE (1978), sugeriram que in vivo o efeito do
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ATP seria ainda menor devido a formagdo do complexo ATP-ion magnésio.
Considerando a razdo molar fisiolégica entre a hemoglobina € o ATP de 1:1,
os resultados por nos obtidos indicaram que o efeito do ATP, nesta razdo
molar, foi inexistente (Fig.05a). DAVIS (1991), sugeriu que a presenca de
ATP em concentragdo elevada nos eritrocitos de animais que ndo o utilizam
como modulador da hemoglobina tenha papel como fonte de energia em

reagoes celulares.

A baixa concentragdo de hemoglobina no sangue (Tabela 02) de
Geochelone carbonaria de cerca de 3 mM em heme, nos permitiu deduzir
que a razdo molar entre hemoglobina e IHP era cerca de 1,5:1. Esse calculo
foi feito com base na concentragcdo de [HP descrita por DAVIS (1991),
BARTLETT (1978) e ISAACKS & HARKNESS (1980), uma vez que esta
ndo foi por nds determinada. Nesta razdo molar, o efeito do IHP foi muito
pequeno (Fig.05a), corroborando os dados de equilibrio que mostraram uma
pequena diferenca no valor do log de Ps, entre o hemolisado "stripped” e o
hemolisado total (Fig.04). Portanto, parece que a nivel fisiolégico o IHP ndo
exerce uma fungdo moduladora significante do transporte de oxigénio pela
hemoglobina, corroborando os dados de ISAACKS et alii (1978) e
GIARDINA et alii (1992). DAVIS (1991), baseando-se nos resultados de
PITTET et ali1 (1989) e KOPPITZ et alii (1986), propds que o IHP presente
nos eritrocitos de tartaruga exerceria papel de um possivel sinalizador de
membrana ou de modulador alostérico de enzimas intracelulares, como as
aldolases. Além dos queldnios em que a concentra¢do do inositol polifosfato
¢ baixa (0,5 pumol/mL eritrécito) (DAVIS, 1991), este modulador esta

também presente na hemacias das aves. Nestas o inositol polifosfato ¢ o
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principal modulador da afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, mas a sua

concentragcdo nos eritrocitos é 10 vezes mais elevada (5 umol/mL eritrdcito).

Da mesma forma que Geochelone carbonaria, outras espécies de
queldnios apresentam baixa concentracdo de hemoglobina (SHEELER &
BARBER, 1964; LEFANT et alii, 1970). Algumas espécies aquaticas
apresentaram concentragdes superiores, da ordem de 7 mM (GAUMER &
GOODNIGHT, 1957; BURGGREN et alii, 1977, LAPENNAS & LUTZ,
1982). Entretanto, 2 espécies terrestres estudadas por BURGGREN et alii
(1977) e GAUMER & GOODNIGHT (1957), mostraram concentragdes de
hemoglobina superior a 7 mM, o que demonstra a auséncia de um padrdo

adaptativo com relagdo ao habitat e a fisiologia do animal.

A afinidade da hemoglobina pelo oxigénio minima foi encontrada em
pH mais acido. A amplitude do efeito Bohr (ALog P50/ApH) da hemoglobina
de Geochelone carbonaria (-0,60) ¢ menor do que a observada na
hemoglobina humana (-0,73) (BONAVENTURA et alii, 1976), mais ¢ maior
do que a das tartarugas marinhas, Caretta caretta, ¢ Chelonia mydas (-0,35)
(GIARDINA et alii, 1990; LUTZ & LAPENNAS, 1982; LAPENNAS &
LUTZ, 1982). E também maior do que a observada na espécie terrestre
Testudo graeca (-0,28) (BURGGREN et alii, 1977). A presenga de
polifosfatos organicos, ATP ou [HP, ndo causou uma mudanca significante
na amplitude do efeito Bohr (-0,61 e -0,67, respectivamente). Alguns répteis
como os ofideos Bothrops alternatus (OYAMA et alii, 1993) e Liophis
miliaris (FOCESI et alii, 1992), a presenca de moduladores alostéricos da
hemoglobina ¢ fundamental para que ocorra um aumento da amplitude do
efeito Bohr. Deve-se ressaltar que nessas espécies, o efeito Bohr € aparente e

a estabilizacdo do tetrdmero ocorre apenas em presen¢a do modulador. Em
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solugdes "stripped”, a hemoglobina esta predominantemente dissociada em

dimeros ¢ o efeito Bohr é nulo.

Sob o ponto de vista fisiologico, o efeito Bohr observado na
hemoglobina de Geochelone carbonaria (Fig.04 ¢ 04a) pode ter um papel
relevante no transporte de oxigénio, embora em condigdes normais, ndo deve
haver nudanca significativa do PCO, e portanto, do pH sanguineo. Contudo,
o efeito Bohr parece ser vantajoso para os queldnios, desde que a tensdo do
CO; e pH em animais ectotérmicos sdo temperatura dependentes. A medida
que a temperatura ambiental aumenta, a solubilidade do CO; aumenta,
produzindo um aumento da concentrac¢d@o de ions hidrogénio. Isto causa um
decréscimo no pH sanguineo, diminuindo a afinidade da hemoglobina pelo
oxigénio, através do efeito Bohr. Parece, portanto, que o mecanismo que
regula a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio em Geochelone carbonaria
estd mais diretamente relacionado com os fatores que regulam o pH
sanguineo, do que com a modulagdo da hemoglobina por polifosfatos

organicos.

Os valores de coeficiente de Hill (nH) que medem a intera¢do heme-
heme, mostraram que a hemoglobina de Geochelone carbonaria na forma
"stripped” € cooperativa e pequenas variagdes ocorreram em func¢fo do pH
(Fig.04). Algumas outras espécies de tartarugas (SULLIVAN & RIGGS,
1967c¢) e outros répteis, como ofideos, mostraram que os valores de nH eram
dependentes de pH (MATSUURA et alii, 1987)

A determinagdo precisa da variagdo dos valores de nH com a variagdo
do pH foi impraticavel devido a ocorréncia da dispersdo dos valores de nH
nos limites entre 1 e 2. Entretanto, foi possivel observar uma tendéncia dos

valores de nH serem maiores proximos de pH 7,5. Estudos realizados na
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presenga de ATP e IHP mostraram que houve aumento dos valores de nH

mais acentuado na presenca de ATP, porém a disperséo persistiu.

Dispersdo similar foi também observada nos valores de Psy (Fig,04 ¢
04a) e o calculo do efeito foi feito determinando-se a curva de afinidade em
funcdo da regressdo linear. A origem da dispersdo ndo ¢ bem compreendida,
porém, nio podemos descartar a possibilidade que seja determinada pela
heterogeneidade molecular devido a multiplicidade de componentes presentes
nos hemolisados. Como sera enfatizado posteriormente, a formacdo de pontes
de dissulfeto mistas entre hemoglobina e moléculas ndo protéicas podem ser
fatores adicionais de interferéncia nos estudos funcionais, originando as
dispersdes dos pontos. Nos estudos realizados por BURGGREN et alii 1977,
com hemoglobina de Testudo graeca ¢ Pseudemys scripta, podemos
observar igualmente uma dispersdo dos pontos na curva da afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio em fungdo do pH. O mesmo ocorreu com a
hemoglobina de Malacochercus tornieri (WOOD et alii, 1978). A dispersdo
dos pontos ndo foi, pois, uma ocorréncia exclusiva da espécie Geochelone
carbonaria, porém nenhum dos trabalhos focalizam atenc¢fio especial para o

fato.

Os valores de nH menores que 2,0 e a baixa afinidade pelo oxigénio
observados na hemoglobina de Geochelone carbonaria podem seguir a
estabiliza¢do da comformagdo de baixa afinidade (estrutura T), previamente
observada por PERUTZ & IMAI (1980) em hemoglobina bovina e por
GIARDINA et alii (1992) e LOURO & BEMSK (1982) em hemoglobina de

tartarugas marinhas, Caretta caretta ¢ Chelonia mydas mydas.
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O estudo da estrutura tridimensional da molécula ¢ sem duvida muito
atraente, porém devemos estabelecer inicialmente a estrutura basica da

molécula.

Esta investigagdo foi iniciada determinando-se o numero de
componentes de hemoglobinas por eletroforese em gel de poliacrilamida. Os
nossos resultados eletroforéticos do hemolisado "stripped” e total de
Geochelone carbonaria mostraram uma grande heterogeneidade com relagdo
ao numero de componentes, como pode ser visto na figura 06. Tanto o
hemolisado "stripped”, como o hemolisado total, apresentaram 8
componentes eletroforéticos, mesmo em experimentos realizados logo apos a
hemolise. A presenca de heterogeneidade eletroforética de componentes no
hemolisado recém coletado ¢ uma indica¢do de que pode estar ocorrendo no
hemolisado de Geochelone carbonaria o mesmo que foi demonstrado para o
hemolisado de aves e tubarfio por REISCHL & DAFRE (1992) e DAFRE &
REISCHL (1990). Nessas espécies a presenga de SH nfo protéico,
principalmente a glutationa, leva a formacao de pontes de dissulfetos mistas.
Os componentes originados pela ligagdo entre SH da hemoglobina ¢ SH ndo
protéico apresentam mobilidade eletroforética diferente, conduzindo a um
aumento da heterogeneidade. A formagfo desses componentes, glutationil-
hemoglobina ocorre em eritrocitos de animais que apresentam hemoglobinas
ricas em grupos sulfidrilas reativos. O nimero de grupos SH reativos por
molécula de hemoglobina tetramérica pode variar de 2, em alguns
ruminantes, a 18 no crocodilo do nilo (KLEINSCHMIDT & SGOUROS,
1987). A grande heterogeneidade de componentes de hemoglobina € uma das
caracteristicas do hemolisado de muitas espécies de tartarugas. Esta

heterogeneidade também € encontrada no hemolisado de vérios outros grupos
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de vertebrados, como peixes (elasmobranquios e teledsteos), anfibios € outros
répteis (SULLIVAN, 1974 a, b; FYHN & SULLIVAN, 1975). A origem ¢ a
funcdo da heterogeneidade ainda ndo estdo bem estabelecidas. Para alguns
autores, a presen¢a de varios componentes evitaria a precipitagio da
hemoglobina no interior do eritrocito, quando a concentragdo estiver muito
proxima do limite de solubilidade (RIGGS, 1976). Outros autores acreditam
que a existéncia de um grande numero de componentes com propriedades
funcionais diferentes, seria uma vantagem seletiva na explora¢do de novos

ambientes.

As amostras tratadas com (-mercaptoetanol apresentaram 0s grupos
SH do oitavo componente totalmente reduzidos, levando ao desaparecmento
deste componente em eletroforese, demonstrando, assim, que este era
originado através da formacdo de pontes de dissulfeto (Fig.06). E interessante
observar também, que, nas amostras tratadas com agente redutor em uma
razdo de 120:1 (agente redutor : hemoglobina), no caso o B-mercaptoetanol,
ocorreu somente a reducdo das pontes de dissulfeto do componente VIII
(Fig.06). Os demais componentes que estavam presentes nos hemolisados
ndo apresentaram nenhuma alteracdo na mobilidade. Este comportamento
demonstra que a reducdo das ligagOes de dissulfetos dos componentes
eletroforéticos parecem ter diferentes acessibilidade ao agente redutor. No
entanto, foram observadas alteragdes na concentracdo de algumas bandas
que, provavelmente, representam os componentes originados por estas
ligagoes de dissulfeto mistas e que foram parcialmente reduzidas (Fig.06).
Estes componentes foram quase completamente reduzidos em concentragdes
mais clevadas do agente redutor, como pode ser visto na figura 07. A

presenga de 3 principais tipos de cadeias no hemolisado "stripped” e total de
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Geochelone carbonaria (Fig.08), corrobora a hipodtese da possivel presenga
de componentes originados pela formagdo de pontes de dissulfeto mistas com
SH ndo protéico no hemolisado de Geochelone carbonaria, como ocorre em
hemolisado de aves (galinha) (REISCHL & DAFRE, 1992).

A heterogencidade presente nos hemolisados de Geochelone
carbonaria e de outras espécies animais, pode ser discutida levando-se em
consideracdo algumas fungbes possiveis para este comportamento:
Primeiramente, a presen¢a de varios componentes evitaria a precipitagdo da
hemoglobina no interior do eritrécito. Esta possibilidade pode ser aceita
levando-se em consideracdo que o eritrocito de répteis € nucleado, tendo,
portanto, menor volume citoplasméatico e, consequentemente, maior contato
entre tetrameros de hemoglobina, facilitando, assim, a precipita¢do
intracelular. Isto ndo justificaria a heterogeneidade eletroforética nos
hemolisados de Geochelone carbonaria devido a baixa concentragdo de
hemoglobina encontrada no sangue, que ¢ cerca de 3 mM (heme) (Tabela
02).

Uma segunda possibilidade seria a da existéncia de componentes com
funcdes diferentes, possibilitando, assim, uma vantagem seletiva na
exploragdo de novos habitats. Esta proposi¢do pode ser discutida levando-se
em considerac¢do as diferengas a nivel de cadeias na constituicdo dos
componentes, como ja demonstrado para outras espécies de tartarugas por
REISCHL et alii (1989) ¢ RUCKNAGEL & BRAUNTIZER (1988). A
pequena variagdo ambiental a que esta espécie de tartaruga esta sujeita, ndo
justificaria a presen¢a de um elevado numero de componentes com fungdes

diferentes. No entanto, os mecanismos de sele¢do natural em conjunto com
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0s processos quimicos que controlam o genétipo €, consequentemente, O

fenotipo de uma espécie, ndo estdo bem esclarecidos.

A hipé6tese mais recente para a origem da heterogeneidade de
componentes observados em eletroforese, é baseada na formagio de pontes
dissulfetos mistas (SH ndo prot€ico ¢ SH de hemoglobina) ou entre
tetrAmeros de hemoglobina dando origem aos polimeros.. O hemolisado de
Geochelone carbonaria apresenta hemoglobinas ricas em grupos -SH
reativos (Fig.12 e 12a), e isto possibilita a formagdo de componentes a partir
pontes de dissulfetos mistas. Segundo HUISMAN & DOZY (1962) e
GAREL et alli. (1986), os componentes glutationil-hemoglobina, originados
em eritrocitos humanos, apresentam maior afinidade pelo oxigénio, reduzida
cooperatividade e reduzido efeito Bohr, quando comparados com os
componentes normais, isto €, sem a ligacdo de glutationa. Apesar da
quantidade de glutationa ligada a hemoglobina ndo ser significante em
eritrocitos humanos normais, os componentes glutationil-hemoglobina estdo
presentes em porcentagem elevada em hemolisados de varias espécies de
animais (REISCHL et alii, 1984; DAFRE & REISCHL ,1990; REISCHL &
DAFRE, 1992). Segundo SEXTON & MUTUS (1992), a glutationa ¢ o tiol
ndo-protéico mais abundante presente na célula. Esta é uma caracteristica
importante no processo de formagdo dos componentes glutationil-
hemoglobina, e a presenga destes componentes no hemolisado ¢ um fator
adicional de interferéncia nos estudos funcionais da hemoglobina. Uma
grande heterogeneidade eletroforética implicaria na presenca de varias
cadeias de globinas. Portanto, a presenga de 3 tipos de globinas no
hemolisado de Geochelone carbonaria, que possiblitariam a formagdo de

apenas 2 componentes, estruturalmente diferentes, sugeriram que os demais
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componentes observados em eletroforese seriam formados pela ligagdo de
diferentes numeros de tidis ndo protéicos de pequena massa molecular
(provavelmente glutationa), como foi descrito por REISCHL & DAF RE
(1992).

A reversibilidade da ligagdo entre SH ndo protéico ¢ a hemoglobina
pode dar origem a um mecanismo de prote¢do contra o "stress”" oxidativo
causado, por exemplo, por espécies reativas de oxigénio. O papel de
hemoglobinas ricas em grupos -SH reativos na prote¢do da membrana do
eritrocito, assim como, na protegdo do FeZ* contra a oxidagdo, foi sugerido
por REISCHL (1989), DAFRE & REISCHL (1990) e REISCHL & DAFRE
(1992), estudando hemoglobinas de animais ricas em grupos -SH. A presenga
de glutationa, glutationa redutase, glutationa peroxidase € outras enzimas que
fazem parte de um sistema de protegdo celular, é associada por muitos
autores, a um mecanismo de protecdo do eritrécito, como por exemplo,
contra radicais livres de oxigénio (KURATA et alii.,, 1993). Esta funcdo
poderia ser rapidamente selecionada na natureza, levando em consideragdo as
vantagens que este sistema traria para a célula, como por exemplo
aumentando a vida média do eritrocito (SOHAL & ALLEN, 1986; SOHAL
et alii., 1987), ou entdo, minimizando o efeito deletério de moléculas

oxidantes sobre a membrana do eritrocito e sobre a hemoglobina.

A separagdo dos componentes (I a VIII) observados em eletroforese
(Fig.06) foi realizada por cromatografia de troca idnica (Fig. 09) e
posteriormente as fragdes obtidas foram analisadas eletroforeticamente
(Fig.09b). A porcentagem relativa das fragdes I, II e III obtidas por
cromatografia foi muito pequena e, mesmo apods a sua concentragdo, ndo foi

possivel obter-se um perfil eletroforético razoavel. Ndo houve, portanto,
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maior empenho para alcangar esse objetivo, uma vez que a contribui¢do
dessas fragcdes no hemolisado total € pouco relevante (fig.09a). As fracdes
que eluiram da coluna em concentragdes mais elevadas (fragdes IV, V, VI,
VII ¢ VIII) e representavam 80% do hemolisado "stripped" e total, foram
submetidos a PAGE. As fragdes [V, V e VI mostraram-se homogéneas ¢ as
fragdes VII e VIII eram uma mistura dos componentes eletroforéticos VII e
VIII (fig.09b).

Como observado na figura 07, 2 componentes principais estavam
presentes apOs o tratamento com excesso de agente redutor. A identificagdo
dos componentes que possivelmente deram origem aos demais componentes,
foi possivel somente através da alquilacdo dos grupamentos SH reativos pelo
tratamento do hemolisado recém coletado com iodoacetamida. As figuras 10,
10a ¢ 10b mostram que, apds o tratamento, apenas 3 fragdes foram obtidas
por cromatografia em DEAE-celulose. Este resultado mostrou que os demais
componentes, observados em PAGE do hemolisado recém coletado,
poderiam ser, como sugerido previamente, provenientes de formacdo de
pontes de dissulfeto entre hemoglobinas ou, entdo, pontes de dissulfeto

mistas.

Como ja citado anteriormente, a hemoglobina de Geochelone
carbonaria ¢ rica em grupos SH reativos e esta € a principal caracteristica de
hemoglobinas que apresentam capacidade de se polimerizar. O hemolisado
total de Geochelone carbonaria apresentou um niimero maior de grupos -SH
reativos (5,6 SH/mol de hemoglobina tetramérica), com aproximadamente 12
horas apés a hemdlise. O hemolisado "stripped" apresentou 4,9 SH/mol de
hemoglobina tetramérica (Fig. 12). A determinagdo do numero de grupos -

SH reativos no hemolisado "stripped" e total, logo apos a hemolise, foi
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impraticavel devido ao tempo gasto para a hemolise e tratamentos posteriores
realizados para a preparagdo do hemolisado "stripped". Portanto, a titulacdo
dos grupos SH foi realizada 3 ap6s a hemdlise ¢ foi utilizado o DTNP. Foram
encontrados 7,3 SH/mol de Hb tetramérica e¢ 5,3 SH/ mol de Hb tetramérica
para o hemolisado total e "stripped”, respectivamente. Este numero ¢
provavelmente inferior ao encontrado in vivo, devido a rapida formacédo de
dissulfetos irz vitro. Devemos enfatizar o fato de que, um dos componentes
apresenta maior capacidade de se polimerizar. Portanto, o numero de grupos -
SH reativos encontrados para o hemolisado de Geochelone carbonaria, ¢
uma média entre os componentes que o constituem. Segundo REISCHL
(1984), no hemolisado "stripped" de Phrynops hilarii, 40% dos grupos -SH
disponiveis desapareceram nas primeiras 5 horas apés a hemolise e a
glutationa presente na amostras do hemolisado de Phrynops hilarii ndo
contribuiu significativamente para o namero total de grupos -SH reativos
titulados. Contudo, a dosagem de grupos SH reativos no hemolisado total de
Geochelone carbonaria, demonstrou que a presenca de grupos -SH ndo
protéicos, de pequena massa molecular, provavelmente de glutationa, alterou

o numero de grupos SH titulados em cerca de 37% para o hemolisado total.

A polimerizagdo da hemoglobina de Geochelone carbonaria foi
analisada em 3 tempos diferentes de estocagem, por cromatografia de
exclusdo molecular em Sephadex G-200 (Fig.13 e 13a). As fra¢des foram
enumeradas de acordo com a ordem de elui¢do (fragdo 1, 2 e 3). Os
hemolisados com 2 ¢ 45 dias apds a coleta ¢ hemolise, apresentaram as 3
fragdes (fra¢Oes 1, 2 e 3), enquanto que, o hemolisado analisado 210 dias
apos a coleta e hemdlise apresentou apenas 2 fra¢des (fragdes 1 e 3). O Kav

determinado para a fra¢do 1, correspondeu a massa molecular de 4x o
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“tetrAmero (256.000 Da), a fragdo 2 apresentou Kav correspondente a massa
molecular de 192.000 Da e a fracdo 3, um Kav correspondente a massa
molecular de 64.000 Da. O comportamento de polimerizagdo observado para
os hemolisados "stripped"” de 2 e 45 dias de estocagem a 4°C, corroborou os
dados de titulagdo de grupos SH reativos, mostrando que a polimerizagdo
inicia-se logo apos a hemolise € que esta se processa dando origem a
componentes com massa molecular de 192.000 Da e 256.000 Da. O mesmo
padrio de formagdo de polimeros com massa molecular intermediaria foi
também observado em outras espécies de tartarugas (REISCHL et alii, 1984,
SULLIVAN & RIGGS, 1967).

O estudo eletroforetico da fragdo 1, obtida a partir da cromatografia
em Sephadex G-200 do hemolisado "stripped" estocado, possibilitou a
identificagcdo dos componentes que constituiam o polimero (Fig.14). A figura
13 mostra que o hemolisado "stripped" estocado a 4°C durante 210 dias ¢
constituido por 2 fragdes: fracdo 1 e fragdo 3. Quando analisadas em PAGE,
a fracdo 1 mostrou que era constituida de apenas um componente polimérico,
com mobilidade correspondente ao componente VIII (vide Figura 14), ¢ a
fracdo 3, com maior mobilidade anddica, era composta por 2 componentes
tetraméricos, com mobilidade correspondente aos componentes V e VI (vide
Figura 14). Tratando-se ambas as fragdes com agente redutor, PB-
mercaptoetanol (cerca 24 mM), verificou-se que a fragdo 1 era composta por
4 componentes principais presentes no hemolisado recém obtido: II, III, VI e
VII, e a fragdo 3 permaneceu inalterada, demonstrando ser constituida pelos
componentes V e VI, que apresentaram massa molecular de 64.000 Da
(Fig.14). Em vista destes resultados, podemos concluir que em 210 dias os

componentes II, III e VII estavam totalmente, € o componente VI apenas
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parcialmente, envolvidos na formagdo de polimeros de alta massa molecular.
Contudo, o componente V, presente apenas na fragdo 3, parece ndo ter a
capacidade de polimerizar ou o faz muito lentamente. Com estes resultados €
possivel inferir que, mesmo os componentes originados através da formagdo

de pontes de dissulfeto mistas também polimerizam-se.

A analise do numero de cadeias que constituem o hemolisado de
Geochelone carbonaria, através de eletroforese na presenga de uréia e triton
X-100, demonstrou a presenca de 3 principais tipos de cadeias (G, G; e G3)
que se combinam originando os componentes do hemolisado (Fig.08). Este
numero de cadeias foi também encontrado em outras espécies de tartarugas,
Chrysemys  picta bellii e Phrynops hilarii (RUCKNAGEL &
BRAUNITZER, 1988; REISCHL et alii, 1989). As duas espécies sdo
constituidas por uma cadeia do tipo B e duas cadeias do tipo a, oA e ab,
originando 2 componentes de hemoglobina : Hb A (By047) e Hb D (ByaD»).
A combinacdo das cadeias que constituem o hemolisado de Geochelone
carbonaria, como acima citado, nfo possibilita a heterogeneidade de
componentes observada. Outras espécies de animais que apresentam 3
cadeias de globinas na constitui¢do do hemolisado, demonstram também a
presenc¢a de apenas 2 tipos de componentes, Hb D ¢ Hb A, sendo estes, do
tipo simétrico. Este tipo de arranjo estrutural € observado no hemolisado de
aves (NOTHUM et alii, 1989)

No entanto, segundo OHKUBO et alii (1993) e TSUYUKI &
RONALD (1971), a heterogencidade também poderia ser gerado pela
presen¢a de componentes assimétricos in vivo. Estes componentes seriam
pouco estaveis e, portanto, dificeis de serem observados in vitro. A presenga

destes componentes assimétricos seria possivel principalmente em espécies
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que apresentam dissociacdo do tetrAdmero em dimeros. A partir desta
possibilida tornou-se necessario a identificagdo dos componentes apds o
tratamento com um agente alquilante (iodoacetamida). Como pdde ser
observado na figura 10 , 3 fragdes foram obtidas por cromatografia de troca-
i6nica em DEAE-celulose (fracdo 1, 2 e 3), a partir do hemolisado de
Geochelone carbonaria tratado com iodoacetamida. Estas fra¢des foram
homogéneas quanto ao padrdo eletroforético (Fig.10b) e a fracdo 1
correspondeu ao componente eletroforético IIIL, a fragdo 2 correspondeu ao
componente eletroforético IIi ¢ a fragdio 3 correspondeu ao componente L. A
identificacdo da constituicdo, a nivel de globina, dos 3 componentes foi
interessante na tentativa de determinar a presenca de componentes
assimétricos no hemolisado. Quando submetida a PAGE na presenca de uréia
e triton X-100 (Fig.10c), a eletroforese demonstrou que a fracdo 1
(componente II11) era constituida por (G1),(G3),, a fracdo 3 (componente Ii)
era constituida por (Gi),(G), e a fragdio 2 (componente III) apresentou a
mesma constitui¢do que a fracdo 1, sugerindo portanto, que a fragdo II era
um componente originado a partir da formagdo de pontes de dissulfeto
mistas, possivelmente com glutationa. Isto demonstrou a rapida formagdo do

componentes 11! no hemolisado ou entdo, que este esta presente in vivo.

A separacdo cromatografica das fragdo polimérica e tetramérica por,
cromatografia em sephadex G-100 (Fig.11) e posterior eletroforese (PAGE)
na presenga de uréia e triton X-100, com as fragdes eluidas (Fig.11a),
possibilitou observar que a fracdo polimérica (fracdo [ da Fig.11) era
constituida pelos 3 tipos de cadeias (G;, G, ¢ G;). A auséncia da cadeia G, na
fracdo tetramérica (fracdo [I da Fig.11) indicou que esta globina era a

principal responsavel pela polimerizagdo dos componentes. Entretanto, a
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presenca dos 3 tipos de globina na frag@o polimérica, indicou que pelo menos
2 cadeias devem apresentar grupos SH reativos (fracdo I da Fig.11).
REISCHL et alii, (1989) ¢ RUCKNAGEL & BRAUNITZER (1988),
demonstraram que as 3 cadeias presentes nos hemolisados de Phrynops
hilarii ¢ Chrysemys picta bellii apresentam residuos de cisteina em suas
estruturas primadrias. Contudo, apenas a espécie Phrynops hilarii, apresenta a
capacidade de polimeriza¢do, devido ao arranjo terciario € quaternario das

subunidades.
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6- PERSPECTIVAS DE ESTUDO DA HEMOGLOBINA DE

Geochelone carbonaria.

O estudo funcional dos componentes de hemoglobina de Geochelone
carbonaria observados em eletroforese (Fig.06) ¢ sem duvida fundamental
para se estabelecer a correlagdo entre a estrutura e fungdo. Este estudo
ofereceria dados com relagdo a interagdio entre os componentes € o tipo de

modulagio a que cada componente esta sujeito.

Separagdo dos componentes por cromatografia de troca ibnica e

posterior determinagdo da composi¢do de globina de cada componente.

Deteminagdo da composi¢do de aminodcidos de cada cadeia de

globina.

A nivel de estrutura tridimensional estudos utilizando técnica de EPR,
nos forneceriam dados para a observagdo se o estado T (tenso) €

predominante nestas hemoglobinas.

Enfatizar os estudos sobre os grupamentos SH de glutationa ¢ de
hemoglobina, procurando assim, observar o comportamento destes grupos
tidis quando o eritrdcito estd sob uma condi¢do "stress" e observar se existe
alguma relagdo entre a presenga de pontes de dissulfeto mistas e os
mecanismos de prote¢do da hemoglobina e do eritrécito contra espécies

reativas de oxigénio.
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7- CONCLUSOES

1- A hemoglobina Geochelone carbonaria, apresentou baixa
afinidade pelo oxigénio, com valores de Psy maiores que de algumas espécies
de tartarugas marinhas estudadas por outros autores.

2- A molécula se mostrou cooperativa, mas com valores de nH
bastante heterogéneos, variando de 1,2 a 2,0 para os hemolisados "stripped”,
na presenca de IHP e hemolisado total. Na presenga de ATP variou de 2,0 a
2,5.

3- O sitio para ligacdo de fosfato tem maior afinidade por [HP em
relacdo ao ATP, mas o efeito alostérico de fosfatos (IHP e ATP) sobre a
ligagdo da hemoglobina com oxigénio ¢ pequeno, mesmo em concentragdes
elevadas, e quando em concentracdes que obedecem a razdo molar fisiologica
de concentracdo do fosfato e de hemoglobina, o efeito é praticamente
inexistente.

4- A amplitude do efeito Bohr (-0,60) nfo varia significantemente
em presenca de ATP ou IHP, e sob o ponto de vista fisiolégico, parece que os
mecanismos que regulam a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio estd mais
diretamente relacionada com fatores que controlam a concentragdo de ions
hidrogénio no sangue do que a modulacdo por ATP ou IHP.

5- O hemolisado de Geochelone carbonaria apresenta apenas 2
componentes diferenciados estruturalmente, evidenciado pelo tratamento com
agente alquilante com agente alquilante (G,G,), € (G,G3),.

6- A cadeia G, € a principal responsavel pela polimerizagdo do
componente; no entanto, a outra cadeia parece também apresentar grupos -

SH reativos, contudo, em menor niimero ou menos reativos.
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