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; INTRODUCAD

A hemoglbbhina consts excelente modélo para o

estudo da correlagao entre estrutura e fungao de protein

possulr cadelas polipeptidicas

relativanente pequenas, S TS Y
tando cerca de 140 a 150 residuos de amino acidos, e por desen-
penhar fungoes 34 bem estabelecidas (ANTONINT & B85 UNORI, 1R71).

sendo fundamental, na presente tese o Dinomic

trutura-fungdo, procuraremos abordar e exXpor de maheira sucinta
alguns conhecimentos relevantes sobre o assunto.

A hemoglobina humana &, evidentemente, a que tem
sido melhor estudada sob ponto de vista es truteral, funcional e
ontogénica. As estruturas tridinensionails das formas oxi gunada
e desoxigenada, assim como as sequencias de amine acides de va-
rias cadelas polipeptidicas j& foram elucidades (INGRAN, 1957
RENDREW et alil, 1960 ; KENDREW, 1561 ; 1963 : MONOD et alli,
1965 ; PERUTZ, 1965 ; BOLTON et alii, 1968 PEUTZ, 1968,
BOLTON & PERUTZ, 1970 ; MULTRMEAD & CREER, 1970 : CHAUVETD & BUHER,
1971 5 1972 ; KILMARTIN et alii, 1978 ; KIWMARTIN et alii, 1980) .

Eestruturalmente, este pilgrento resoliratdrio ez

importancia fundamental para o35

gquatro cadelas polipeptidicas, das quals duas sao denominadas
cadeiasa , cada uma contends 141 reziduons do amine Goidos, e as
outras duas designadas cadeias b, apresentands cada uma 146 ro-
siduos de amino acidos. Esses dois tivos de cadeias, G el | Lo5-
suem estruturas secundarias e tercifrias muito semelhantes en-
tre si e similares a miocglobina (PERUTZ. et alii, 1978), o a5
diferencas nas estrubturas primarias existentes entre as  &rés

especies moleculares nac detoerminam grandes alteracoes nas suas



conformagoes tridimensionais. O conhoeoinento  da estrutura oy

i

dimensional da molécula de hemoglobina, foi obtido através dos
estudos de cristalografia por raio-X (PERDTY ot alii, 1468 &
MUIRHEAD & GREER, 1970). A mioglobina que contém uma Onica - ca-
deia polipeptidica & composta de 153 residuos de amino dcoidos |
sendo muitc semelhante & cadeia da hemoglobina humana.

0 diagrama esquematico proposto por RENDHEW ot
alii, 1963 para mioglobina, propoe a existéncia de oito segmen
tos helicoldals, designadeos pelas primeiras letras do  alfabeto
{Ala H}, ligados entre si por sete segmentos RAQ helicoidais

(B , BC , CD , DE , BF , FG e CH), formados, geralmente,

residucs de aming acildes de natureza polar. A regiao aniio-bors

a0 carboxi~terminal de

minal, recebou dencminacgac

¢

O Bstes sogmentos de A o 4 constituem a cadela polipoptidica,

gue ligada ao grupo heme, [orma um monomero ou subunidade. A oas

@ociagém de dois pares de subunidades (« el ) atrave

cac nao covalente constitul & molecula de hemoglobina. Bssa as-

sociacao permite a formagao de uma cavidade no centro da
la, constituida de amino acidos de natureza polar gue mantém &~
gua em seu interior. Além dessa cavidade polar, existem alguns
residuos hidrofilicos na superficie externa do tetramero , gue
condicionan hidrossolubilidade & molécula. Os grupos hoemes  Li-
cam localizados em cavidade interna de molloula, onde  residuos

de baixa constantoe dieloe-

hidrofébicos mantém wn mioro ambl
trica, conservando o ferro do anel pjrré[iww na Forma de Fo(ll),

o ogue possibilita & ligacao reversivel do oxigenio molecular

VJ

(0,) (PERUTZ, 1965).

0 ferro do grupo heme se oencantoa deslooado o

. oy o TR .

plano do heme na desoxihemoglobina (forma T}, @ siduo

fyue



se estabelece i) entre o gruno d-cabonil da argininag 4L,

X

(HC3) e a~aminogrupe da valina iw? (NaL), 14y o grupo guanidini

co da arginina 14le, e o aspartaro 111u2 (HB), 1ii}) o a-carbo-

nil da histidina 1466] (HC3) que esté ligado ao caminogrupo da

tisina éﬁﬂz {C3) e iv) o grupo inidazdlico da histidina 14631

parcs de residuans sao Ligadas

ao aspartato Eﬁﬁi (FG1). Estes
PO grupos opostamente carregados, denominadas ligacoes salinas.
Na desoxihemoglobina, as tirosinas (HCZ) de ambas as cadeias es

tao fortemente estabilizadas por forgas de van der Waals com as

)

nelices e parcialmente por pontes de hidrogenio entre os S8Us
grupos CH e as carbonilas da valina (FGS5) (PERULZ,1968;BALIWIN &
CHOTHIA, 1979;).

Quando a desoxihencglobina reage com oxigenio mo
tecular, o ferro do grupo heme sofre una transicao reversivel
de altc spin para baixo spin, trazendo o nhcleo do anel porfirl
nico para o meswoe plane do ferro. Com essa alteragao, ocorre mo
vimento na cadeia (F8) aproximando-a do neme, produzindo um mo-
vimento na cadeia polipeptidica. Bste movimento desloca o Ro1i-
ce I para junto da hélice A, expulsando a tirosina (HC2) da ca-

vidade entre as héliceg ¥ e H, devido ao seu estreitamento. Eg-

;ao do grupo carbonil adia -

pontes salinas e provocando dissoclagao de

protons que participam do efeito Bohr. Esse movimento das heli-
ces induz modificagoes na estrubura quaterniria da molécula de
nemoglobina gque passa a ter maior afinidade e Lo Q?u Na oxiaemo
globina (forma R}, 08 residuos C-terminais das quatro cadelds tem
completa liberdade de rotacio, e a penfiltima tirosina apresenta

rovimento parcial (MONOD et alii,l965: POITON et alii, 1968; KILMARIIN &
FOSSI~BERNARDL , 1969; PERUTY et alii,i909; PERUIZ, 1970; MUIRHEAD & GRIRE, 1970

BOLTON & PERUTZ,1970; KILMARTIN & HOWILT, 1971 ARNONE et alll, 1976 KTLMARDIN




et alii, 1980),
A& propriedade luncional mais importante da hewmo-

globina ou seja, a combinagao reversivel com 0., & regulada

3

atraves da cooperatividade na ligagao com O,, proveniente de in
: ok
teracao homotrdpica positiva e poelo efeito exercido predas into-

agoes beterotréplcas. A presenga simultdnes dessas

duas intera

vantagem para homoglobinag, possibllitando-ihe o

Lransporbe

O, ¢ condicoes metabdlicas, AreT

temente, das mals adversas, wn proteina pa

rece estar frequentemente acaptads metabblicas

do animal e ac seu meio ambiente. Fsta adaptac da hemoglobins

inciul mudar na alinidade pelo O, mudancas no conteudo cla
- r s

efetores alostéricos e VAT LAC na cooperatividade de intera

pelas unices sucessivas das woléculas de O, (BONAVENTURA et alii,
’ &
1972 ; RIGGS, 1976).

O fendmeno da cooperatividade na henoglobing &

causada pela transicao reversivel entre suas formas T e R (b1
et alii, 1965). 0s estudos estruturais da desoxihe globina(for
ma ), revelaram a existéncia de viarias pontes salinas, incluin
do as pontes salinas do grupo Bohr. Uma ves gue estas pontes sa
linas estao ausentes na oxihemogiobina {(forma Ri, PLURPZ,.L970 ,

sugeriu  qus @ mudanga cu rompimento destas pontes salinas pode

ria ser responsavel pelo menos parcislimente pela cooperativ
de na hemoglobina. Por outro lado, ANDERSON, 1875, através dos
estudos de cristalografia por raio-X, utilizando mutante de he-
moglobina humana, a henoglobina Kansas (5102 Aspe- Thr), verifi-
Cou gue as pontes salinas do modolo estereoguimico de PERUZ, 1970,

incluindo as pontes salinas entre His 14607 o Asn 948, permane
k E &

ciam ifnalterad na henogloblina Kansas ligada an NO ou O, .- &
4 5 .

presenga de IHP (forma T}, Mails recentemente » Eilmartin et alii,



1978, wverificaram que o valor de pK da His 1460 permanccia inal

terado apos ligagao da hemoglobina Kansas oom Ligantes . bstes

sultadog confirmam a observacio de ANDERSON, 1975 de que as pon
tes salinas do grupo Bohe nao eram rompidas na ligacio dos  1li-
gantes na desoxihemoglobina Kansas. Para conciliar os  resulfo-
dos, aparentemente, contradicdrios entre homoglobinag kansas &

hemoglobina humana normal, KILMARTIN et alii,1978, suqgoeriram

que o necanismo estereoguimico para oxigenacho cooperativa da

3

hemoglobina como preposto por PERUUY, 1970, ndo seric o unico.

As alt@ra§ﬁﬂ9 estruturais na molecula de hemoglo

bina pela Gxig@naq%m afetam certos residuos de amino hoidos, bom

como suas propricdades de ionizagao e liberacio ou captacao do
protons. Da mesma forma que a interagao heme~heme, o efeito Boby
resulta da mudanga na estrubura da melécula de hoemoglobina, aphs

sua combinagao com O ¢ efeito Bohr € um caso tipico de intera

2"

cao heterphbrépica, envelvendo 02 e protons. Esse efeito & atual

mente conhecido come efeito de pH do meio sobre a afinidaede da
hemoglobina pelo 02, Nos tecides, a liberacgao de Oz pela hemno -
globina e acompanhada pela captagao de lons hidrogenio, U
fornece importante contribuicac para o transporte de COZ. nsta
captacio de Ions H' ocorre somente em pH acima de 6,0 e & co-
nhecido como efeito Bohr alcalinoe. Uma vez gue valores de pil a-

¥

haixo de 6,0 nao ocorrem “in vive', o efeito Beohre Goideo Hode
F B
nao representar importincia filsioldgica (PERUTZ, 1270) .

magoes estruturais obtidas por

Com Dase nas inic

cristalograiia de raio-¥, Pl L1970, propos soroa His 1460

wn dos amine Acidos enveolvido no efelto Bohr alealine, pela for

m&q&o de ponte salina entre o grupo imidazolico ¢ o grupo o



nilico do Asp 948 na desoxihemoglicbina. Esta proposigac foi con
firmada pela remogao enzimtica da lis LAGR (KILMARTIN & WOOTON,
1970) e pelos estudos da hemog lobina Hiroghina gque  tem a
His 1468 substituida por Asp (PERUTZ et alii, 1971) onde ohser-—
vourse redugac substancial do efeite Bohr alcalino, A remogao
enzimatica da Arg l4la, produziu também, redugdo parcial desse
afeito (PERUTZ et alii, Le71y .

MATTHEW et alii, 1979 o RUSQU @i alii, 1989, in-
vestigando o papel da ponte salina existentoe entre & fHis 1465 e

Asp 948 no efelto Bohr alcalino, verificaram que a ponte selina

permanecia inaltevada com a ligagao de ., ;o @ABBiIm Ccomo o

valor de pK da His 1468 e relataram a existencia de varias Limi
tagﬁ@s no estudo do mecanismo molecular do efeito Bohr, uma ves
gue este dependia das condigdes experimentais. Entretanto ;e
1980, KILMARTIN, FOGG e PERUTZ utilirzando solugac de hemoglobi-
na (100mg/ml), guimicamente modificada (sem—His 146B], em bhaixa
concentxagﬁo de lons cloreto {(l0mM) e na auséncia de fosfatos,
isto @, em ﬂomﬁigﬁas am gue somente a cantribuigéa da higtidina
L~terminal das cadeias estava inibida, verificaram que essa

o

modificagac na hemoglobina resultara en redugac  de 60% do efal

ade eletrdnica, & &

to Bohr alcalino. Diferencs no mapa de dengic
monstrou gue a ponte salina entre a His 1460 o Asp G4p astava

aunsente. Bsses resultados discordam das observacoes de RUSSU et

aiii 1980 e MATYHEW of alii, 1979 de que na auséncia de Fogam
tos e em balxa concentrac¢io de lons cloreto, a ponte salina per
manecia inalterada com a oxigenagao da hemcglobina, e que o hig
tidina C-terminal apresentava contribuicdo minima para o efelto
Bohr alcalino.

De acordo com a revisao realizada por BALDWIN &

CHOTHTA, 1979, as interagﬁﬁs entre residucs das cadeiasn locali



zadas na cavidade interna da wmolécula, contribuem também Y
o efeito Bohr. Estes grupcs de residucs incluem Val la,Lys 127a,
Asp 60, Asp 1269 , Arg l4la e His 1220 .

Erm estudos conparativos de hemoglobinas de va-
rias espécies de mamiferos RIGGH, 1959 e 1960 sugeriu a partici
p@gﬁm dos grupos tidis livres como doadores de protons, pois
o numero de ng+ gue se Ligava na desoxihemoglcobina era aproxi-
madamente igual ao namero de protons liberados durante a oxige-
nacao da mesma. O blogueio do grupo -8H da Cys 930 da henoglobi
na humana por varios reagentes especlficos para tiols, levou a
alteragao do efeito Bohr, demonstrando estar cese amlno Gotdo
envolvido no efeitoe Bohr almglim@ (RIGGE, 19%6l). Eecentementea,
ANTONINT et alii, 1982, realizando experimentos de bloguelo do
grupo ~8H da Cys 9308 , verificaram gue nessas hemoglobinas modl
ficadas, a diferenga de afiﬂidﬁﬁe por 2,3-DPG apresentadas pe-
1as duas formas de hemoglobinas diminuia com decrescimo de  pH,
devido principalmente, 5 menor afinidade da forma desoxigenada

SH W)

da hemoglobina modilicada para com o ligante fosfato. O el
Bohr degsas hemoglobinas apresentou-ge bastante diminuido,cerca
de 50%.

Frmbora os sstudos dos efeitos de phl e de ligan-

fes anionicos como 2, 3-DPG, IHP e C1 , tenhan contribuido  para

melhor compreensac do papel de ligantes hetarotroplcos o o oori-

gem da  cooperatividade, a acao destes llgantes foram an

RO et alil, 19689

dos separadamente (BENESCH et alil, 1969 ;

T

ARMONE, 1972 : De BRUIN et alii, 1974a ; 1974L 3 1975 ; BRYGIER
et alii, 1975 ; KILMARTIN & ANDERSON, 1978 ; ANTONIND et allig
1082) . Bstudos recentes indican  gue a ligacao de cada ligante
heterotrdpico estad relacionado nao somente com A oxigenagan, nas

também com a ligagao de sutros rodulodoresheterotropicons, alguns



[l

dos gquais competindo com os mesmos sitios ns molécula de e

globina {(Van RBEFE ot a1

Ly LBTY9 3 IMATZUMT et alii, 1979,
A dmportancia fisiologica dos Fosfatos orgdnicos
na regulagao da propriedade da ligacac de 0 pela bomoulo
: ¥ 8 3 . sela honoglo

bina, Tl amplamonte  osbwlada por Vi lon posuguiaoedGros

(BENESCH & BERNBESCH, L1987

ESCH et o alrd, LUG6Ha, l9eB8hL ; 1969

CHANUTIN & CURNISH, 1967 ; ARNONGD, 1872 ; Bo BRUIN et alii, 1973,

2

L974a; BRYGIER et alii, 1975 ; ANTONINI ot alii, 1982). A hono-

globina e o 2,3-LPG, os principais organicos  dos

eritrocitos humano, apresentam ambos, concentracac de 5SmM. 0 fog

fato orginico (2, 3-DPG) Tiga-se  vreforenclialmente com a deso

kN
wihemoglobina e facilita a transferéncia de O, aos eritro

.

citos para os tecidos, diminuindo a afinidade da hemogiobinag

pelo Ggas ; sem alterar a cooperatividade da

el alii, 1967},

genio & nem o efelito Bohr

De BRUIN ot alitf, 1973 demonstravam o ofelto  do

sito Bohr, baseando no Fato de ser oa Lig

2, 3-DBG sobre o
Ao 2, 3-DPGC com as formas desoxl e oxigenada da hemoglobing e

pH acima de 6,0 acompanhada por captacac de protons anduanto

ito @ acompanhado por libore

gue em pH abaixo de 6,0, tal

ses resultados demonstram a portincia do

de protons.

da liberag¢do de prdtons Bohr na presenga de 2, 3-DPG, QOme wm

s

ofetor en zmnbas

meio para investigar os sitics de llgagao

fomeltria e ligagao do

as formas de hemoglobinas. & es

2, 3-DFG com desoxihemoglobina, como para Coim & oxihenocgicohina

foi dgual a 1 (Ilmol/mol), indicando gue tamoém na  oxihenoglobl
na o sitio de ligagio do fosfato, estd localizado na  cavidade
central que ccorre através da molécula ao longo do eixo de sime

S

tria, sitio onde o Fosfato orglnico se encalxa. bm valorx

TS -

x0s de pH tanto a desoxihemoglobina como a axinemnoglobina



res de pH, o mesmo numero de grupos carregados positlivamente @y
tdao envolvidos na ligagao de ambas as formas de hemoyglobing com
2,;3-DPG. Essas observagoes justificam a hipbtese de que na deso
xihemoglobina, como na oxihemoglobina, o 2, 3-DPG se liga na ca-
vidade cantral entre aw cadelash (Van BEREE & Do BRUIN, 197%)  b-

cula

vidéncias cristalograficas confirmam & ligagao de wma 1ol
de 2,3~DPG por sitic e definem os residuos de anino Adcidos e

participam na ligacao; o o~amino grupo da val 10 , os JIUpOS

imidazdlicos da His 28 e da His 1438 envolvides na inte

racao eletrostitica com os grupos fosfatos, engquanto que o c-ami

no grupo da Lys 828 participa na ligacao com o grupo carboxi-

lico do fosfato organico (ARNONE, 1972: ARNONE SPERUTY, 19745 .

Ha mais de uma década,conoe gue  aniona mono-
valentes comoe cloreto se liga ﬁais fortemente 4 desoxihemoglobi
na, e tem grande efelto seobre a afinidade da henoglobina pelo
oxigenio (CHIANCONE et alii, 1972). Entretanto, sO recentemonto
foi demonstrado gue nao apenas o afinidade pelo 0., . ma s
tanbem © numero de prétons liberados pela oxigenacao da desoxi-
hemoglobina & dependente da presenca de lons cloveto ( ROLLEMA
et alii, 1975). Em pH neutro e coﬁeamtrﬂgﬁo Figioldgica de fons
cloreto, aproximadamente metade do nlmere de protons Bohr foram

o - -

Liberados, provavelmente, devido a diferenga de interacioc de

b3 "t ] . - : - - . St - oy - 1
ions CL com  a desoxihemoglobina e owihemoglobina. A exi:

cia de somente dois sitios de ligacdo para es

vada em ambas as formas de hemoglobina: na desoxihenmoglobina, o
fon cloreto estd ligado entre o n-amino grupo da val lo e ¢ gru
po guanidinico da Arg l4le {ARNCONE et alll, 1977), enguanto gue

na oxihemoglobina, os sitios de ligagao do clorelo, parecem sev

constituido somente por grupos inidazdlicos (Van BEEXK et alii



tigadas. Dols residuos que permancciam invariaveis nas oubras
espécies estavam substituidos na cadeia de viper: a Lvs 1lg
estava substituida por Arg e a His 1220 por Leu. Uma vez gue
a His 1220 esth, supostamente, envolyvido no ofeito Bohr
(BALDWIN & CHOTHIA, 1979} o no sitio de ligagao do cloreto
{(Van BEEK & De BRUIN, 1980), seria interessante a verificacgao
desses efeitos na hemoglobina de viper,

be acordo com PERUTZ et alii, 1968, os residuos

envolvidos nos contactos com heme ou com as cadeiasp ., HAO fui

tais” para a fungac bioldgica, por isso sfo mais constantes na

o Rl

scala filogengtica. Dez residuos da cadeian estio envolvidos
nos contactos ﬂlﬁz” Em viper 2les sao identicos dgueles encon-
trados na cadeis da hemoglobins humana, exceto a Val 96. Gue
estd substituida por Ala como na cadeia da hemogliobina de cay
pa (HILSE & BRAUNITZER, 1%6&),.95 L9 residuos da cadeiac e
estao envolvidos no contacto conm heme sao identicos no Viper
gquancdo comparade com a cadelac da hemoglobina humana, mas go-
mente 14 sao invaridveis em todas as outras espécies agtuda-
das (DUGUET et alii, 1974). Contactos "vitaoig? estao localiza-
dos na parte central e C-terminal da sequancia (PERUTZ et alii,

1968) . Quando a cadeiac Ha hemoglobina humana ol tomada como

terminal Foram onoonbradas 504 de

referéencia,am 32 residuos cla o

-

substituigoes,em 60 residuos da parle o

@mﬁmrﬁmmWﬁaﬂmw

cao C-terminal 313 de substi tuigoes foram endopltrades. A porocenbagen total.

de substituicas nas aves, viper e carpa foram de 2°
respoectivamente (DUGUET eb alii, 1974).

sendo assunto da presente tese

& propricdade
imunologica da hemoglobina de serpentes aguaticas,analisaremnos
agora o que se conhece a respelto na literatura.

O estudo da hemoglobina através de tecnicas imu



)

N T - . ¢ . P . - - :
nogquimicas tem sido muito divulgado, dada a

3

proteina, cu seja a suva capacidade de induzir formacao de antd

NI W

corpos., A egstrubtura antid

dag henoglobinas tem sido ewaus

-5 P T T I T TUF ST : PPN k G BT S - B A .
tivamente investigada o fol revisada poy BRELCHETN, 197%, s ama
serie de protceinas homologas, tom-se observado cques aoconformia

¢ao tridimensional da molécula ¢ proservada mesmo quando hi ol

teragoes na estputura primirila ( NOLAN & MARGOLTIASH, 1986

DICKERSCN et alii, 1971). Estudos mais detathados feito por
REICHLIN, 1974 ¢ 1875, comparando hemoglobina humaha e de poe-
ltho, verificou~-se gue dentro dag cadeiasc e 0§, havia uma re-
giao varidvel ¢ outra conservativa: o foi postulado que dentro

o A
¥
. 4.

da regiac variavel da superficice da molécula de hemoglaobiinag

estariam situados os determinantes antigénicos. Psse fato  nos

tra uma conservacao dos residoos do interior da moldeula oI
kY ¥

contraste com a variacgac dos residuos da superficie, o que nao

de apre

impede a proteina do exercer

eyvoiurivo

tar diferenciacao antigénica durante o proae
(TAN-WILEON et alil, 1976
Propriedades funcionais de hemoglobinas de anfi

studadas DOT

pics de “habitat® terrestre e aquiticos,
VIFIRA et alii, 1981, a fim de correlaciona-las com proprieda-

des antigénicas destas proteinas. Os resultados das reagoes
antigenc-anticorpo, em diferentes condigoes, mos L aram LG
grande semelhanga antigénica entre as hemoglobinas de anures

de "habhitat" terrestre em contraste com a dos agquiticos S

apresentaram maiores diferengas antigénicas entre si.

na, recebeu pouca caracterizacao imunoguinica, devido a hetero

senloidade da



goenelidade das globinas isoladas { RETCHLIN ot atli, 1963 ) Tra-
balhos de ASKONAS & SMYTH, 1964, com globina humana, demonstra-
ram que somente as cadeiasd eran imunogénicas, sugerindo uma
maior homogeneidade na estrutura molecular das cadeiasu ;O gue
implica ser essa cadeia mais constante dentro da cscala evoluti
va. Por outro lado, trabalhos realizados por REICHLIN, 1964 @
1970 ¢ TAN-WILSON, 1976, relatam gue ambas as cadelas o dda glo
bina humana foram imunogénicas em coelho e cabra.
Imunclogicamente, nem todas ag mudancas que
ocorrem na seqguencia de amino dcidos podem ser diferenciades ¢
mas desde gue os residuos de superficie sio os pue mals  variam
no decorrer da evolugao, a antigenicidade & um dos meios que
pode ser utilizado para discriminar importantes diferencas en-
tre proteinas relacionadas. Ceralmente, a r@aqﬁ@ cruzada entre
duas proteinas desaparece guando a mudanca de gequencia entre
geus pares excader de 40% do total (PRAGER SWILEON, 1971). En=~
tretanto quando se muda um residuo de amino &cido na molécula
de hemoglobina, sua antigenicidade pode ser afetada {(CRADOCK -

~WATSOM, 1967,

Alguns trabalhos foram realizados, corralacio-

nando o metabolismo fisioldgico o o modo de vida dos réeptéis

( BENNETT, 1%973; BENNEYT et alii, 1976 Vy porém as caracterisei

eis, assim como as  proprieda-

des funcionais de suas hemoglobinas receberam atengao esporidi-
ca ( POUGH, 1869% ; 19871 : 1977 1.
Dentre a clasge de réptil, os estudos das Droe

dag hemoglobinas de serpen -

priedades funcionals e estrutua:
tes, despertaram particular interdsse, degde gue dentre os ver-

elmente, sofrearam a mais in-

tebrados terrestres, elas, possi



tenge irradiacao adaptativa, em contraste A

H

Ou estag-

nagao evolucionaria de outros reptels o podem ainda esbar |

processo adaptativo (ROMER, 19667 .

Diversos trabalhos recente, focalizaram a aten-—
gao na correlacao entre o metabolismo e as proprisdades e
cionais das hemoglobinas de serpentes semi-aguiticas, uma ves

gque a vida aguatica dos animais, somente tornou-se

genio em amblente deficiente desse gas ( ABR, 1977 OGO ob

alii, 1879 ; OGO & FOCESI, 1979).
0 estudo das propriedades funcionals de duas es-
pecies de serpentes ¢e “habltat? agquatico, pertencente o o ami-

s ey vy
e L0 e

lia Colubridae, Jel

S, rovelow
diferencas fundamentais (OGO el alin, 1974,. A afinidade da hoe-

moglobina desionizada pelo oxigenlc Tl o malor na

Homodes tus, e independente de pH, enguanto Gue na
Lomtliaris, & curva de saturag&w da hemoglobing desionizada pe-
lo oxigenio dependeu da concentracao de lons hidrogenio. Em am-
baz as espécieg, o valor do coeficiente de Hill, n, gue iﬁ&i@a
o grau de interagio entre os sitios de ligacio com oxigenio,nao
ce modificou no intervale de pi estudado ( pH 5,6 a 8,4 ) &
tendeuw para velor 1,0 em pH proxima de 8,0, indicando interacao
heme-hene minima, ou mesmo susente neste pH. Por outro lado, ©

valor do efeito Bohr das hemoglobinas de ambas

serpentes Lornou-se malor na presenga o Fostat
bora o efeito do ATP sobre a afinidade da hemoglobina pelo oxi-
genio fosse mais acentuado em D.mTidaris. A0 DGO tempo verifi

cou-se diminnicic da afinidade dessas hemoglobinas pelo

nio, albfm de alterar a interagac here~heme, Indicandoe  elevado

efeito alostorico (OG0 et alii, Ly¥e).



Jando prosgegulnento aos cslodos road bzadon PO

de  {orma

OGG & POCEST 1974 ;o Procurcu-se estabeloce

comparativa, algumas propriedades catruturats o antigénicns das

hemoglobinas de i, mo Lriards, ambas sernontes de

"habitat" aquatico com diferentes drauvus de adapbac a4 este am-
- i vy

biente. Certas diferengas estruturais existentes entre as  duay

M4

proteinas intimamente ralacionadas, foram estimadas PO compa-
ragao antigénicas e outras atraves de comparacac dos peplideos

obtidos por digestao enzimiticsa deseas hemoglobinas, Por

estudos fol possivel obter evidénoias  sobre a estyrutura Dy imb-

ria das proteinas e correlacioni-las

o4
rn




Material bioldglco

Hemoglobinas de serpentes adultas de  ambos 05
SN0, recem capturadas, pertencentes a Ffamilia Colubridae,
Helicopes modes tus (GUNTER, 1861) e Liophis miliaris { LINNAEUS,
1758}, foram utilizadas neste trabalho.

A espécle mals aguitica, Heldcops modestus , con-

siderada vivipara, forma de reprodugao que apresenta vantagean

para as espécles aguiticas, pois poupa-lhes o retdrno para A r
ra na ép@c& da r@prwdugﬁm (NETILL, 19%64), pesavan aproximadanente
509 e apresentavam cerca de 60cm de comprimento.

Llonrnes o n e] ’j GYLE agnecie mals anfilbilia gu @oa antao
i ¢ i i =

& 1L00om de o

rier, oviparas, apresentavam ceraa de 150g

doadas ¢ olas

As duas especies de serpentes for

sificadas pelo Prof, Dr., Paulo de Toledo Artigas do Departamento
de Parvasitologia da UNICAMP.

Os ratos brancos de laboratOrio pesavam aproxima-

damente 150qg.

Preparo dos hemolisados

A coleta de sangue fol efetuada en animais inje-

tados com 0, 5pi1 de heparina, por via intraperitonial, 15 mino-
tos antes de serem sacrificados. A sangria fol realizada via

T

squerdo, con seringas heparinizads

arco sistémico e

Sy B emprae
!



.

g de aarx€a&;i:<%$:i£?§3‘u Im segulda o zanoue fol tran para bubos

de polictilenc, contendo O,1Iml doe boparina (500 UL/ml) o ST

de solugao de NaCl 1,7% contoendo EDTA ImM pi 7,0
Ogs hemolisados foram provarados segundo © 0 método

descrito por FOCEST et aliil, 1970, kg

i e e $7 e e o - -
Las ToO@mam SR GRS B

Lo

do plasma por coentrifugacao a 4850 X ¢,90 SCLmor S ominutos, em ouma

slo o RG-2B G oprecipitado resultante fol Lavado

tres vézes com solucao de NaCl 1,7% ¢ as hemacies obtidas  destas

lavagens foram lisadas com solucgeo de EDTA ImM pi 7,0, na propor

cao de um volume de hemdcias

ApOs a lise das hemacias fol

separar o estroma da solucao de hemoglobina. O sobrenadante 1ime

pido foi utilizado como sclugac de hemolisado de aritrocitos.

"

Preparo de hemelisados desionizados

A wpreparacac de hemollisado lsento ao Tons,
feita segundo os motodos descritos por BRUNORL ot aliil, 1979,

Inicialmente, 10mi de hemolisados foram passados atraves de colu

na de filtracho em gel de Sephadex G-206 (15 ® Z2oem) e eluldos com
i i

solucao de DRTA lmM pil 7,0, Os passados

gucessivamente em colunas de troca ifnioa, constituldas et as
4 »

seguintes resinas: Dowex 1-%8 na forma de acetato (8 » Zom) ;

s . ST S . \ . .
Dowex 50W-X4 na forma de NH4 (8 w 2cm) ¢ resina mista, constl-

. , . . ) . , t I . w e
tuida de Amberlite IRC-3%0 na forma de I e TH~47 na forma de O
(20 » 2cm). Ap&ﬁ saae btratamento fol adicionada aos hemolisadon,
ma ﬁ@lu@ﬁo de BDTA pH 7,0 para concentracac final de lmM, para

evitar polimerizagao, ©omo tambénm a oxidacao das oxihemoglobinas

(SANNES & HULTQULIST, 1979).



Preparo de antigenos

O adjuvante fol preparado gegundoe PREUND, L9546,
Emoum almofarlz, foram enulsificados Loy de lanolina em 85w  de
nujel. A emulsdo foi distribuida em tubos de ensalo e estoriliza
da em autoclave,

U antilgenos ublll zados para fmunlzacan, Lorem ag

solugoes deslonizadas de hemoglobinas de I.modes tue o Lomildaris,

emulsificadas em adiuvante incompleto de Freund,

1 volume de antigeno para 1 velune de adjuvante,

Obtencgao de antisoros

b lote de ratos foi inoculado com ST niaTe

Homodes tws e outro com hemoglobina de [ me

inconpleto de Freund, na concontracho Tinal

cadas em adjuvante

de Smg de Prot./ml. Was doses de reféreco, foram utilizados anti-

genos diluidos em solucao de salina fisioldgica, na concentr

de 500pg de Prot./ml. O esguema do imunizagao empreg:

v a - . Yo e .
guinte: 17 inoculagao - antigeno emulsificado em ¢

Juvante incom

pleto de Freund (Zmg de Prot./animal) injetado Ppor via intramus-

cular, em quatro locais, junto d insercio

- "1 . . . o el L 0
tas. 29 inoculagac ~ (trés semanas apds o primeivro estimulo)- an

tigeno emulsificado em adjuvante incompleto de Freund (2

Prot./animal) injetado por via intram

mular em guatro

_ « a - .
proximo as patas. 3, lnoculagao - (gquatro semanas apds o

ro estinulo) - antigeno

(50ng de Prot./enimal), adminietrade intvadernd comerte i dmran

do animal: apOs a terceira inoc




)
it

sxacubtadas nas

¥

tlsfatdrio. Sangrias eram realizadas

vo "Ring test” positivo. O sancus ol

talovados e mantidos a -2000.

Imunedifusao dupla

As técnicas de fmunodifusic dupla para andlise
imunclogica comparativa, foram realizadas em gel de agarose a 1%

em salina tamponada com fLosfatos 0,15M pi 7,2 segundo o motodo

descrito por OUCHTERLONY, 1958, empregando-se placas de vidro

(7,5 » 2,%m ¢ ow 11,0 x 5,0an), recobertas por uma came

3mm de gel. Os orificios no gel foram feitos com molde

para esse fim, sendo a distancia entre os orificios padronizada,

orde ge colocava o material a ser analisado.

reagentes, as ldminas de gel foram

rwag&eg antigeno-anticorpo Loram proce

ente, durante

do oa leitura

i

Az TEminas de gel foram lavadas oc

idratado a temperatura ambienbe. Apos essa Lvata—

e o gel fol d

mento, as laminas foram coradas com solugao o neqgro de o an

ra}

a descoradas com solucao contendo 290ml de metanol o

do acétlico glacial; ou coradas com solugao de benui

de metanal, O, b5ml

tituida de 2g de benzidina, 100

tlco glacial, 0,1ml de perdxido de hidrogenio @ 13D

quns cristails de nitroprussiate de sodio, para caracterizagao

hemeproteinas. O excesso de corante Lol retivado

corante constltuida de Z0ml



Iml de perdéxido de hi drogenico a 130 volumes (MuIRGLLES, 1975} .

/
4

a8 hemoglobinas usadas nas reagdes antiqgeno

corpo foram o

dronizadas em suas conventragoes para lmg de prote

ina por ml ou 4dmg de Prot, /ml, dependends do ooy inento.,

Obtengao de soro monoespocl Fico

Para a obtengdo de soro especifico, foi

da reacao de precipitagac em meio liguido, segqundo o métode des
crito por HELDELBERGER & KENDALL, 1935, i 0:5ml  de hemoglobina
de H.omodes tue , nas concentracoes que variavam de Jlug @ L1000 wo
por mi, fol adicionado 0,5m)l de soro de rato &mtimh@ﬁ@giobima de
Lomiliaris . A reacdo foi d@s@mvgivi&& a 372C por 60 minutos, e

apds este periode a 500 durante 12 horas. Os tubos da reacac fo-

ram subimetidos a centrifugagas a 16000 cpm,por 2 minutos (sppendor £ . O oo

o5 sobrenadantes

obtidos de cada tubo foil realizado teste de imu

nodifusao dupla, colocando-se er uma das conaletbas o

(sore de rato anti-dHb de L.ailior7s }oe em outra o antigeno (he-

3

COLGoad

moglonina de i,m fue ) os sobronnd;

crificios e a

ol processada &

sobrenadante gue ndo apresentou exo

de antigeno o nem de an-

ticorpo, por teste de imunodifusio dupla, foi utilizado come e

do soro monoespecifico (sore de rato anti-Hh de [.»

Liarida ab

ERATES)

sorvide com hemoglobina de H.mod



N

Separagac dos componentes das hemoglobinas de iomicles tn o

Lomiliaris .

Qs componentes dag hemoglobinas de Homodes tus o
bamiliaris  foram separados em coluna de isocletrofocalizacao em
gradiente de sacarcse, segundo manual de Instrucao da LEB. (olu-
na de vidro e anfdlito de intervalo de P entre 7,0 e 9,0,  eram
de procedéncia LEKB tipo 8100-2 ¢ 1809 respectivamente., A soiucio
mais densa de sacarose era constitulda de 107,59 de SACArose,
9,0ml de anfdlito, 7,3nl de solugao de hemoglobina e H,0 desioni

zada para completar o volume final de 215ml. A solucac de  saca-

roese menos densa era constituida de 10, 7% de Sacavosa, 4, 0wl do

anfdlito, 2,7ml de solucio de hemnog Lok e H.,0 de r
conpletar o volums de A amostra em um volume de 10 amd de

hemoglobina (3,5mg de Prot./ml) foi introduzida 374 nn 5mfu¢5w

Honos densa.

de sacarcse mais densa e 1/4 na solugac de sacarose
O gradiente de sacarose foi preparado empregando-se solugoes  de
savarose anteriormente descrita, com auxilic de Ampholine
Gradient Mixer e Ampholine Stirrer Motor da LEE modelo gL23-1,
para distribuicac adequada de sacarcse na coluna.

A osolugac de catodo consistia de 48g de sacarose,
J0ml de H,0 desionizada e 20ml de Haold 1M o g solucas de anodo era

constituido de €,0ml de AP0, IMe de 34ml de 0.0 desionizada. s

B

eletrodos foram conectados de modn Gque © polo peogitivo da  fonte

de alta tensao (ligh Voltage supply, Savent Instrom

tivesse en contacto com aletrodo imer

polo negativo, no eletrodo imerso em solucac de Hadl,

da focagem iscelétrica, a cor ce avlicada foi de

pondendo a 1600 volts., Durante  iodo o PDroCessG, as

nemoglobinas foram mantidas a 42C, através de circula



refrigerada na goluna, utilizande Reciroulatd ng Wobter Coolor da
savant Instruament, Ine,

altrica, a o

Apos 60 horas de focalizacio isoe

rente manteve-se estavel a 7ol ¢ os componentes da hoemoglabing

foram separados em varias bandas e coletados mor gravidade oI

d - B ; 3 - »
aliguotas de 2,0ml, onde foram de minados a

4L5nm, utililzando aspaectrofotdmetro Varian Série 634, & o i}
correspondente, utilizando pHmetro digital da Mubriex. As  {ra-

goes Individuals de hemogleobinas foram dialisadas contra tanpio

maleato 0,05M pi 7,0, para climinar os anfSlitos o a sacaroso.

Preparo de globinas

As globinas Loram nreparadas segundoe o

degcrito por ROSSI-FANELLI & ANTCHINT, 1958. O grupo he

componente encontrado em malor concentragac nas heroglobinas

cada especie de serpente, fol evtraido com uma
na~ HCOL, constituida de Z,0ml de MCL 28 por litro

Derratiara

precipitacaoc das globinas foi

adicao lenta de acetona-fclda, sob constante agliacac, mantondo

30 vo lumos

a proporcac de 1 volume de hemoglobina

1. ApOs 2 remocac do grupo heme, ss oglobinas

b

de acetona-ac
ram lavadas 2 vézes com acetona-acida (~209C), dissolvidas T
agua desionizada e dialisadas contra solugan de bicarbonato  de
sodio 100mg/1l. Posterirmente, procedeu-se outra diflise contra

fgua desionizada e entao liofilizadas.
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lsoeletrofocalivacio om gl de pollacori Lamida

O controle de pureza das globinas foi realizado
atraves de isoeletvofocalizacao em gel de poliacrilamida, segun-
do MERZ et alii. 1972. Os gals  aram constituidos ake acrilami~

da 2,5%%, bils-acrilemids 0, 1% anfolito de intor-

valo de pH entre 2,5 a A geguinte miskura fol

W aD contendo

utilizada para preparacio de gdis . 7,541 de so

acrllamida 10%, bis-acrilamida 0,42 o sacarose v 0L 2hm i

anfolito ; 1,258l de sacarose S0% 3 4,75ml de ureia &M

s

de TEMED e 1,25ml de persulfate de amdneo 1,5%,

Sels tubos na eletrofocalizagac

cada tubo. Os gels Foram

do colocado 1, 0ml da mistura

dos em repouso, ao abrigo da luz, atd complileta polimerizacec

quotas de 2001 de amostras, contendo dmg de FProt./ml, foram apli

cadas sobre o gel e a focalizacio iscelétrica,foi  desenvelvi
a 49C, utilizando corrente de SmAsgel, durante tempo suficiente
para a corrente cailr a zero. Os aletrodos foram concetados the

modo que o polo positivo da fonte eolitrica estivesse em conbacio

com o aeletrodo imevao

ne eletrodo imerso om

nham amostra foram scecocionadosg

e
-~
-
St
!
)
Fd

i

dos para tubos de ensaio

do a 49C, durantoe 2 horas, o am

amante, os g&is contendo amostras Foram

de pH., Paralel

a0 constituide

exausbivanento ocom sobu

¥

roacético, 17,259 de acido sulf:

da, para eliminacgao dos anfdlitos.

ram corados com solucao de Coomassie

cesso de corante fol retirado conm solucao desoo:



por 2bml de ctgnol, 80ml de Gcoids acliiico o 65%m) de HL0 dosiond

zada.

Analise da composicio de amino Soidos

I ﬁeﬁ&rminaq

globinas de Homedes tus e L.mildaris, da por

BOBESA e FOCEST, no laboratdrio do Instituto de Ouimica

oo

da Universidade de Loma, gequndo metodo do SPACKMAN ot

Les8.,

nohidrolise

usando acide cloridrico 6N, an
Apds 24 horas de hidrdlise Acide, os hidrolisados foram

solvidos em tanpao citra-

pOY evaporacao a4 pressao roduzida e 4i
to de sodic 0,2M npH 2,2 para serem analisados no . autoana
& - P

lizador de anino acidos da LEB nodelo 4 400, Dado s pardas con

siderivels de triptofano na hidrdlise Aeida, nAo foi dete

o conteudo desse amino dcido nas globinas de ambas as

de serpentes.

Determid x&&ag;gifn de grupos

A determinagoo de grupos sulfidr: las livres Feyd

e

feita de acordo com método de BOVER,

espectrofcotometrica com poloromeront

globinas desziconizadas destinades a 5111

drilas livres, foram passadas em coluna

L, 0cm} para eliminar eventual presenca de glutationa

4



lular (RICGS, 1964}, detectivel nolo P

cac em gel de Sephadex G-25, o erara a glubat @ oultros conpos

[T, -y Tk ki : . Y. k - ) - T 4
tos sullidrilicos de balxo péso molecular da hemogliobina., Os he-

molisados tratados dessa mancira apresentan me que 10% de con

k-

™
g
WY
e,
oy
p—
E

teude sulfidrilico ndo hemoglobinico (TRADER et alii,

A btitulac a0 com POCMB foil realizada  utilizardo-ge
tampao acetato de sodio 0, 33M pH 4,6 e hemoglobina na concentra-—
cao final de 5 x &GWQM em heme., A formagao do complexo Protelna-
~PCMB através do grupo sulfidrila rivre, fol determinada nelo
acrescime da absorbincia em 25%nm.0 nlmero de arupos =~S5H reati-

vos foil determinado utilizando o coeficiente de extincac milimo-

lay do complexo (6,2 x 1077}

nine Aoidos

Determinacao de

B &n%ii%@ de residuos N-terminals nas duas globi-
nas em estude fol realizada por RIGGE & FOCEST, no  Departamento

de Zoologla da Universidade de Texas, Os anino acidos sequencla-

dos foram bascados na homologia com globinas de viper | Vi

s cadelaso das oae

s

aspis), uma vez que nao foil possivel separar @

deiasB, devido aovs pontos ilscelétricos muito proximos apresenta-

das pelas duas cadelas de hemoglobinas. Em todes as globinas ana

tisadas, doils residuos de amino acidos eran determinados em cada

etapa, indicando gue ambas as cadelagn

A segquencia fol determinada no r de
proteina e peptideo da Deckman mod G940 B. O programa e

VAV

idec 111374 fol da



grafla ge

zando cromat

SPA00 nas colunas, ou por cronatogral la cm oamada delogad,, cor

forme o meétodo desorito por JEPPIOMN & STOOUT!

de amino Aoidos carnoxi-terminal

erminagac

A analise dos residuos O~

de Homodesdug o 1. arte , Fol realizanda FPOCEST no

rio do Ingti

tute de Quimica Bioldgica da Universida

lentificagan do amine Acidos O-terminaie

realizada secundo AMBLER, 1967. Clobinas das duas

xndo lémy de Protvedns, Foream dic

rixonato de

suhstratos foram adicionados

e carboxipepstidase B) e 1ol

50 U/mg de proteina. A misturas de

incubada a 3800, dy

ante 60 minutos, e a reacio foi o ad

de Geido percliricce 7% o sobrenadante foil neutralizado

de KOHa 40%c o precipitado

perclorato de potissio
foi removido por centrifugacao. O sobrenadante npido, foi seco

POY evaporagac a pressio reduzida o analisade no autoanali

sador  de amino Adcidos da LG modelo 4 400,



A

Digestao enzimhitica das qlobinas de H.modes tws o L.omiliards

A digestao das gleblnas foi realizada utiliznndo

tripsina tratada com TPCK, segundo método descrito nor

aliil, 1978, Amostras de L0mg de globinas foram dissolvidas em

0,8ml de agua deslonizada, ¢ o pi das soluctos do globings ol

ajustado para 8,5 pela adigiZo de 0,2nl de bicarbonato de amdneo

U,5M, Neste estigio houve formagao de precipitado branco flocu-
tento. A mistura fol colocada a 3890 e en segulda adicionou-se
0,2ml de solugac aguosa de tripsina lmg/ml, e a digestao enzimi

tica fol desenvolvida durante 5 loras. A reacac fol paralizada

pela adicao de &cido acdtico 0,5 e centrifugou-se a solugao &

16000 rpm. por 2 minutos, a fim de remover os pentideos 1
tontes & agac da tripsina que pormanecoeran Insoluveis (Yeure'),

(0 sobrenadante contendo os peptidecs soliveis foi seco por avas

poracao, utilizando dessecador, em presenga de IL,50, concentra-

do, e aplicande pressac reduzida,

Mapeamento peptidico deas globinas de 4, om0

Os peptidecs soluvels obtidos do diges
tripsina foram rediszolvidos em 0,Iml de dgua desionizada. Ali-
cuotas de 30pl foram aplicadas no centro da exbtrenidade irifiee
rior do papel Whatmann 3IMM (100 % 27cn) e no contro da exteemi-
dade superior fol aplicada mistura de dois amino Acidos padran
(lisina e acido aspirtico). © papel contendo as amostras Foi
embebide com tampao piridina pH 5,4 o o oxcesso Qe Lampac Ford
removido com papel de filtro. A eletroforese de alta tensao foi

7Y e

desenvolvida durante 30 minutos, a 49C, enpregando sistema bam-
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i B i - ; Litdel < I BRI

pac constituido de piridina - dcido actlico glars

8

nizada (72:25:3600 v/vipl 5,4, aplicando-se 3000 volt 5ogque oo

horizontal refrigerad

respondia a 50mA. Utilizou-soe cuba

dente da Savant Ingtrument, Inc., Processada o aeletroforese,

pel fol seco o a oxtremidade suporior foi cortadas o submetids 3

2

coloragao com ninhidrina 2% em acetona, para determinar os limi-

Tes cac dog componentes do resto. A cromatografie  as-

cendente fol realizada em outra dimensio utilizando-se solvente
constituido de n-butanol - piridina - dcido acético glacial- H,0
{(15:10:3:12 v/v) durante 4 horng. 08 cromalogramas foram scoos a
temperatura ambiente e as manchas correspondentes aos peptideos

foram reveladas com solugao de nirhidrina a 2% em acetona.



; RESULTADGS

Estudo dmunoldogico das heroglobinas de Vomodesiue e L.wm i omds

Com finalidade de se realizar estudes imunc. i
cos das hemogloblnas de ﬁ&fpﬁnkmﬂ,i%wﬂﬁiﬁﬁﬁd&mTM.Mﬂﬂﬂrkk:ﬁuﬁﬁﬁw@
do total de H.modestus e L.miliaris foram preparados. Apos 2 mé
ses de inoculagac os soros mostraram titulo de 1:64,  testados
com antigeno {(200ug/ml) por lmunodifusao dupla. As Linhas  de
precipitagac obtidas por reacao antigenc~anticorpe foram evidean
cladas por coleoracac com negro de amide e apresentaram ativida-
de peroxidésica quando submetidas a ensaio com venzidina, demong

1

trando a especificidade do antisoro &a hemoglcbinas de ambes as

especias de serpentes gque gervivam de antigena.

Os soros imunes foram utilizados nara re

de imunodifusao dunla, com obijetive de se analisar oz tin
i ¥ .

SRS

relagao antigénica emistentes entre

udadas, ou

tipos de reacao foram observadas nas he

seja, reagac de identidade total, tdentidads parciol

e reagdo de ndc identidade. lcentidade total foi  oa-

racterizada pela similaridade de determi 2o antivénicos exis

identidade parcial

tentes entre as duas hemoglobinas:
fol caracterizada vela ewistorne ia de alguns determinantes anti
b o

génicos comuns as duas hemoglobinas: reacao de nao identidade

fol caracterizada pela inexistencia de determinantes antigeni
cos comuns entre as duas hemoglobinas distintas.
bt e

O soro anti-~Hb de N.ooe

syt e e

ferenciar o antigeno honmdlogo do
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de ddentidade  total entre as diferent

clLando-gse e

dupla, demons

hemoglobinas, gquande comparadas vor imunodif

trando a inespecificidade desse antisoro.

ervada

o de  identidade t

Rerae

se utilizouw  soro anti~ b

tre as  duas  henoglobinas,

i

indica o reconh

de L.miliavis. B presenca de

de determinantes antlgénicos que né comuns entye as

A ﬁ: " F g ALE Ly Fress (J FAREA)
especlies H.modes

globinas de serpentes pertencentes

desse antisoro,

Lemildiarts (Flg.l). Dado a wailor espe

]

Gle fol utilizado para realizagao de experimentos subseguentes.

inasa cho

das hemog Lot

sroodmunodifus

@ Lomilearis com o soro anti-ibh de

Lomiliarie {8y~ soro Lomiliarts; (LY~ heno-

g {2y hemoolobina de G.x

globina de H.omodes



i

ML A

hemoglobinas, indicando b

ciu-nes a realizacio de ¢

¢ao de antiso

© teste de absorcac fol realizado ot 1 E3e
s0ro anti-nb Lemiliaris  {anticorpo) o hem e

ok

Homodeg t tubos de

(antigeno) .

dos, onde se colocava 0,5mL de =ntisoro, ouv

mantida constante, e 0,51 de antigeno nas concentr
riavam de 32ug a 1000ug de Prot./ml. ApOs centrifugacac pa

:rminantes antiogéni-

eramn os det

mover os anticorpes que reconhe
oos comuns as duas hemoglobinas, os sobrenadantos de cada  Lubo

de reacac foram colocados wara r

po, com o objetive de se determinar o ponto de

sobrenadante gque nao APresentavi exceo

s0 de antigens e nemn de

anticorpo, foi utilizado como sendo antisoro nonoespectfico

(Fic

IS
3
R—

-

Fig.2- andlise dos sobrenadante.,

dupla. {(Ag)-

Imuneodi

{Aby~ soro anbi-ib

da reagac de precipitacic em meioc 1lguido.
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A especificidade do antisors absorvido foil

do por imunodifusao dupla, fasz

ndo-o reagiy com as h

no Loni nas

de ambas as

rpentes. Dvidencia de apenas ume Li-

nha de precipitacao com antigeno he

noeda doour

pltacac com antigono he a especilicidade do

antisoro aphs © sido

aespecificidade do soro anti-Hh de ,ome!

Fig.3~ Analise

absorvido

S

stus & L.mrliares , com obletivo the

a0 de determinantes antigénicos adicionatis,

e P

apos remogac do grupo heme das duas hemoglobinas, Os

imunoldgicos demonstraram resultados ana

Logos aos obtidos




@8 hemoglobinag (holoproteinas) .

Doevideo & difercnca encontrads antre gy hemoglobi
nas de d.modestuy e L.nilaris em relacac ao scu Compor ta-
mento funcional (0G0 et alil, 1978), e & diﬁ@rﬁmga encontrada
em térmos de determinantes antigénicos, fol de interdsse verifi
car at@ gue ponto as alteracoes funcionais e antigénicas impli-

e

cariam em diferencas na estrutura primaria das moléoulas

ot

meglobinas das duas espaecles de serpontes.

sstudos de propriedades estiruturals

Separagao dos coliponentes das hemoglobinas de Homodes buo o
Lemiliaris,
4

An diflculdades de ze obter separacan dos COmpo-~

nentes de ambas as hemoglobinas de serpentes por  cromatografia

atraves de iso

de troca idnica, fizeram-nos optar POr separs

¥

eletrofocalizagido em coluna, de acordo com o metodo descrito
PO pprPus o, 19710 Cerca de 1l0ml de solugio de hemoglobina, sob
forma de oxihemoglobina, contendo de Ly a 3,5 my de Prot, /ml o,
foram aplicadas em coluna de focalizagao isceldtrica contendo
gradiente de sacarose e anfdlire de intervalo de pH entre 7,0

a 9,0, ApOs 60 horas, og componentes fToram eluidos da COA NG

por gravidade, em volume de dnl/tubo, Madida de oH @ da

bancia em 415nm Foran

tal de Yomodestus

principais (Tabela I e Fig.4) e o hemolisado Lotal  da

cie L.omilarie , apresentou Clnco componentes principais [Tabe-

la I e Fig.o).



Componentes da hemoglobina de ¥W.modes ius s Obtidos por fooaliza

¢ao iscelétrica em coluna, utilizando gradiente de sacarcse €

anfdlito de intorvale de pil entre 7,0 ¢ 9,(

Lo

o

Componenteas % do hemolilsade Ponto iscoléetrico

total aparente

Tapela IT

Componentes da hemoglobina de 4.miidaris , obtidos por focaliza
¢ao isoelétrica om coluna, ubilizando gradiente de sacarose o

anfdlito de intervalo de pH entre 7,0 e 9,0,

Componentes % do hemolisado Ponto isceletrico

total aparenta

I 2% 8,4
ix &% 8,1

TIE

TV 5% 7,7

v
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FHig.d- FPerfil de elulgac  dos componentes da  henoglobins de
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tilizando gradiente de sacarose e anfdlito de  intorvale

de pil entre 7,0 o 9,0
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Flg.5- Perfil de eluicio

Lomilioris , obti

utilizando gradiente de sacarose e anfdlito de

de pil entre

"r;l g {)} o

aos

dos por

B,0.

Comnonantos €

300
VOL.cmlb)

nemoyglobdne e

20

Fe

de  dsoeletrofocalizacie

coluna

intervalo



Analise dos diferentes componentes  das  hemoglobinas e

Homodestus e L.miiftaris por imunodifusac dupla.

Com objetive de constatar diferencgas entre os
componentes da hemoglobina de cadsa capeeie de Serpente, utili-
Zamos reagio tipo antigeno-anticorpo, que além de nos fornecer
diferengas em determlnantes antigenicos segquencials, pode btam-
bém indicar Giferengas antigenicas conformacionais,

Os resultados dos testes de imunodifusao  dupla
mostraram, guando se trabalhou com antisoro homologo, gque ha-
via identidade total entre os componentes T, I1 @ ITT da hemno-

globina de H.omodestiys {Fig.6). Com relacac & hemoglobins da

espécie L.miliarie , observou-se reagac de identidade paracial

entre o componsnte 11 (Maior concentragao) e os demnais OO
nentes. Os componentes 1,11,TV ¢ V mostraran reagao de identi-

dade total ontre dles (i, 7},




Fig.e~

gilobina

em oo luna,

(5)-

COMBONan

tal de

QLo an

ontidos por

anti-HbL

e
]
s

s
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3y

dupla dos componentes  da b

soniotrofe

g vt r B
Loomilarts .



Analise das glabinag de domodesive o

¥4

O componentes e maior concentracan, {sto £, o

cumpenente T da hemoglobina de 4 ome. HIG e O componente TIT da

“os de nedo a se

hemoglobina de 4.millards » foram trata

suas globinas. Assim, apds a remogao do grupo heme, asg globinas

foram submetidas 3 iﬁ@@l@trmfﬁ@ﬁiiﬁagaﬁ em gel de poliacrilami-
da, utilizando anfdlito de intervalo de PH entre 3,5 ¢ 10,0 em
pregsenga de uréia BM. Duasg bandas foram observadas nas globinas
de ambas asg espécies de serpentes, sugerindo a dissociacao das
cadeias ¢ e f cadeias (Fig.8). As bandas apresentaram PI aparen-

te de 8,7 e 8,5 para globina de L.miliavis o Py apavente e

8,4 e 8,2 para globina de I.mod < Ao a0s pontos  isoo]o-

posteriores das cadeias Lo

trico muito proximos, purificac

naram-se imprabticivels por motodos uguais,






fds

o

Determinagao da composicio  em amino Acidos das  globinas

f

Homodestus o L.miliaris.

As globinas das duas espéoi

de serpentes f{oram

hidrolisadas com HCL 6N, alldeC, durante 24 horas. O conteudo
em residuocs de Triptofano nio foi determinade, devido a perda
substancial desse amino Acido durante a hidrSlise dcida com HCL.
A composicao em amino Acidos, (Tabela LIT), nao
demonstrou grande variacio entre as duas hemoglobinas. As globi
nas de ambas as serpentes nao apresentaran residuo de metionina
& 0 conteudo em lisina, 24 vesiduos na globina de #.modesine e
27 residuos na globina de [.miliarie, foi, pois, ligeiramonte
diferente. O ninero de meia cistina foi itdentico nas duas globi

2y e 5 residucs /of dimere)
nas {5 residuos/cf dimero) .



i Tabela 17

Analise da composicio em amino dcide

especies de sarpentaes (Vomodes tus e [

péso moleculor de 32 500 dalions (arp

LN

s das glohinas

anino acidos

i} i f .
NI SN T

Ee, cisteico®
CM cisteina*
Ac. aspartico
Treonina
Serina

Ao, glutimico
Frolina
Glicina
Alanina
Cistina
Valina
Meltionina
Igolevcina
Leucina
Tirosina
Penilalanina
Histidina
Lisina
Arginina

Triptofanot

LG,

s

3

n

t

P
i

faty
-
bond

* NEo foram determinados.



44

Determinagac de, grupos sulfidrilas livres om homoglobinas Jde

_ , N e .
Hemodes tus e Lomildaris

Lo grupos tidls voalivos daos nemoglobinas Coram

com POMB, por titulagao espectro

investigadas atravis de reacic
fotométrica, de acordo rcam metode de BOYER, 1954, & hemoglobina
de d.modes tus, apresentou 3 grupos ~SH/heme na proteina nativa
enguanto que a hemoglobina da espéeie L.miliarie apresentou

2 grupos -SH/heme na proteina nativa,

Determinagao de amino dcidos amino-terminal nas globinas e

Homodes fug @ L.miitaria

A sequencias dos amino Feoor s

mologia com  a hoemoglobin e

ndo~se na

astabelaecidas,

Vipera aspfs, devido & dificuldade de co

¥ A;.,?

rerpentes., Em o todas as

shinas de ambas as

das cadelasf nas gl

amostras analizsadas,dols residune de AMLNG ac

nados em cada s indicando gue as cadeiass e 5 estavam 1i-

dag duas

vres (Tabelas IV o V), Tanto a cadeian como o
globinas apresentaram residuc de Valina como amine Aoido amino-

~terminal,



Seguencia de amino das  cadedis

binas de H.modestus o

de anino acides da cadoiac

H.omodea tug Wal

Lomiliarig Val - Lou -~ Thy - ¢lo - Bap

Veaspis Val - Leu ~ Thr - Glg - Asp

Tabela v

das hemcglo

Sequencia de amino acidos N-terminais das cadels

binas de H.modeoitns o Lomiidaris .

P

Homodes tue Val - His - Tro -~ pla

Lomiligris Val - His - Trp - Aln




4e

Determinacac de amino acidos carboxi-terminal nas globinas de

Homodes tus o Lomilianis |

As globinas de ambas as

ram submetidas a acdo de carbe

e

crito por RIGGS et Pinalidade de se determinar

08 reslduos C-terminals. Bssa enzima aprasenta a propriedade de
atuvar somente nas cadeiasd da hemoglobina humana, removendo o
dois Qltimos residuos de amino dcidos, histidina e tiresina, en
quanté que a carboxipeptidase B astua apenas nas cadeiasa da he-
moglobina humana, removendo o {iltimo residue de aminoe acido, a
arginina (2170 et alii,1964) .

Como o nosso objetivo era determinar exclusivea-

mente og residucs C-termineis nas cadeiash das globinas de am-

bas as serpentes em estudo, ulbilizou-se o carboxipeptidase A, de

vido ao envolvimento do residuo C-terminal das cadeilas Ada

Pelto Bohr alo:

globina humana no

simirica fol desenvolvida a

-

rante 60 minutos,

2 b . :
A0 argininico. 0o amino

Ooaci £ioa-

dos no analisador de amino Acidos e ostio contidos na tahela VI

As hemoglobinas de ambas as eEpecioy

o residuo O-terminais dag cadelas)

taes, aprezentaramn o

tidina e a Tirosina, como a

globina humana o as

nas de varios outros animals estudados,



; AL

globinas de  Homnodeos fus

da carboxipoptidase n.

siduos de amine Acidos oo

Histidina L, 0 mol /mel 1,0 mol/moi

Tircsina O,9 mol/mol 0,5 mol/mol

Alanina - .4 mol  mol

Mapeamento pe

Lom Lntulto de

T
AW D

i

Lingerprint”

similaridade o ou @if@x@ng& @y

tripticos., O cried
k

“io usado para

"Tingerprint” de proteinas das duas OB e

do serpentes fod

de acordo com os trabalhos de

As globinas foram subyp

acac da  tripsinag

{tratada com TRCE), durante & horas o 3790, Maior DETOROTC

it

peptidecs insoliveis fol observada na globina @

cie Homodestus , quando comparada com o globina de L.

Epds centrifug

WALO Tenos

reclpivado,

laveis foram analisados. Inicia the, tsto @, na




fol  reallzada  oltroforosce o

o

piriding pH 5,4, constituida de piridina - hGoido acético oL

3600 v/v). Na 29 di

(2]

25

ne

cial -~ H.O (72 o, fol desenvolvi
e e
da cromatografia ascendente, nutilizando como solvente ne-butas-

nol - piriding -~ Acido acétic

.,
H
L

-
il
¢
(5t
#¢
=
=,
B

33 12 U/V} Bek

cromatogramas foram corados com solucas de ninhidring 20%, o as

manchas obtidas nos forneceram informagdes do nimero total de

triptica: 26 manchas foram observadas no

mapeamento peptidico da globine de [.mildaris (Mg, 21 e 2% man-

et

chas no mapeamento peptidics da gqlobina de F.omodestus (Fig.10).

NO que se diz respeitc aos peptideocs soliivels, ohteve-se di

rengas en apenas um peptideo entre as prote

GO N s b oo

Lomiliaoria .
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coom reagente de ninhidrin LU dimensao: eletroforese de

L20 minutos @ tamnpao

alta tensac, 3500 volts e B0 mb, ;
piridina oH 5,4, 27 dime G cromatograliia  ascendente,
nebutanol - piridina -

BS, lvente

por 4 hor utilizando so

~ Acido acttico glacial - 1.0
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Homo e:;::é estus

Pig.lo-Mapeanento peptidico de globina de iomsdes tus rove lado

com reaygente de ninhidrina. 17 dimensdo: cletroforese de

alta tensio, 3500 volts, 50 ma, 120 minutos, em  tauspio

plridina pi 5,4, 27 dimensac: cromatograiia ascendente

por 4 horas, utilizando solvente n-butanol - piridin

~ acldo achtico - 1,0,




Eotudos sobre propriedades funcionais daco Frosmo -

globinas de . modestue e Lemitiaris, especies de serpentes gemi

agquaticas, gue apresentamn graus de ad&ptag&o a0 ambi

ente aguiatico, foram reallzados inicialmente por 0GG ot alil,
1979, De acorde com estes autores a afinidade pelo ligante oxi-
genio era maior e independente de pH na especle d.modestus on-
Gquanto que na espécle L.miliaris, a afinidade era menor o depen
dente da concentracio de fons hidrogenio. Estas diferengas Fun-
clonais foram atribuidas a adaptagao fisioldglea de ambis as
serpentes ac meio ambiente.

ivelmente, oeop-

biferencas estruturais GuEr,
remlm entre essos duas hemoglobinas funcionalmente digtintas, des~
pertaram nosso interesse e nos levaram a estudar alguns  aspeo-

Los estruturails dessae moléculas . Negite

imunogquimicos ftoram realizados no sentido de se overificoer se
tais diferengas funcicnais correspondia a diferencas estrutu-

y - N w i k4 po : ) .- T .
rais de tal modo gue sitios antigenicos das duos nemnog Lol inas

EStivessem comprometidos e fossem diferentes entre elas.

A grande distancia filogenética apresentada  an-
tre repteis o roedores, levou-nos a suposicao de que as suas he
moglobinas poderiam diferir em DUMErnsas posiches na  estrutura
primaria, e gue a grande maicria dos residucs de amine acidos
existentes na superficie da moléculas das hemoglobinas de ser-
pentes, poderia ser imunogdnica em ratos. Desta forma lrmunieg

mos ratos com hemoglobina doe ambas as serpentes ¢ preparamncs so

ros gue apresentaram titulos rvelativamente altos apds

a essas henoglo

de inoculagac, e demonstraram serem espec




binas, e nao as possiveis outras proteinas contaninantes, uma
vez que as linhas de precipitagio obtidas pela reagac antigenoc-
antlcorpo apresentavam atividade peroxidasica, guando submetl
dag a ensaio com benzidina.

©osore anti-Ub de H.omodestus, guando testado por
imunodifusao dumla, mostrou xeagﬁm de identidade total entre as
hemoglobinas das duas serpentes demonstrando baixa especifici-
dade. De fato CRADOCK-WATSON, 1967, vor exemplo, nac pud o am
evidenciar diferencas lmunoldgicas entre hemogiobina de cavalo,

a0 dupla. Compara-

de mula e de jumento, por teste de imunodif

cao antigénica das nemeglohinasg

Salmo <rideuws e Salmo gaivdreri, foi realizada por TAN-WILLEON

et alii, 1976, utilizando téconicas de fixacao de complementn o

0s autores tambom verificaram gue as henoglobinas das du
cies de trutas eram antigenicamente indistingulvels. Interes-

sante pois, foram nossos achados quando examinamos a reacac an-

tfg@no“anticmfpoy utilizando soro anti-db de L.miliaris, Tal re

ac antigenica de identidade parcial, sSugerin

aga0 mostrou rela

5

do a existencia de diferencas ancigenicas entre as nemoglobinas
das duas serpentes gue apresentan propriedades funcionais dife-

rentes. Hsse dado & compativel com os trabalhos de TAN-WILSON e

sma esnecie

RAND, 1975, gue relataram a existencia, dentro da m

de truta, de dois componentes de nemoglobina ta: funcional-

com afinidade

mente distintas, isto &, um del ORIYanio
independente de pl e de fosfatos Organicos, @ o outro com ofel-

Lo Bohr e efcito de fosfatos orginicos nitidos: esses dois com-

ponentes pertencendo ao mesmno antmal, também aprasentaran L

agao imunoldgica cruzada. g5 HICGING, 1978 analisando as

H

crarada

globinas de rvéptil, iguana marinha, evidenciou res

subidas do

entre espécies diferentes, tais diferancas foram dis

i o8 e . o2 B i 7]




ponto de viaslba,

bom  osronosta por LYKRARLIS , 1974 doetbo

tartarugas terre

existente entre by

o Tomareginata) o duns agquibicas (.o

ioas,

cruzadas por semelha neas antioge

provas imunogul-

Yldamonte um me

micag dag proteinas globulares, &
escolha para distinguir diferengas entre oroteinas reiasciona-

Ko nosso

das quando se obtonm anticorpos de

caso, a evidencia de "esporio® cntre

nas das dusas com anticorpo, levou-nos mais longe, &

reallzar reagao de absorcio Jdo soro anti-ib de §

"
v

hemoglobina de 7,

BC o preparar an SOTO

ntes, Lsto

cdochil

TLLEO0RG oL €21

€, & de L.miliaris. A esn

por imunodi] w0 dupla, e a evidencia de apenas uma linha cles

nprocipi {;azg:él@ aom antigens homdlogo @ a soncla de srecipitacao

nmaeclficidade

com antigeno heterdlogo, deme

tisoro, bem como a preg enca de

tigenicos na homoglobina de o

na de H.mode

On determinantosg

forma nabtivae (determinantes cond o

rentes quando se desnatura (detorminani oo o

et alll, 19807 . antisoras obLbtidos oo

Ay . 3 wde = N ) " or oo
ssita Uy ada (SHTHEA

sente

Dedunong roag
1N e K

Lorross & i§ fo* riioa

i3
o

et alii, 1976) e nas

it

CLOHL I

s comn anticorpos

mestraram re

foram rea

l966b ; NOBLE et alii, 1969) . Portanto,experimentc

. I ]

: reagir globinas de Howodestus o L.me

zados . fazendo-




estudos imuncldgicos demonstraras resul & auos

contrados con henoglobinas nativos.

Rada as diferencas encontradas nog

o}

tes antigénicos das hemoglobinas de #.modes

de interesse estudar outras propriedades estruturais. A mulbi-
piicidade de componentes destas proteinas fol pois analisadas,

sta multiplicidade em diferentes espécie animal nos parece in-
portante, sto a frequencia com que ela aparece. Asgim, hemno-
globinas de varios répteis foram analisadas o DESEAUER et
alii, 19%7 e DESSAUER, 1970 e os resultados mostraram a existen

cia de miltiplos componentes, podendo essa variagio no nGmero

de componentes ser eviden dentro de uma mosma espdoic and-

mal. Certas evidencias atribuem essa multinlicidade de componen

tes ds ligeiras diferengas cstruturais, bem como is tend

para a proteina se digscciar em subunidades por interacdes  com

fons do sistena tampao utilizado nos trabalhos, ou mesmo porodn

fatdres, eviden-

teragoes com outras moléculas proteicas.,

temente, diflcultam os estudos comparativos das Demogiobhinas

por analises eletroforéticas e cromat cograficas (RICGS, 1865 ;

SULLIVAN & RICGS, 1967). Bm trabolhos antigos de  SVEDRE &

HEDENTIUS, 1934 era relatado a grande uniformicdads do

te de sedimentacao nas hemoylobinas de maniferos, aves e ol

BEstas hemoglobinas foram caracterizad por apresentaromn LS
tante de sedimentacio 4,0 - 4,5 &, sugerindo peso nolecular de

60 000 ~ 70 000 daltons., Contudo trabolhos mals recentes com he

molisados de répteis e anfikbios, relatam o

te de componentes de hemovlobing com coeficiente de

}:o 7,0 - 7,4 8 e ocasionalmente maiocres 12,5 85, A

de pontes disulfetos & uma das ca-

das henoglobinas atra

enoontradas amn her

racteristicas froequentoment



fibios (sU LLIVAN, 1974B) e réptais (g

e
=7,
=
e

Do a

classe dos réptels tem sido evidenciada polimerizacic nas homo-

globinas de crocodilo (RETSCHTL L9786}, de duas

TR R

pecies de serpentes agudticas (BULLIVAN, 1967) o de Lauana ma-

rinha {(HIGGING, 19

hemoglobinas de i.modesias o

L.milioris foram separados por izceletrofocalis

O hemolisado total de Fomodestus, mostrou a axlstancia de  bréyg

componentes principals apresentando PT aparente de 7,8 &

i

no hemolisado total de Lowiliaric foram onc ontrados cinco compo

nentes principales,apresentando 07 aparente de 7,8 a #,4.aquéles

encontrados em maior concentracac em ambas as serpentes apraser

caram exclusivamente como tetrimeros com peso molecular da  or-

LI A B

dem de 64 000 daltons, eliminando a possibillidade de  dis

o a : . . o “‘ T
vao (dimeros) ou assoclagao (octameros) .

Og diferentes componentes abtidos LoD Lsoe,

oo tecnd oo de
‘

focal Lzacg ac em coluna foram analisad

gao dupla, utilizando-gse antisore

dos elebroforeticos nio  fornec

vido talvez, a4 interacgio dos

tampao, ou a forwacio de hibridos a

conponentes da

ticorpo gne os

domodestus nao diferiam Loamente entre 51, Do :ff,}m'z,g 'S

lagao  a hemoglobina de L .miliuris U Conponento T mostrow

ser antigenicamente diferente dos demai 8 compoanonte Para O

estudos estruturais utilizamnocs os componentes day

existentes on Maior concentr e a,l“ nas duas g

As globinas dog omponentes lsolados apresenita

ram duas bandas no gel de poliacrilamida sub




SEO iﬁ@@létriwq, sugerindo a diﬁnouiagﬁa das cadeias o e §. In

contraste com as hemoglobinas de mamiferos, a s paracaoc das ca-

delas de hemoglobinas de vertebrados inferlores val so tornando

cada vez mais diffceil § wmedida gue os animais vie se distancian

do na escals evolubiva{ CunuvnT

1972) . im nossos

mento, as bandas referentoes As globinas de 4 ome. oo

ram PI aparente de 8,4 ¢ 3,72 e ag gdlobines de L.miliarie 8,7 e
8,5. Devido aos pontos isceldtricos multo proximes nao foi rea-
lizada a purificacde das cadeias de amba& as globinas.

A diferenca na composicdo de amine acidos &, ge-
ralmente, acompanhada de polimorfismo da hemoglobina d&ntxd de
uma. espécie. Em salmio (Oncorhyrchus keta), HASHIMOTO et alii
1960 encontraram diferencas na composicac de amino Acidos entre

dois componentes com mobilidade aletroforatics diferente, Goeno-

minados componentes rapldo o lento. Da mesma forma os dols com-

ponentes principais da hemoglobina de carpa

apresentaram dilferencas na cumpouigdo de aminoe ooidos nas o

deiasf (BRAUNTTEZLR & o ORGEER, 9). Contudo, a composd :

amino acidos das globinas de H.mad e Lomiliarts
oL f

ser bastante similar, diferinde apends no conteudo de

sendo 27 residuos/af dimero ne

Nenhum residuan do

por of dimero na especlie H.omod
na foi constatada pela andlise de amino Sceidos nas duas globi-
nas. E interessante observar que na cadelas de viper (Vinera

aspre) fol evidenciada apenas un residuo de mebionina {0 ououpy

et alii, 1974) .

A relativa estabilidade dos derivados axlgenados
& a base da fungao fisioldgica das hemoglobinas, ¢ as  diferen-

heme ferrasos,

clam de outras hemeproteinas ou simples compost

Le-

os quals sao rapidamente owidados em presenca de oxdgenico mo



o

ol

cular, Dsta propriedade Ggmmdhkzmmnﬁxﬂmwmtumaﬁm @ portanto esti in

ldade da conformacaon proloioa

timamente relasionads 8 inte

{ANTONINT & BRUNORT, 1971} . Razes e
lidade ndo sao totalmente esclarescidas, embora um papel Imoop-

tante tenha sido atribuido 3 presoenga de grupos —8SH, como discey

tiremos (RIGGS, 1974 . MANSOURIL, 13979), e & presenca de oum en-
volvimento hidrofdbico ao redor de freame de acordo N
KENDREW, 1960 ¢ PERUTZ, 1965, Forém, CAUCHEY et alii, 1969 &
TUCKER et alii, 1978, atribuiram uma grande importéncia para a
astabilizacao, a proximidade do residuo de histidina distal oy
proximal, o bastante para interagir com a molécula de oxigenio
ligada ao ferro. Hﬁmoglobinaﬁ anocrmals, onde a histidina distal
ou proxwimal estd substituida por tirosina reforcam esta eviden-
¢la, e apresentam velocidade de avto-oxidacio muito rapida. As

nemoglobinas das duas especies de serpentes. cujo derivado opi-

gendado & tdo estivel guanto as de maniferos, con

duos de histidina/of dimero, sugerindo a nfo ocor

distal & ororimel

tituigoes nas histidinas

Luanto acs grupos -SH de protelinas, duas

cies sao descritas, um dos fuals geralmente descrito (¥

grupos ~SH reativos, rapidamente tituliveis com reagontes de

tais pesados, e oulros denominados grupos -SH nao reativos Qi

(SNOW, 1962)., presente

sao de dificil acesso aos reagent

inv&&ﬁigagﬁo 0% grupos ~5H reativos fol realizada através de £

tulagao espectrofotométrica com POMB.  Wa henoglobina
diomodes tus, evidenciamos 3 grupos -~SH/Theme e L hemoglobina
I wpr oA s ? T e GO VY e T T e N R N e T oy e s
ivmiirarts 2 grupos ~SH/heme, quando ambas as proteinas Beoon

Contravar LTI eatado  nativo.




Uma  possivel fungao  dos  grupos bidis

hemoglobinas de répteis, que apresentam alto teor de grupos

¢ a manutencido dos Atomos de Ferro na sua forma ferrosa (RIGC

e

15

1371), recentemcente confirmado por MANSOUR ;, 1979 que realciona

© papel do grupo -SH da Cys 938 a0 me

do ferro heme nas cadeiasp das nemoglobinas., O contoudo de

cistina encontrado nas hemoglobinas Jdas duas

pentes oy

posicao de amino Acidos

numero de grupos -SH encontrac nas globinas de awmbas as

I

pentes, pode explicar a estabilidade apresentada POY essas

globinas na forma oxigenada durante virias scomanas a 490,

Desde gue wmne mde parte das adaptacgoes

nais depende somente de peguena parte da moléocula de hemogl

na, sendo as propriedades funcionais controladas, pricipalm

inals das cadeias polip

a4

pelos segmentos NH, e COOH fe
da

cas das hemoglobinas {RIGCS, 1876), foi de interes

car os residuos amino e carboxi terminals nas globinas das

t

iduos N-Lerminais

serpentes. A andlise da sequencia dos r

duas proteinas estudadas foi

ca hemoglobina de viper (Vipera aspis), dada a dificuldade

g8 geparar as cadeiasz i nas duss globinas de

pentes. Tanto a cadelas como a

ninal., Devido ao en

prasentaram a Calina como residuc Nt

oA d

mento da Val na ligagao de

(Van BEEK & De BRUIN, 1980 & o alto conteude de o

Cren e

histidinas cncontrado nas globinas de

“

anfdlise da oc siiialetc ;w\s\;«; de aming Godilde

efeito desse anion fosse semelhante nas duas heroglobinas. P

apesar das hemoglobinas das duas serpentes, aparentemncnte

suirem gitios para ligacao de cloreto, Lanto na desoxihemncg

nismo de Swido-rode

) Ldent

3O e Lo

yoeva de se esperar guo

SR

U

b

5
A

flua

13

seadn na homologia com a cade

Ty

da 5 residuos/af dimeroc. 0 elevado

o

3 b jm P,

s

T Avi

.
el

»ial das duas honoglobinas a-

v
DOx

LED

1Ty

Gren,
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na cone na oxihbemoglobina, o anion nac ap mtou efelto gobre

a alinidade da hemoglobina pelo oxigenio na espécie Lomiiic
ambora na espécie N.modesius, a afinidade da hemoglobina D Lo
Se apresentou diminuida pela presenga de cloreto (0G0, 19827,
Esse fato sugere diferengas conformacionais, ao nivel de estra-

turas terciarias e quaternarias, entre as duas hemoglobinas  no

sitio de ligagido desse anion.,

0

& ddentificagac de Val 1E como residuo N-

nal das cadelast das hemoglobinas de  #.wodestue o Lomildaris,

um doa amino acidos envolvido ne sitio de Tiga de fos

& PEROTZ, 1974}, nao nos Fop-

orginicos {(ARNONE, 1972 : ARNG
neceu subsldios para explicar a diferenca funcional apresentada

Les de serpentes na Pres e

pelas hemoglobinas das duas

Cnonupeoa )

ferenga devido a outros »

B25 (ARNONE, 1972 ; ARNONE & PERUTZ, 1974F, bem CHOTC

als exlistentes ent;

possivels diferencas conformacic

i

proteinas na cavidade central formads pelas cadeiasf

onde se encaixam os fosfatos organicos | BENESCH at akil, 1967 3.

Com relagac aos amine acidos C-terminais idernti-

ficamos, exclusivamente, o residuos pertencentos as cadet

na hemoglobina de serpentes por ser este importante no &
Bohr alealino destas proteinas (PERUTZ, 1968 : BOLTON & PERUTY,
1970 3 MUIRHEAD et alii, L970) . Os amino acidos liberados e la

q

agac da carboxipeptidase A foram a histidina e tirosina nas du-

as especies de gerpontes. Ploow nols evidente oue
Aa £ "

entaram difere

globinas por nos estudadas, nio nos T

1
ety
LiF

=

A a dnveariand

crninals. Rese

asiduos

bioldogica no  decor-

tidade dos residucs "vitais" para a f

P

rar da @volugﬁmf conforme avants

PERUTZ et aliil, 1968.,Vis

Poaggoal.

FOGO,S.H. (19832 -~ Comunics




Lo gue as hemoglobinas des duas scerpentes apresentarar o Fisti

stduo C-terminal das cadeiashp o volina oo

dina como o

TR e

duo N-terminal da cadelac, torne-se Gi

SEC R
ca da grandeza do oofelto Bohr apresontada eontre olas GLYavons

destes amino acides. No hemolisado total de L,mild

ards, a o our-

va de saturag da hemoglobina pelo oxigenio dependeu da concen

- g : T e b . - e s g 1 e f - ! g : .
tragao de lons hidrogenio, enguanto gue na hemoglobina desioni-
zada da especie [J.modestus o efelto Bohr Foil proximoe de BETO,

sendo pols independente de pll (050 et alii, 1978). a diferenca

de efeito Bohr apresentada pcelas henoglobinas das duas
pode ser atribuida aos outros residuos enveolvidos nesse elelto,

como tambéem ds diferencas conformacionais existente entre us du

as moléculas protelcas.

As diferengas L[uncionails e

apragenti

s bug @ Lomiiiarid, Contiugl

das pelas homougloblinas de im0

ram~nos a rveallzar mapeamento peptldico, nalidade de evi-

ao navel de estyrubursa primaria, whe vesr  ue

denciar

as duas hemoglobinas nao rharam diferencas significativas

iduos aning e garbo-

na composigan de amino Goidos e nein nos o
xila terminais. Obviamente a andlise

amino acidos das duas proteinas nos davia inf

talhadas sobre as possivels diferengas existentes enlre as he-

moglobinas das duas serpentes, gue poderiam estar envolividas

nas propriedades funcionais e ou antigenicag. O ey

ipeamento popti-

tudo comparative de cromatogramas obtidos por o

rau de simllaridade on-

dico, pode ser aplicade para estlmar o <

o

tre duas proteinas relaclonad

5, apresentando-se como

e

Gtil e rapido. Utilizamos pols. tecnica de "fingerprint” OO

nétodo comparative gue apesar e apresentar 11

Hvel dos digestos tripticos se apre

exenplo a de fracgao congide



sentar insoluvel, que podem ser devida i) & r

stgtencia apr

tada pelos peptideos 3 agae da enzina, 1) & insolubilidade dos

peptideos noe pll do nelo de veagans, Lii) A4 agregacao de BEEIPE A
deos, ou ivy oo Jdifdculdade deoso o rosvodusdr oxatanente as o olanlid

catas do

variacoos oo oconboudo doomatoeriol dn

soluvel. composicoes  do

solvente e do L amp A

relativas

grafia, as posico

. - .
produtiveis. A analise do mapeamente peptidico

chas na globina de M.omodestus € 26 manchas na globina da  espe-
che L.miltiaris. As duas globlinas examinadas mostraram estratua-

o, O orid

rags muito similares, diferindo em apenas wn peptic

rio utilizado para a comparacac des componentes do digesto trip
tico das duas globinas, fol de acordo com 05 frabalhos realiza—

dos por MAC et aliil, 1978 gue usaram essc mesmo mtodo para cor

aspecices de  serpent

relacionar as hemoglobinas de dif

B

marinhas. Entre os repteis, as ta e avresentamn Thabi-
£ ; i

tats® bastante variados ( Agua

sos pesgulsado: £

tras foram estudadas por dive
¢

FOK, 1964 ; FRATR, 1964 ; 1872 ; ;o LETG

1974 ; BURBIDCGE et alli,

utilizados p

Hescpin oo

de peptide

mente, CHEN & MAD, 1980 descreveram os padro

pticos, como um meic adicional para sugerly uma possivel

gac taxonomica entre algumas tartarugas da sub-ordem Cryptodira.

para finalizar podemos concluir gue no

gral enbtro

versidads est

trabalho, procuramos avaliar a




Lomiltarisg, unllizando métodos Lmunoldgic

principalis residucs de amino adcidos envolvidos

de amino acidos o antlise dos

alcallno, composicac global

droes de peptideos + oy principals residuos  de

amino dcides envolvidos no efeito Bohr alealinoe e nos sitios de
ligagao de cloretos e fosfatos orginicos sedam 08 Mesmos nas he
moglobinas das duas espécies de serpentes, 08 resultados do ma-
peamento triptico sugerem diferencas ao nivel de estrutura pri-
maria, podends essas diferencas estar localizadas enm sitios da
molécula envolvidos na conformacao da proteina. Bxperimentos i-
munologicos deverac ser cuidadosamente elaborados com  objetivo
de se verificar se as diferengas nos determinantes  antlgdénicos
sac conformacionals ou sequenciais, assim como estudos mals de-

A B

talhados com os peptidecs soluvels e insoluveis dever
alizados para moelhor esclarecimento dag propriedades g g
rais e antigénicas visando correlaciond=-las com as proprieda-

des funcionals.



Correlagac estrutura-fun CHO

Latudos das propriedades estruturais o funcionais
das hemeglobinas provenientes doe diferentes origens, poden repre
sentar um instrumento valloso para analisar os mecanismos mo ey
lares que parecem operar nas hewouglobinas de maniforos. Além dig

aptativos gque sao

$0, possibilitam a compreensao dos mecanismos ad

desenvolvidos em diferentes organismos para satisfazer oo T

querimentos especials em relagao condigces ambilentals ¢ isio

logicas gue poden ser de grande importincia bioldgi
S COmpararmos nosaos resultados com agueles  on-
contrados em hemoglobina A humana (HbAd e componente T da hemo-

antre mﬁtruiy

globina de Salme itrideua (Hb1), alguma correls
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Cooperativids e

O fenoneno da  cooveratividade na hemoglobing &

causada pela mudanca conformacional entre  as suvas formas U ¢ E

(MONOD et aliil,1965). Os estudos estruturais da desoxihemogiobi-

na {(forma T), revelaram a existéncia de varias pontes sa

cluindo as do grupo Bohr, Uma vez gue estas pontes salinas estao
ausentes na oxihemoglobina (forma R}, PERUTZ, 1970, sugeriu qgue
a mudanca ou rompimento destas Ligagéﬁs salinas poderia ser reg-
ponsavel pela cooperatividade na hemoglobina. PFor outro rado,
ANDERSON, 1975, através de estudeos de cristalograila por ralo-X,
utilizando hemogloblina Kansas, verificou gue as  pontes  salinas

do modélo estervcogulimico de PERUTE, 1970, incluindo  as ligagoas

salinas entre His 1465 e Asp Y940 , vermaneciam inaite

moglobina Kansas ligada ac NO ouw O, na

0 componente U da hemoglobina de Sotpiilouwae

apesar de ter a His L4603 substituida por Phe, apresenta cooperar

tividade (BARRA et ailili, 1973). fntretanto, as

serpentes H.omodeclus ¢ Lomid cre, cnbora btenham o8 mesmos ree
siduos C-terminais da HbA humana, nao apresentam interagac heme-

~heme (OGO et alii, 1%79).

¥feito Bohr alcalino

Da mesma forma que a interacac heme-heme, o o

i

to Bohr resulta da mudanga na estrutura tridimensional da moléo

com grigenio molecular., O

la de hemoglobina, apds sua combinag

Ao heterotror

efeito Bohr @ um caso tipico de

vendo protons o O,.



6

A Uis 468 tom sido considerada como sendo o prin

§

cipal residuo de amine acide envoivido no e

ito Bohr alealino
(PERUTZ, et alii, 1969 ;: KILMARTIN of 4 Lidi, 1980), embora rtenha
sido questionado por oubtros autores (RUSSU ob alii, 1980) com ba-

imentos de ssondnaia nuclear magnética., Na voerdade

S NOS SHDE

na auséncia de fosfalos organicos e baixa concentracio de Lons

cloretos (Smi), a His 1468 parcoce nao contribuicr para o o

Bohr alcalino. Por outro lado, o componente I da hemoglobing  de

S.orvidous foHue nao possnl esie cfeito nem o

OEBOnd o iy

auséncia desses 1460 sulbe

anionsg, apresenta ttuida por Phe,

o que vem reforgar as observagoes de PERUTZ, et alii, 1969. b

hemoglobinas de Homodestus ¢ Lowiliaric , tambim aprescntam is

como residuo O-terminal das cadelasf ¢ comportam-se difeore T
I iy

te em relagao ao efelito Bohr alcalino. Assinm a hemoglobina desio

nizade de  #Homedestus tem efeito Bohr alcalino proximo de zero

e a de L.mtitaris tem um vaelor semelhante & HbA humana.

Efeito de fost:

Na nemeglobina humana, os fosfatos orgdnicos .11~

JATN 58 referencialmente, a desoxihemoglobina o gue facilita a
# N F .

soldos, diminundo

o

-ransferéncia de O, dos eritrdeitos para os

e

gem alic

a afinidade da hemoglobina pelo @ cocperartwida

~

ot

de da ligacao com O, € nem o of Bohr alcaline { F
" h &

alii, L1967 ; ANTONINI et alii, 18982). roi propos DO ARNONE
¥ ¥ g A

4 henmcglobina N

1992, gue os fosi ordginicos

através de 4 pares de residuos catidnicos gue estio situados na

e o
s nr; I i

cavidade entre duas cadelas? :~ Val 10, His 25 , Lys



I intercssante observar gue HbT de 5.4 rideus

'

apresenta cono rosiduo N-terminsl dag cadeias? , a valina, o

fosfatos organicos nao apresenta efeito sdhre a cooperatividade,

afinidade pelo O, ou no efeito Bohr alcalino.

P

Nag hemoglobinas do Vemodeolue o Dowd Dl soapasar o

nao- terem sido detorminados todos os residuos, supostancnico, cnvolvidos na

ligageo cam fosfatos organicos, foran identificadas Val 1(e His 2 COHTE

residuos N-terminais das cadelas 8, residuos Cstes tanbdm prosentes na -

moglobina hurana. O fosfato orginico teve grande efeito sobre as heroolopbi-

nzg de ambas as serpentes ap estuwlo, nao scnente schre a afinidade da prote

ina pelo 0,, como também alterands a interacio hame-home, tornando-as  nads

e o efelto Bohr alcalino.

b

coopaerativas o aunentando dras

Sredto de cloretos

rnions cloretos quando ligados & HbA hurmana, diminuem &
afinidade pelo €., aumentam o efeito Bohr alcalino e o valor de
n (POYART et alii, L1980). ARNOND ot alil, 1977, domons braramn

Ligavam entre o a-anminogrupos da Val 1q e o

gque Ions cloretos
grupo guanidinico da Adrg l4lu . Mals recentemante, Van BELER &
De BRUIN, 1980, demonstraram gue na desoxihemoglobina, apenas o
o-aminogrupo da Val la estava envolvido no sitio de ligagao  do

cloreto.

Corroborando os dados acima, a HBI de S, iriaeus
que tem a Val lo , apresentou afinidade pelo Q? diminuida e
presenga de clovetos, & o valor de n tornou-se menor enbora
nao tenha perdido a cooperatividade,

As hemoglobinas de h.modestus e L.miliarits  tam

hém apresentam Valina como residuo N-terminal das cadeiasa .Con



tudo, estudos preliminares realizados por GGG, 1882, mositraram

v

que as hemoglobinas das duas espécies de serpentos nao tem efei

to de cloretos em pH 7,0, comportando-se como henoglobinas

Has

onizadas. Todavia, em valores de PH menores gue 7,0, 8sse anion

nao apresentou nenhuma alteragac sobre as propricdades  funcio-

nais da hemoglobina de L.miliapde o enguanto que;, na hemoglobi

na de f.modestus ;& afinidade pelo Q? apresentou-se diminai-
da, o efeito Bohr aumentado e g proteina tornou-se mais coopera
tiva.

Nao obstante estudos comparativeos {(funcionais e
estruturais) de hemoglobinas de varios animals nos fornecam in-
formagoes a cerca do papel de ligantes heterctropicos ¢ origem
da cooperatividade, as a¢oes dos ligantes tem sido analisalss se
paradamente. Estudos recentes indicam que a. ligacio de cada mo-
dulader heterotrépico estd relacionado nao somente com a oxige-
nagao mas teambem com a ligacao de outros ligantes heterotropli-

-

cos, alguns dos gquals competinde pelos mesmos s1tios na mollou-

a  dLnto-

la de hemoglobina (IMATZUMI et alii,l079). Alénm d
ragao de varios componentes carregados (cations o Anions) da
solugao com a proteina, dificultam a andlise da correlacdc en-

ot oalii, 19827,

tre estrutura e fungao das hemoglobinas
Tendo em vista gque a identificacao dos amino aci

dos bem como 05 mecanismos envolvidos nas des funciona

ig das hemcoglobinas continuam obsocuros (AND

alii, 1978 ; 1980 ; MATTHEW et aiii, 1979 ; RUSSU et alii,ludon

ANTONINT et alii, 1982) as henoglobinas de H.ome
Lemtliarvis podem ser tomadas como modalo, gue podem contred

funcionais ©

buir para auxlliiar na elucidacao das interpretacocs

estruturais da mollcula de hemogiobina.

* BRUONORL, M. No prelo,



J RESUM

Certas propriedades antigénicas o estruturais

de hemoglobinas de [J.modostus e  L.miliopis horpentes e

"habitat” semi-aquatico, fo: estudadas a Tim de correlacio

na-las com suas propriedades (uancionais.

Antisoros contra hemoglobinas d duas &

cies de serpentes foram obtidos em ratos. O soro anti-Hb  de
H.omodes tus mostrou similarvidade antigénica entre as hemo -
globinas das duas serpentes, guando testado por imunodifusao
dupla. Entretanto ne soro anti-fb de L.miicaris somente re-
acao cruzada ol possivel de se constatar, sugerindo a exis-
téncia de diferencas antigénicas entre as duas hemoglobinas.

08 componentes das hemoglobinas de ambas as

serpentes foram separados por coluna de isceletrofocalizagac

em gradiente de gacarose, utilizando-se anfolito com interva

lo de pH entyre 7.0 e 9,0. No hemolisado total da espocie

Homodestus foram encontrados 3 componentes principais ¢ no

de Lomiliaris | 5 componentes principais.Os componentes oh-

tidos foram testados pox lifusac dupla, ubilizando anti

da hemoglobina de  H.omodeslus,

sore homGlogo. Os componenbes

mostraram ser antigenicamente indistintas entre si. Por outio

lado,na hemoglobina da espécoile LD.miliuris, fol observada rea

géo cruzada entre o componente 111 { o de maior con&@nﬁxagﬁ@

no hemolisado ! ¢ outros componentes., Os componentes T,101,1V

e V , mostraram reacac de identidade total. Para os estudd
estruturals foram utilizados os componentes de nemoglobinas

a0 om ambas as serpentes

encontrados em maior concentrag

A coumposicac de amino acldos das globinas das



duas serpentes mostrou grande similaridade entre s5i, diferin-
do apenas no conteudo de lisino. Com relacao acs residucs N e
C terminais, tanto as cadeias o guanto as cadeias $ das hemo

globinas de ambes as serpentes apresentaram valina como resi-

duo N-terminal, e histidina coro amine Scido O-terminal

cadelas B.

A andlise do mapeaner triptico apresantou
25 manchas na globina de H.modestus e 26 na de L.wildarie .As
duas globinas examinadas mostraram estruturas muito sinilares

diferindo apenas em um peptideo,



: SUMMARY

Antigenic and structural properties o

haemoglobins of Homodestuws and  Lowmiliaris, snakes of semi

aguatics habitat, were studiced to stablish relationships ()

their functicnal properties.

Antisera againet haemoglobing of both snakes
species were obtained in vats, The anti-Hb serwn of Homodesius
showed antigenic similarity boetween the haewmoglobins ol the
two snakes, when tested by double immunodiffusion test. lowever,
wsing antiserum to L.miliqris haemoglobin, only immunclogical
roaction could be detected, stggestling the existence of
antigenic difference between them.

The haemoglobing components of both snakes were

separated bv isocelctrofucusing in sucrose gradient, using

ampholine in a pH range of 7,0 to 9,0. 1in the i.om
total hemolvsate was found 3 major components and i rhe
L omiliaris 5. The components obtained were assayed by double
immunodi ffusion using hologous antisera. The components of the

1,

H.omedestus haemoglobin seem to bo antigenically indistinguisable

£y

among them. However, in the components of the L.omiliaris
haemogleobin,was observed antigemic crogs-reaction among the
component 111 { major componen b} oand other components. The
Components 1,I1,IV and V, presented {dentity reaction among
them. Por the structural studies were used the haemoyglobins
components found in major concentration in hoth two snakes.
The amino acid coumposition of the globing ol
both snakes showed to be very closed, differing only in the

ilysine amount. The N-terminal analysis, showed that the o chains



and f chains of the haemoglobing of bwa snakes were vali ric

i

I

and the C-terminal residucs of 7 chaing ware histine.

Peptlide mapping showed 25 spols in the J.meden bus

1

globin and 26 in that of L.miliaris . Thus anly one peptide

5.

seems to be different in the snakes haemoglobins
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