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INTRODUCKO

A habilidade da hemoglobina comc tramsportadora do oxi-
génio para os tecidos @ controlada por uma série de fatores ditos
homotropicos ou heterotrdopicos, por exemplc, a cooperatividade e
o efeito Bohr. Esta capacidade de transporte pode ser esgtudadas com
finalidade de se esclarescer correlacoes funcionais e egtruturais:
quando esta hemoproteina se acha ligada ou nao a um ligante espe~
cifico. Foi de nosso interesse o estudo des estagios intermedia-
rios de gaturacae que nos podem fornecer um nove aspecto desta
correlagac,

As propriedades das estruturas dos estagios intermedii-
rios do processo de reagao com o ligante, contudo, exigem estudos
mais complexos e aprofundados, geralmente utilizande parimetros a
ferides em fungao das formas oxi e deoxihemoglobina, Tais parami
tros podem ser relacionados: i) medidas da afinidade da molscula-

pelo ligante gasoso descrita como P ii} avaliacazo da coopera-

50°
tividade da molecula pelo ligante atravas do valor de n (plot de
Hill). 1ii) evidenciagao da acio de moduladores alostéricos atra
ves da alteracao do valor de PﬁG ¢ 1iv} medidas da afinidade da
molecula pelo ligante CO aferida pale valoy de ng.

O estudo das propriedades e da estrutura baseado nos es

tagios intermediirios da reacac da molecula com o ligante podemn

78]

er efetuados atraves de modelos propostos, uméd VezZ que £58a48 pPro

riedades nao saoc passiveis de serem medidas ou mesmo chservadas
P




experimentalmente, como poT exémplﬂ as diferentes formas de estry
tura quaternaria existentes em equilibrio na sclucao de hemoglobi
nes, Deste modo as propriedades que podem ser avaliadas pela res
¢ao do ligante na forma nso ligada sio estudadas através da satu-
ragao fracional da moldcula pelo ligante., Nesses experimentos &
calculado a pressao do ligante necessaria para saturar uma fracao
{y) da moldcula.

E conhecido o fato de ser molécula de hemoglobina conaz-

titulda de 4 subunidade o que em cada subunidade gxiste um sitio
para ¢ ligante o que pode ser rvepresentado de acordo com Adair
{1925) pela seguinte expressaoc:

ﬁi AZ AS A&
Hb + 4% =y Hbx + 3x - Hbx, + Ix =~ HbX3 K ey beé

Essa representacasc & termodinamicamente exara quando se
considera que as quatro subunidades (passos) sic associadas e nao
identicas. As quatro constantes {(constantes de Adair) sao dadas

pelas expressoes:

[ Hbxl bexz} iHEXBJ [beé}
AE =oAL = : ; A3 B . e A, =
[8elip] - [Hbx1ip] [Hbx ${p] ' {be%} [nl

sendo p= pressaoc do ligante.

As constantes de Adair egtao relacionadas as constanfes

de associacao dos sucessivos estagios de ligacao (A) e representan




o produto da constante intrinseca de associacaoc (A' ou K) do 1i-
gante a molécula por um fator estatistico calculado pela probabi-~
lidade de x se ligar a um sitio livre. A curva de equilibrio da

Teagao hemoglobina-ligante & dada pela equagac:

2 3 4
é‘x;p + BAiAép + 3A A7A3p + Al,fazéqﬁ, D

(1 + 4a7p + 6alalp” + GATALALD >+ Alazala

17 1 3B4P R
onde, y & saturagao fracionada da moldcula e p= pressdo do ligan-

te =,

A reagao de equilibrio (y= £(p)) mostra uma curva sig=
moide onde a Gltima melZcula do ligante a se combinar com a hemo~
globina apresenta uma afinidade maior que a do primeiro, isto &,
a comhinagﬁﬁ do primeirc ligante facilita a ligacac dos demais,

cstrando ser essa uma reagac cooperativa pela interacao dos si-
tios de ligacao. Fasa cooperatividade foi descrita por Hill {1910)
Hue propos ser a hemcglobina uma forma polimérica onde mais de
uma melecula do ligante (oxigp genio) reage com uma molécula da pro-
teina. Essa hipitese foi baseada em experimentos que mostravam
uma curva hiperbolica na Yeacao hemoglobina~oxigenio (Barcroft &
Roberts, 19%09). O equilibrio dessa reagao foi descrito como unpa

-

reacao de enésima ordem, (Hill, 1910) isto e:

[ (HbO,)n] K(pe?)n
Hb + n{, === (Eb@z)n; K = - e = '

2 o ol
n (sbn) (po )" 1+ K(po)"

e
i




0 significado fisico dessa equagdo perdeu consistincia quando foi
constatado ser a hemoglobina um tetr3mero (Adair, 1923) e nso um
polimero e que o equilibrio nioc se tratava de uma reacas de enésgi
ma ordem {(Hartridge & Roughton, 1925%). Hoje o valor de n {coefi~
ciente de Hill) &, apesar destas consideracoes, uma medida de gran
de importAncia para se avaliar a interacgac heme~heme (cooperativi
dade) .

A curva sigmoide descrita por v = f£(x) foi demonstrada,
por dedugoes matemiaticas, ser siméetrica {(Wyman, 1948) e essa sime
tria foi constatada experimentalmente por Wyman & Allen (1951)
trabalhando com hemoglobina humana., Esses dados sao contradizentes com
os dados de Courtice & Douglas (1947) e de Forbes & Roughton
{1931} que mostram assimetria na curva de equilibrio da hemoglobi
na humana e na de carneiro, respectivamente. Esses dados de assi
metria foram discutidos por Allen et alii (1950) baseados nos es~-
tudos cristalograficos da hemoglobina (Perutz, 1949) onde a orien
tagao dos grupos heme na molacula & que determina o equilibrioc de
oxigenagao. Os dados de assimetria foram explicados como altera-
coes estruturais ocorridas devide &0 fator tempo, pois Courtice
trabalhou com hemoglebina estocada ha dias, e ao fator diluicao,
peis Forbes trabalhou com hemoglobina muito dilufda,

A simetria da curva de equilibrio hemoglebina-ligante per
mite determinar o valor de Pn (Wyman, 1964) que corresponde Egrgg
sao média do ligante, O valor de Pm em termos da constante de

Adair & dado por:
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¥ H H 1

: A1A233Aa
Pm

Esse valor fornece uma medida simnles da energia livre de combina

¢ac ou seja, a mudanga da energia livre total das formas nao liga

das e saturada. A energia livre de combinagac por sitio & dada

por:

AF.= ~RT 1n Pm

Em fungao da simetria da curva de equilibrio, Wyman (1964
propce o usc do logito v/1-y baseado no fato de § e quando
x= 0 e § —% 1 quando x =% o, A funcao exponencial de
§f§~§m £(log p) pode ser tratada como uma fungao linear quando se

registra log ___;}{_:_ = f'(logP)., Nesse caso o valor de n & dado por:

L~y
d log( s,
L -y
n:::s
d log =

- }:{rn v sl

baseade na equagao de Hill (1910) onde v om ed = ou«ta—==Kp
-Ep 1-v

Essa apresentagac de log wmzmw~fiog p & conhecida como plot de

-
1

b

Hill e possibilita calcular os valores de n o Pe (pressaoc neces-

saria para saturar 50% das moléculas) sem mesmo ser necessario es

timar muitos valoresg de v, isto &, quando todos os wvalores de y

obtides estiverem proximes de 0,5,




¥

A funcao w_i:“ quando analisada pe

la constante
Loy 7 _
de Adair (1923)  mostra — Aip quando p e muito pe
5 -y
guenoc e }m 3 Aip quando p e muite alte, isto &, uma assin
i~y
tota da tangente 439= 1 que passa pelos valores de p proxime a zero
intercepta o eixo das abscissas em log Ai e a assintota tangen-
te de p proxime z uma intercepcac a abscissa em ~log Aé. A ener

gia livre de combinacao do ligante & dada por:

AF.= = RT 1lo o+ RT 1 Al
1 B A o8 Ay
0 wvalory de PSO expresso pela equacac de Adair (1925) &:
Lo+ 2A2P_ = Z2A'AlATY 3, %*A'A‘E‘Pé ou
1750 12T 50 127374 50
F,..= 1 ou seja E = oatatatal
50 : » Tl S0ty
50
gue eguivale dizer que PSOm Pm (Wyman, 1967), assumindo-se que a
curva de equilibrio & simetrica.
Na pratica PSG e Pm mostram valores hastante Proximos
como foi encontrade na hemoglobina humana em tampac bis~tris +
NaCl O,1IM, pH 7,4, ai,log P5x= 0,763 e log Pm= 0,737 (Tyuma et

alii, 1973a) enquanto que na hemoglobina humana em tampio bis-tris,

pid 7,0 na presenga de DPG mostrou log P_.= 1,693 e log Pm= 1,643

50

(Imai, 1974). As diferengas encontradas na pratica sao desprezi-

veis e a igualdade dos valores de PSO e Pm saoc discutidos, matema

ticamente, por Wyman (1964 e 1967).



Na presencga de efetores alostéricos, come os fosfatos
organicos, as alteracoes que occorrem nos estagios de ligacgao do
ligante & molécula, mostram que & A{ que se modifica mais (Tyuma
et alii, 1973a), No ultimo estagio de ligacao o efeito dos fosfa
tos torna-se imperceptivel, pois Az nao é alterado na presenga ou
ausencia de efetor (Gibson, 1970) e como sugere Salhany et aldii
(1972}, mna presenca de efetores alostéricos, a estrutura quaterné
ria da proteina na forma HbXB ¢ a mesma da molécula saturada.

0 valor de Pm na presenca de efetores sofre acréscimos.
A expressac matematica para log Pm, DPG (Baldwin, 1975%5) & dada

por:

1
4

log Pm, DPG = log Pm +

[(log (1 + Bo (PPe)}- Tog(l + B, (DPE))]

onde Bo= constante de associacao do DPG na hemoglobina nac ligada

= Bam constante de asscciagao do DPG na hemoglobina saturada.

Essa expressao e encontrada, assumindo-se gque a ligacgao

do efeter se faz na proporgao de 1 mol de efetor para 1 mol de
proteina (tetridmero) e que a concentracac do efetor &  constante

ne processo de ligagao hemeglobina-ligante.

A relacao que se pode obter do tragado sigmoide da cur-
va de equilibrio da hemoglobina coem um ligante e de estrutura da
hemoglobina que foi bastante elucidada pelos estudos cristalegraficos
de Perutz (1%49) e Perutz et alii (19§Q 2 1964) ievou Monod et

alii (1965) a propor um modelo para explicar as alteragoes estru-




turais que ocorrem nos estdgios intermediarios da reacao da mola-
cula com o ligante. Esse modelo, denominado pelos autores de Mo~-
delo Alosterico (do grego, alos= outrc; stero= sﬁli&o) tambem co-
nhecide como Modelo MWC {Monod, Wyman, Changeux) mcstfa 08 esta-
gios de transicdo que a molécula pode assumir durante a transfor-
magzo da forma nao ligada 3 forma saturada pele ligante,

0 modelo MWC baseia~se em dois tipos de efeitos zlostée-

ricos: Thomotropicos e heterctripicos (Wyman, 1963) que sac defi-

o
Fix
£

ju]

wn
0

omo interagao entre ligantes identicos, ou inter~cadeia (ho.

]

otropicos) e interagoes entre ligantes diferentes, ou da protei-
na com outras moleaculas (heterotropicos) que ocorre am proteinas
alostericas envolvendo, geralmente, estrutura quaternaria.

A48 subunidades da molécula de hemoglobina estio associa
dag com duas diferentes estruturas quaternarias e essas duas for-

Q.

fl

mas se mantém em equilibrio em todos os estagios de ligag

Elas diferem na maneira de ligar uma subunidade na cutra, condi -
cionande a uma das formas uma malor facilidade de se ligar ao 1i-
gante (alta afinidade) e 2z outra forma fica condicionada a uma bail
xa afinidade. Essas duas formas de estrururs quaternaria da hemo

globina foram denominadas forma 7 (ter forma R {relaxada)., A

jos]
253
&
e
o

gante sendo entao a forma

Len]

forma T e a de baixas afinidade pelo 1i
maisz estavel das moléculas quando nao ligada. A forma R, de maior
afinidade, 2 a formg mais estavel para as moleculas ligadas. A

existencia dessas duas formas e o deslocamento do equilibrio en-

m

tre elas na presenca do ligante & que favorecem a cooperatividade




(Rubin & Changeux, 1966)., A cooperatividade & mAxima quande o ma
ximo de moléculas na forma T & convertida ao maximo de moléculas
na forma R pela adicao do ligante, isto g€, quando nao ligada as
moléculas de hemoglobina estdo na forma T e quanto sdo saturadas
se convertem ao maximo na forma R,

Quande o equilibrio & sempre favoravel 3 forma R ou 3
forma T, de acordo com o modelo, nao havera mudanga na estrutura

quaternaria, impossibilit

]

ndo o fenomeno de cooperatividade. A ne
cessidade de mudangas ma estrutura quatermaria, como condicao pa-
ra haver cooperatividade tambem foi demonstrada com base na estru
tura da molecula (Perutz, 1970).

A nao cooperatividade apresentada por algumas hemoglobi
nas anormais a modificadas mostram também nac haver nenhuma alte-
ragao de estrutura quaternaria durante a reagio com o ligante. As
gim, hemoglobina Yakima (Novy et alii, 1967) themoglobina de ca-
valo BME Hb (Simon et alii, 1971) NES (Kilmartin & Hewitt, 1971)
mestram n em torne de 1 indicando auséncia de cooperatividade. Es
sa nao cooperatividade ia foi analisada, em algumas dessas hemo -
globinas, como sendo consequencia da estabilizaclo dessas molécu-
las em uma das forma T ou R tanto na forma saturada como na au-
sencia do ligante, Assin, por exemplo Hb BME de cavalo permanece
na forma R mesmo quando deoxigenada (Perutz, 1970) e Hb (O TPase)
humana & estabilizada na forma T (Imai, 1973).

A forma T & pois caracterizada pela baixa afinidade pelo ligante,

o gue pode ser expiicade pela posicas do atomo de ferro no grupo heme., O ferro
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G .
fica deslocado de planc de 0,75 A (Boltoen & Perutz, 1270) isto 5, fora de pla~

no do heme que contribui para aumentar a distancia His F8-Fe. Esta estrutura &
mantida pelos contatos existentes entre essa cadeis e as demais. A baixa afini
dade tambem & condicionada pelo reduzide tamanho da cavidade que aieja o grupo
heme, dificultando a entrada do ligante na molécula da hemoglebina (Perutz,
1970} . A afinidade de cada sub-unidade do tetramerc & menor que a afinidade de
umz cadeia isolada. Essa alteracao da afinidade na cadeia do tetrimero & ex-
plicada pelo fato da distancia fervo-heme ser maicr devida a posicao da histi-
o
dina proximal, Essa distancia (His-heme), no tetramero, & de 2,8 A (Bolton &
o

Perutz, 1970} e de 2,5 A (¥ermi, 1975) nas cadeias (o e B ).

A forma R, poy sua vez, mostra a estrutura terciiaria de suas subu-

nidades identicas as estruturas das cadeias iscladas (Perutz et alii, 1974 ¥,
0

isto &, com ferro proxime ao grupo do heme (0,3 a 0,4 A) (Watson & Nobbs, 1978)

e a alta afinidade pelo ligante.

A transicao da forma T para forma R ocorre quando a molécula na
forma T recebe o ligante. A reagao com o ligante provoca o deslocamento do fer
ro que estava fora do plano do heme para mals proxime desse planoc. ¢ desloca—
mento do fervo, por sua vez, provoca uma atragac na histidina da cadeia pepti-
diga, onde ele esta coordenado, induzindo mevimento na subunidade proteica, Es
se movimento provoca alteragaoc de estrutura terciaria, induz alteragdo na es-
trutura quaternaria. Com isso, ha uma diminuicdo na rigidez da estrutura qua-
ternaria que mantinha as demais subunidades com baixa afinidade pelo ligante,
isto e, com o ferro deslocadc do plano do heme. Em outras palavras, a molécu-

la passarda forma T para a forma R.

Nesge procesgso, a transicgac de T para R implica na tran
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sicac de cada uma das subunidades da forma T para R, pecis no mode
lo alostérico as formas intermediarias da hemoglobina gao T1 Tzﬁé
T, e R, By Ry e R, . HNa presenga do ligante a forma R & a forma

mais estavel onde as subunidades ficam associadas no tetramere com

a mesma estrutura terciaria das cadeias livres e gsem o 1i-

bl

-

gante & a forma T a malis estavel devido aops pontos de contacto en
tre as sub-unidades que mantem cada subﬁunidade com baixa afi
nidade. A reacao de um ligaunte a um heme de uma cadeia nao impli
ca, obrigatoriamente, na transicac de T para R porém favorece a

estabilidade maior para R.

Pelo modelo MWC pode-~se afirmar gue as formas T e R coe
¥istem na mesma solugao, independentemente da existencia ou nao do
ligante, isto €, na hemoglobina nao ligada a estabilidade da for-

. . " - -
ma L e maior, porem a presencga da forma R & possivel e na hemoglo

bina saturada a forma R & a mais estavel o que nao impede a exis—

tencia de moléculas na forma T,

0 equilibrio das duas formas poda ser expresso pela cons

3

tante de equilibrioc conformacional (L) que 2 dada por:

L = gquando TQ oy R0

Qutres parametros do modelo MWC sao estimados por ¢ {(ra

cac das constantes de dissociagao e associacio do ligante) expres

50 por:



i2

iy
{ =z
K
R
As constantes intrinsecas de associacao do ligante

(Adair, 1925) podem ser expressas para cada estagio ou ligacas por:

4

2 ,
g LoD e JMEeD L aey o, Lt e
1 ' 2 . 1 ’ 3 . 2 4 . 3
KR(L+1) kR(LcéL) KR<LC +1) (. ﬁR(Lc +1)
A atividade media do ligante (Pm) pela equacao de Adair
¢ dada poer: Pm = L . que por substituicao pode ser ex-
¥ 1 7 ¥
Arhahahy
PIEESO poT:
P = KQ ( 1+ 1 )
R 1+ Le

A diferenga de energia livre de ligagzo do primeiro ao

Gltime ligante & dada por:

(1+Le ) (1-1)

AF = - RT log =
(1+Le ) (1+L3
= T 51 ~: = & &
e ?ﬁG e dado pela eguacgao ?SG SSOKR sendo que Sgg © dado pela
equacao:
3
¢ - s + &
A T AT
3
- 5
(1 §SO)(1 + LSGC}
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3(1 ~ cﬁSG) (550" 1)

(1 + céio) (650

+ 10

Assim, temos que quando L & muito grande Laé torna-se,
tambem muito grande e as moléculas permanecem na forma T mesmo
quando ligadas e quando L & muito pequeno as moléculas ficam na
forma R mesmo que 350 ligadas. Nesses casos o valor de n tende a
1 {(nao hE cooperatividade) e o AF tende a ser nule.

Os efetores alostericos como DPG, ATP, IHP sao capazes
de se ligar mais facilmente a forma T (Rubim & Changeaux, 1966).
Essas substancias teém alta afinidade pela forma T e baixa afinida
de pela forma R. Sendo BT a constante de ligagao do efetor na
forma T da molecula, a concentragzo total de moléculas na forma T

& dada por:

LI
TO TO (1 + BTX)

sendo: TO’ = total de moléculas na forma T
T = moléculas na forma T, livres do efetor

® = moléculas do efetor livre

Voo y
RQ RO {1 + BRX,

Deste modo podemos chbter:

LY = = 1 ou
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log L' = log L + log (1 + BTX) ~ leg {1 + BRX)

HNa presenga do efetor alostéerice, quando L' > L a coo-
peratividade aumenta e o valor de KR tende a diminuir quando FSO

diminui, ou K_ aumenta quando FSD aumenta, Assim, na presenca do

R

.

efetor alost@rico, quando ha mudanga na afinidade da molécula pe-
lo ligante, o equilibric das formas R e T & alterado, isto e, L e
c sao alterados (Herfeld & Stanley, 1972},

0 equilibrio da hemoglobina cow ¢ ligante estudado quer
pelos parametros de Adair quer pelo modelo alosterico, formace in
formagoes da reagac dessa molécula pelo ligante, Fssas reagoes
ocorrem obedecende as dimensoces ja descritas, variando apenas osg
valores absolutos guande diferentes ligantes sao experimentados.
Em outras palavras, diferentes ligantes sao capazes de se ligar
ac ferro do grupo heme da hemoglobina obedecendo sempre os princi
pios da termodinamica expressos na equacac de Adair (1925) ou nos
conceitos de tramsigao da estrutura quaternaria propostos por
Monod et alii (1965),

0 ligante mais estudado tem side o oxigénio principai-
mente por ser o mals fisiolcogico., Porém outros ligantes como o
monoxido de carbono tem sido obijeto de estudo devido a sua alta
afinidade apresentada pela proteina por esse ligante como tambem
pelo interesse que possa ter em implicacoes ecoldgicas dada a sua
competicac com o oxigénio.

4 ligaegzo do mondxide de carbono 3 hemoglobina se faz
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atraves do atomo de ferro ao grupo heme. Essa interacao & uma 11
gagaoc covalente, bastante estavel, A equagao geral da reacao he-

moglobina monoxido de carbono pode ser escrita como:
Hb + 400 s> Hb(CO),

0 estudo da curva de equilibrio dessa reacao & dificul~-
tado devido a alta afinidade da molécula pelo ligante. O0s primei
ros trabalhos realizados (Douglas et alii, 1912) utilizando gan—
gue humano mostrou a alta afinidade quando comparado com a reagao
do oxigenio. Posteriormente foram realizados trabalhos que avalia
ram a afinidade da hemoglobina humana visando P1/2 como parame-—
,troe O valoer de P1/2 observado foi de 0,15 a 0,085 mm de Hg nos
pHs 7,15 e 7,5 (Joels & Pugh, 1958) regpectivamente, mostrando
uma reatividade de aproximadamente 240 vezes maior gue pelo oxigg
nio. Tor metodo espectofométrico Anderson & Antonini (1968) uti-
lizando baixas concentragoes de hemoglobina (na ordem de 10”6M}
mestraram que 05 valores de CSG {concentraczo de CO suficiente pa
ra saturar 507 das moleculas de hemoglobina) variavam de 4,3 a
S,éxlﬁmsﬁ na hemoglobina humana em tampao fosfato 6,i¥ pB 7,0,

¢ efeito Bohr utilizando~ze ) monoxido de cax
bono como ligante foi mostrado ser o mesmo que o apresentado pelo
ligante 02 (Antonini et alii, 1963) dentro da faixa estudada de

pH (de 5 a 10) para hemoglobina de mamiferos. Para outras espe-

- g - - a - >
cres, nao mamliferos, fol observado uma alteracao na magnitude do
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efeitec Bohr quando comparado ccﬁ o pruduzido pelo 02, porém o as-
pecto do grafico (Alog ?So/épH) permanecia ideéntico. Esses dados
sazo bastante evidentes em hemoglobinas de peixes {(Brunori, 1966).

Outro fato que justifica o estudo com o ligante CO & a
possibilidade de se obter dades cinéticos da dissociagao e associa
cao desse ligante através de reacoes de cinetica rapida (stop flow)
ou mesmo cinética de dissociagao do ligante por reacao de desloca
mento.

0 objetivo da presente tese foi caracterizar as hemoglo

binas de Pipa pipae estudande suas propriedades funcionais e zva-

liar algumas caracteristicas de sua estrutura notadamente o equi-
1ibrio entre as formas T e R. Em nossos estudos de propriedades

funcionais das hemoglobinas de Pipa pipae utilizamos oxigenio e

monéxido de carbono como iigante para podermos aferir alguns paré
metros fisioldgicos e cinéticos para o estudo dessas hemoglobinas
do ponto de vista funcional e estrutural.

0 interesse pelo tema nasceu das experiencias  anterio-

res com hemoglobinas de Pipa carvalhoi feitos em nossos laborato-

rios que mostraram a inexistencia de efeito Bohr no hemolisado
isento de cofatores e um consideravel aumento desze efeito quando
em presenga de ATP (Meirelles et al, 1978). Além dessa caracte-
ristica outros parametros eram significantemente alterados na pre
senga de fosfatos como a sensibilidade a desnaturacao (Airoldi et

alii, 1978} e a acessibilidade dos grupos tiois (Vieira et alii,
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1979). ©Esses resultados nos fez suspeitar que essas hemoglobinas

de Pipa carvalhoi eram mais estdveis na forma T, mesmo quando sa-

turadas pelo ligante, pois apesar desse anuro ser de habitat aqgé
tico a afinidade dessas moleculas pelo ligante 02 mostram mnao ser
muito grande quando comparada com a afinidade das hemoglobinas de
peixes, por exemplo, e a resistencia a agentes desnaturantes sac
elevadas bem como o acessc aos grupos SH bem mais diffeil. De Pos
se desses resultados pudemos analisar a "compactacao' da molécula
dificultada pelo acesso de reagentes SH especificos pela “libe

ragao de protons de Bohr e pela resisténcia a desnaturacao.

A Pipa pipae que também & um anuro aquidtico, passou a

nos interessar dado a sua semelhanca a Pipa carvalhoi e possivel-

mente com hemoglobinas de mesmas propriedades. Além disto, & ani
mal de maior porte e de mais facil aquisigao. Assim passamos a

estudar as propriedades funcionais das hemoglobinas de Pipa pipae

utilizando tais propriedades na obtencao de dados que pudessemn
-~ -« = 2 - g I3 . 2
fornecer subsidios para a caracterizagao dos estagios intermedia-

rics da reagao da molécula com ligante.



A

MATERIAL E METODOS

MATERIAL BIoL3cICO

Os animais utilizados nesse trabalho foram Pipa pipae

(Linnaeu), anuro brasileiro oriundos de Belém do Paria, Os exem-
plares utilizados foram animais adultos de ambos os sexos e que

pesavam entre 50 e 100 g.

PREPARAGAD DO HEMOLISADO

Os animais foram anestesiados em gelo e por uma incisao
toraxica o coracao foi secclonado, adicionando-se heparina. O san

ue foi colhido no funde da cavidade toraxicsa utilizando~-se pipe-—
g pLp

tas previamente heparinizadas. ApGs a colheita, o sangue foi cen
trifugado 2 3.000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi desprezado e
o precipitadc ressuspendide em solug@o de NaCl 0,15 M contendo

lxiﬁm3ﬁ de EDTA e novamente centrifugado da maneira descrita. Eg-
se processe foi repetido por 3 vezes, Finalmente, o precipi-
tado fol ressuspendido em uma solucdo de Ring~frog (Moss e Ingram
196E) que consiste em uma solugdo de 6,6 g de cloreto de sodio
0,15 g de cloreto de potassio e 0,15 g de cloreto de caleio dissol

vidos em 1 litro de agua.




Apds o material ter ﬁido ressuspendido em solucgao de
Ring-frog <£foi submetido a um processoc de congelamento e desconge
lamento por 2-3 wvezes e finalmente o hemolisado dos eritrocitos
foi obtido por centrifugagaoc a 5.000 rpm por 10 min.: ohde o pre-

cipitado foi desprezado.

ELETROFQORESE EM GEL DE AMIDO

A eletroforese vertical descendente foi feita segundo o
método de Smithies (1959). Para isso foi preparado um tampao con
tende tris 62,5 g/1, EDTA 6,0 g/l, acido bérico 4,6 g/l sendo es-
te tampao diluido 20 vezes e acrescentado KCN 0,01l% pH 8,2, Nesse
tampac foi dissolvido o amido (Smithies) ficando com umz concen-
tragao final de 14,5%. Essa solugao foi colocada em um balac de
vidro e em fogo brando com agitacas, foi aquecido ate ficar inco-
lor. Com auxilio da bomba de wvicuo foi retirada as bolhas de ar
e o gel fundido foi colocado em uma placa de 10x33 cm deixando-o
esfriar.

A aplicagao das amostras foram feitas a uma distdncia
de aproximadamente 10 c¢m de uma das extremidades da placa, manten
do sempre uma distancia de 1 cm entre uma amostra e outra. Para a
aplicacao utilizou~se um pedago de papel de filtro de 1x1,5 ¢m em
bebido da amcstra. Esse papel foi colocado em um sulco feite no

gel.




Para se processar a corrida eletroforetica colocou-se
nas extremidades da placa uma géze para se fazer a conexao com as
cubasg.,

Na cuba superior foi colocada tampao borato 0,3 M pH 8.9
e na cuba inferior tampao borato 0,1 M pH 8.9. Os eletrodos fo-
ram ligados, sendo o negative na cuba superior ¢ o positivo na in
ferior. A voltagem foi regulada para 180V e o tempo de corrida
foi de seis horas.

ApO0s a corrida o gel foi colocado em uma solucao de co-
massie blue a 27 por 20 minutos e descorado em solucao de etanol/

acido acetico,

ELETROFORESE EM GEL DE POLTACRILAMIDA

A eletroforese em gel de poliacriiamida foi feita segun
de Ornstein {(1964) e Davis (1964), 0Os geles de poliacrilamide pa
ra a eletrcforese foram preparados na hora de wusar utilizande-se
guatre solucoes estogue e uma solucdo receém preparada, Assim 0
gel de resolucao continha a mistura de 1 ml da solugac A; 1 ml da
solugao B e 2 ml da solugao C e o gel de concentragao continha 2
mt de solugao D; 1 ml de solugac E e 2 ml da solugao C. As solu-
coes A, B, D e E eram mantidas a 49C e continham: A, 307 de acri-
lamida e 0,87 de bisacrilamida; B, 8,5% de tris, 0,47 de TEMED
e 24 ml de HCL 1N: D, 3% de acrilamida = i,252 de bisacrilamida e

E, 12,9 ml de acido fosforico 1 M, 2,92 de tris e 0,17 de TEMED,




A solugae € utilizada foi uma solucdo recém preparada de 0,27 de
persulfato de amonia.

Os tubos {10x0,5 cm) foram preparades colocando-se 1 ml
da solugac de gel para resolugho e apds a polimerizagdo (30-40 mi
nutos) adiciomnou-se mais 0,2 ml da solugac de gel de concentracao
que polimeriza dentro de 40~60 minutos,

Apoe a polimerizacas dos geles os tubos foram encaixa-
dos nos orificios existentes na cuba superior e a amostra foi co-
locada (50-100 ul de hemoglobina + 50 pl de glicerol). A cuba su
perior foi colocada sobre a inferior de modo que os tubos ficas~
sem com suas extremidades mergulhadas no tampao tris-HCl 0,1M pH
8,1 e o tampao tris-glicina 0,05 M pH 8,9 foi colocado na cuba
superior. Os eletrodes foram ligados, sendo ¢ negative conectado
na cuba superior e a intensidade da corrente eletrica, regulada
para 2 mA por tubo. O tempo de corrida utilizado foi de uma Tho-
ra.

ApOos a corrida os pgeles foram retirados dos tubos e co-
locados em solugao de dcido tricloro-acético a 12,57 por 30 minu-
tos e depois adicionado a solucao corante {(solucao de comassie

biue s 2%). O descoramento foi feito durante 24 a 36 horas com

uma solugaoc de acido acetico 7%Z e metanol 1,47.




SEPARACAO DOS COMPONENTES POR CROMATOCRAFIA DE TROCA IDNICA

CROMATOCRAFTA EM DEAE-SEPHADEX

2 g de DEAE~sephadex ASO foi colocada em 50 ml de tam—
pac tris-Cl 0,05 M pH 8,0 e incubada 3 temperatura ambiente por
2 ~ 3 horas para inchar. Ap0Os esse periodo as bolhas de ar foram
retiradas da resina por vacuo.

A montagem da coluna cromatografica foi feita em uma co
luna de wvidro de 2 cm de diametre por 25 cm de altura, utilizando
ge 0 mesmo tampac. Com essa coluna foi obtido um fluxo de aproxi
madamente 0,5 ml por minuto,

A amostra (hemolisado de eritrGecitos de Pipa pipae foi

aplicada e o tampac inicial utilizado foi o tris-Cl 0,05 M pH 8,0.
Apos a passagem de 100-200 ml desse tampao foi montado o sistema
de gradiente. Para tanto foi utilizado a mistura desse tampao
tris-Cl Q0,05 M opH 8,0 com o tampao tris—-fosfato 0,05 M pH 6,2,

0 eluate foi colhido em tubos de emsaio (3 ml por tubo)
que foi lide em espectrofotometro a 540 nm. O pH de cada tubo tam

bem foi lido.

CROMATOGEAFIA EM CM~-CELULOSE

Para essa cromatografia, a resina foi montada em uma co

luna de vidro de 30 em de altura por.2 c¢m de diBmetro, equilibra-



da com tampac fosfato 0,01 M pH 6,4, Essa resina foi inicialmen-
te lavada em agua com varias trocas por um periodo de 24 horas pa
ra se retirar as granulacoes mais finas. A ativacao foi feita
utilizando-se sclugao de NaOH 0,5 M por duas horas, lavando-se de
pois a resina com agua destilada até pH proximo & 7. Hssa lava-~
gem foi feita com auxilio de um funil de Buchner adaptado a uma
bomba de wvacuo. Em seguida colocou—se a resina em uma solugao de
acido fosforico 0,5 M deixando por duas horas, agitando-se espora-
dicamente e repetiu-se a lavagem ate pH proxime a neutralidade.
Finalmente, equilibrou-se a resina com tampao fosfato 0,01 M pH
6,4 e montou-se a coluna até uma altura de 25 cm, aproximadamente,
mantendo—~se 49C. Isso foi conseguido atravaes da circulaczo de
agua refrigerada pela jaqueta da coluna de vidro.

0 material a ser usade foi dialisado por uma hora con-
tra tampao fosfato 0,01 M pH 6,4 contendo f-mercaptoetancl na con
centragao final de IGWBM e aplicado 3 coluna. A eluicas foi fei-
ta com © mesmo tampac utilizando-se gradiente linear de pH (va~
riando de 6,4 a 8,5).

A dialise e a cromatografia foram executadas a 49C., 0
material foi recolhido em tubeos (3 mi por tube) com o auxilio de
um coletor de fragoes. A absorbancia a 540 nm foi determinada em
cada tube e colocada em grafico (absorbancia nas ordenadas e voly
me de eluigao nas abscissas). 0O pH dos tubos também foi medido e

- .

lang¢ade no mesmo grafico.



ESTIMATIVA DO PESO MOLECULAR

Para se avaliar o pesc molecular de cada uma das fra-
goes eluidas na cromatografia de troca ionica foi preparada uma
coluna de sephadex G-200. Para tanto fol pesado 3 g sephadex G200
e colocada em 200 ml de agua deixando-se incubar por 24 horas a
temperatura ambiente.

Apos essa incubagao foi retirada as bolhas de ar da re-
sina por vacuo e procedeu—-se a montagem de uma coluna de 50x2,5¢cm

A padronizacao dessa coluna foi feita pela passagem de

hemoglobina humana (PM= 64.000) eluida com agua destilada e com

mioglobina de musculd de baleia (PM= 16,000) tambem eluida com
agua., O eluado foi coletado em tubos (7 ml por tubo) que foram
lidos em 540 nm. Os dados da absorbancia obtidos foram registrados

em grafice (na ordenada) usando~se nas abscissas o volume de elui
cao.

Apds a paéronizaggo da coluna, uma das fracoes do hemo-
lisado de eritrocitos de P. pipae fol cromatografado. 0 eluato
foi celhido e lido da mesms maneira que os padroes e os resulta-
dos foram colocados no grafico.

Outro grafico foi elaborado onde se colocou nas ordena-—
das o peso molecular {(em daltons) dos padroes e nas abscissas 0
volume de eluigao. FEsses pontos determinaram uma reta. .Os dados
da eluigao das fracoes (volume) foi interpolado nesse graficoe per

mitindo estimar o peso molecular de cada fracao.




PREFPARO DE AMOSTRAS ISENTAS DE COFATORES E CONCENTRACAOC DE MATERIAL

Amostras de hemoglobinas isentas de cofatores foram oh-
tidas pela passagem da amostra por uma coluna de sephadex G-25, de
15%x1,5 cm montada em agua bi-destilada e pela passagem por tres
colunas de troca ionica.

Essas colunas de troca iGnica eram: Dowex 1-X%8 (H3COO_):
Dowex 530W-X4 (NHZ) e mistura de Amberlite IRC-50 (H*) e IR-43B
(OH ).

O material, apds passagem pelo sephadex G-25, foi subme
tido as cromatografias de troca idnica, usando-se agua bi-destila
da como eluente,

0 eluato foi colhido e, dependendo da concentracaoc, era
colocado em tubo de dialise (parede grossa) de 1 cm de diZmetro e
apro%imadamente 50 cm de comprimento; conectadec por uma das extre
midades a um funil preso a uma rolha de borracha. A outra extre-—
midade do sacc de dialise foi fechada, Para se conseguir a con-~-
centragao do material, esse tubo de dialise era colocado em um ci
lindro de wvidro de 100 x 3 cm, fechando-se a extremidade superior
com & rolha acoplada ao tubo de dialise e a inferior com uma ro-
lha de borracha simplesmente. Nesse cilindro era feito vacuo e
nessas condigoes mantido A temperatura de 49C durante 10 - 20 ho-

ras ate se obter uma amostra mais concentrada,




EQUILTBRIO DA HEMOGLOBINA COM OXIGENIO

0 estudo do equilibrio da hemoglobina com o ligante oxi
genio foi feito por metodo espectrofotométrico onde se calculou
os valores de n (plet de Hill) e PSG (pressaoc de oxigeénio onde me
tade das moleculas estao na forma de oxihemoglobina) atraves da
diferenga entre as absorbancias das formas oxi e deoxihemoglobina
em 560, 577 e 540 nm e em funcaoc do volume de ar adicionado.

Em um tonometro de vidro, previamente aferido, se colo-
cou 3 ml de solugac de hemoglobina isenta de cofatores dilufda em
tampao bis~tris lactato 0,05 M pH variando de 6,5 a 8,0 de modo
que a sclugac ficasse com a concentragac final na ordem de 5xﬁfﬁﬁa
Pela passagem de nitrogeénio no tonOmetro se conseguia a amosgtra
na forma deoxi, que era lida, por varredura, de 500 a 600 nm re=-
gistrando-se as absorbancias com auxilio de um registrador acopla
do ao espectrofotometro.

Apos o registro da deoxihemoglobina adicionava-se no to
nometre um volume conhecido de ar, deixando-se o tonometro em ba-
nho-maria a 279C por 10 minutos, com agitacao. Apds o equilibrio

térmico novamente se registrava as absorbincias nas mesmas condi-

goes descritas. Essa operagac (com novas adicoes de ar) era repe
tida 4 - 5 vezes. Finalmente, o tonometro era aberto e se fazia
passgayr uma corrente de ar por 1 -~ 2 minutos & fim de se obter a

forma oxihemoglobina que também era lida e registrada de 500 a 600

IITE .




0s calculos foram feitos utilizéndonge a somatdria das
diferengas das absorbzncias (nos trés comprimentos de onda) de ca
da adicao de ar com a da deoxihemoglobina, sendo esse valor na
forma oxi a saturagao total, calculou-se as porcentagens de satu-

racdc (y) de cada adigao em funcao desse valor de 1007,

Os wvalores de log J foram calculados e registx’ados em

t

P o Sef

1
grafico contra log PO i

(logar mo da pressac de oxigenio) onde

2

se pode obter log PSG e n ou simplesmente calculando esses . parﬁm&
tros, por regressac linear utilizando-~se os dados de log —~l%7- e
l-y

log PO 0 log ?50 corresponde a¢ intercepto no eixo ¥ onde ge

2t

obtem 2 pressac suficiente para 507 de saturagio e n corresponde

- . ~ . -a
a tangente da reta obtida., Fela regressao linear log PSOE
b
e n =Db onde:
a = coeficiente linear
b = coeficiente angular

PREFPARC E TETULAQ@G DE SOLUCAO DE CO

A solugae de CO foi preparada utilizando~se agua bi-des
tilada isenta de oxigenioc, onde se borbulhava mondxido de carbono
por 20~30 minutos. O monoxido de carbono foi conseguido pela rea
cao de acide sulfurico concentrado com acido farmico concentrado,
ApGs essa preparacaoc, a solugdo era transferida para uma seringa

¢ estorada a 49C.




A concentragao da solucao de CO foi determinada pela
reagao com deoximicglobina. Para tanto preparou-se uma solugao
da miocglobina de musculo de baleia {8igma) de concentracao. conhecida (cer:
ca de 10-7M). Certa gquantidade de ditiomnito de s6dio foi adicio-
nada a fim de converter essa amostra em deoximioglobina, a qual
foi colocada numa cubeta preparada para esse fim. As absorb&mias
foram registradas no intervalo de 450 a 400 nm. Apds o registro
da forma deoxi pequeno volume da solugac de €O foi ¢+ adicionado
(2 ul) registrando-se as absorbancias. Novas adigaes de soluggo
de CO foram feitas ate se conseguir a saturacao da amostra.

As absorbancias dos picos em 432 e 423 foram lidas e a
diferenga de leitura da deoxi para cada adigao foi calculada. A
somatoria das diferencas na forma deoxi correspondia a 0% de satu
ragao e a somatdria das diferencas na forma carboxi (totalmente
saturada) correspondia a 1007 de saturacao. Para os dados inter-
mediarios foi calculada a funcao y (porcentagem de saturacao) ,

Em um grafice foram colocados nas ordenadas a

fung¢io vy e nas abscissas a diluicao da solugao de €O, isto e,
y + X

ende X = volume de solugac de CO adicionado e vy = volume da cubeta.
Nesse grafice (Figura 1) foi determinado a maior dilui~

cao da solugao de CO capaz de saturar a mioglobina, Nessa dilui-
¢ao a solugao de monoxido de carbono tem o titule igual ao da so
lugzo de mioglobina pois Mb + CO -———% MbCO e possibilita calcu-

lar a concentragao da solugao estoque em funcac da concentracaon

da proteina.




100

Y mbco

50

G
co 131074

Fig. 1 - Titulagao de uma solugao de CO utilizando 4,28 ml de mio
pH

giobina de misculo de baleia diluida em tampaoc fosfato 0,01M

7,0 com concentragao final de 3,1 x 10 M.




Essa titulagao foi repetida todas as vezes em que foi
utilizada a solugac de CC pois, com o tempo o titule da solucao di

minui.

DETERMINAGAO DA CURVA DE EQUILTBRIO DA REACAC DAS HEMOGLOBINAS COM

MONOXIDO DE CARBONO

Os estudos de equilibrio da hemoglobina com o ligante CO
foi feito por meétodo espectrofotométrico onde se caleulou o valor

de n {plot de Hill) e o C (concentrag§0 de €0 capaz de saturar

50
507 das moléculas de hemoglobina) através das diferencas entre as
absorbancias das formas carboxihemoglobina e desoxihemoglobina de
pois de diferentes adigoes da solucao de CO em dois comprimentos
de onda diferentes: 432 a 419 e em funcao da concentragac de CO,

Essas experiencias foram feitas em uma cubeta de vidro
de 4 ml de volume e caminho Optico de 1 cm que continha em seu in
terior pérolas de vidre. HNessa cubeta colocava—se a amostra am
estudo (deixando~a totalmente cheia) e se adicionava ditionito de
sodic em quantidade suficiente para transformar toda a amostra en
decxihemoglobina. A cubeta era entac fechada com uma rolha de
borracha, de modo que nao ficasse nenhuma bolha a fim de evitar a
existencia de duas fases no sistema. Volumes conhecidos de uma
solugao de CO de titulo pré determinado era injetade na cubeta
atraves de uma das agulhas e o excesso de material sata pela ou-

tra.




Com auxilic de um espéctrofeggmetzo acoplado a um regis
trador, registrou-se as absorbancias da deoxihemoglobina, bem co-
mo da amostra apos cada adigao da solugao de CO na faixa de 450 a
400 nm,

As absorbincias eram lidas em 432 e 419 nm e a somatoria
das diferenc¢as da deoxi e carboxi correspondiam a 100%Z de satura-
goes.

0s demais valores de ; foram calculados pelas somatorias
das diferengas das absorbancias de cada adigao com a deoxi em fun
cao do valor de 1007,

s calculos dos valores ou da concentragao de CO foram
feitos pelo produto do fator da diluvicao da solugac injetada na
cubeta pele titulo da solugaoc de CO e com esses dados foram calcu
lados as concentracoes de C0., Esses valores foram sempre corrigi

- \ . ~ -7
dos para uma solugao de hemoglobina na concentracao de 1xl0 "M,

DETERMINACAC DO EFEITO BOHR

0 efeito Bohr definido comeo mudanga da afinidade da he-
moglobina pelo ligante em funcao da alteragaoc do pH do meio, pode
ser descrito como efeito Bohr acido e efeito Bohr alcalino, depen
dendo da faixa de pH onde ocorre a alteracao da afinidade e posi-
tive ou negative, dependendc de como a afinidade & alterada. Se a

afinidade da hemoglobina peleo ligante aumentar conforme se aumen-—



te ¢ pH, temes o efeito Bohr negativo e se a afinidade diminuir com
a elevacao do pH, temos efeito Bohr positivo.
Para estimar os valores do efeito Bohr pode-se calcula-

1o en fungaoc do pH e do log PSD ou leg CSO {para o ligante 0O ou

2
C0) pela equagao:

Alog P Alog C

50 N
pH pH

50

A determinagac do efeito Bohr foi feita atraves de grafico onde se
colocou em ordenadas log PSG ou log CSS e nas abscissas os valores de pH. 0
coeficiente angular da reta determinade corresponde ao efeito Bohr. Os valores
de log PSG ou log Gé@ utilizados correspondiam a media desses valores obtidos
em 2 ou 3 experimentos em identicas condigoes, considerando um erro aceitivel,

quando o desvio padrao encontrado fosse menor que 0,1,

CINETICA DA REACAO DE DESLOCAMENTO DO CO POR FERRICIANETO

Amostras de carboxihemoglobina de diferentes concentragoes
diluidas em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0 foram preparadas, por ga-
seamento de CO na amostra (esse gas foi obtide pela reacao de 5ci
do sulfurico concentrade com acido fdrmico concentrado). Fssas
amostras ( 1 ml) foram colocadas em cubeta de vidrc onde se proce
deu a reagao. A reacac foi iniciada pela adicaoc de 0,1 ml de so-
lugao de ferricianeto de potassic 0,1 M e colocada no espectrofo-
tometro a 560 nm. As absorbancias foram registradas e lidas a ca

da 30 segundos. A reagac foi acompanhada durante 5-7 minutos.
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Para cada dado experimental {cada uma das ccncentragges

de hemoglobina) fei calculada 2 reatividade porT:

d(A)
d{t)

onde:

A= valor da absorbancia no inicio da reagao subtraida da absor-

bancia ohservada no intervalo de tempo.

Com os valores de R de diferentes dados experimentais
foi calculada a cinética da reagan. A constante cinética foi de-
terminada em grafico onde se c¢olocou nas abscissas o inverso da
reatividade de cada dado experimental e nas ordenadas o inverso
da proporgao molar de monoxido de carbono e ferricianeto. A in-

- .
tercepgao da veta obtida com o eixo das abscissas fornece o inver-
so da velocidade da reacao (1/R) representado por £' e a tangente
dessa reta fornece a constante de oxidacao da hemoglobina per fer

vicianeto, pors

sendo x essa& constante., Tsso e expresso pela equagaoc:

fnd
Pk Y
oy
)




sendo %' = ceonstante de disscciacao do CO e x = constante de oxi~
dagac da hemoglobina e {4 = constante de associacao (Bannister et
alii, 1976&) 2 sendo:

HbCO

4 ~ %

= B

Hb 4CO ot

podemos calcular a constante de associagao do CO (L} através de L

log ~mwmwieue = Jog L + log CO

CINETICA DE DESWATURAGAO DAS HEMOGLOBINAS POR BENZOATO DE $ODIO E

URETA

A cingética de desnaturacao da hemoglobina foi estudada
usando~se como agente desnaturante benzoato de sodio, concentrado
final de 1 M, e uréia 7 M comc concentracao final, Em ambos 0S8
casos 0§ experimentos foram feitos usando-se hemoglobina isenta

- ~5
de cofatores de concentracac na ordem de 10 "M,

Para tanto foi colocade em uma cubeta de 1 ml de volume
0,5 ml de uma solugao de benzoato de sodio 2 M ou de ureia 14 M e
adicionade 0,5 ml de solugao de hemoglobina (diluida em tampao fos

]

fato 0,1 M pH 7,0). Apos rapida agitacac procedeu-se a leitura

no espectyofotometro a 577 nm. Essa leitura corresponde ao tempo




zero. Novas leiturag foram efétuadas}a cada 1 ou 3 minutos(depeg
dendo da wvelocidade da reagac).

Apbs 15-20 minutos de reacac a selucao de hemoglobina
era submetida a tratamento térmico para se obter uma solugao to-
talmente desnaturada. Isszo foi conseguido quando a leitura em
577 nm se mantinha constante,

Das absorbancias obtidas se calculou zs porcentagens da
desnaturagao em cada leitura. FEsse calculo foi feito utilizando—
se a absorbancia do tempo zero da reacao como 1007 da forma nati-
va e a absorbancia apds o aquecimento come 07 da forma nativa., 0
complemento aritmético desses valores éorrespoadia a porcentagem
de desmnaturacac em cada leitura.

0 caleulo da constante cinftica da desnaturacao da hemo
100

100-%x
porcentagem de desnaturacao no tempo t' e esses dados foram regig-

globina foi feito determinando-se a funcgao Ln onde K o=

trados em grafico nas ordenadas, usandoe t° {(tempo em minutos) nas
abscissas, O coeficiente angular da reta corresponde ao valor k°

(constante de pseudo-primeira ordem da cinstica de desnaturagao) .

DESNATURAGAC POR SOLUGAD DE DODECILSULFATO DE SGDIO A 0,17

4 desnaturagdo por dodecilsulfato de sodio (SDS) foi fei
ta na oxi e deoxihemoglobina.,

A4 desnaturagao da deoxihemoglobina foi feita em um tond




metro onde se colocou a amostra (7 ml) com concentracas em torno

ke

. -5 L - : o . 5
de 5x10 "M diluida em tampaoc fosfato 0,1 M pH 7,0, Pela passagen

continua de nitrogénio conseguiu-se a deoxihemoglobina, Foi pre-

parada, também, uma solugao de SDS 1% isenta de oxigenic. Isso

h

foi conseguido pela deoxigenacao de um frasco (pela saturagao con

[

nitrogenio) onde ge colocou ascua previamente fervida. O $DS foi
: I
pesado e dissolvide nessa agua, tendo-se o cuidado de saturar a

atmosfera do frasco com nitrogénio.

[P

A reagac de desnaturacao foi conseguida adicionando~se

ps)

no tonometre 0,2 ml da solugao de SDS preparada de maneira descri
ta,

As absorbancias foram lidas em espectrofotometro nor

varredura entre 600 a 500 nw no instante que se adicionava a soli

ed
)
(R
-
-

gac de SDE. Novas tvas foram feitas de cada 15 minutos. A

e registrada nas mes

desnaturagac total foi consepguida peioc calor
mas condicoes.

O calculo das porcentagense de forma nativa e desnatura—

da foram feitos pelas diferencas da somatdria das

h

—— . - N A -~ - .
5377 e 542 nm, no inicioc e no final da reacac. A diferenga obutid

]

fin

o

entre fempo zZeroe I corresponde a 1007 de desnaturacao.

[45]

A desnaturagao da oxihemoglobina foi feita da mesma ma-

i

neira sem porem se Ter a necessidade de se converter 4 amostra em

deoxni.

&s porcentagens de desnaturacaoc obtidas foram analisadas

=1

em funcao do tempo.



ESTIMATIVA DOS PARAMETROS NO ESQUEMA DE ADATR E NO MODELD M.¥W.C.

A estimativa desses parametros foram feitas a partir
dos dados de equilibrio do hemolisado isentc de cofatores e com
ATP diluidos em tampao bis-tris-lactato 0,05 M pH 7,4 com €O, on~-
de apreximadamente 20 paves de valores y e p fossem conhecidos e
que pelo menos doils valores de vy estivessem acima de 0,95 e 2 abail
¥o de 0,05, 0s valores de p foram obtidos a partir da concentra-—
gac de CO (ja descrito) e convertidos em pressao de CO, onde uma
soluczo de CO 1,36X10W6M corresponde a pressac de 1 mm de Hg
{Adnsworth & Ford, 1968).

Desses dados, gquatro pontos foram selecionados, sendo
que dois deles correspondessem 20s pontos mais proximes zo inicio
e ao final da reagzo e o0s outros dois proximos aos pontos de in-
flexao da rveta. Para cada par de dados (x e v) foi desenvolvida
s equacao de Adair,

A.p + 24 p2 + 34 p3 + 4A pé
1 2 3 4

&{1+Ap+Apz+Ap3+é?4>
1 2 3 4

ocbtendo-se guatre equageoes com quatro incognitas.

A egtimativa preliminar dos valovesg de Al’ A, AE e A4
foram feitas resolvendo-se esse sistema de equacces e depois, es-

ses dados foram corrigidos por um processo iterativo peis foipos




sive'! desenvolver essa funcido de acordo com a sarie de Taylor

(Hoffmann & Vieira, 1977) e considerando apenas os termos lineares, obtém-ge:

v o= F o+ fITAA. 3+ £TAA. + f£lAA. + F'AA
e} 1 2 3

1 2 3 4774
onde: fo = valor da fun¢ac para a estimativa preliminar dos paré
merTos (Al, A, Ay e Aq); fi = valor da derivada parcial da fun-

¢ac em relagdao a Ai e calculada para a estimativa preliminar dos

arametros e 1 = 1 3 e 4,
Y 3

Como os valores de ﬁAl, AAZ, AAB e éAé podem ser consi-

derados como parametros de uma regressac multipla com quatro wva-
riaveis independentes, pode-se aplicar o método de minimos quadra
dos ordinarios obtendo-se estimativas de AAI’ LA, AAB e AAQ, Em

seguida as estimativas preliminares dos parametros foram corrigim

das:
AI = Aol + AAl
AZ = AGE + QAE
A3 = AOE + Aﬁg
= + AA
AQ Aoé NA,

Essges novoes valores de Az, A, AB e A& passaram, entzo,

sl

o

& serem considerados como estimativa preliminar dos parametros =
4s correcoes (QA1§ SA, &AB e AA,) foram recalculadas. 0 proces-
£ =

so iterative & chawmado de convergente quando as cerrecoes forem

diminuindo e, nessas condigoes & considerado satisfatdrio. Quando



as corrE§Ses forem ceonsideradas (no nogso experimento considera-
mos que as correcces chegassem até o terceiro valor significante
para Al} os calculos sao interrompidos e s6 a Gltima estimativa
dos parametros & considerada.

Com esges dados oz wvalores de v sao corrigidos em cada

valor de p por:

3
A,l;: + 2A,p7 + 3A _3 + 4A aé

il
Ens

I

2 3 4
4(1 + Aip + Azp - Agp + Aép ),
¢ a soma dos quadrados dos residuos, que da uma idéia da qualida-

de dos ajustamentos e calculada:

S-Qa’{{ﬁs' = Z {Yj "" Yj)
d

onde n 2 o numero de observageoes, ¥y & o valocr calculado e v & - o
valor obtido.
Apos a obtengao dos valores de Ai calcula-se os valores
y

de Ki {constante intrinsecas de assoclacoes) por:

A, o 5\,7 A A
}{1 = 3‘".; K,:, % s b : K} = 3 3 o K&. = T/ 4
4 3 AB Z AE AB

=

Jutros parametros do esquema de Adair ocram, tambem cal

culados. Assim, Pm {(pressac wedia do ligante) foi calculado por:

Pm = e AT = =R 7 (log X, + leg K,
4 = 1 4



A estimativa dos parametros no modelo alostérico (MWC)

foram feitas a partir das constantes de Adair para a cbtencao de

T T

L (L = e} e (e =~}
R K
B
Assim,
) e i
£t Ki AL . (Le” + 1) (L + 1)
1 F=-13 4 . . j‘”"}_
K1 Al (Le” 7 o+ 1) (Le + 13
Entac, valeres positivos menores que 1 foram substitui-
des para ¢ nessa equagac para i = & e os diferentes wvalores de

L foram calculades para os diferentes valores de ¢, DLsses calecu-

los forvam feitos, tambem, para f. e fz & ¢ par de valores de ¢ @
o

L que melhor satisfizesse as equagoes em ﬁé, §3 e f,, fo :

pis
D
i
[
G
-t
o
i

do {(Imai, 1973).
De posse dos valeores estimados para esses parametros,

caleulou~se is {gque da uma idaia do ponto de transicaoc da forma

i

I para a forma R) pela eguacac de Hopfield et al (1971):

o

R

ie {~logl)
leg ¢
caT . - . ~ i . i
baseado no equilibrioc das formas T e R em cada estagiec de ligagao onde ——=1Lc7,

A proporcao de T e R em cada estagio de saturacao foi calculado por:

ol

Ti =
= ~»--~—z———-—-§‘c (Imai, 1973)
Ti + Ri Le +1



RESULTADOS

SEPARACAO DOS COMPONENTES DE HEMOGLOBINA DE Pipa pipae POR ELETRO~

FORESE,
Amostra do hemolisado de eritrfcitos de Pipa pipae apds
ser tratada com KCN a 2% pH 7,0, com a finalidade de converter

todas as diferentes formas de hemoglobina em uma Gnica: cianohe-
moglobina; fol submetida 2 anilise eletroforitica,

Nesta analise em suporte de gel de amido a 14,57 foi uti
lizado tampzo borato pd 8,2 em gradiente de concentracao, ApPOS
seis horas de corrida com diferenca de potencial de 150 Vv, foram
obtidas quatro bandas com diferentes mobilidades anodicas, revela

g

s

s apos a coloracdo do gel. Foi ohservado que ¢ componente de
maior concentragso apresentava maior mobilidade (Figura 2).

Na mesma anzlise gquande o suporte utilizado foi o gel
de poliacrilamida 2 7,5%, o tampao usado foi o tris-glicina 0,05M
e tris~-C1 0,05 M em gradiente de pH, apbe 1~2 horas de corrida com
intensidade de corvente de 2,5 mA por tube obtivemos, também, uma
resolucan de quatro componentes anodices gue foram evidenciados

pela coloragaoc com comassie blue,




Figura 2 - Esquema da eletroforese em gel de azmido de Themoglobi=-

4

nas de Pipa pipae,.

a} compounente I do DEAE-sephadex

1T

L) componente IV do DEAE-sephadex
c) hemolisado de eritrdcites

4} componente IIT do DEAE-sephadex

) componente 11 do DEAF-sephadex.




SEPARACAC DOS COMPONENTES POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IDNICA

e

la utilizagao de técnica cromatografica obtivemos sepa
ragzo analitica e quantitativa dos componentes de Themoglobina de

Pipa pipae. A cromatografia utilizada foi a de troca ionica e a

resina escolhida foi o DEAN-sephadex ASO preparada como descrito
em METODOS.

A eluigac dos componentes separados por esse procedimen
to fol feita atraves de um sistema gradiente de pH, compostos pe-
los tampoes: tris-~HCl 0,05 M e tris-fosfato 0,05 M, na faixa de
ph 8,0 a 4,6. A velocidade de eluigdo foi de 3 ml/por tubo/ Smin.
¢ os dados do cromatograma foram colocados em grafico onde as con
centracoes de preteina, expressa em absorbancia a 540 nm (A540E
foram lancadas nas ordenadas e o volume de eluiczo (ml) nas abs-
cigssas {(Figura 3).

Analisando esse grafico cobservamos, também, a existen-—
cia de componentes eluidos com diferentes pHs., O primeiro compo-
nente que representa 357 do hemolisado total foi eluido em oH 7,6;
¢ segundo representando 257 do hemclisade, foi eluido emn pH  7,2:
¢ terceiro (25% do hemolisado) eluido em pH 6,8 e o Gltimo, elui-
do em pH 4,6 vepresentou 157 do total.

As tres primeiras fragoes foram utilizadas para os estu-

dos de propriedades funcionais e como critério de pureza para es-

3]

gura 2).

[
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Fig. 3 - Perfil cromatografico do hemolisado total de eritrocitos

de Pipa pipae em DEAE-sephadex com tampao tris-fosfatoe 0,05 M em

o

:radiente linear de pH.
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Fig. 4 = Terfil cromatografico de hemolisado total de eritrocitos

de Pipa pipae em (M-celulese com tampao fosfate 0,01 M em gradien

te linear de pi,
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Na cromateografia em CM-celulose os quatro componentes
elufdos apresentaram as seguintes porcentagens: 43 6,5; 70 &
19,5 e a eluigaoc se deu em pH 6,5; 6,8; 7,4 e 7,8 respectiva-

mente {Figura 4),

FILTRACAO EM GEL

Para se comprovar que 08 componentes obtidos por croma-—
tografia de troca ionica eram componentes individualizados e nao
produto resultante de dissociagac ou polimerizaczo, utilizamos téc
nica de filtracac em gel,

A padronizacao de uma coluna de 2x90 em de sephadex G-
200 equilibrada com agua baseou-se nos volumes de eluicao da for-
ma tetramerica da hemoglobina humana (PM 64.000 d) e da forma mo-
nomérica da micglebina de miuscule de baleia (PM 16.000 d).

Os resultados obtides constam da figura 5 comprovando-se
que ©s componentes analisados (componentes I e ITI do DEAY servhadex

tratavam de formas tetramericas.,

EQUILIBRIO DE OXIGENACAC DO HEMOLISADO E DAS FRACOES

Um dos pardmetros por nos utilizados na analise das pro

priedades funcionais fol a afinidade das hemcglobinas de Pipa pi-
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Fig. 5 - Eluicao das fracoes de P, pipae da coluna de sephadex-

€-200 usando hemoglobina humara e mioglobina de misculo de baleia

como padrac.

(& --8)
(Q----0)
(8==t3)
(a-—--A)

hemoglobinra humana
mioglobina de mUsculo de baleia
hemoglobina de P. Pipae - componente I do DEAE-gephadex

hemoglobina de P. Pipae - componente IT do DEAE~sephadex



pae pelo ligante O Para a obtencao dos valores de log P do

2° 50

hemolisado total sem cofatores ou na presenca de ATP, foi utiliza

do o método espectrofotométrico descrito. Assim, uma amostra do
nemelisado apods tratamento foi convenientemente diluida 3 concen-
- B ~5 - .
tragao na ordem de 5x10 "M/heme em tampse bis-tyris-lactato 0,05 M
pH 6,53, c¢olocada no tonometro e convertida na forma de deoxihemo
globina atraves da passagem de nitrogenio. Posteriormente foram
feitas sucessivas adigoes de ar (volume conhecido) para a obten-
gao de saturageoes fracionadas, 0Os valores de ?SO foram obtidos

conforme descritos em METODOS. Os resultados estao na tabela T.

EFEITO BOHR

A determinacao do efeito Bohr do hemolisado e componente
I foi realizado em intervalos de pH de 6,5 a 8,0. As amostras, pa-
ra isfo, foram diluidas em tampao bis-tris~lactato 0,05 M nos se-
guintes valores de pH: 6,5; 7,0 e 7,5 e 8,0. 0 equilibrio das
hemoglobinas com o oxigenio em diferentes valores de pH foi expres

so como o valer do efeito Bohr atrav~s da equacao:

Alog P
STR 20

ApH

tanto nas amostras 1lsentas de cofatores como naguelas com ATP

Exlﬁﬂgﬁ.



TABELA 1

Valeres do log PSO e n {plet de Hill) do hemolisado e
dos componentes obtidos na cromatografia em DEAE~sephadex ou tam-

pao bis-tris-lactate 0,05 M pH 6,5 tendo O, como ligante.

i
log PSO n
Hemolisado isento de cofatores 0,37 1,52
Hemolisado + ATF 0,94 1,63
Componente I isento de cofatores 0,30 1,23
Componente + + ATP 0,82 1,36
Componente TI isento de cofatores 0,18 1,10
Componente IL + ATP 5,98 1,80
Componente 11T isento de cofatores 0,46 3,496

Componente IIT + ATP 1,17 1,23




Os resultados obtidos do efeito Bohr do hemolisado sem

™

cofatores foi de ~-0,033 e quando em presenga de ATP, -0,30. J& no
componente I do DEAE-sephadex c¢s resultades foram -0,012 para he-

moglobina sem cofatores e -0,40 na presenca de ATP (figura 6).

EQUILIBRIO DA LIGACAC DO HEMOLISADO E DOS COMPONENTES COM MOXBXIDO

DE CARBONO

Resultados obtidos com valeres de log C g@XpPressam ou

50

tra propriedade funciecnal, ou seja, a da afinidade da hemoglobina

de Pipa pipae pelo ligante monoxide de carbono.

Para a obtengao desses resultados as amostras em concen
7

tracao da ordem de 1x10 ‘M em tampao bis-tris-lactato G,05 M pH
6,5 foram transformadas na forma de deoxihemoglobina pela adicgao
de diticonito de sodio, 0O método utilizado fol o espectrofotoma—
trico, Para tanto & amostra de deoxihemoglobina foram adicionados
velumes conhecidos de solugao de €O (de titulo conhecido) devida-
mente equilibrada e ¢ espectro foi registrado (450-400 nm).

Em fungao das ahsorbancias obtidas e de concentracaoc de
C0 nas amostras fol calculade os log ng' Esses valores estaoc ex

pressoes na tabela 17,

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
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Fig. 6 - Efeito Bohr do hemolisado e do componente T de DEAE~sepha

dex usando 02 como ligante.

{(C~—---0) hemolisado isentoc de cofatores
(@--~--48) hemolisado + ATP
{ B =) componente I isento de cofatores

{ o, ) componente 1 + ATP



TABELA I1I

Valores de log GSO e n {plot de Hill) do hemolisado @
dos componentes obtidos na cromatografia em DEAE~gephadex em tam—

pao bis-~tris-lactato 0,05 M pH 6,5,

leg CSQ n
Hemoligado isento de cofatores -7,23 2,98
Hemolisado com ATP ~&, 80 2,80
Componente I isento de cofatores ~7,08 3,01
Componente T com ATP -6, 84 2,11
Componente Il isento de cofatores -7,36 2,63
Componente IT com ATP -7,13 1,83
Componente ITT isento de cofatores =7,23 1,66

Componente 11T com ATP -7,14 1,65
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EFEITO BOHR DO HEMOLISADO DOS SOMPONESTES UTILIZANDO CO COMO LI~

GANTE

A determinagao do efeito Bohr utilizando CO como ligan-
te foi feito no hemolisado e nos componentes I, IT e IIT. A ob-
- + . . -
tengac desses valores (H ) feoi feito atraves do log CSQ ancontra-—
do para o hemolisado e componentes tanto em presenca de fosfatos
organicos como quande na ausencia com valores de pHs variando de

6,5 a 8,0,

A tabela TIIl e a figura 7 mostram esses resultados.

CINE1ICA DA REAQRG DE DESLOCAMENTC DO CO POR FERRICIANWNETO NA CAR~-

BOXIHEMOGLOBINA

Hemoglobina em presenca do agente oxidante ferricianeto
reage oxidande o ferro do grupo heme, havendo farmagﬁﬁ de mevahe-
moglobina,

A oxidagao da deoxihemoglobina por ferricianeto & uma
reagao que se preocessa rapidamente (Taylor, 1957). J&a a sxidacac
da hemoglobina quando ligada, apresenta-se como reagﬁe que §se pro
cessa mais lentamente (Antonini et alii, 19653)., Fm uma primeira
fage da reagﬁ@ ha o deslocamento do ligante (Brunori et alii,
1965} e em uma segunda fase, a formacao de metahemoglobina. A pPri

meira fase dessa reagac & descrita como uma reacao de pseudo-pri



obtidos em cromatografia em DEAE-sephadex no intervalo de pH

a

Valores do efeito Bohy do hemoligsado e dos

8,0, tendo CQO

TABELA TIT

como ligante.

componentes

6,5

D

Igsenta de cofatores ATP 10 ™M

Hemolisado -0,013 -0, 306
Componente I -0 ,0L3 -0, 20
Componente IT ~-0,010 ~-3,193
Componente ITT ~-0,020 -0, 26
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Fig. 7 - Efeito Bohr dos componentes obtidos pela cromatografia

e DEAE-sephadex e do hemolisado usando CO como ligante a)isen-—

to de cofatores; b} com ATP EO—BM

(f+-~-I1) Themolisade
(& ~---8) componente I
(& —-=-A)  componente T7T
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meira ordem enquanto que a segunda fase & reacao de segunda oY=
dem. Essa reagao permite avaliar a cinética de dissociacao do GO,
talvez com alguma alteragao mostrando o valor de X maicr do que o
medido por outros métodos (Wittenberg et alii, 1967).

Nessa reacao de deslocamento do GO0 foi estudade o hemo-
lisado sem cofatores e na presenca de ATP transformado em carboxi
hemoglobina, dilufdo em tampao fosfato 0,1 M pH 7,5 de modo que a

- . . -5 ‘ .
concentra¢ao final ficasse na ordem 1x10 "M. Em uma cubeta foi
colocado 1 ml dessa solugao e adicionado 100 ul de ura solucao de

.. - —~3 - - . . ~ .
ferricianeto de potassic Ix10 "M, Apds rapida agitagao foi colo-
cada no espectrofotdmetro & o progresso da reacac fei registrado
por 5-1C minutos em 560 nm.

Com as absorbancias obtidas foi calculado o valor de:

A
d{hgen)

4{t)

esse procedimento foi repetido utilizando-se concentracgoes meno-
res de hemopglobina,

Em um grafico foi colocado valores de 1/R nas ordena-
dag e [Fel/[C0] nas abscissas. O ponto de intersepgcao da reta
com o eixo das ordenadas fornece o valor de 1/k (k' = constante
cinética da reacao de deslocamento do CO da carboxihemoglobina)

{Figura 8}.

0 valor de k' obtide para o hemolisado sem cofatores



w

100

& ¥\
0 25 (Fe) 50
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Fig. 8 - Deslocamento do €O na carboxihemoglobina isenta de cofa-

tores (@--8) e com ATP (0~-0) em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, por

ferricianeto de potassio.
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‘ -3 .
€ pava essa mesma amostra em pregenca.de ATP 1x10 "M foi o mesmo

e igual a 0,09 minnl.

k on

k off

Sendo_ L =

onde, L= constante de equilibrio; k on= constante de associacgao;
k  off= constante de dissociacao e 1L foi determinado pox:

y

-y
mar a constante de associagaoc pois k' & uma constante gque simula

iog = log L + 1dg P. Assim, fol feito o caleule para esti-

o valor de k off. Assim pudemos calcular as constantes de asso-
ciaggo para a amostra sem cofatores & para a amostra com ATP em

-~ : s 1 q g ., -1 oo, -1
concentragao saturante gque foi 1,94%x10° min e B,33x10° min ~ res
pectivamente,

As constantes de segunda ordem da reagac foram: 1,&%d09

A B g . -1.-1
mimn 1M 1 para a amostyra sem cofatores e #,459%10 min 1M com ATP.

CINETICA DA DESNATURAGAO POR URETA T BENZOATO

Com a finalidade de comparar a estabilidade das molécu-

las das hemoglobinas de Pipa pipae (componentes T, II e TIT) fo-

ram estudadas as constantes cineticas das reacoes de desnaturacac

por uréia 7 M {(que dissccia 2 hemoglobina em dimerocs) e benzoato
- < . - * o I

de sodic 1 M (que age scbre os grupos hidrofobicos da superficie

da molecula).



Para tanto foi colocado em uma cubeta uma solugac de
ureéia cu benzoato e ai adicionado uma amostra da solugao de hemo-
globina de modo gue ne final tivéssemos concentracgao de hemoglobi
na na ordem de 10“5M e uréia 7 M ou benzoato 1 M. A reacae de
desnaturacao foi acompanhada pelo espectrofotometro em 557 nm a
fim de aferir a formagao de metahemoglobina. O progresso da rea-
¢ao foi acompanhado por 20-30 minutos e o final da reacdo foi con
seguido com auxilio do calor.

Atraves das concentracoes de metahemoglebina formada emnm
fungae do tempo foi caleculada a constante cinetica, tratando a rea
cao como sendo de pseudo-primeira ordem.

Os resultados das constantes cineticas da desnaturagao
dos componentes I, IT e IIT tanto quando isenta de cofatores como

quando em presenga de concentragac saturante de ATP estao na Tabe

la IV,

BﬁSﬁéTﬁﬁ&Qgﬁ DA OXT E DEOXTHEMOCLOBINA TPOR DODECIL SULFATO DE

3810

A fim de cowmparar a estabilidade das moléculas de hemo-
globina ligada e nao ligada ao oxigenio e evidenciar a possivel
transicao da forma T em R foi feito o ensaio de desnaturagac por
dodecil sulfato de sodio (8DS), agente desnaturante energético.

Pava tante foi colocade em um tonometro 2 mil do hemoli-




TABELA IV

Constantes de pseudo-primeira ordem da reacao de desna-
turagao por uréia 7 M e benzoato de sadic 1 M para 08 componentes

obtidos na cromatografia em DEAE-sephadex,

Ureia ' Benzoato
k k
, -1 . -1
min min
Componente I isento de cofatores 0,11 0,03
Componente 1. + ATP 0,11 0,11
Componente II isento de cofatores 4,04 0,03
Componente 11 + ATP 0,13 0,23
Componente IIT isento de sofatores 0,01 0,02

Componente IIT + ATP 0,17 0,27
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sado de Pipa pipae isento de cofatores dilufdo em tampac fosfato

0,1 pH 7,0 ate concentragao de 5x10~§ﬁ ¢ pela passagem de nitro-
genlo fol conseguida a forma deoxi. A desnaturacao foi iniciada
com a adigao de 200 pl de uma solugac de SDS a 1%, isenta de oxi-
génio., O progresso da reagao foi analisado pelo espectre regis~
trade (600-500 nm) em intervalos de tempo. FEsse mesmo experimen~

to foi feite com a oxihemoglobina de Pipa pipae.

Esse experimento mostrou que tanto a oxi como a deoxihe
meglobina sofrem um processo de desnaturacao rapido (menos de um
minuto) que abrange 207 das moléculas. Os outros 807 permanecem
na forma nativa per varias horas.

0 mesmo experimento foi feito com hemoglobina humana e

o resultado obtido foi identico ao das hemoglobinas de Pipa pipae

quande se trabalhou com a forma deoxi, porém com a oxihemoglebina
foi observado a mesma reagao rapida (20% das moléculas desnatura-
das em mence de um minuto) e um processo mais lento de desnatura-—
¢ac onde apos trinta minutos apenas 107 das moléculas permaneciam

nag forma nativa.

PAREMETROS DO ESQUEMA DE ADAIR E DO MODELO MWC

Com os dados da curva de equilibrio com CO (Figura 9)

de cinco experimentos feitos em idénticas condigoes, os valores

de v e p foram utilizados para os cilculos dos parametros no esg-



log pCO

Fig. 9 ~ Saturagao fracional do hemoligad de Pipa pipae isento de

cofatores em tampao bis-tris-lactato 0,05 M pH 7,0 tendo €O como

ligante,
{8 -~ 8) v experimentais

{0 -- 0) v estimado
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quema de Adair. Porém pela nao convergencia no processo iterati-
vo e pelo fato de uma das incognitas apresentar valor negativo, o
sistema de quatro equacgoes com quatro incognitas deixou de ser u-
tilizado para o calculo de um dos AS. Assim, o valor de A foi

1

calculado pela fungao:

= Alp

utilizando-se o menor par de valores (v & p) obtido, conforme des
crito por Tyuma et al. (1971).

Desse modo os valores de AZ’ AB e A& foram calculados pe
lo sistema proposto utilizando~se tros equagoes com tros incsgni~
tag. O resultado degsas constantes estac na tabela V.

Na determinagao dos valores de L no modelo alosterico
verificamos que quando c= 0,4 os valores de L szo: 18,73 em f& ’
7,58 em fB g 15,36 en f2 {fig. 10), sendo esse valor dado para ¢
que melhor se ajusta nas equagoes para os eXxperimentos com hemoli
sade isento de cofatores. O valor de I utilizado fol a média dos
valores de L (13,89) que mostrou, nessas circunstancias, um des-—
vio padraoc de 4,67, Para os experimentos na presenca de ATP nae
foi encontrado nenhum valor de L e ¢ que satisfizessem as tres
equagoes. Os valors dos parametros do modelo MWC também estio na

tabela V.

Com os valor-s de L e ¢ foi calculade os valores de

Esses valores foram colocados em grafico nas ordenadas,
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colocando—~se nas abscissas os valores 1, 2, 3 e 4 correspondentes
s s P

aos estagios de saturagao (Figura 11). %Esse grafico mostra a

transigao da forma T para forma R,

O valor is que mostra o ponto de transigao de T para R

foi calculado por is = - togL e o valor obtido foi 3,7 (Tabg

logzc
la V). )
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Estdgio de Saturacdo
Fig. 11 - Dependencia da proporcao de T em (T + R) nos estagios

de ligacgao.
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DISCUSSAD

& analise eletroforética do hemolisado de eritrScitos de

Pipa pipae mostrou, tanto em gel de poliacrilamida como em gel de

amido, a existencia de quatro componentes. FEsses resultados fo-
ram ¢btidos com hemolisado de eritrocitos de varios exemplares o
que nos possibilitou sugerir a naoc existencia de polimorfismo nas
hemoglobinas desses anfibios.

A4 separacgao cromatografica desses cemponentes em  DEAE
sephadex Agny ou em CM-celulose, conforme descrito em Métodos, con
firmou a existéncia desses quatro componentes bem como permitiu
estabelecer a prapcrgﬁo de cada um deles em relacao ao total. As-
sim, observamos que o primeiro componente eluido & que representa
¢ de maior proporgao, quando se trabalha em DEAE-sephadex. Utili
zando CM-celulose, o componente mais concentrade foi o terceiro,
semelhante aos resultados descritos para ¢ hemolisado de Pipa car
valhoi (Meirelles et alii, 1979) que mostrou ser, também, o ter-—
ceiro componente eluido na cromatografia de CM-celulose o mais
concentrado.

Esse numero de componentes (quatro) mostrado nas hemo -

globinas de Pipa pipae e Pipa carvalhoi (Meirelles e Focesi 1977a)

-

£ bastante consistente com outros resultados observados em anfi-

bios agquaticos como o Xenmopus laevis que possul tres componentes

{Mac Lean e Jurd, 1971) e girino de Rana catesbeiana gue possul
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de tres a cinco (Moss e Ingram,llQéS)h

A afinidade dessas hemégiobinas pelo oxigenio mostrou
?50 de 2,18 mm de Hg quando se trabalhou com hemolisado sem cofa-
tores em btampac bis~tris~1acta;e'O,QSM pH 7,0. Essa afinidade,
comparada com a apresentada por hemoglobinas de anfibios rterres-

tres, & bastante alta, pois Rana catesbeiana, nessas mesmas condi

goes tem um PSO de 13,4 de Hg (Riggs, 1951), Bufo marinus de 42mm

de Hg (Prosser e Brown, 1968) porém quando comparada com anfibios
aguaticos ou mesmo com outras espacies aquiticas essa afinidade

mostra-se coevente pois girinos de Rana catesbeiana possui um P

50

de 4 mm de Hg (Hamada et alii, 1964) e Pipa carvalhoi, de 6 mm de

Hg (Meirelles et alii, 1978) e peixes que mostram o valor de PSO
em tornc de 1 mm de Hg.

A& determinagao do valor de PSO em tres dos quatro compo

nentes de hemocglobina de Pipa pipae mostrou, em pH 7,0 que a afi-

nidade pelo oxigeénio & diferente em cada uma das fragoes estuda-
das. 0 quarto componente, por ser elulde em pH muite acido {4,2)
nac pode ser estudado pois a porcentagem de metahemoglobina obti-
da era muito grande, impossibilitande o estudo de propriedades fun
cionais,

Foi, tambem, obhservado que o ?SG nac variava, no hemoli
sado, quando se alterava o pH do meio, entre 6,5 e 8,0, Essa nao
alteragaoc da afinidade peleo oxigenio quando se varia o pH corres-
ponde a inexisténcia de efeito Bohr, demonstrande que © hemolisa~

do de eritrocitos de Pipa pipae se comporta como © hemolisade de
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outros anfibios agquiticos come a Pipa carvalhoi (Meirelles e Fo-

cesi, 1977b) e girino de Rana catesbeiana (Araki et alii, 1973),.

Os valeres de PSG e n (coeficiente de Hill) das fragoes
e hemolisado, tanto na forma isenta de cofatores ecomo também com
concentragao saturante de ATP, estao na tabela I, onde podemos ob
servar que o efeito do nucleotideo na éiminuigﬁo da afinidade da
molécula pelo oxigénic & bastante pronunciado. Esse mailor efeito
maier nos componentes IT e ITI, sendo que no hemolisado a acao do efe
tor alosterico torna-se menos evidente por causa da predominancia
da componente I, a de maior concentracao.

Para os estudos das propriedades funcionais de cada com
ponente dessas hemoglobinas foram realizadas experiséncias de equi
1ibrio com mondxido de carbono. A afinidade da hemoglobina huma-
na por esse ligante & cerca de 200 vezes maior que a afinidade pe
lo oxigenio (Antonini et alii, 1963) e a reacao se processa da
mesma maneira, isto é, para cada heme um mol de CO se liga cova-
lentemente (Pauling e Conyell, 1936). As propriedades como efei-
to Bohr e efeito dos moduladores zlostéericos nao sao alterados

quando se trabalha com CO ou 0, conforme descrito na Intreoducao,

.

A opgac pelo ligante CO, no estudo- dessas propriedades fci feita
em virtude da quantidade de material disponivel para o trabalho
Ser pequena, e para esses experimentos a concentracao de proteina
utilizada & da ordem de 10 'u ac contrario dos experimentos de

. . o~ ~5 —
equilibrio con 0, que reguer concentragces na ordem de 10 "M, Alem

* - - . - -
dissc, no equilibrioc com CO & npossivel se obter saturagao fra-
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cicnada correspondentes aos ext?emos da curva, isto &, valores de
¥ bastante proximos de 0 e bastante proximes de 1, que nos permi-
tiu avaliar outros parametrocs no processoc de saturacao da molécu-
la pelo ligante. Assim, foram realizadas as experiencias para é
deternminagao do efeito Bohr e efeito de fosfatos no hemolisado e
nas fragoes usando CO como ligante,

Em pH 7,0 o hemolisado mostrou um valor de log C

56
que corresponde a uma pressao de CO de 5,7 ZO“SM isto e, PSG(CO)=

== 24

1,1 mm de Hg. A conversaoc da concentragao de CO em pressao foi

feita usando-se ¢ cialculo de Ainsworth e Ford {1968), onde uma 50

1ug§o de €O 1,36 IONGM corresponde a uma pressaoc de 1 mm de Heg.
Nas mesmas condigoes experimentais P50(02> = 2,19 mm de Hg signi-
ficande que a afinidade da molécula pelo monaxido de carboneo,

nessas condigoes e cerca de 50 vezes maior.

Os wvalores de CSO do hemolisade e componentes (mostrado

na tabela I1I) quando comparado com os valores de PSO

evidenciam a maior afinidade das hemoglobinas pelo monoxido de

(tabela 1)

carbono guardando sempre a mesma proporg%o.

Trabalhando com cada componentes obtidos por croma-
tografia em DEAE sephadex observamos que comé@nentes I, IfTre IIT
apresentam o mesmo efeito Bohr do hemolisaac, isto e, - ausencia
desse efeito nas hemoglobinas sem cofatores e o efeito Bohr pro-
aunciado quando em presenca de concentragao saturante de ATP (Ta-

bela ITI),

Lsses resultados, dos componentes e do hemolisado sao con-



sistentes, pois na presenca do ﬁucleotfdec a afinidade da molécu~-
la pelo ligante diminui quando hs interagaoc hemoglobina- fosfato .
Essa interagao ocorre mais facilmente em pE acido, diminuindo a
afinidade nessas circunstancias. J3 em pH alcalino a afinidadé
nao se altera pela dificuldade de‘interaggo do fosfato a hemoglo-
bina (Benesch et alii, 1959).

G efeito do moduladory alostérico, ATP, tem sido discuti
do em termos da existencia de sitics de fosfato na molecula. Asg-—
sim nas hemoglobinas que possuem esse sitio, a afinidade da molé-
cula pelo ligante ¢ éimiﬁufda. Esse sitio, descrito por Perutz,
(1970) fica situado entre asg duas cadeias B da hemoglobina, e que

por ligagoes eletrostaticas, possibilita a ligagac de polifosfa-

tos organicos, Eles fazem ponte salina com Val B1, His B2 e His
143 da cadeia I com a Lys B82 da outra cadeia (Arnone, 1972) o

uve implica na diminuigZo da afinidade da moldcula pelo ligante.
q p & P
Evidentemente, moléculas que apresentam a mesma estrutura prima-
ria na regiao do sitio de fosfato mostram o efeito de seus modula

dores, na afinidade pelo ligante. Nas hemoglobinas sem cofatores,

de Pipa pipae,o efeito Bohr nulo, torna-se bastante alterado quan

do em presenga de ATP. A esse efeito Bohr, denominade efeito Bohr
latente (Araki et alii 1973) ou designado como a segunda parte do
efeitor Bohr (Riggs, 1971) & obhservado em algumas hemogzlobinas de

o -~ - . . - "
antibics aquaticos como o girine de Rana catesheiana (Araki et

alii, 1973) e Pipa carvalhoi (Meirelles et alii, 1978),

A existencia desse efeito tambhem cbservado no hemoliszsa-
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do e componentes de Pipa pipae, podem .ser analisados como contro-

les fisiologicos da respiracao e mostram a existsncia de alguns
residuos de amincicidos comuns tanto na hemoglobina desses anfi-
bios como na de alguns mamiferos.

A cooperatividade, avaliada pelos valores de 1 mostrou
ser positiva em todos os experimentos pois esse valor sempre foi
maior que a unidade. Analisando esses dados, alguns valores nos
chamaram a atengao: o primeirc & que, nos equilibrios com oxige-
nico, n aumenta conforme aumenta o pH, isto &, em pH 6,5 a coopera
tividade & menor que em pH 8,0, 0 segundo fato & que nos equili-
brios com CO o wvalor de n sempre foi malor gue nos equiiibrios
com 0,, sendo em pH acido mais acentuada essa diferenca. Finalmen
te podemos observar que a cooperatividade, avaliado POr n, mna pre
senga do efetor alostérico, ATP, aumenta nos equilibrios com 0,
quando comparada com a proteina sem cofatores e diminui nos equil-
librios com CO. Fsses fatos podem ser analisados em fungao do né
mero de protons liberades durante a saturagac da molécula pelo 11
gante. A variagao de n em fungao da variagao de pH ja foi descri
ta {Bunn, 1972 e Tyuma, 1973b). Para a elucidacao desse fato ja

havia sido demonstrado que a liberacac de protons e a oxigenacao

ocorrem come funcao nao lLinear (Brunorl et alii, 1965) e gue a he

terogeneidade das cadeias o e B sao mais acentuadas em pH haixo
(Brunori et alii, 1968). Essa heterogeneidade das cadeias foi de
monstrada por Banerjee e Cassoly, (1969) pois as cadeias o e g

possuem © mesmo potencial de redugac em pH 8,0, mas em pH acido,
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il

¢ potencial de reducao da cadeia 8 @ maior. A nao linearidade
na liberagac de prétons e saturagao fracional da hemoglobina ocorx
re apenas com ¢ ligante oxigenio. Com mondxido de carbono : essa
fungeo @ linear (Antonini et alii, 1965; Gray, 1970 e Olson e
Gibson, 1973) pois cadeia o e B sao igualmente saturadas pelo CO
(Gray e Gibson, 1971a). Em outras palavras, oxigenio e monoxido
de carbonoe ligam-se as hemoglobinas de maneira similar, diferindo
apenas na afinidade e em alguns aspectos cinéticos(Gibson, 1973).

Esses fatos explicam nossos resultados que mostram a va
riagao de n com a variagac do pH nos ecuilibrios com oxigenioc e a
malor cooperatividade da molécula nos equilibrios com CO. A menor
cooperatividade nos equilibrios com monoxido de carbonmo na presen
¢a de ATP pode ser analisada de acordo com os trabalhos de Gray
e Gibson (197la e 1971b) que sugerem a ligacao do CO mais rapida
na cadeia o nas hemoglobinas tratadas com fosfatos organices, is-
to &, monoxido de carbono liga-se igualmente as cadeias o e 8
das hemoglobinas isentas de cofatores, porém mostra uma ligeira
preferencia pela cadeia o nas hemoglobinas saturadas pelos poli-
fosfatos induzindo uma heterogeneidade nas cadeias., Jz no equiiz
bric com oxigenio, o ligante mostra preferencia pela cadeis nas
hemoglobinas isentas de cofatores e na presenca de fosfatos orga-
nicos essa preferéncia & mais acentuada (Johnson & Ho, 1974).

A constante cinética de deslocamento do €O na hemoglabi
na isenta de cofateres e na tratada com ATP mostrou valores iguais,

o gue era de se esperar, pois o efetor alostéerico embora possa al



terar o processo de assccia§§o>é indiferente no processo de dig-

sociagac. Jia na constante de associagao, calculada em funcdo das

constantes de equilibrio e de dissociagao (deslocamento de CO) a

presenga de ATP induz uma diminuiczo de, aproximadamente, 2 - 3.ve
,o-1 7 . -1

. - 8
zeg, is8to e, de 1,98.10  win para 8,33.,10° min.”. Estas cong-

tantes de associacao do CO na hemoglobina de Pipa pipae quando com

parada com a constante de associagac do CO na hemoglobina humana,
— 6 . "'1 . . -~ . ey -
gue e de 4,5%x10° min obtido por experienciag de cinetica rapida

(Gibson, 1959) evidencia a maior facilidade de combinagio desse

ligante em Pipa pipae sugerindo ser esse animal menos resistente

ac monoxido de carbono.

A formagao de metahemoglobina pela agio de‘ferriciameto
mostrou constante cinetica de disscciacao maior na molécula isen
ta do cofator. Por esse resultado podemes supcor gue a reacao se
faz am dois passos:

Kl K,

Hb(604> e Hb i HBOH
iste e, a.aarﬁaxihemogiobima e transformada em é&oxihemogio%iné e
esta a metahemoglobina. Em presenga de ATP, 2 carboxihemoglobina
ligada ao fosfato organico se transforma em deoxihemoglobina liga
da tambem ao nucleotideo que deve liberar esse cofator antes de

se transformar em metahemoglebina, A reagao se passaria em ©tres

passos:
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*
Hb ({304) Hb

onde Hb* representa a hemoglobina ligada ao efetor existindo, as-
sim, um estagio intermediarioc a mais ne deslocamento do CO da he-
moglobina tratada por ATP, o que explicaria a velocidade de forma
¢aoc de metahemoglobina ser mais lenta nessa condigao., Esses dados
estac consistentes com algumas observagoes feitas em nosso labora
torioc pois hemoglobinas estocadas a 49C mostram ser menos esta-
vels quando estocadas na forma isenta de Tons. A hipotese de exXis
tencia desses treés passos na reagao de formacao de metahemoglobi-
na carece gey melhor estudada.

Para melhor elucidar nossos estudos da estrutura das mo

leculas de hemoglobina de Pipa pipae, com ou sem ATP, resolvemos

analisar o comportaments destas em presenca de agentes desnaturan

tes. Pelas constante cinética de desnaturaggo {tabela V) podemos

observar a sensivel alteragao do valor XK' nas hemoglobinas com

ATP. E intevessante observar componentes I, I e ITT que, co-
o '3 . . - - bt . - -

mo ja discutido, svidenciam a existencia de sitios de fosfato,

mogtrando-se bastante resistentes aocs agentes desnaturantes, uréia
e benzoato, quando isentgs de cofatores ao passo que na presenga
do modulador alestérico tornam-—se . mais sensiveis a desnaturacdo
(tabela IV). Curiosc, tambem, & oObservar que as amostras tLtrata-
das pelos agentes desnaturantes estavam na forma de oxihemocglobi-

g 2 ¢ comportamentoe dessas moleculas foram sensivelmsnte diferen

tes quando tratadas ou nac com ATP. A acao dos polifosfatos nas
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hemoglobinas & descrita como sendo em.um sitio dd cadeia da deo
xihemoglobina (Benesch et aiii, 1968) possibilitando, na forma
oxi, apenas a ligacao de fosfatos que estejam na forma de pirido-
xal, atraves de ligagao no NH terminal da cadeia ® (Benesh et
alii, 1972 e Benesch et alii, 1973j 0o que nao implica em alteragoes
alostericas.

Esses resultados da desnaturacac além do pequenc valor
de n observadoe nos experimentos de equilibric com oxigenio (tabe-
la I} nos fez suspeitar de uma alta afinidade da oxihemoglobina

de Pipa pipae pelo fosfato organico que sao capazes de induzir al

teragoes conformacionais na molecula, tornando-se mais sensivel a
desnaturacao, isto &, é ATP, seria capaz de 9provocar alteragoes
conformacionails na hemoglobina mesmo gquando saturada pelec ligan-
te. De acordo com o modelo alostérico (Momod et alii, 1963) que
propoe a existencia de duas formas, T e R, coexistindo em uma so-
lugao, e podendo o equilibrio destas estarem deslocado para uma
cu ocutra forma, e c&nforme descrito por Rubin e Chanéeus {1966}
que o efetor alostérico se liga mais facilmente a forma T que a
forma R, podemos, entao, suspeitar serem as hemoglobinas de Pipa
pipae estabilizadas na forma T.

Essa hipétesg possibilita-nos explicar as diferentes
constantes de desnaturacac da oxihemoglobina isentas de cofatores
e com ATP peois sendo estavel na forma T, a oxihemoglobina pode se

ligar ao modulador alosterico,

Para comprovar essa hipotese foram feitos ensaios de des
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naturagac da oxi e deoxihemoglobina com SDS. O resultado obtido

mostrou que a oxl e deoxihemoglobina de Pipa pivae DOSsuUem O mes-—

ma comportamento que a deoxihemoglobina humana Ffrente ao agente
desnaturante, isto &, bastante resistente enquanto que a oxihemo~
globina humana e mais sensivel.

Esses fatos favorecem nossa hipotese pois oxi e deoxihe

moglobina de Pipa pipae se comportam da mesma maneira, sugerindo

&

serem as duas formas de estrutura “compacta', resistente, como a

deoxihemoglobina humana (forma T}, enquante gue a oxithemoglobina
humana mostra-ge mencs resistente (forma By,

Esees resultados vieram enfatizar melhor a hipotese de

serem as hemoglobinas de Pipa pipae configuradas na forma T.

Em vista do exposto resolvemos estudar a reagao da hemo

globina com o CO em termos das constantes intrinsecas de associs-

gao {Adair, 1925) e desses dados avaliar o parametro L (L= mzm}do
R
modele alosterico de {Momod et al, 1965). O0s resultados desses

experimentos servirémhnos para obter a relagac das formas T e R
de uma maneira aproximada uma vez que nos experimentos a Teacao
hemoglobina - €0 naoc deve ter acontecido de maneira homogenea, is
to &, gquando se adicionou =a solugao de mondxido de carbomo na cu-

beta contendo & seclugao de hemoglobina, a reagao se processa  de

ol

maneira muito rapida, impedinde um contacto ample e homogeneo en-
tre os reagentes. Assim, provavelmente, se obteve formagao de car
boxihemoglobina (cem as moléculas totalimente saturadas) em parte

da mistura ao inves de uma distribuicaoc metlhor do ligante, rela
b £
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solugac, que provocaria a satufaggo de maior numero de moléculas
de hemoglobina bem como a saturacac parcial de outra grande guan-
tidade de moléculas. Dada a natureza essencialmente irreversivel
degga re&g%a, o eﬁtaﬁelecim@mtg de equiiibrio entre as formas to-
talmente saturadas e as formas parcialmente saturadss tornou-se
praticamente impossivel. Mesmo assim, alguns parametros foram de
terminados e puderam ser analisades (tabela V3,

Das constantes intrinsecas da saturacac da themoglobina
isenta de cofatores pelo ligante CO podemos observar que K2 mosg -~
tra um valor bem priximoe ao das demais constantes diferindo. dos

valores encontrados com hemoglobina humana isenta de cofatores ten—

do O, como ligante. Os resultadcs com hemoglobina humana mostram

[

far
o]

valores das constantes vezes ate contrastantes, poT exemplo

Ln

Tyuma et alii (1971) encontrou as seguintes (K,= 0,079; Ko= 0,29

1 2
Kgﬂ 0,75 = Ké= 4,35 e i3 o mesmo autor em 1973 (Tyuma et alii,
1973a) relata outros valores (K1= 0,114, sz 0,165, K3= 1,117 =
K&m 4,04)., Yela impossibilidade de podermos comparar esses valo-

reg Ca hemoglobina humana com os nossos em virtude das diferencas
de condigoes de cada um (diferenca no ligante utilizado) podemos

apends comparar a variacao da grandeza das constantes de um mesmo

expevimento. Assim, em experimentos com hemoglobina humana obser

[{23Y

VAMDS gus K{ ]
+

s

pa pip

i

3050 wvezes maior que K, enguanto que mna P
i

essa proporgac & de 1,5 vezes. K, na humana toma um valor pouCo

superier a K. {(no maxime tres vez

14

g) enquanto gque em Pipa pipae eg
aq i T P 5

sa relagas & pouco menor. TEnfim, os valores das constantes na



hemoglobina humana crescem de K para. X, semelhantes ao0s nossos
Eid

1

[ s

o

z]

;
f

resultados. Podemos observar, também, gue em hemoglobina de Pipa
pipae as constantes sac preporcionais entre si diferentes dos
resultados da humana que mostra um exagerado aumento da constante
no Gltime estagio de ligacao.

A determinacao dessas constantes ém hemoglobina na pre-
senga de concentragac saturante de ATP mostrou as 4 constantes me
nores que na hemoglebina isenta de cofatores sugerinds que o ATP
nio necessariamente se desliga da molécula pela saturagac com CO,
Ha humana o efetor alostérico diminui os valores das 3 primeiras
censgtantes, mantendo a quarta comstante igual a da hemoglobina
isenta de cofatores sugerindo que o efetor & liberado apds a liga

¢aoc do terceiro ligante, o fato & evidenciado por outras tecnicas

Paan®

Huestis e Raftery, 1972),

Qutros parametros gue podemos citar saoc: Pm que mos-

trou ser semelhante a PSO tanto nas moleculas isentas de cofato-
veg como com ATP e a variagao de energia livre due mostrou ser

maior na hemoglobina tratada coem o moduladar alosterico, come era

Analisando nosgssos dados dentro do modelo MWC podemos ob

! T ‘ .
servar que o valor de L(L = -—— ) encontrado na hemoglobina de

T

Fipa pipae isenta de cofatores indica que & forma T a predominan~—

te. Considerando que dentro dos parametros utilizades o valor de

7
[
i
g

) s2 mantem constante mesmo quando algumas condigoes
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P

sac alteradas come a forga ionica e o-pH (Edelstein, 1971). A
transigac de uma forma para outra no processc de saturagao {T-—R)
e avaliada pela alteracae de L na equagao ig= -{log L)/logc) -

(Hopfield et alii, 1971) ou simplesmente pelo grafico de

- o

Por esse grafico podemos notar que 556 hi transigac de form

formar R proximo ao quarto estagio de ligagao, o gue permite se a

firmar que a forma T se manteém, mesmo apos a saturagac. 0O wvalor

is mestra tambem um valor proximo de quatro o que indica que a
transigac de T para R se da, teoricamente, proximo a ligacac do

ultimo ligante. 4

T, L

- = c
A razao —= dada por - mosLrda um  va-

T + R i + 1
4 4 o

lor de 0,34 indicando que apds a saturacao 34% das moléculas per -~
mapecem na forma T.

A anzlise dos parametros do modelo MWC permitiu mais uma
vez evidenciar a possivel egtrutura tensa da hemeglobina de Pipa
pipae que tanto na forma saturada como quando nao ligada mostra-

se na mesma configuragao alesterica. Infelizmente nao nos foi

i
Feuit
|

possivel determinar os valores de L e o para a2 hemoelobina de
I I £

-

kel
i

v
peh o

i)

ae na presenga de efetor alosterico ATP, pois nenhum par de

|

ot
¢
o
]
Y
i
W
i

para L e ¢ foil capaz de satisfazer as equacoes para o cal

5 ®

Pl

culo de fg’ EB;& £
A analise matemidtica das constantes de Adair mostravam
que a variagac do wvalor de ¥ calculado com o valor de vy obtido ex

erimentalmente € bem pequena, isto &, pouca variacao possivelmen
k4 LI ¥ i)
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te por erro experimental pode ser observada, Esses dados podem
ser descritos pela soma dos quadrados dos desvios que apresentou
um valor multec peguens {(tab., V).

Nossos resultados, embora preliminares, serviram para

caractevrizar as hemoglobinas de Pipa nipae que julgamos ser um mo
delo dos mais interessantes quer pelas correlagoes que se possea
fazer com é habitat do animal, quer pelas caracteristicas dentro
do modelo alostérico ou mesmo de suas propriedades de apresentar
apenas efeito Bohr latente e grande efeito de ATP., Além de carac
terizar fisico~quimicamente a proteina procuramos descreva-la do
pento de vista conformacional, ficando-nos claro que 2 forma T &
predominante, Evidentemente os resultados foram prejudicados pe-
las razoes discutidas principalmente de ordem teécnica. Temos a
impressaoc contudo que uma aproximagao bem razoavel pode ser alcan
gado. Melhores condicoes experimentais devem ser procurados no
futuro para termos seguranga nos valores, principalmente das cons
tantes de Adair por nos delineadas.

Nesse trabalho podemos sugerir o uso de outras tecnicas
que permitam comprovar nossos achados atraves de estudos com ou-
tros ligantes e avaliagao dos parametros do modelo MWC e do esque

53&

ma de Adair por t icas de cinetica rapida quer na associagao co
me dissociagac de ligantes ou mesmo atraves de estudos dos parame

tros magneticos e cristalograficos. Além de comprovagao de nossos
resultades outros estudos dessas hemoglobinas parece-nos intereg—
santes a fim de se caracterizar as estruturas descsas hemoglobinas

o

bem como correlacionar com suas implicacoes fisicldgicas.
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RESUMO

A caracterizacac de tres dos guatre componentes das he-

moglobinas de Pipa pipae obtidos pela cyomatografia em DEAE-sepha
dex mostfou que 0g tres componentes bem como ¢ hemolisadoe de eri-
trocitos apresentam uma afinidade pelo oxigenio na ordem de 4 mm
de Hg quando em tampaco bis—tris lactato 0,05M pd 7.0. A afinida-
de dessas moleculas pelo ligante CO apresenta uma afinidade 50 ve
zeg malor que a apresentads pelo oxigenio & o efeite Bohr estuda-
do nos equilibrios com €O mostra-se praticamente nulc nas hemoglo
binas isentas de cofatores ¢ um aumento desse efeito para -0,3 e
encontrado guande na presenca de ATP ;GFBM, sugerindo a existen -
cia de sitios de fosfato nos trés componentes estudados,

A cinetica de desnaturacao por benzoato de sodio 1M &
uréia 7M mostra existir uma grande resisteéncia da molecula gquandoe
isenta de cofatores e existir sensibilidade guande em presenga 4o
efetor alosterico, Com o agente desnaturante 8BS a 1%, tanto &
forma oxi como a forma deoxi se comportam de maneiras semelhante a
deoxihemoglobina humana, que sofre desnaturagao de 207 das moléa&
las com esse tratamento, ao contrario da oxihemogliobina humana,

gue desmnatura cerca de 80% das moleculas.

Suspeitando gser as hemopglobinas de Pipa pipae estabili-

zadas na forma T (do medelo MWC) mesmo apbs a saturagéo, foil estu

dade seuw comportamento frente ao ligante €0 dentro dos parametros

&=
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do esquema de Adair calculando~cze a

oy

constantes intrinsecas de as
sociagac. Com esses dados aiguns parametros do modelo alostéerico
foram calculados e assim evidenciado qﬁe apds a saturagao 337 das
moléculas permanecem na forma T, indicando ser essa a forma predg
minante em gquase todo © processo de saturaggo.

As comstantes cineticas de associagao e dissociacao do

CO obtidas pelo deslocamento do ligante por solugao de ferriciane

to tambem foi estimada.
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Three out of the four components of hemoglobin of Pipa
Pipae, obtained by DEAE~sephadex cromatography, were studied., The
three components and the whole hemolisated shewed an oxygen afinity
around 4 mm of Hg when in bis~-0,05M bis~tris-lactat buffer pH 7,0.
The afinity of the molecules to €0 binding is 30 times - greater
than that of the oxygen. The Bohr effect, studied in CO equilibria
is, in practice, squal to zerc in hemoglobins without cofactors.
An increase of that effect of zero to -0,3 is observed in the
pregence of 1Gw3ﬁ of ATP, which indipéies the existence of phosphate
sites in the three components,

The kinetics of denaturation by 1 M socdium benzoate and
/7 M urea shows that there is a strong resistance of the stripped
molecule to denaturation and there is senasibility when in the pre-
sence of the allosteric effectoer., With the denaturating agent
§pS (1%} where both the oxy form and the deoxy form behave as the
human deoxyvhenoglobin which shows denaturation of 20% of the
molecules, with the same treatment,

Suppesing that the hemoglobins of Pipa pipae are estabi-

lized in the T form (MWC model) even after the saturation, their
behavicur in the presence of the (O ligands was studied according

to Adair’s theory. The intrinsec association consgtants were
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computed. By using these rvesults, some parameters of the allosteric
model were calculated, s%owing that after the saturatien, i there
ave 3537 of the meolecules in the T form.

The kinetics constants of association and dissociation

cf CO, obtained through displacement of the ligand with ferrycianet

solution, were also estimated,
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