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UCAD

£ fato bem conhecido ser a molacula de hemoglobina cons

tituida de 2 cadeias o e duas cadeias £ . Fsses dois tipos de
cadeias possuem estruturas secundarias e terciarias muito seme-

lhantes entre si e semelhante tambem a de mioglobina (PERUTZ et

alii, 1968) enquanto que as diferengas nas estruturas primarias

-~

existentes entre as (res especies moleculares em quase nada alte~

Ta suas #8. Podemos entao descrever essas cadeias nor
varios modelos, mas para os nossos estudos o mnodelo KEND? et
alii (1961) descrito para a miogleobina nos parece mais adequado

para nossas finalidades e passaremos, pois 2 descreve-lo.

Nesse modelo sac relatadas a existéncia de & segmentos
com diferentes numervos de residuos de aminoacidos apolares que se
enovelam formande w«-hélice., ¥Esses segmentos denominados pelas
primeiras letras do alfabeto de A a U estae ligados entre si, por
segmentos nao-helicoidais, formados, geralmente, por residuos de
aminoacidos de natureza hidrofilica. As regioes nao helicoidais
tomam a designacao das hélices vizinhas. Assim, a regizo nao he-
licoidal entre as helices A e B & denominada de AB. A figura 1
esclarece esta descricao.,

i s " . +
# Conveniente rvelatar que vesiduos de prolina, incapa-

zes de formar w~helice estao situados no final de algumas regioes



FIGURA 1. - Representacao esquematica de um dimero a B; as helices

B

estao representadas com cilindros ocos de A a H; a interface o
um

ests designada com um segmento F G; o grupo heme e visto como

bastenete espiralado.



helicoidais ou confinados entre duas dessas regices. Outros im-
- — . - — . " P

portantes vesiduos vesponsavels pelo terminoc dos segmentos heli-

coidais sao os de serina g de treonina gue interagem com a carboni

la da cadela principal através de suss hidrowxilas.

Na hemoglobina, (PERUTZ, 1965), o5 segmentos he

Bl

s

1

o

[
1

dais denominados de hélices possuem numeros diferentes de resi—
7 &

duos de amincacidos como dissemos. O maior deles & a halice H,

. - . - . r
que possuil 21 residuos de aminoacidos tanto na cadeia o como na
cadeia 5, e 0 menor & a helice D com 2 residuos de aminoacidos

na cadeia o . 0Os segmentos niac helicoidais provocam, geraimente,

dobras na molecula. © maior deles € o segmento ET que possuil 8
- * - : M o
residuos de aminoacidos tanto na cadeia o como na 5, & 0O menor,

- - ¢ - - - - @ "
e AB com apenas um residuo de aminoacidos na cadeisz o, Lnexistin

do na cadeia £ . Entre as helices B-C e D~E da cadeia e entre
as helices A-B, B-C e C~D da cadeia £ nao ha dobras na cadeia

LN

peptidica. Na regiao NU terminal da cadeia o, 2 residuos denomi-
nados NA 1 e NA 7 estac estruturados em regiac nao helicoidal, o
mesme acontecendo na cadedla R com seus tres residucs NA 1, a4 7 e
NA 3. Na vegiao da carboxila terminal estao colocadog 2 residuocs
de amincacidos HC1, HC2 e HC3 tante na cadeia n como 8.

Us segmentos de A 2 H constituem a cadeia polipeptidica
que ligada com o grupc heme forma uma subunidade ou monomero da

hemoglobina. A molecula cowmpleta & composta de & cadeias, sendo,

peralmente 2o e 25, gue formam um tetramerc.



Os conhecimentos atuais mostram o relacionamento das 4

cadeias peptidicas que estao assocladas, sendo que entre as ca-

deias oy € 0, € B, e B, existem contatos de natureza polar Entre
£ 1 R ’

as cadeias heterologas o contate & hidrofobico. Contactos ni-

drofobicos ocorrem em maior numero

m

ntre g, e By cende 34 residuos

de aminocacidos estao envolvidos, e em menor numers entre oy & By

onde 19 residuos de aminoacidos estao relacionados., Fssa intera-
cao entre g e 32 & a regiaoc da molécula que mais sofre alteracao
durante o processo de combinacac do heme com o ligante oxigénio por axem-
plo (PERUTZ et alii, 1963},

O numero de ligacgoes entre as subunidades g. e 3. e
. i

&R
kN

(oA

e 32 fazem com que elas fiquem tdo fortemente aderidas que seu con

tato e dificilmente alterado pela reacdao com oxigenio {PERUTZ,
1978) . Na estrutura quaternaria ha peguenas mudancas, nag mais

Q

que de 1 A, nos contatos das suvhunidades o

) N 3 a3 - e
i ;;E 2 (_i?' f%j e pran
9
1o mudancacs .oy de 7 A Ny e o 3 f ey o , ol , o Al be
Ges muaangas, cerca e J A, nos contatos “E S 2 ., £, Altera-
- o £
goes entre os contatos o, B, moa interagao heme-heme, em
A P .
bora alteracoes entre Oy 81 nao interfiram (PERUTZ, 1970).

® - 4 B ks £ -
A associagao das 4 cadeias pepitrdicas permite a2 forma-

cao de uma cavidade no centro da moléculas {BRAGC et alii 1654 )

Dada a natureza polar dos amincicidos envolvidos nessa regiao eg-

sa cavidade mantem zgua em seu interisor, sends gue suas dimensoes
o
foram estimadas como 20 A de cemprimente por A-10 A de largura



far

O

25 A de altura, sendo limitads lateralmente pelas helices G0 e

inferiormente pelas hélices H81 € HE,_ e na parte superior pe-

he

ices Hﬂl e Ho, (PERUTZ, 1965). Além dessa cavidade polar,

L

o

, e - N i -~ o P - -
na na superficie externa do tetramerso alpuns residuos de aminoaci

rolares que condicionam sulubilidade 3 molecula, Alguns res?

duos polares do interior da molécula ficam comprometidos nos pon-—

a3
residuoc

tes de contatos das 4 cadeias e ocutros residuos polareas e regi-

duos hidrofilicos (ndo polares), sac os constituintes das 5uperf§
das cawvidades internas.

O grupo heme fica lccalizade em cavidade interna onde

hi

ol

rofobicos mantem essa esfrutfura aftastada do sclvente,

o

preservando o ferrs do anel pirvolico na forma ferrosa. ¥o pro-

cesso de oxigenagao ha alteracbes cstruturais na molecula e essas

— - - v . - 3
alteragoes sao em nivel de estrutura terciaria & guaternaria. A

mudanga de estruturas terciarias e guaternarias acontecen quando

a decxihemoglobina reage com

para 0 mesmo plane dezse. Com

tidina proximal (¥38

oxigenio molecular., 0O ferre do gru

[}

heme que se encentra deslocado do rlano do heme na desox

T ihemo

bina, e por ligacde com o oxigenic sofre uma Cransigao do esta
4 - . - - 5 P e
de alte para baixo gpin trazendo o nusleo do anel roerfirinico

B

o
23
4]
s
{3
-

alteracac ha movimento da his

e
-
S

poet
i

o qual o heme esta ligada para junto deste,

- . . - .. - -
preduzindo um movimento na cadeia paptidica. Este movimento na
cadela consiscte no deslocamento da hélice ¥ para junto da hélice

expulsando a tirosina HC2 da cavidaode entye as helices F e H

L



devido ao seu estreitamento. A tircsina expelida altera a posi-
¢ao do grupo carboxil adjacente (Arg HC3) rompendo as pontes sali
nas que seguram as subunidades, que por sua vez provoca oULTOS es
forgos nas vizinhangasldo tetramerc deoxi, com saida de protons
de Bohr. Esse movimento das hélices induz alteracao nas cadeias
adjacentes (estrutura quaternaria) que passaram a ter maior afini

dade pelo oxigenioc. £ atraves dessas alteracoes conformacicnais

que se explica o fenomeno de cooperatividade peloc ligante (PERUTZ,
19703 .
Apesar de uma homologia de 437 na sequencia de aminoaci

- ‘.

dos das cadeias g e B e uma grande gsimilaridade em sua estrutura
tridimensional como mostra a cristalografia de Raio X (PERUTZ, et
alii, 1965; DAYHOFF 19723 a variacao da estrutura primiria

e consequentemente das demais estruturas proteicas, nas hemozlobi

- . - -

nas de diferentes espécies & pouco consistente, isto €, acarreta

alteragoes de algumas propriedades funciomnais & estruturais porem

4

alguns residuos de aminoZcidos que comandam a estrutura terciaria

S

se mantém comuns a diversas espécies (BRAUNITZER et alii, 1944

s

* 3 b by -, - - +
A substituicao de apenas um residuo de aminoacidos pode

acarretar mudangas drasticas nas propriedades funcionais da molé-
cula como € o caso da hemoglobina §. Tsta hemoglobina difere da
hemoglobina A em apenas um residuo de aminoacido pois na Hbh § o
residuc de acido glutamice da posicao AC da cadeia £ (Clu 651} e

(sl

. - - . Py . M . o~ .
substituide pela valina (INGRAM, 1957). Esta substituigao provoca mu-



dangas na afinidade dessa molécula pelo ligante oxigenio diminuin

do sua afinidade (CHARACHE, et alii, 1970) e reaeduzinde sua solubi

lidade na forms= desoxigenada (BOFRICHTER et alii, 1974), Dutras
substituicoes am hemogiobina humana podem ser citadas como: Hb
Kansas ounde Asn G4 (102)8 @& substituida pelo Thr tornande a for-
ma oxihemoglobina menos estavel que a desoxi devido a ausencia
de 1igagaes nes zontatos da oy 61 da forma oxi (BONAVENTURA &

RIGGS, 1968). Tal hemoglobina apresenta menor afinidade pelo 1i-

gante oxigenio e baixa cooperatividade (GREER, 1671):; Hb Chesapeake

onde Arg TG4 (92) & substituida pela Leu provocando alteracoes
vnasg forgas de van der Waals na interface ay 6? (CLEGG et aliil,
1966). Esta hemoglobina possui uma grande afinidade porem uma
cooperatividade diminuida (GREER, 1971): Hb Rainer que passul a

Tyr HC2 (145)R substituida pela Cvs provocando distorcao do {-ter

minal da cadeia devido a formagao de pontes disulfeto entre a
Cys 14518 e Cys 938 degsestabilizando a sua estrutura desoxi
(HAYASHT et alii, 1971). Fla apresenta uma afinidade bastacre al

b

ta {(CREER & PLERUTZ, 1971):; Hb Hiroshima gue tem a His HCY {1463 8
- - - -

substitulda pela Asp rompendo as pontes salinas gue ccorrem  aor-

malmente na forma desoxi teornando-a mencs estavel que a aormal. FPos

o

sui uma afinidade aumentada cerca de duas vezes e n {coeficiente

de H

poo

11) maior gue dois (PERUTZ et aldid, 1971)Y.,

Em hemoglobinas de outras especies, quando comparada com

a humana, varias substituigoes podem ser observadas bem como a



-

existencia de um numero maior cu menor de residucs de aminoacidos.

Comparando a estrutura primaria de hemoglobinas da mesma especie,

-

alteragoes tambem sao ohbservadas. Assim, hemcglcbinas de anfi-~
bios mostram uma estrutura primaria diferente das hemoglobinas de

-+ 3 5
mamiferos. A Rana esculenta, por exempls, apresenta a cadeia R

e he o : TIYryT o o
com 140 residuos de aminoZeidos (CHAUVET & ACHER, 19713 enguanto
£ 3 r 5o L
que na Rana catesbelana, essa mesma cadeia, apresenta 143 resi-
duos (AGGARWAL & RIGGS, 1969). A frequencia com que determinados
-+ - - ~ - . 5
residuos aparecem nas cadeias tambom o importante., O pnumero de
grupos tiois de cisteina, gquando livres, mostra uma grande varia

¢ao dentyo dos diferentes anfibios. Fste nimerc varia desde 0O {(ze
ro) nos girinos até numercs bastante prande como ocorre na Pipa

lhoi dul Gue i1 B tiois sz 557 ved METIRELLES
farva-nol adulta que possul 8 grupos ticis acessiveis {METRELLES

et alii, 1979), Rana cateshbeiana de 3-4 (RIGGS, 1951, Rana grvglio

de 6-8, Rana pipiens de 5-7, Leptodactylus pentadactylus de 5-8

(TRADER & FRIEDEN, 1966) e Rana esculenta que possui em torno de

4 grupos SH (TENTORI et alii, 1965),
Dentro das diferencas observadas nas hemoglobinas de an

fibios, a existéncia de um radical acetil na regizo NU terminal da

cadeia o, torna-se marcante como o Bufo bufo {(CAFFIN et alii, 1969)

e Rana catasbeiana (DY WITT & TNORAM 19675,

Curioso tambem, & relatar que as altervagoes que ocorrem
nas diferentes hemopglobinas das distintas especies sa0 mais comum

1

i

cadeia a ¢ que implica em ser a cadeia ? mais constante dentro



. ~ .
da escala evolutiva., Dentro dosg residuos Comung nas diferentes
hemoglobinas varios podem ser citados como as histidinzs das posi
coes F% e E7 que saoc comuns em diferentes especies e sao elas res
S 2

ponsaveis pela interacio heme-proteina. A F. & a histidina proxi

(@]

mal, & a E77a distal. A fenilalanina da porgac CD1 tambem o pre
servada por ser o amincacido responsavel pelo contato do heme, is
to €, que ajuda a formar a parede da cavidade do heme, o mesmo
acontecendo com a Leu Fé' Interessante, tambem, o papel da glici
na na posigao B6. Este aminodcido & o unico possivel de permane-
cer nessa posicao pois as hélices B & C se aproximam e a existen-
¢ia de um radical maior que um atomo de hidrogenio na posicao B6
parece impedir essa aproximacao das hélices. A prolina C? ¢ inva
riavel dada a sua capacidade de dobrar a helice, assim como a
tireosina HCZ que une as hélices H e F. Os demais residuos de ami
noacidos, guando variados, nao alteram a conformagao da molécula
pois a substituigao de um residuoc hidrofobico por outro de igual
natureza ou naoc altera ou o faz de modo muito pegueno na estrutu-
ra da moléecula (PERUTZ et alii, 1965) e somente tecnicas muito
sensiveis seriam capazes de determinar essas alteracoces, Dentro
dessas técnicas podemos citar a2 de reacao antigeno-anticorpo, ca-
paz de democunstrar diferencas entre duas hemoglobinas que possuam
tais alteraggeg. Essas alteragSes podem ser vistas, entéo; COMmo

alteragoes antigenicas.

0 uso de técnicas imunoquimicas para se avaliar os de-



1¢

terminantes antigenicos de diferentes moléculas tem sido bag-
tante divulgados. Assim determinantes antigenicos de carboidra
tes (KABAT & MAYER, 1961) de acidos nucleicos {LEVINE & STOLLAR,
1968), de proteinas (SELA et alii, 1967; SELA, 1969: BENTAMINI et

L - - « ' .
alii, 1972) foram estudadas por técnicas imunogqulmicas e correla-

cicnadas com a conformacac dessas moléculas ohtidas pPor outros es

tudos. 0 uso dessas técnicas implica na obtengac de um scro hi-
per-imune que reconhece todos os sitios antigenicos da superficie
da molecula (PRAGER & WILSON, 1971). Em uma série de proteinas
homologas o que se tem observado & que a conformacao tridimensioc-—
nal da moleécula € preservada mesmo quando ha alteracoes na estru-
tura primaria (NOLAN & MARGOLTASH, 1968 e DICKERSON et alii, 1971)
Esse fato mostra uma conservacao dos residucs do interior da mo
lécula em contraste com a variagac dos residuos da superficie da
molécula o que nao impede a proteina de exercer suas funcoes, ape
sar de apresentar diferenciagho antigénica durante o processo  de
evoelugao (PRAGER et alii, 1972; SARICH & WILSON, 1967 a,b: Wiis
& SARKCH,, 1969 e WALLACE et alii, 1971).

Qutro aspecto que pode alterar os determinantes antige-
nicos de uma proteina foi mostrado pelo modelo alosterico {(MONOD
et alii, 1965) onde proteinas que apresentam estruturas quaterna-~
rias podem apresentar dois estigios conformacionais diferentes co

mo € o caso da hemoglobina nas formas oxi e deoxi (REICHLIN et

alii, 1964 e REICHLIN et alii, 196573,



As diferengas antigenicas apresentadas por uma proteina
quando na sua forma nativa e desnaturada também pode ser drastico.
Antissoros obtidos contra proteinas desnaturadas apresentam peque
na reacao cruzada com a proteina nativa (WU et alii, 1927; SHINKA
et alii, 1967; BROWN, 1962; MACPHERSON & HEIDELBERGER, 1945 ;
e nas hemoproteinas as formas ferrosa e férrica mostram Teagoes
diferentes com o anticorpo, (REICHLINY et alii, 1966h) trabalhando

com citocromos.

E interessante tambem citar que estudos imunologicos fo

ram importantes na localizagao da reacgac da hemoglobina com a
haptoglobina a fim de verificar se os determinantes antigenicos
da hemoglobina estao envolvidos nesta reacaoc inespecifica. Para

tanto, COHENDIX et alii (1973) demonstam que os sitios na hemoglo
bina onde a haptoglobina liga era completamente independente dos
sitios de ligacao do anticorpo e que os auticorpos sao dirigidoes
contra regioes da hemoglobina que variam durante a evolucao en-—
guanto que os sitios de ligacao da haptoglobina estariam na regiao
da melécula que seria conservada durante a evolugao., Confirmando
os estudos anteriores REICHLIN et alii (1974) demonstrava que he-
mogiobina humana, de carneiro, de galinha, de boi e de coelho rea
giam irreversivelmente com haptoplobinas enquanto que hemoglobina
de anuros e carpa ligariam fraca e irreversivelmente e que a satu
racac completa dos sitios antigenicos na hemoglobina nao tinha ne-

nhum efeito na ligagao desta com a haptoglobina, sugerindo assim,



1z

a completa independencia des sitios de ligacao na hemoglobina pa-
ra a haptoglobina e anticorpos.,

Dada a imunogenicidade da hemoglobina, isto &, sua capa

cidade de induzir a formacao de anticorpos em um animal, o uso
dessa molecula como imuncgeno tem sido aproveitado. A cobtencgao
de soro hiper-imune anti~hemoglobina humana, tanto hemoglobinas

nermals como anormais, bem como anti-hemoglobinas de outras espe-
cies tem sido cbtido.

0 estudo da hemoglobina atraves de técnicas de imunoqul
mica, mostra por um lado, seus determinantes antigenicos atraves
da determinagao de reagges cruzadas entre hemoglobinas normal(Al)
e anormails como por exemplo hemoglobinas S, M, Kansas, Chesapeake,

etc (REICHLIN, 1972), bem como com hemoglobing fetal (REICHLIN et

alii, 1966a) e reacoes cruzadas entre hemoglobinas de diferentes

espécies como por exemplo hemoglobina de cavalo, jumento e mula
que sac conhecidas por diferirem uma da outra pela substituicao
de um ou dois aminocacidos (CRADOCK & WATSON, 1967). Por outro

lade, as consequencias da reacao antigeno-anticorpo sobre as pro-
priedades funcicnais da molecula seriam de um aumento na afinida-
de da hemoglobina pelo oxigenio com a diminuicaso do valor n e a
preservacaoc do efeito Bohr. (RETCHLIN et alii, 1669),

Segundo PRAGER & WILSON (1%71), quandc duas proteinas

heterologas diferem na sua sequéncia mais que 407, nenhuma reacao

el s
iy
[l

cruzada e observada por teste de precipitacac ou xacdao de com-

Wl
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plemento. Entretanto quando se muda um simples residuo de aminoa
cidos na molécula de hemoglobina sua antigenicidade pode ser afe-
tada e istc se deve a mudancas do determinante local e nao pela
mudanga conformacional a longa distancia.

Aléem de soro:antiwhemoglobina ja foram conseguidos so-
ros antiglobina (injetando-se apenas a porcac protéica da molécu-
la) e tentando se obter sorc anti-cadeias isoladas. Fm trabalhos
de ASKONAS & SMYTH (1964), fei mostrado, em coelhos, ser a cadeia
B imonogernica, isto & houve resposta umunoldgica quando injetada,
e a cadeia mostrou ser nao imunogenica, pois nenhum titulo de
anticorpos fol observado. Ja em trabalhos realizados por
REICHLIN(1I970) e TAN-WILSON et alii (1976) anticorpos foram obti
des em coelho e cabra quando se inoculava tanto cadeia o como
4, mostrando que ambas sao moléculas imunogenicas para esses ani-
mais. Por outro lado a distribuicac da especificidade do antisso
ro para hemoglobina humana Al (32 82) e fetal {32 YE} foram dife~
rentes, Em um soro anti Al a quantidade de antlcorpos para ca-
deias o e £ sao semelhantes enquanto que em um soro anti-F hi uma
preponderanga de anticoxrpos para cadeia v comparada com a cadeia o
indicando ser a hemoglobina F um imundgeno mais potente que a Al
e esta imuncgenicidade se deve a cadeia v (REICHLIN, 1970).

Com a obtengao de anticorpos especificos foram estima-
dos o numero de sitios antigenicos por unidade assimetrica {(a 8)
da hemoglobina humana (HOBLE et alii, 1969) e anticorpos anti-Val

dirigidos especificamente para o sitio de substituicaoc Val, mos-



trando o grande efeito que a modificacao de um simples amincacido
na moléecula de um antigeno pode ter sohbre sua antigenicidade(NOBLE
et alii, 18972 e SCHREIBER et alii, 1975).

Estudos mais detalhados feitos por REICHLINE (1974,
1975) comparandoc hemoglobina humana e de coelho verificou-se que
dentro das cadeias ¢ e 8 havia uma regiaoc variavel e outra conser
vativa e foi postulade que dentro da regiao variivel estariam os
determinantes antigenicos, mas havia também posicoes na regiio va
riavel que mnao estavam envolvidos em determinantes antigenicos.
Mesmo assim, o mesmo autor encontrou anticorpos especificos para
hemoglobina humana com substituicao de um simples aminoacide em
ambas regioes variavel e invariavel. 0 importante & que todos
0os mutantes que estac envolvidos em determinantes antigenicos es-
tao na superficie da molécula e aminoicidos com regioes w—hélice.

Apesar dos estudos intenscs em hemoglobinas humanas pou

ce s¢ tem feito com animais. Tem sido

a preocupacao o estudo
de hemoglobinas de anfibios em particular com finalidades de esta
belecimento de estrutura-funcao e na presents fe¢se procuramos am-—
pliar esses estudos comparando hemoglobinas dos diferentes anfi-

bios: Bufo paracnemis, Rana catesbelana, Pipa pipae e Pipa carva-~

thei. Esses anfibios pertencem as familias: Bufonidase, Ranidae e
Pipidae respectivamente e possuen condlicoes ecologicas diferen-—

tes. Assim, os anuros Pipa pipae e Pipa carvalhoi sao de habitat

estritamente aquétéco mesmo apés a metamorfose, enquanto que asg
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especies Bufo paracnemis e Rana catesbeiana tem vida terrestre na
forma adulta e habitat aquatico na fase larval. Na correlagdo es
- -
trutura e fungao dessas hemoproteinas temos acumulado dados rela-—
tivos a propriedades funcionais das hemoglobhinas inerentes as con
digoes ecolbgicas desses animais quais sejam disponibilidade de
oxigenio, pressao, estados metabolicos, etc. As diferengas encon
tradas nestes anfibios com relagao a hemeglobina do ponto de vis-

ta funcional poderiam refletir-se tambem nas propriedades antigé-

nicas que foram por mnos analisadas no presente estudo.
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MATERIAL E METCDOS

MATERIAL BIQLOGQICO

Foram usados neste trabalhbo hemoglobinas dos anuros bra
sileiros oriundes de regioces distintas e "habitats'" bem diferen-—

tes. Os animais utilizados foram: Bufo paracnemis A. Lutz. adul-
I -1

1t

tos da familia Bufonidae de "habitat" estritamente terrestre, cap

turados na regiac de Campinas, SP:; Rana catesheiana Shaw, adultos

e girinos da famiIlia Ranidae, de "habitats" terrestre e aquatico

respectivamente criados em cativeiro, em Jundiai, S.P.; Leptodac—

tylus labyrinthicus Spix, (Ra pimenta), adultos da familia Lepto
dactylidae, de vida tervestre e aquitica, coletados nas regioces

proximas de Itapira, S.P.; Pipa pipae (Linnaeus) e Pipa carvalhoi

(Miranda-Ribeiro), adultos da familia Pipidae, animais de "habi-
tats" exclusivamente aquaticos tanto na sua fase larval como adul
ta, oriundos dos estados do Para e da Tahia, respectivamente. He
moglobinas de outros animais que também foram eventualmente utili

zados nos nossos estudos com a finalidade comparativa foram: giri

nos de Hyla peografica Spix, da familia Hylidae capturados no 1i-

toral do Estado de Szo Paulo, Pterygoplicthys sp (acaribodo) das

- o 3 : * " [ b - L]
familias Loricaridae, peixe da regido amazonica, ambos de vida

e

Fh

aquatica e Bufo marinus (Linnaeus), da familia Bufonidae tambhenm
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da reglao amazonica, de vida terrestre o mais hemoglobinas humana

e de carneiro.

HEMOLISADO DOS ERITROCITOS

U sangue cclhido com heparina sodica foi centrifugado a
3.000 rpm por 5 minutos =z 49C, O precipitado foi recolhido e la-

~ e o . RN
vado 2 a 4 vezes con solugao de NaCl 0,15M contendo EDTA 10 M,

gelada. Apos a Ultima lavagem o precipitado fof ressuspendido em

{

agua bidestilada e deixado o agitacao por 30 a 60 minutos. FEsta
solugao foil centrifugada a 5.000 rpm opor 10 minutos a 49C, despre

zando-se © precipitado e obtendo—se nssim a solucgao do hemolisado

de eritrocitos.

ELETROFVORESE EM GEL DE AMIDO

A eletroforese vertical em gel de amideo foi feita segun

£
£

o método de SMITHTES, (1959), modificado por MEIRELLES, (1975).
O gel foi preparado com amido hidrolizado (Connaught~
Lot 307-1) a 14,57, 0 amide em po foi dissolvido em um tampzo pH

8,2 contendo: Tris (trishidraximetilamincetano} 62,5g/1itro, EDTA

(Ac. etilenocdiamino tetra-acético) 6,0p/litre e Acido birico 4,6p



/litro, sendo mo final diluido 20 vezes e adicionade KON O

»
o]
i

o]
Y

transferido para um balac de fundo chato contendo o amido, sendo
aquecido com agitacao constante até o gel ficar incolor. Apds re
tirar as bolhas de ar através de uma bomba de vacuc o gel foi co-
locacwo sobre uma placa de ascrilico {233 % 10¢cm) deixando-se solidi
ficar. Em seguida a amostra foi aplicada cerca de 8 a 10 em da
extremidade superior do gel zob a forma de cianchemoglobina pela
adigao de uma solucac de KCN 2% pH 7,0. A aplicacao foi feita com

auxilic de retangulos de papel de filtro, Watman 3M, gque foram em

[

b

bebidos nas amostras e inseridos nos orificics feito anteriormen-—
te no gel, cerca de 10 nm de distincia um do outro. A placa con-~

tendo o material foi coberta com parafilme para

1]

vitar evaporagao

{

e em cada uma das extremidades foi colocado um pedaco de gaze em-
bebide no tampao da eletroforese para fazer a ponte entre as cubas
superior(~) e inferior(+) que continham tampao horato 0,2M pH 9,72
e tampao borato 6,03 pH 9,2 respectivamente, A corrida eletrofo
vetica fol feita durante 6 horas usando uma intensidade de campo
aletrico de 6,4V/em, Apds essa corrida o pel ol corado com  uma

. i

sclugao de Ceomassieblue a 27 durante 7

—

minutos e descorade com
uma solugao contende 10 partes de etanol, 1 partes de agua desti

partes de acido acetico.

ot
1
i
o
1]
[
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ELETROFORESE EM GEL DE POLTACRILAMIDA

A eletroforese en ge

P

de poliacrilamida foi feita segun
do ORNSTETN, (1964) e DAVIS, (1964) usando sel de poliscrilamida
7,57 pH 8,9,

Os geles foram preparvados a partir de solucoes estoques
A, B, D e E guardadas a 49C e uma sclucao C que foi preparada na

hora do uso. Em 100 ml de cada soclucac continha os sepruintes com
3 2 o

pomentes: A:30,0g de acrilamida, 0,8%¢ de hisacrilamida: B:24 ml

3
de uma solugao de HCL 1IN, 18,15g de tris e 0,4 ml de TEMED {n,
NL,K', N' Tetramethyl e thylenediamine); C:0,%g de persulfato de
amonia:s D:5,0p de acrilamida e 1,25g de bisacrilamida; F:17,2 mnl
de ijﬁg M, 2,85 de tris e 0,1 ml de TIMED,

Em tubos de vidre {8 x 0,5%cwm) socbre um suporta foi colo
cado 1 ml do gel de resolugao gue foi preparado contendo uma mis-
tura das sclucoces A, B e C na proporgan de 1:1:2 v/v e imediata-
mente colocava-se uma goba de 5gaa destilada.
Apds polimerizacac cerca de 30 a 40 minutos na ausen-

cia de luz, foi retirada a camada de apua, foi adicionado mais 0,2
ml do gel de concentragao gque continha uma mistura das solucoes
D, E e C usando a seguinte propercac 2:1:2 v/v e deixou-se polime
rizar na ausencia de luz por aproximadamente uma hora. Em segui~
da, os tubos foram montados nos orificios da cuba superior por uma

das extrewmidades, de maneira gue a outra parte pudesse ficar mer-—
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gulhada no tampaoc da cuba inferior. As amostras aplicadas conti-

-
o
-

nham 50 ul de glicerol para 50 a 1l de hemocglobina una forma
de ciano ou carboxihemoglobina. 0Os tampoes usados foram tris-gli

cina 0,05M pH 8,9 na cuba superioc

[

e trig~HCI 0,1M pH 8,1 na cuba

infericr. A corrids eletyoforetica foi feid

it

a2 do polo negativof{cu
ba superior) para ¢ positivo {(cuba inferior) usando 2mA/tubsc du-

rante 1 a 2 horas.,

Apos a eletroforegse os geles foram vetiradoes dos tubos
cuidadosamente e colocados numa solugao de acido tricloroacético

a 12,57 durante 30 minutos., Posteriormente foi adicionade gotas

oy

de sclugao de Comassie-blue 2 2%, no mesmo acido por cerca de 2
horas. U excessc do corante foi retirado com uma solucao confen-

do 1,47 de metancl e 77 de acido acetico,

CROMATOGRAFIA DE TROCA IDNICA

A resina de CM-celulose (carboximetil-celulose) foi pre

parada lavando-se inicialmente, varias wvezes, com agua destilada

a fim de retirar os fines. ¥m segpuida foi adicionada uma solugao

U,5M a vesina, agitando-se esporadicamente por 1 a 2 ho-

ras e depols lavada com bastante agua destilada atée pH proximo a

2 = B s - - o 5 .
neutyalidade com auxilie d il de Blchner adaptado a bom

um  ru

o

T

ba de vacuo., Posteriormente foi adicionade acido fosfdarico 0,5N



o

permanecendo por cerca de 1 a ? horas com agitacoes alternadas.

Por fim, a resina foi lavada novamente com apua destilada até oH

&

proxime de 7 equilibrada com tampac fosfato 0,01M nl 6,4,

>

b

Uma coluna de 30 x 2cm, aproximadamente, foi montada com

essa resina atZ uma altura cerca de 20 a 25 cm e refrigerada = a
490,

As amostras a serem cromatografadas foram dialisadas
centra tampao fosfato 0,01M pil 6,4 contendo f-mercaptoetanol na

concentragaoc final de 1 mM por uma hora a 49C. A eluicao do mate

rial foi feita com tampao fosfato 0,01M usando um sistema de gra-

diente de pll que variou de 6,4 a 8,5 ¢ coletado automaticamente,
- - . . . ~ —~

cerca de 2 ml poy tubo, com o auxilic de um coletor de fracoes. O

pH e as absorbancias a 540 nm foram determinados em cada tubo e

colocados em graficos.

PREPARACAO DA HEMOGLOBINA TSENTA DE

Sy
oy
-
-
=
5]

Para obtengao da solugao de hemoglobina isenta de Tons,
as amostras foram passadas consecutivamente atravées de 4 colunas
cromatograficas medindo cerca de 15 x 1,2 cm cada uma delas e elui
das com agua bidestilada. ApGs passagem pela coluna de Sephadex
G-25 o eluato obtide foi submetido a 3 colunas de troca ionica:
™ ] T Y - T [ ¥ s + r 3 ) < 1
Dowex 1-X6(A )}, Dowex 50W-X4{NH,) e uma mistura de Amberlite TRC~

[ 43

e arn

50(H ) e ILR~4B{0H 3.



CO“”FWTRQCAO DAS bOLUCO 5 DE HEMOCLOBTINAS

Quando se obtinha solugac de hemoglobina muite diluida
se concentrava a salugzo através de um processo de didlise 3 va-
cuo, a 49C. Para isto foi preparado um saco de dialise de parede
grossa, de 1 cm de diametrc e medindo cerca de 80 a 90 cm de com-
primento. Uma das suas extremidades foi colocado um funil acopla
do a4 uma rolha de borracha que continha também uma salda de ar poy
onde se fazia vacuo e a outra extremidade foi fechada. Fsse tubo
de dialise assim preparado, foi transferido para um cilindro de
vidro (100 % 3 cm) fechado na parte inferior e colocado a amostra
& ser concentrada., Em seguida foi vedada a parte superior do ci-
lindre com a rolha onde estava inserido o funil e saco de difli-
se. Por fim, foi feito vacuo durante 3 a 5 minutos e deivado a
49C durante variag horas, até concentracao desejada do material.

Muitas vezes, a concentracao do material foi feita sim-
plesmente por dialise contra solugao gaturada de polietilenogli-

col (PFM = 20.000d) 2 &49C,

EQUILTBRIC DA HEMOGLOBINA COM O LIGANTE OXIGENI(

w
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da hemoglobina ja isenta de cofatores, colocava—-se no tonomerro e
passava-se nitrogenio durante 10 a 15 minutos atée a hemoglobina
ficar totalmente desoxigenada. Em seguida registrava-se o espec-

tro de absorcao na regiao do vis

A

vel antre 600 & 500 nm. Proce-—

dia-se entao com adigoes sucessivas de diferentes volumes de ar

(oW

de gquantidade conhecidas e a cada adicazo, a amostra era equili-
brada em banho a 2792 durante 10 minutos, guando entao processa-
va~se & registro do espectro correspondente a cada uma delas. Por
fim, apds 4 adigbes o tondmetre era aberto e passado atraves dele
uma corrente de ar com auxilio da bomba de vicuo, equilibrando a
temperatura a 279C durante os 10 minutos ¢ novamente era registra

do o espectro, agora da oxihemoglobina, Im seguida o3 valores da

porcentagem de saturagac (Y) evam calculados através das ahsorban

3

G

2l

cias obtidas nos comprimentos de onda a S77. 55°

» 533 e 540 nm avnos 2

correcao, se necessaria, dos pontos isoshisticos.
Usando c¢s valores de ¥ e a pressac parcial de O? (POL)
calculava-se o log Poq {log da pressac de 0, onde 507 das molécu-

las estac na forma de oxihemoglcobina e 507 na forma desoxi) & o n

o

{(coeficiente de Hill) que indica o grauv de cooperatividade da mo-
leécula, Este cidlculo foi determinado através de uma calculadora
Sharp, modelo Compet~3647, que foi programada para receber as ab-
sorbancias dos 3 comprimentos de onda das formas oxi, desoxi, =

os valores do leg PO, {logaritmo da pressa

o

parcial de oxigénio).,
1Y i

pta

Todas as experiencias de equilibrioc Com exigenio fo-
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A

ram feitas com solucao de hemoglobina na concentragac em torno de

-5 ~ . .
%10 "M em tampao bis-tris lactato 0,05M, algumas delas usando ATP

LIt

-~ . ‘ -3 .
na concentracac final de 10 "M, no intervalo de PH entre & a 8,

TITULAGAO DA SOLUGAO DE MONGXIDO DE CARBONO

A solugao de mondxido de carbono foi preparvada ugando

dgus bi~destilada, onde se borbulhava €0 ohtide pela reagac de

-
o

,30, concentrado com acido formico concentradn, TFssa solugao foi
mantida em seringa hipodérmica a 490,

0 titulo de CO na solugao foi determinado pela reagao
com mioglobina de miUsculo de baleia onde se convertia a desoximio
globina em carboximioglobina. Para tante se colecou em uma cube-

ta 4 ml de solucao de mioglobina diluida em tampao fosfato (0,01

. . . . ~ -7
pH 7,0 de modo que a miopglobina ficasze na concentracao de I1x10

aproximadamente., Uma pequena quantidade de ditionito de «Gdio fo

pudn

adicionado, agitado, e registrada, por varredura, as absorbancias
de 450-400 nm da forma deoxi. Volumes conhecidos da solugao de
G0 foram adicionados, registrando-se novamente no espectrofotome-

tro da mesma forma que a desoxi. Apas varias adicoes de solugao

de L0, observou-se gue a sclucao de mioglobina estava

62}

aturada

peils nao mais havia alteracoes no espectro.,
i 2

> ik

p=a
a3
=
[l
)
73]

Pelas le dos pilcos em 419 e 437 nm da desoxi, car
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bexi e de cada adicao calculou-se Y (porcentagem de saturacao) de
cada adigao.

Em papel milimetrado foi feito um grafico lancando Qs
valores obtidos, colocéndo~se nas abcissas a diluicao da solucgao
de CO e nas ordenadas Y. Nesse grafico foi possivel extrapolar o
valor exato da diluigao que saturou 1007 das moléculas.

Conhecendo~se a concentracgao da solucac da mioglobina e

a diluigao da solugac de CO, pode-se calcular a concentracao de

B

€0 na solucao pela reagaoc Mb + CO -~ MbCO, O titulo dessa sclucao

se mantem constante durante alguns dias cuande guardada a 490C

«

EQUILIBRIO DA HEMOGLOBINA COM O LIGANTE MONGXIDO DE CARBONO

[}

Para esses estudos, a soluc

cao de hemoglobica foi coloca
da em uma cubeta de 4 ml e de 1 cm de caminho otico contendo péro

las de vidro em seu intevior., A amostra, foi adicionada uma guan
tidade de ditlonito de sodio, suficiente para a obtencao da hemo-
globina em sua forma desoxi. Em sepuida fechou-se a cubeta com

uma rolha de borvacha de maneira que nao nenhuma bolha de

-
e
¢!
5]
o
o
w

ar. Nesta borracha foram colocadas 2 agulhas hipodérmicas que ser
viam para introduzir solugac de CO e escapar o excesso de mate-
rial. Foram registradas as absorbancias por varredura entre 430

- . . . - N . ‘ -
a 400 nm. Com auxilic de uma microseringa foi adicionada quanti-
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~ . . - —4 .
dades de solugao de CO conhecidas cujo titule evra 5,02%x10 "M, ri-

tulada auntericrmente, A interacac da hemogliobina com o ligante
CO feoi acompanhada pela mudanga espectral entre 450 a 400 nm, re-

gistrada apds cads adicao, até a completa saturacac da hemoglobi-
na por este ligante. Com as leituras da desoxihemoglobina, carbo
xihemoglobina e das saturacoes intermediarias, feitas em 437 nm
(pico da desoxilib) e em 419 {(pico da carboxilb) foi calculada a

porcentagem de saturagao de cada adigao de CO. (Com esses valores

de Y e com os valores da concentragao do CO em cada adigao, calcu
lou-se o wvalor de CSO’ isto &, a concentracace de 00 necessaria pa

ra saturar 507 das meléculas de hemogliobina. Considerando que es

S& concentragao corresponde a concentragac do CO fotal, isto e,

a guantidade de mondxide de carhone aue fol inietada e sabendo-sa

que nessas condigoas o o dependente da concentracaoc de protei
h —

L

na (ANTONINT et alii, 19633, corrigimos ¢ valor de ¢

‘5o Para uma

-

< -~ - ~— -/ - -
solugao de hemoglobina de concentragao ixi0 M. 0O n (coeficiente
de Hill), foi calculado pela tangente da curva de Y contra concen
tragao de (0.

Esses experimentos foram feitos com hemoglobina em tam~

paoc bis-tris lactato O,05M, no i

ju]

tervalo de pH entre 6 a 3 na pre

5

-~ - - . -3
senga e ausencia de ATP na concentracao final de Llxl0 M,
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EETERMINAQEO DO EFEITO BOHR

0 caleulo do efeito Bohr foi feito atraves de graficos
registrando~se nas abcissas os valores de pH & nas ordenadas s

valores de log P determinando-se, entac, a tangente da curva

50°
obtida.

. + . . . .

tese valer, (H ), dencminado efeito Bohry pode ser posi-
tivo ou negativo dependendo do tipo de inclinacaoc que a curva apre
gentar e expressg a nudanca de afinidade da hemoglobina pelo 1i-
gante quando se altera o pH.

A determinagao do efeito Rohr fornece um pavametro  que
possibilita avaliar as alteragoes das interagoes homotropicas na

molecula de hemoglobina bem como o efeite das alteragoes

7]
o p
6
e
&}
m
o]
H

tropicas produzidas pela presenca de polifosfatos.

ot
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O IMUNCLOGICO DE HEMOGLOBINAS DE ANTFTIRIO

o

IMUNIZACGAQ

Yara o estudo imunoldgico das hemoplobinas foram obri-
dos em coelhos soros contra hemolisado total e o segundo componen

te cromatografice (Hb I1) de hemoglobina de B, paracnemis e soros

contra hemolisado total e terceiro componente cromatografico {(Hh

I1%) de hemoglobina dea Pipa carvalhoi.




As incculacoes foram feitas semanaimente por via intramuscular{nos
linfonodos das patas trazeiras) usando adjuvante completo de Freund na propor-
gao de v/v. Do hemelisado total foi usado cerca de 35 mg de hemoglobina em ca
da injecao durante um perioﬁc de 3 meses tanto para hemoglobina de B. paracne-
mis como para hemoglobina de P. carvalhoi, Essa imunizacao foi continuada por
mails um mes, com injecdes sub-cutfneas feitas semanalmente no dorso do animal
com adjuvante completo de Freud. Paralelamente foram injetados: coelhos com Hb

IT de B. paracnemis e Hb IIT de P, carvalhoil, que foram concentradas por diali

se contra solugao saturada de polietilenoglicol (PM = 20.000d) a 49C. As ino-
culagoes foram feitas semanalmente por via intra-muscular (nos glanglios poplii
teais) usando cerca de 4 a 10 mg de hemoglobina emulsionada com adjuvante con
pleto de TFreund (em partes iguais v/v). No infcio todos og coelhos foram san-

prados diariamente para se verificar em quanto tempo se obtinha a formacze de
& i 1 b

anticorpo e a partir do 49 més, foram feitas injecoes semanais no dorsoc dos
. ’ - oo , 5 . - 1
4nimals com Os antigenos nas mesmas condigoes anteriores. Por dificuldades de

manter esses coelhos imunizados por maiores periodos, até obtencao de imune-so
ro menos especifico resolvemos inoeular carneiro, pois nac 6 obrtinhamos maior
quantidade de soro hiper imune e por ser um animal que tolera melhor as fre~
quentes injecoes usadas no precesso de imunizacao.

Usamos carneiro femea, de aproximadamente 60 kg, que fol incculado
por via intramuscular com Hb IT de B. paracnemis, injetando-se carca de Smg de
hem&giohina com adjuvante completo de Freund {v/v), semanalmente. Fssa imuniza
gao foi feita por um periode de 6 meses que foi suficiente para obteuncao de um
soro imune de menor especificidade, a fim de poder reagir com hemoglobinas de

-~ .
gubtyos anfibios.
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IMUNODIFUSAO DUPLA

As técnicas de imunodifusdo para anazlise imunologica
comparativa foram realizadas com gel de agarose a 17 en tampao
fosfato 0,01¥ - NaCl 0,15M pH 7,1, segundo o método de OUCH-
TERLOKY, (1958). O preparo das laminas para a imunodifusao foi
feito usando cerca de 4 ml da agarose fundida que se colocava cui
dadosamente com auxilic de uma pipeta, sobre uma lamina de vidro
(75 %= 25mm) bem limpa e seca., Apos solidificagaoc, foram feitos
orificios no gel com um molde proprio para este fim, sgendo a dis-
tancia entre os orificios padronizada, onde se colocou o material
a ser analisado., Geralmente, no furo central colocava-se o imu-
ne-soro e nos orificios ao redor, os antigenos, isto &, as solu-
coes de hemoglobinas a serem testadas, que foram colocadas 2 ho-
ras depois da aplicacao do imune-soro. As laminas de gel foram

mantidas em camara umida e as reagoes antigeno-anticorpo foram fei

tas d temperatura ambiente., Apds algumas horas de reacao, obser-

[

vou-se a formacac de linha de precipitacao sendo a leitura final
feita somente com 24 horas. IHm seguida, as laminas de gel foram
lavadas com solugao de NaCl 0,15M durante 2 a 4 dias com sucessgi-
vas trocas, e o gel foi desidratado com auxilio de um pedacgo de
papel de filtro cobrindo toda a superficie da l2mina e deixando-

se a temperatura ambiente atsd se tornarem totalmente secas. Apos

esse tratamento fol retirado o papel e as 12minas foram coradas
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com solucao de Comassie-blue a 27 durante 10 minutos, e o excesso
de corante fol removido por uma solugao descorante contendo 1,4ml

de metanol, 7 ml de acido acético, para 100 ml de H.O destilada .

2

As solugoes de hemoglobinas usadas nas reacoes foram padronizadas

em suas concentracoes para 1 mg/ml ou 4 mg/ml dependendo do expe—

rimento.

IMUNODIFUSAC RADIAL STMPLES

A tecnica de imunodifusao radial simples, para quantifi
cagac de reagao antigenc-anticorpo foi feita segundo MANCINT et
alii (1964 e 1965). Foi preparado uma solucao de agarose a 27 em
tampac fosfato 0,01 contendo NaCl 0,15M pH 7,1 e igual volume de

soro anti-Hb II de B, paracnemis, diluido 3 vezes no mesmo tampao

e foi adicionado a agarose fundida, quando esta alcancava a tempe

a
ratura de 569C aproximadamente. Em seguida, 20 ml do gel de aga-
rose contend¢ anticorpos fol distribuide sobre uma lamina de vi-—
dro (12 x 9cm}, cuidadosamente, com uma pipeta e esperou-se s0li-
dificar. TForam feitos orificios no pel e colocados os antigenos,
ou seja, 50 pl de solugao de hemopglobina dos diferentes anfibios
que apresentaram rﬁagges cruzadas, nas mesmas coucentraggeg {1 mg
de Hb/ml)., Apos 74 horas de reagdo a temperatura ambiente e em
c3mara tmida, as laminas foram lavadas com solugao de NacCl 0,15,

secadas e coradas conforme descrito no item antericr e o diamerro



dos haleos de precipitagao foram medidos. 0 diametro do halo

da
reagac com o antigenc homologoe foi definide come 1007 de reacao e

as demais reagoes foram calculadas a partir desse parametro.

TESTES PRELIM

f

DOIMUNOPRECTPTITACAC EX

1
1
!

METO LTOUIDO

O soroc anti-lb TT de B. paracnemis foil incubado a 500C
por 30 minutos a fim de inativar o complemento e diluido em tam-
pao fosfato 0,01M contendo NaCl 0,154 pH 7.1, wusande diluicoes
seriadas de vazao 2 desde 1:7 ate 1:04 Para cada diluicaon do 50
vo fol testado o antigeno homdlogo, Hb 11 de B. paracnemis, em di
ferentes concentragoes: 0,%mg/ml: O, 7mg/ml; O,4mg/ml: 0,2mg/ml ;
0,lmg/ml; 0,06mg/ml e 0,03mg/ml, usando na reacao 0,5ml de cada
concentragac do antigeno e 0,5 ml de cada diluiczo do soro.

Os tubos foram incubados a temperatura ambiente por 24

horas e centrifugades. O resultado foi determinado qualitativa-
mente pela observagao do precipitade formado, sendo que os tubos
com maior precipitacas indicam as melhores concentracoes de anti-

genc e anticorpo para se

"

Tocessar a veagac.
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IMUNOPRECIPITAGAO EM MEIO LIQUIDO

Apos a avaliacao preliminar das concentracoes ideais de
antigeno e anticorpo para a maxima precipitagac do imuno-~complexo,
foram feitos os testesg de imunoprecipitacao em melo liquido
(HEIDELBERGER & KENDALL, 1935) e a quantidade de proteina dos pre
cipitades foi determinada por técnica espectrofotometrica.

Para tanto, o soro foi diluido 1:16 em tampao fosfato
0,01M - NaCl 0,15 pH 7,1 e colocado em 10 tubosg, usando 0,5 mlftg
bo. Para cada tubo fol adicionado 0,5 ml de antigeno cujas con-
centracoes variavam de O,5mg/ml a 0,020mp/ml, estimada como ideal,
Us tubos foram agitados e incubados a 49C por 4% horas. Apos esse
periodo, os tubes foram centrifugados 10.000 rpm por 2 a2 5 minu-
tos. O precipitado obtido fol lavade com solucao de cloreto de
sodioc 0,154, gelada, por 3-4 vezes e ressuspendido em 0,5 ml de

solucac de hidroxide de sGdio 0,1M a fim de se dissolver o comple

4
a3

xo antigenc-anticorpo.

Essa solugao foi entao lida no espectrofotdmetro em 260,

280 e 410 nm. A concentracao de proteinas totais do precipitado

foi determinada pelo metodo de WARBURC & CHRISTIAN (1941), utili

zando-se o caleculo: A?g@ x 1,45 - A?6G x 0,74 = mg de proteina/ml
(RALCKAR, 1947). A concentracaoc de hemoglobinas foi feita utili-
zando-se o coeficiente de extingao mM em 410 nm, E = 120,

A avaliacgace da quantidade de anticorpos no precipitade
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foi feita pela diferencga entre proteina total menor antigeno e es
ses dados foram langados em grafico onde se coloccou em ordenadas
anticorpos precipitados, em mg € nas abcissas as guantidades de
antigeno adicionado, também em miligramas. Com os dados de mg de
antigeno e de proteina total precipitada em cada ensaio calculou-
se mg de anticorpo precipitado pela diferenca e a relacao Ac/Ag em
peso fol estimada. Esta relagao ponderal foi convertida em rela-
cao molar dividindo-se pelo quociente dos pesos moleculares do an
ticorpo de carneiro (ESTEVES et alii, 1972) do antigeno (160.000/
64.000 = 2,5). 0s valores da relacao molar enm funcao de antigeno
adicionado gque mostra uma funcao linear (HEIDELBERGER & KENDALL,
1935) foram aplicados na equacac: Ac/As = a - b Ag, onde a= coe
ficiente linear ¢ b= coeficiente angular a fim de se calcular a

relacao molar existente na regiao de maximo excesso de anticorpos

o~

a). Esses calculos foram feitos por regressao linear simples.
Baseado no trabalho de KABAT (1961), a relagac molar, nessas con-

N -~ . . - . b .
dicoes, exprime o dobro da wvalencia dos antigenos, assumindo gque

[ies
et

O 8 j

o

corpes sac bivalentes e b fornece uma estimativa da avi-

dez do anticorpo pelo antigeno testado e o pico de maior preclpi-

e

tagao e dado, no grafico, no eixo das abscissas que corresponde a
alz,
w : - - . - -
Considerando esse numerc de sitios no antigeno homologo

sendo o maximo (1007), pode-se calcular as porcentagens de semelhanga antigeni

ca de cada uma das demais hemoglobinas em velacao a Hb II de B. paracnemis.
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RESULTADOS

SEPARAGAO ANALTTICA DOS COMPONENTES POR ELETROFORESE

- - * 5 -
A separacao analitica dos componentes dos hemolisados

de eritrocites de B. paracnemis, de P. pipae, de P, carvalhoi e

de R. catesbeiana foram feitos por eletroforese em gel de poliacri

lamida e ©por eletroforese em gel de amido {figura .2).
0Os hemolisados dos eritrocitos foram convertidos na forma de car-
boxihemoglobina pela adigac de monoxido de carbono ou de cianohe-
moglobina pela adicaoc de uma selugao de KCN 2% pH 7,0 e aplicados
nes geles. Apos a corrida eletroforética os geleg foram corados
para proteina com solugao de Coomassie~Brillant Blue a 77%.

A eletroforese em disco de gel de poliacrilamida utili-

zande um gradiente de pH entre 8,3 e B,1 e uma intensidade de cor

rente eletrica de Z mA por tubo mostrou que o hemolisado total de

B. paracnemis apresentava duas populacoes de hemoglobinas, HBI e
HbII, sendo que a prﬁ&ira era mais anddica e que se encontrava em
maior proporcao. Trabalhandoe com hemolisado de eritrdcitos de
P. pipae a eletroforese em identicas condicoes mostrou a existen-
cia de 4 componentes, todes anddicos: HbT, HbII, HbIII e Hb TV,
sende o HbITI o de maior proporcao.

0s resultados em poliacrilamida foram confirmados em



. Esquema da eletroforese em gel de amido mostrando os di

ferentes componentes das hemoglobinas de:

a} B. paracnemis

5y R. catesbhbediana
e} P. pipae
4y P. ecarvalhoi
& numeracac (I - IV) corresponde a eéuiggo cromatografi

ca em CM-celulosge.



eletroforese vertical em gel de amido utilizando~se gradiente de
concentragac entrye 0,03M e 0,3¥ de tampao borato pH 9,2, tanto pa

ra hemolisado de B. paracnemis como para o de P. Pipae. Para as

hemogiobinas de R. catesbeiana ja bastante estudadas por RICGS

(1951) & confirmadas por nos mostraram a existencia de 3 a & com-—
ponentes quandoe submetidas a eletroforese vertical em gel de ami-
do (AGGARWAL & RIGGS, 1969)., Ja as hemoglobinas de P, carvalhoi
mostraram a existencia de 4 componentes conforme relatado (MEI-

RELLES & TFOCESI, 1977), utilizando as mesmas fécnicas.

SE?%RAQEO PREFARATIVA DOS COMPONENTES POR CROMATOGRAFIA DE

TROCA IDNICA

Fara separacao e caracterizagao dos componentes das di-
ferentes hemoglobinas em estudo, utilizou-se cromatografia de tro

ca ionica. O hemolisado de B. paracnemis foi submetido &4 cromato

Py

2
£y & a

ia de CM-celulose equilibrada em tampac fosfato 0,01M p

[
o

6,4
usando gradiente linmear de pH. A amostra foi dialisada contra o

mesmo tampaec contendo B-mercaptoetanol na concentracgao final de

-y

3 .

16 "M e colecada na coluna onde se efetuava o gradiente de pH. 0O
- » - + . - -

primeire componente, menos anodice na eletroforese, fol eluldo em

tampac fesfato §,01M pH 6,8 e correspondia a cerca de 20-307 do

hemclisade total. O segundo componente foi eluide com o mesmo



37

tampao quando o pH atingia 7,7 e corrvespondia a 80~70% do hemoli
sado total (Figura 3).

O perfil cromatografico do hemolisado total de P. pipae
em cromatografia de CM;celulose, equilibrada com tampac fosfatoe

0,014 pH 6,4 mostrou a separacao de & componentes utilizandeo cra-
s P P &

diente linear de pH. O primeirc componente foi eluido em tampao

fosfato 0,01M pH 6,5 que correspondia a 47 do hemolisado total.
0 segundo componente foi eluido com o mesmo tampac porem em pH

6,8, correspondende cerca de 6% da hemoglobina total. O tercei-

ro componente que representa 71% do total, foi eluido quandc o pH

—_

atingia 7,4 e o quarto componente fci eluido em pH 7,8 e represen

tava 1972 do hemcolisade total {Figura 4}.
0 hemolisado de eritrocitos de P. carvalhoi mostrou a
existencia de 4 componentes quande submetido a cromatografia de

troca icnica em CM-celulose equilibrada com tampao fosfato 0,01M
pH 6,4 usendo gradiente linear de pH que variou entre pH 6,4 a pH
8;5. 0 primeiro conmponente foi eluido em pH 6,4 e correspondia a
2% do hemelisado, O segundo ewm pH 7,0 representava 107 do total:

o terceiro, em pil 7,6, representava 68F e o quartoc, representan-~

do 207 foi eluido em pH 8,3 (Figura 5).
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PROPRIEDADES FUNCIONATS DAS HEMOCLOBRINAS

EOUILTIBRIO COM OXIGENTO

As propriedades funcionais das hemoglobinas de B.parac-

nemis, P. pipae, P, carvalhoi e R, catesbeiana, foram estudadas
tanto no hemolisado total como em alpuns dos componentes, Para
tanto foram preparadas amostras isentas de cofatores atraves da
passagem por colunas cromatograficas de Sephadex G-75, Dowex-1,

Dowex—50w ¢ uma mistura de Amberlite TRO-

(W]

O e IR-4B, conforme desg
crito em Material e Metodos. Os eluatos foram diluldos em tampac

bis-tris lactato 0,03M de pH que variava de h a &,

A afinidade dessas hemoglobinas pelo oxigénio foram esg-~
tudadas pela técnica espectrofotométrica. Os dados relativos aos
parametros funcionais FSO {prezsac de O? Trara saturagﬁo de 507 das
moleculas de Hb) e n (coeficiente de Hill) foram obtidos com amos
tras de hemolisados de eritrocitos ou dos componentes, apos trans
formadas na forma degoxi foram gsubmetidas as diferentes pressoes
do ligante O

&

. & sequencia destes eventes Yorar acomnanhadas &g
L H

e

sectrofotometricamente. Assim hemeolisado total de B, paracnemis

isento de cofatores em uma concentracao em tornoe de 5x%x10 7 em tam

s

pac bis-tris lactate 5x10 "M pH 7,0 apresentou um log P_. de 1,27

50

jal
B

quando isento de cofatores. Na presenca de ATP em concentracac
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=3 -~ o s
saturante (10 "M) nao se verificou mudanca na afinidade dessas he

moglobinas pelo oxigenio. Os valores de n {(coeficiente de Hill)
encontrados foram sempre maiores que 1 (Tabela 1),
0 segundo componente cromatografico de hemoglobina de

B. paracnemis que corresponde a fracao mais concentrada apresen-

tou, quando lsento de cofatores as mesmas carscteristicas de hemo

lisado total nac demonstrando nenhuma alteragao do log P gquer na

50
ausencia ou presenca de ATP. Os valores do coeficiente de Hill
(n) tambeéem permaneceram inalterados durante os experimentos acima
estudados {Tabela 1),

A reagao de equilibrio com 0, do hemolisado de eritroei

. ~ -5
tos de P, carvalhoi em uma concentracgao cerca de 5x10 "M em tam-
_n
pao bis-tris lactato 5x10 "M pH 7,0 mostrou log PEQ de 0,20 npara
. . -3

hemoglobinag isenta de coefatores e na presenca de AT? 10 "M egsge

valor passou para 1,0,

Com o componente IIT o log Prﬁ obtido para a hemoglobi
paY -

)

s - - B . g .
na 1senta de ions e com ATP 10 "M foi de 0,84 ¢ 1,1 respectivamen

te. Os valores de n indicam cooperatividade (Tabela I).

Para hemoglobina de P, Pipae isenta de cofatores em uma

- . -5 ~ . . -2
concentragac em torno de 5x10 "M em tampao bis-tris 5%10 "M obtew
ve-ge um log P5G de 0,326 a pH 7,0 e um log PSO de 0,74 no mesmo
. -3 . - :
piH, guando em presenca de ATP 10 "M. A interagac heme-heme prati

camente nao foil alterada pois os valores de n variaram entre 2 a

1,5 quer na auseéncia ou presenga de ATP (Tabela T1).
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TABELA I

Valores de log P_, e coeficiente de Hill nas reacgdes de

- - - - ' . » - -~ »
equilibrio de diferentes hemoglcbinas com o ligante oxigenic, em

g
- -2 ~
tampao bis-tyis lactato 5x10 "M, pH 7,0, tratados ou nao com ATP

1107 i,
log PSO n
HEMOGLOBINAS

Cotatares Ay Cofatores AT
B. paracnemis 1,27 1,29 1,97 1,39
ib-11 de B.paracnemis 1,19 1,15 1,85 1,75
P. carvalhol 0,30 1,0 2,00 1,60
Hb~ITI de P.carvalhoi 0,84 1,1 2,23 1,65
P. pipae 0,36 0,74 1,58 1,62

R. catesbelana 1,22 1,23 7,1 2,00

-
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A reagao de equilibrio com 0, das hemoglebinas de R.ca-

-2

tesbeliana mostrou em tampao bis-tris lactato 5x10 "M pH 7,0 valo~

res de log P50 ao redor de 1,22 para a hemoglobina isenta de cofa

‘ -
tores e os mesmos valores na presenca de ATP 10 ~M, Os valores
de n obtidos foram sempre maiores que 7, indicando uma intencao

heme-heme positiva (Tabela T1).

EGUILIBRIOC COM MONGXIDO

)
]

CARBONO

As propriedades funcionais do primeiro componente croma
toprafico correspondente 2 fragao menos concentrada de B.paracne~
mis foram estudadas atraves de reagﬁo com monoxide de carhono,

. 4 w .
tanto na presenca de ATP como quando isenta de Tons. Para 15to,

. - - . . - "'?, .
amostras diluldas em tampao bis—tris lactate 5%10 M, pH variando
de 6 a 8 foram preparadas de modo que a concentragac final ficas-

-6 -7 . T
se poer wvolta de 1x10 "M a 5%x10 ‘wm., A afinidade da hemoglobina pe
lo ligante CO foi analisada em funcac dos valores de CSG“ Para
estudo destes valores nos utilizamos de técnica espectrofotometri
ca descrita em métodos.

Os rvesultados do iog CSQ obtidos para o componente T de

i-.-

Eb de B. paracunemis em pH 7,0 foi de ~7,10 para a hemoglobina isen

ta de cofatores e de -6,95 para a hemoglobina na presenca de ATP

1 3 7

riov de 1,7 a 1,9 no pl estudado.

10 "M, 0 valor do coeficiente de Hill, n,



EFEITO BOHR NAS HEMOGLOBINAS

A afinidade das hemoglobinas pelo 0, foram analisadas a

)

traves de determinacao do e o efeito Bohr

p—
pind

12 1 1 Fe Tyt
Fop em diferentes p

& . . -
(H ) foi determinado pela razao,

I log P

50

A pH

Trabalbando com o hemelisado total de B. paracunemis em

-
tampaoc bis~tris-lactato 5x10 "M na faixa de pH que variou de 6,5
a 8,0, foi encontrado para a amostra isenta de Yons, pequena dife
renga nos valoresg de log FSO o gque mostrouw um efeito Bohr alcali-
+ N -3 L
no quase nule (H = -0.08)., Na presenca de ATP 10 "M, utilizando-
se as mesmas condigoes acima, o efeito Bohr observado foi o mesmo,
ja que este efetor mnao atua sobre essas hemoglobinas {Figura 5),
Para segunda fragao cromatografica, correspondente 2 fra

ac mais concentrada, ¥LIIL, de B, aracnemis foi tambeéem verifica=-
* P

do auvsencia de efeito Bohr quando cstudada com o mesmo tampaoc en-
tre pH 6,5 e 8,0 e em presenga de ATP apresentou o mesmo comporta

mento do hemolisado total (Figura 0).

0s resultados obtidos para o componente I de %, pa-
racnemis, isente de lomns, usando oo como isento am  tam
~ -2
pac bis-tris lactato 5x10 "M pH variando de 6,7 a 7,7 mostraran
que a afinidade dessa molécula pelo (0 nao & alterada guando se

altera o pH, isto e, essa fracao mnaoc apresents efeito Bohr. Ouan~
3 i L
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FIGURA 6. Efeito Bohr das hemoglobinas isentas de cofatores { o )

¢ com ATP 10“3M {a@) do hemolisado de eritrocitos {(~=--)

e do segundo componente cromatografico, Hb IT (—) de

~ ~2
B. paracnemis em tampao bis-tris lactato 5x10 M.
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to ao efeito de ATP em concentracao saturante os resultados obti-
dos mostraram que essa molécula apresenta efeito Bohr de -3,26

quando em presenga de ATP na faixa de pH estudada (Figura 7).

0 efeito Bohr encontrado no hemolisado de eritrocitos

. ~ . . -2 .
de P. carvalhoi em tampao bis-tris lactato 5x-10 "M na faixa de
pH entre 6,5 a 8,0 mostrou, com o ligante O?, um valor de -0,06
na hemoglobina isenta de cofatores. FEsse efeito, quando em presen

- 3 .
ga de ATP 10 "M, apresentou valor de -0,46 para o mesmo hemolisa-
do de eritrocitos. O componente IIT de P. carvalhoi estudado nas

mesmas condigoes do hemolisado mostrou possuir um efeito Bohr de

""'3 . . -
-0,39 na presenca de ATP 10 "M. Na ausencia desse nucleotideo

esse efeito fol praticamente nulo, isto &, -0,04 (Figura #).

Us estudos feitos com hemolisado de eritrocitos de P.pi~

pae em tampao bis-tris lactato 5x10 "M isento de cofatores com va

riagao de pH entre 6,5 a & evidenciaram minimas modificacoes nos

5 —
valores de log 7 0o mostrando um efeits Bohr de H = -0,01. Porem

(W)

na presenga de fosfato orpanico usando ATP en concentragan  satu-

e
[$H]

nte os valores de log P., em pi menovr que 7 foram bastante alte
' 50 ; -
rados, mostrande serem essas hemoglobinas moduladas pelo ATP gue
diminui a afinidade delas pelo 0, substancialmente, cujo efeito
“
£ e + 3 — \
Bohr foi1 de H = ~0,3 na mesma faixa de pH (Figura 9).

O hemolisado total de R. catesbeiana isento de cofato~

~ . . -2 . .
res em tampao bis-tris lactato 5%10 “M na faiwxa de pH entre 6,5 ¢

. . + o~
£,0 apresentou um efeito Bohr de H = -0,29. As mesmas eXperien-



FIGURA 7. Afinidade do primeirc componente cromatografica {Hb-T)
b I =)

de B. paracnemis em termos de log CBO 2 pl, na auvgen—
. , -3 ~
cia {o o) e presenca de ATP 10 M (o--~0), em tampao

-2
bis-tris lactato 5x10 "M, usande CO como ligante,



FIGURA 8. Efeito Bohr das hemoslobinas isentas de cofatores (-—07»
o

5

“3
. I o, . A
& na presenca de ATP 10 "M {~--) do hemolisado de eri-

trocitos (o) e terceiro componente cromatoegrafico, Hb
ITY (#) de P. carvalhoi em tampao hbis—-tris iactato
-2
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FIGURA 9. Efeito Bohr de hemolisado de eritrocitos de P. pipae na

- . . -3
ausencia (o——0) e na prescnca de ATP 10 "M (g
)

&) em

X
<

tampao bigs-tris lactato 5x10 M,
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cias feitas em presencga de ATP 10 nao demonstraram alteracoces
nos valores de log PSO obtidos anteriormente, apresentando um efei

to Bohr semelhante ao obtideo na zusencia deste efetor (Figura 10).

ESTUDO IMUNOLOGICO DE HEMOGLOBINAS DE ANFTBIOS

TITULACAO DOS SOROS

Para o estudo imunoldogico foram obtidos em coelhos so-
ros contra hemolisado total e contra o segundo componente cromato

prafico (Hb-11) de B, paracnemis e ainda soros contra o hemoligaw-

N

do total e contra o terceiro componente cromatografico (HB-T11;
de P, carvalhoi. Apos guase 4 meses de inoculagao, o0s soros por

testes de imunodifusaoc mostraram titulos de 1:8 e 1:32 para o he-

molisado e para os componentes 17 de B. paracnemis e 1:4 tanto pa

ra hemolisado coemo para componente 111 de ?. carvalhoi
Por dificuldades de manter esses coelhos imunizados por
maiores periodos, ate cbtencao de imune-soros menos especificos re—
sglvemos inocular carneiros, pois além de se obter maior quantida
de de soro gsabe~ze que esge animal e capaz de tolerar
melhor as frequentes injecoes usadas no processo de imunizacao.

Usamos carneiro femea, que foi inoculado com HBIT de B.paracnemis

utilizando esgquema de imunizagao semelhante ao anterior por um pe
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FIGURA 10, Efeito Bohr de hemolisado de eritrdecitros de R.catesheiana

. o ~3
o) e na presenca de ATP 10 "M (g-——e)

na ausencia (o

em tampao bis-trisg lactato S5x10 "M,



ricdo total de % meses onde consegp
poy teste de imunodifusac foi

UI1mos

imune-sorce cujo
L1
a A

titule
sendo tambem observade
mestrar reagoes cruzadas, em testes

mais,

=1
1

diminuigao da especificidade desse soro anti-HbIL, que passou

identi-
cruzadas.

}

a
a
de imunodifuszo, com HbI de
B. paracnemis e com hemolisado de eritrocitos de diferentes ani-
bem como com alguns dos componentes tegtados (Tabela TI).
Nessa mesma tabela estao os resultados ohtidos com o soro de coe-
ihe anti~Hb-TTT de P, carvalhoi.
CGV?ARA§§O ANTICENICA DE DIFEREETES HEMOOCLORT
IMUNODIFUSAC  DUPLA
Utilizando o soro hiperimune ohtido em coelhos e carnei
ro, testes de imunodifusao em gel de apar [imuncdifusao bidimen-
sional dupla) foram feitos a fim de se analisar o tipo de
dade das hemoglobinas que deram reacoes
Assim, podemos observar tr
nag

res
hemeglobinas dos anfibios
dade

parcial e na

s tipes de reacao
estudad

3 identid
zada

cruzada

og: identidade tetal, identi
ade. A identidade total fol caracteri-
pela nao existéncia de determinantes antigenicos diferentes
gugndo duas hemoglobinas distintas foram testadas. A

identidade

53



utilizande 0,9 mg/ml
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Resultados qualitativos de reagoes de imuncdifusao em gel de agar

e B. paracnemis e sore de coelho anti~Hb-ITI de P. carvalhoi.

o £ . - . 5
de antigeno (hemoglobina) com soro de carneiro anti-Hb-TI

Hemoglobinas

Soroe anti-Hb~T1T
B.

paracnemis

Sore anti~HbL~ITT

de P.

carvalhol

Humana

Carneiro

Peixe (Prterygoplichtvs sp)
Sevpente (Liophils miliaris)
B. paracnemis

ib~1 de B. paracnemis

Hb-T1 de EL‘E§raca§§£§

b

. marinus

|

labyrinthicus

-

l

o]
M

cateshelana

o
o)
@

irino)

Pt
pted

catesbeiana (
(

- geographica

inae

gi
zirino)

1

g
T

e
w

F

1=

carvalhoi

Hb-1

de P. carvalhoi
Hh~IT de P. carvalhoi
Hb=III de P. carvalhoi

He~IV de P, carvalhoi
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parcial fol caracterizada pela existencia de apenas alguns deter-
minantes antigénicos comuns a duas diferentes hemoglobinas, A
wac identidade foi caracterizada pela nao existencia de alguns de
terminantes antigenicos comuns a duas hemoglobinas distintas quan
do comparadas.,

Os resultados desses testes mostraram quando se trabalhou
com soro de coelho anti-Hh TII de P. carvalhni, que havia identidade total

apenas entre os componentes [ e TI1 de P. carvalhol e entre os com

ponentesg I 2 I11 e entre IT e TII1 reacao de identidade parcial.
i 3 " s

Ac lhminas feitas cem o componente IV nao permitiu avaliar o tipo

it

de reacao de identidade desse compone

os demais (Fleura

¢ soro de carneiro anti-Hb IT de ¥.paracn varias rescoes foram Dprocessa

das e identidade total fol observada entre Hb IT de B. parvacuaer

e hemoglobina de B. marinus e entre 03 COMPONEnLESs TiT e IV de
P. carvalhoi. Reacac de identidade parcial foi observada entre
Hb LI de B. paracnemis e as hemoglobinas de R. catesbeiana, de
L. labyrinthicus, de P. carvalhei e os componentes, T de B.parac-
nemis e 111 de P. carvalhoi. As demais hemoglobinas testadas nao

3
[
o
W
=
j=n
e
t
[

itam evidenciar o tipeo de identidade existente (Figura 12}.
B A . he + - P difusa -1 4 o R
Por esse mesmo teste {imunodifusac em gel e agar; Lam

Yy -~ . - - . y v .

Lem foi possivel observar que dependendo da hemoglobina testada a

1inha de precipitacao se apresentava com malor ou menor intensida

‘e demonstrando maior ou menor nitidez. Desse modo foli possivel

comparar semi-guantitativamente egsag reacoes. Na tabela IITI apre
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FIGURA 11. Imunodifusao em gel de agar usando soro anti-Hb III de

P. carvalhoi (centro) e os antigenos: Hb III de P. car~

valhoi (1); Hb-I de P. carvalhoi (2); Hb IT de P. car-
valhoi (3); Hb IV de P, carvalhoi (4); Hb IT de B. pa-

racnemis (5).
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munodifusao em gel de agar utilizando soro de carnei-—

. - - 4 . . ~
re anti-Hb LI de B.paracnemis {(centro) e os antigenos

Hbh Il de B.paracnemis {(1):; Hb I de B.paracnemls {2}

labyrinthicus {(3}; B.marinus (4); R.catesbeiana (33 :

P.carvalhoi (6); P.pipae (7); Hb I de P.carvalhoi{B)

b I1 de P.carvalhoi (9}; Hb 111 de P.carvalhoi (10) ;

Fu—.

Hb IV de P.cavvalhei (11); girino de H.peographica(12)

givino de R.catesbeiana {13}, Humana {(14).
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Resultados semi~quantitativos de reagao de imunodifusao

em gel de agar utilizando todas hemoglobinas na mesma

concentra-

cao (0,5 mg/ml), com soro de carneiro anti-Hb~ITI de B.paracrnenmis.

A grandeza do precipitado foi atribufdo valores de 0 a b6,

HEMOGLOBINAS

PRECIPITACAC COM SORD

ANTI~Hb-TI de B,

paracnemi

@

At

Hb-IT de B, paracnemis
B, marinus

Hb~T de B. paracnemis

L. labyrinthicus

R, catesbeiana

P. carvalhoi

Hb~TITI de P, carvalhei

HbE-TV de P, carvalhoi

P, pipae

e
-

1+




sentamos esses resultados expressando em numero de cruzes a quan-—-
tidade observada do precipitado, (REICHLIN & DAVIS, 197%9a) pois 6

diferentes linhas de precipitacao foram observadas nesses testes.

IMUNODIFUSAC RADIAL SIMPLES

4

Utilizande o soro de carneiro anti-Hb~I¥ de B.paracnemis dis—

solvido no gel de agar, pudemos guantificar as diferengas antigenicas
apresentadas por diferentes hamoglobinas.
O resultado desse teste foi avaliado pelo difmetro do

halo de precipitagac, mostrande para o zntigenc homdlogo a mixima
-~ - . .- - - .

reagac antigeno-anticorpo., Esgse diametrec foi estimade como 1007

de rea¢ao possibilitando-nos calcular a reatividade das demais he

mogliobinas testadas,

Oz diametros dos halos ohservados foram: componente  I7X

de Bufo paracnemis, 12 mm; componente I de B. paracnemis, 9 mm

hemolisado de B, marinus, 9 mm: hemolisado de 1. categhbelana, 3mm;
hemolisado de P. carvalhoi 7 mm e hemolisade de 7. pipae, Gmm.,

(Figura 13).

[w]

As porcentagens de semelhanga antipenica, calculadas pa

ra essas hemoglobinas foram: B. paracnemis (componente IT) 1007

+
¥

&3

B. paracnemis (componente 1) 82%7: §, marinus, 852%Z; R, catesheiana,

73%; L. labyrinthicus, 737,

- carvalhci, 637 & P. pipae, 547,
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IMUNOPRECIPITACAD EM MEIO LTQUIDO

Us testes de imunoprecipitacao

1]

m meio liquido foram fei

tos usando-se soro de carneire anti-Hbh-T[ de B. paracnemis 2 as hemo -~

7

lobinas de B. paracnemis (Hh~11) B. catesheiana e P.carvalbhoi.,
b

Nesses testes foram utilizados virios ensaios onde a concentragat

do sero fol mantida constante e as concentracoes de antigenc va-

j4h)

riarvam de 0,020 mg/ml a 0,35 mpg/mi, em proteinac. Apos a reacao
b & 3 3 } 5 ¥

£

=}

i feita dosagem de proteinas do precipitado bem como a dosazen
de hemoglobina. [Lsses dados foram lancados em grafico onde se co
locou nas abscissas a concentracido de antigenc utilizado e mnas or
denadas, anticorpos precipitados (Figura 143,

0 numero de sitios antigenicos foi estimado pela

- . - - I3
razao molar de anticorpos e antigenos precipltados na zona de ex-

cesso de anticorpos. Os wvalores encontrados (coeficiente lincar)

3
come sendo o possivel numervo de sitios anticenicos reativos com
sere Anti-Hb=17 de B. paracnemis foram: P. paracnemis, 245 R.ca-
tesheiana, 16 e T. carvalhoi, ® (Figuvra 14,, ¢ derande o anti-
corpo como sende bivalente.

Considerando a reagao com antigenc hemolego como 1007,

temos para K. catesbeiana 66% e para

P. carvalhoi 297 da reacgao,
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Relagac molar Ac/Ag (——) e curva de precipitacac {-~-)
em fungao de ant{genc adicionadeo nas reagoes de preci-

pitagac de Hb IT de B. paracnemis (e,0), R.catesbaiana

Ag adic. (mg)

{&,A}) ¢ P, carvalbhoi (m,1) com scro de carneiro anti-

B R S T,

i

Hb1I de B.paracnemis.
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DISCUSSAD

0 estudo eletroforetico do hemolisado de eritrocitos de

Bufc paracnemis, Rana catesheiana, Pipa pipae e Pipa carvalhoi mos
trou diferente comportamento dase hemoglobinas desses distintos an

fivios. Assim as hemoglobinas de Pipa pipae e Pipa carvalhoi, am

bas aguaticas sao bastante semelhantes em seus comportamentos ele

troforeticos bem como sao ideénticos cs numeros de componentes de

¥ i

ambas. Ja as hemoglobinas dos anfibios de "habitat terrestres o

numero de compeonentes & menor.
A existencia de numercs diferentes de componentes de he
1,\ L3 } . ..i_: a » “‘4 3 *‘E'n{: " . gw’} . -
moglobinas nos hemolisados de eritrocitos de diferentes anfibilos

> discutida por MACLEAN (1972) como sendo fungac de varios Fato-

res tais como variagao ontogendtica na sintese de proteinas, dife
renga em alelos responsaveis pela sintese protéica e origem da mo
lécula em diferentes tecidos. Além deste podemos estar a frente
de problemas de polimerizagao ou hibridizacao das cadeias e B

A eletroforese desses hemolisados mostrou a hamogeneidi
de das hemoglobinas nos exemplares utilizades, servindo como cri-
tério de avaliaciaoc da inexisténcia de polimoerfismo dentroc da mes-—

1,

i - o - .
ma egpecie pem come a conservacae dessas caracteristicas em exem-
plares de distintas regioces, como por exemplo, nossos resultados

de eletroforese das hemoglobinas de Rana catesbeiana Ggue sao com-
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pativeis com os resultados de HAMADA et 2lii (1964) com  exempla-
res de outra regiag,
Alem da avaliacao dos componentes pela migragao eletro-

foretica, hemoglobinas de Bufo paracnemis, Pipa carvalhoi e Pipa

pipae foram separadas por cromatografia. A cromatoegrafia em  COM-

celulose do hemclisado de eritrocitos de Bufe paracnemis confir-

mou a existencia de dois componentes, sendo gue um deles represen

tava 707Z do hemolisade. Utilizando-se a mesma tecnica cromatogra

b

fica o hemolisado de erirvrdocitos de i carvalhol confirmou a

ot
-
)

existencia de quatro componentes sendo que o mals representativo,

cerrespondia a 687 do hemolisadoe. A Pipa pipae foi, também, cro-

matografada mostrando um perfil cromatografico muifo gsemelhante
ao da Pipa carvalhoi mostrando que dentro desse mesmo ZEnero as
hemoglobinas nac mostram variacao quante ao niumers e propercan

¢os componentes, mesmo se¢ tratando de exemplares de diferentes re
ioces.,

Alguns estudos de propriedades funciocnais desses hemoli
sados foram realizados e a afinidade pelo ligante oxigenio mostrou

ser bastante diferente para as especies de “"habitats" tac distip-
o iy

s

tos, sugerinde ser essa afinidade uma adaptacao fisiologica 20
meio ambiente, 0Os wvalores de ?SC’ parametro gue indica a afinids
de pelo ligante, mostram que hemoglobinas de eepécies de vida aqua

tica possuem afinidade muito grande em relacao as hemoglobinas de

animais de vida terrestre, £ interessante ohservar que a varia-



cao da afinidade, aferida como loe P, oem o funcao da  variacao  do

adm

plH (efeitoc Bohr) & ohservada apenas no hewmolizsado de Rana categ-

by 9 e ~ % s T . - PO S vl -
beiana (RIGCGS 1951) quando a proteina esth lceontsn de i1ons, enguan
¥ P . 2 1

to que o hemclisado de Pipa pipae, Pipa carvalhoi e Bufo paracne-

mis nao apresentaram esse efelito. Porem, na presenca de concen-
tracao saturante de ATP o efeito Bohr s4 nao foi alterado no he

molisado de B, paracnemis e de R. catesbeiana. Centudo, podemos

¢ pele oxige-

{3

observar que ¢ ATP foi capaz de diminuir a afinida

nio em hemoglobinas de P. carvalhoi e P. pipae, sendoc que em B.pa-
racnemis e em R. catesbeiana a agao desse nucleotideo nao pode

ser demonstrada. Fsses resultados podem ser discutidos como exi

7]

tencia ou nao de um sitio de ligagae de ATP nessas hemoglobinas.
A acao de fosfatos organicos na diminuigao da afinidade da melécu
la pelo ligante, ja descrita, (BENESCH & BENESON, 1967 e CHANUTIN
& CURNISH, 1967), explica a complexagao dos polifosfatos na deso-
xihemoglobina (BENESCH et alii, 1968} em uma dobra da cadeia R on

7
4

<]

=5
vl

Val 581, His

m
T

e His BL&Y estan implicados (ARNONIE, ra7ay

Sendo assim, podenos afirmar, pelos nossos resultados, que as he~
- ™ = - N N

moglobinas dos anfibics aquaticos POr nos estudados possuern  esge

sitioc de fo

o

fate enmquanto gue 08 terrestres, no componente 171

de B. parvacnemis, ¢ R, catesbeiana nac o Do

ul
oy
o

em, sugerindo

ﬂ.}
.
e
Ead
P

¢oes na estrutura primaria que comprometem & regiaso dos reziduos
implicados na formacao desse "locusg"
Analisando os valores de log P dos componentes b IT

50




de B. paracnemis e Hb IIT de Pipa carvalhoi e Hh IT7T de P. pipae,
obtidos pela cromatografia em CM-celulose, podemos observar gue
esses valores estao bem préximos dos ohtidos no hemolisado uma vez
que esses componentes‘represeﬁtam a fragao mais concentrada, isto
e, 707 no E. paracnemis e 68 na P. carvalhoi e 70%Z na P. pipae.
Da mesma forma poderemos analisar o efeitc Bohr desses componen -
tes em relagac ao do hemolisado. OQuanto a cooperatividade da mo-

lecula em TEACAU COm O O

Xligenio util
ciente de Hill) para analisar. O wva
Cao: -

d{log LA
- i
n o= ,
d{log ¥)
corresponde a 1  quando nao ha coope
N -, - . -
te 0 equilibrio com o ligante, e wval
cooperatividade., Esse valor torna-s
- ‘ ~
as possiveis dissociagoes que podem
modo, um valer superior a unidade 58
hemoglobina se encontra em sua forma
estrutura quaternaria intacta, e val
ha dissociacao das cadeias, impedind
Analisando esse parameryo
dos hemolisados e dos componentes isg
primeiro lugar a existencia de coope

perimentos sSempre se mostrou major q

izamos o parametro n f{(coefi-

lor de n, expresso pela aqua

ade da molécula

cres gue 1 guando ha

-

ores m

e importante avaliar

remoglobina, Desse

ebservado gquando a

oo
[

[ORY

., isto com sus

res ipuails a unidade  guando

ONIEen4cao

podemes observar, 21m

ratividade, pois n, nesses ex

ue 1, Uutro fato e a wvaria

Eey
1




H7

¢ao desse valor encontrado guande se varia o pH, nas amogtras
isentas de cofatores. Assim, em pl acido observa-se uma menor o
cperatividade da molécula enguante que em pH alcaline essa coope-
ratividade aumenta. Esse fato, ohservado por BUNN & GUIDOTTY
(1972} e ja analisado como sendo dependente da Iiberacao de pro-
LOns que nac ocerre na mesma Proporcac que =z oxigenacao (BRUNORT

2t &

o
[
e

"
J—

965), € consequéncia da hetercgeneidade das cadeias o e

£ se tornarem mais acentuadas a pH abaixo de 7 (BRUNORI et alii s

1268}, induzindo nestas condigoes menor cooperatividade. Ao con

trario, estudos feitos com o ligante CO, mostraram que o numerc de

protons liberados era proporcional ao nimero de CO Iigado (ANTONINI

et alii 1965) e que o monoxide de carbono se liga em isusl o»ro-
¥ [l L] i

POrgao nas cadeias o e & {ORAY & GIBSON, 1671), Entretanto

JOHNSON & HO, {(1974), mostraram que a heterogeneidade entre as ca
deias o e [ em relacac aos ligantes oxigénioc e monéxido de carbo-
ne era amplificada pela pr¥esenca de fosfatos organicos. Fortanto,
CC liga igualmente nasg cadeias o e B na hemoglobina isenta de co-
fatores e mostra igualmente uma preferencia maior pela cadeia o
na presenga de fosfatos enquanto que as ligagaes feitas com 02
mostram uma prefereéncia pela cadeia o na hemoglobina 1isenta de

cofatores, sendo esta preferencia aumentada na presenca de fosfa-

tos organicos, mostrando uma afinidade major para cadeia o doque

=
48]
s
Y
L
o

desse mesmo parametro, podemos ainda observar que

(93

e
fie]
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por ncs estudadas, & cooperatividade fol sam



pre maior em pH alcalinoc e que para asg amostras isentas de

by

ons
essd cooperatividade era superior as aquelas na presenca de ATP
no intervalo de pll entre 6 ¢ 7,5, de acordo com os valores de n

obtidos.
Dada a impossibilidade de seo efetuar estudos de equili-
bric de hemcglobina e oxigenio com o primeiro componente cromabo-—

grafice (Hbh-1) de B. paracnemis que corresponde cerca de 20 a 307

do hemolisado total, devido a pequena quantidade de material, a
gvaliagao da afinidade dessas molsculas foram feitas usando-ge,

como ligante, o mondxido de carbone e determinando-se os valcores
de CSO (concentracgao de CO necessaria para saturar 50% das molécu
las de hemoglobinas). A afinidade da hemoglobina pelo CO & cerca

de 200 vezes maior que pelo 0,, porem outras propriedades como os

valores n, #feito Bohr e agao de efetores aslestéricos nao sa0
alterados (ANTONINI et alii, 1963),
Como descrito em resultados, a Hb-1 de 5. paracnemis

isenta de cofatores naoc apresentou efeito Bohr quando se wvariava

- - - . a—t o
o pH em ensaios de equilibrio coem CO, porem a presenca de polifog

fatos alterou a sua afinidade o apresentou um efeito Bohr de -0,26,

mostrando portantc um comportamento diferente da Ub TI i analisa

do anteriormente. Como era de 5¢€ esperar, os valores de n perma-

neceram inalterados durante todos os experimentos demonstrando
sempre cooperatividade molecular, dende assim, podemos deduzir

ue a nemoglobina de B. paracnemis anure terrestre, nac POSS UL
b » » i
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-, . - - '
s1t1o de fosfafte no seu conmponente de maior concentragao, enguan-—

to que hemoglobinas de F. pipae e P, carvalhoi, anurocs aguaticos

possuQm £8s56e sitio ng maior componente.

Dade a grande diferenca encontrada entre asg hemeglobi-

o
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compoertamento funcional foi de

nessc interesse verificar a que ponto estas aiteracoes funcionais

x

implicariam na estrutura molecular que pudessem refletir no seu
compocrytamento antigenico. Para igto, preparou—-se iMUNE~SO0TOS es-—

- . 5 . PR q - 4 .
pecificos contra hemoglobina purificada a fim de podermos analisar
o comportamento imunologico das hemoglobinas em estudo. Para a

obtengao de goro anti~Hb TIT de 7. carvalhoi e anti-Nbh 11 de B.pa—

. -+ o - - - E
racnemis, aliquotas dessas {ragoes foram inoculadas em coelhos, e

titulos razoaveis 6 foi conseguido apes guatro meses de inocula-

[

¢au. Essa demora na obtencao de um sore hiper-imune se deve a he

meglobina ser pouco imunogenica uma vez que essa molecula dificil

mente & reconhecida como estranha pelo animal dada a semelhanga
com a mioglobina existente em seu musculo.

Os soros obtidos apos gquatro mesecs de inoculagao mos—
trarvam—se zltamente especifiicos, isto €, 50 eram capazZes de reagir

com as hemeoglobinas homologas, nac dands reagoes cruzadas com he-

conhe Lmune —g§o

. o - . o - e . .
ro obtide no inicic da inoculagao & albamente 2 essa
especificidade val diminuindo com o processc Asgim

por dificuldade em dar continuidade ao processo de imunizacao em



coelho até obtermos um soro mencs especifico resolvemos inocular
carneiro pois ¢ um animal de maior poerte e que rvesiste melhor a
quantidade de injecoes feitas durante o esquema de inocculagao a-
lém de nos oferecer maior quantidade de soro. A imunizacao de car

neiro feita relativamente da mesma maneira que a do coelho, permi

A . -~ iy - - - . - - .

tru-nos soro de titulo 1/32 apcs 2 meses de incculagac e apoes seis
.- L 5 .

mEeses ¢ s0TO )4 era menos especifico, veconhecendn hemoglobinas

3 - . = R 1 -
ae oulras especles e seu titulo chegou a 1:128 por teste de imu-

nodifusac. Esse sucesso na iroculagac de carneiro parece ser de-

i
oy
-
o
]
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hemeoglobina injetada ser mais imunovenica pPAaTYa esse animal
Ea 4 ) k ¥
pois © mesmo titule da ordem de 1:37 foi conseguldo em mencr tem-

cidade. Portanto,

-
o 2.

po bem como tambem no final, com baixa ecspecif

a variagao da inunocgenicidade pode depender ¢

o animal utilizado na

i

imunizagac, como foi o nosso casc ou de outros fatores como tipo

de imunogeno. Por exemple, a hemoglobina fetazal 2 mais:imunogeni-
ca do que a Al, e isto provavelmente se deve 3 existencia da ca-
deia v, pois tanto a fetal come a Ai possuem cadeias o iguais,

diferindo apenas na ocutra cadeia (a ou ¥), {REICHLIN, 1970),

Com o soro de carneiro anti-Hb IT de B. paracnemis, de

menor especificidade porem de maior tituilo, foram feitos 0g en-

om hemoglobinas de d1

o

saios de determinagao das reacoes cruzadas

- - B - - « P ks P
terentes especies e as reacoes de precipitacan em meio liguido

com as hemoglobina

U3

estudadas do ponto de vista funcional. As rea

goes de imunodifusac em gel de agar mostraram linhas de precipita
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cao guando se reagiv anti-Hb I7 de B. paracnemis com diversas he-—

moglobinas {(Tabela I). Esses resultados mostram que © soTo anti-
Hb TI reconheceu apenas hemoglobinas de anfibios entre as demais
usadas, e que entre as'préprias hemoglobinas de anfibios elas di-
ferem antigenicamente uma da outra dependendo uma da outra depen~
dende da especie estudada, mostrando uma heterogeneidade nessas
hemoglobinas do ponto de vista imunoldgico. Esse fato tambam foi

ocbservado por diversos autores que descrevem veacoes cruzadas en-—

o

tre hemoglobinas de diferentesg especies. Segundo o trabalhe de
CRADOCK-WATSON, (1967) nao foram chservadas diferencas imunologi-

cas entre hemoglobinag de cavalo, de jumento ¢ de mula nor testes

de imuncdifusac em agar. A anilise de hemogiobinas de repteis
Calapagos iguana, evidenciou veacao cruzada entre tras genocies
] (ni] 3 B L

diferentes, as gquais foram ceorrelacionadas no nonto de vista filo

genetico (HICGINS & RAND, 1975). 7Toi proposta
(1974) uma arvore filogenetica determinando a interrelacac entre

tres tartarugas terrestres (T, graeca, T. hermanni e T,marginata)

2 duas aquaticas (C. caspica e E. orbicularis) atraves de reacoces

cruzadas por semelhancas antigeénicas.
Pelos resultados dos nossos experimentos podemos ohser-

var que hemoglobinas de girinos nao reagiram enquantc que hemoglo

binas de adultos deram Teacao positiva Com ¢ MeSme SOTro anti-Hb
N H s

-
1

II de B. paracnemis. Esses dados sao compativels com os do traba

lhe de WISE, (1970) que nac ohservou a4 existencia de rTeagac cruza



zada entre as hemoglobinas de girine e adulte de R, catesbeiana,

usando 0 soro preparade contra as duas hemoglobinas, indicandeo a
ndo existéncia de cadeias polipeptidicas de antigenicidade comum
entre elas. O mesmo fato foi comstatado com os resultados de
MANIATIS & INGRAM, (1971) que trabalharam nao so6 com a hemoglohi~

na como tambem com a apohemoglohina dos mesmos animais,

3 ) 1 : o =
Apesar de ser a R. tatespeiana um anfibio terrestre e
seu girinoe aquatico, o mesmo comportamento fol demenstrado Dor

oy

JURD & MACLEAN, (1969) em Xaenopus laevis que um anuro de vida a

quatica quer na fase larval quer na adulta e que naoc apresentaranm

redgan cruzada entre suas hemoglobinas usando soro anti-Hb de
£. laevis adulto, por técnicas imunologicas, Tsto mostr: que he-

meglobinas de girine e adulto sac bastante diferentes, mesmo sea
tratando da mesma especie. J3 na especie humana, hemoglobina fe-
tal e de adulto sao antigenicamente semelhantes mostrando identi-
dade parcial (SCHNEIDER & JONES, 1965), Per esses resultados po-
de~se notar que na espécie humana as duas hemoglobinas (adulta e
fetal) se diferenciam em uma das cadeias mantendo a cadeia o co-
mum. No casc dos anfibios a diferenca entre as duas hemoglohinas
{adulto e girinoe) parece ser maior, isto ¢, ambas as cadeias de-
vem ser diferentes, Esges dados podem ser analisgados iuntamente
com a observacaoc de (MANTATIS & INCRAM, 1971) que evidenciaram se

5 N o - . - . z
vem essas duas hemoglebinas dos anfibies sintetizados em ‘locus™

distintos pois, por técnicas imunologicas foi detectado que as he
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moglobinas, no girino de R, catesbeiana sac sintetizadas na medu
g s s it

La enquanto que as hemoglobinas do adulto da mesma especie s&}si&
tetizados no figado nao mostrande nada de comum entre elas., Aleém
dissc, podemos também ébserv&r que nas hemoglobinas de P. carvalhoi
as reacoes de precipitacao por imunodifusao com e soro anti-Hb TII

de B. paracnemis sao consequéncias da reatividade das fracoes ITT

e IV, uma vez que as fracoes T & II quande testadas mostram resul

tados negativos. Nas fracdes I & 1T de R, paracnemis podemos ob-

servar semelhangas antigenicas entre elas, mostrando que apesar
de diferengas nas propriedades funcionais egsas hemoglobinas se
comportam de maneira semelhante nos testes imunologicos. A identi

-

dade entre os componentes T e II de B. paracnemis e a diferenca

entre os componentes L e IT da IIT e IV de P. carvalhoi sac resul

tados que podem ser comparados; com aqueles obtidos com hemoglobi-

na de Xenmopus laevis, componentes FE e I',. Estes componentes fo-

-}

vam também comparados antigenicamente, mostrando gue ambas dgorgi
cac cruzada quando testadas com o sore hiper-imune (MACLEAN &
JURD, 1971).

O soro de coelho anti-FEh IT1T de P. carvalhoi mostrou, por
testes de imunodifusao, reacoes com os 4 diferentes componentes do

mesmo animal {comporentes T, TI, T1f e 1V) e nac foi capaz de rea~

gir com as hemosliobinas de B. paracnemis. Quando comparados com
¢s resultados da reagaoc do sorvro antri-Hb IT de B. paracnemis, com

os resultados des componentes de P. carvalhol notamos que 6s compo
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nentes ITT e IV sao antigenicamente pouco semzlhante as hemoglobinas de
B. paracnemis e os componentes T e TT sao diferentes. Por outro lado, compo-
nentes I e Il reagem com soro anti-Hb TIT mostrando reagao de identidade total,
Esses resultados nos sugereﬁ que os 4 componentes de P. carvalhoi possuem uma
estrutura antigenica diferente das hemoglohinas de anfibios terrestres  sendo
que os componentes 11T e TV mais se assemelham com estas, sugerindo serem es-—

- - - o N - -
sas hemoglobinas as mais evoluidas e o componente 11 de P, carvalhoi o menos

e - - - o~ - -
evoluido pois ¢ ele que d3 uma bequena veagao com soro anti-Hbh TIT de P, car-

valhoi.

Hos testes de imunodifusic o sore anti-¥h TTT de P. carvallioi nao
reconheceu as hemoglobinas de P. pipae o que nos poe em diivida se essas  hemo-
globinas diferem demasiado da de P. carvalhoi ou se o sore, que possui um titu
lo multo pequeno, se conserva muito especifico. A segunda hipotese parece-nos

a mais viavel pois esse soro reagiu apenas com os quatrc diferentes componen—

tes de P. carvalhei, mostrando-se incapaz de reconhecer qualquer outra hemo-—

globina e peleo fato de hemoglobina de P, carvalhoi e de P, pipas serem reconhe

cidas pelo sorc anti~Hb IT de B, paracnemis sugerindo haver entre elas alguma

semelhanga. fsse mesmo resultado de $5 reconhecer o antigeno homologo fol tam

bem observado com soro de coelho anti-hemolisade de eritrocitos de P.carvalhoi
que 80 reagiu com o mesmo hemolisado. Fsses fatos parece-nos mostrar que os so
rog obtides anti-Hb de P, carvalhoil sempre foram muito especificos avesar do
lengo tempo de imunizacao em todes os casos.

N

Os mesmos testes de imunodifusac em meio semi~solido foi utilizado

Ty

para se evidenciar ¢ tipo de reacao que ocerre quande duas distintas hemoplobi




75

nas sao testadas com um mesmo soro. Nesse tipo de reacac podemos ohservar, pe-
la linha de precipitacgao, se os antigenos utilizados sao totalmente identicos,
isto @, se ambos possuem exatamente os mesmos sitios antigenicos, ou se esses
antigenos diferem encre si,:em alguns sitios, Fssas reacoes denominadas tes—
tes de identidade mostraram com o sore anti Hb IT de P. paracnemis, que identi
dade total existe apenas entre o antigeno homdlogo e hemoglobina de Bufo mari-
nus (oriundes da regiac amazonica) e entre componentes TIT e IV de P,carvalhoi.
Essa identidade total significa que duas hemoglobinas possuem geralmente 08

< . .-~ . . PR
mesmes sitios antigenicos. TIdentidade parcial foi observada entre o componen—

IT de B. paracnemis e hemoglohinas de L, labyrinthicus, R. catesbeiana {adul-
to}, P, carvalhoi e componente T de B. paracnemis, mostrando que essas hemoglo
binas possuem alguns sitios antigénicos comuns, porem outros desses sitios <&
existem em Hb II de B, paracnemis.

Esse mesmo tipo de reagao, porém usando o sors anti-Hb

ITT de P. carvalhoi podemos observar identidade total entre os com

penertes [ e IT de P. carvalhoi e identidade parcial entre os com

ponentes I e ITT & entre os componentes IT e TIT de P. carvalhei,
Essa identidade mostras que tanto no componante I como no coemponen

te T1 existe determinantes antigenicos comuns ao componente TIT,

- . ) . o~ -
porem alguns sitios que eXlstem no comnonente TII nac sao comuns
nes compeonentes T e TI.

< labvrinthicus e de R. catesheiana

Az hemoglobinas de

P
i

reagem fortemente com ¢ soro anti-Hb TT de B. paracnemis, mostran

- - ’ -~ - -
do que multos sitios sac comuns pavya o componente ITL e L,labvrin-



ciagao ou contaminagao, a presenca de duas Jinhas de precipitagao

mostra a existencia de duas substancias antigenicamente diferen-—

teg,
Nos testes de imunodifusao ¢ soro anti-Hb ITT de P.car~
alhol nao receonheceu as hemoglobinas de P. pipae o que nos poe

em duvida se essas hemoglobinas diferem demasiade da de P. carva-—

. . bl . .
ol ou se o 50r¢, que possur um tifulo muito pequenc, s Cconser-—

va muito especifico. A segunda hipdtese parece-nos a mais viivel
POls @sse SOT0 reagiu apenas com o0s quatro diferentes componentes
de P. carvalheoi, mostrandc-se incapaz de reconhecer qualquer ou-
tra hemeglobina e pelo fate de hemopglobina de P, carvalhoi e de

P. pipae serem reconhecidas pelo soro anti-Hb 11 de B. paracnemis

sugerindo haver entre elas alpuma semelbanca, IPFsse mesmo resulta
= . - v - : -
de de so reconhecer o antigenc homologo fol também observado com

sovo de coelho anti-hemolisado de eritrdcitos de P. carvalhoi que

so reagiu com o mesmo hemolisado, ©FEsses fatos parece-nos mostrar

que o5 soros obtidos anti-HUb de P. carvalhoi sempre foram muito
P N . . o

especiticos apesar do leongo tempo de imunizacac em todos os ca-

505 .,

Us mesmos testes de imunodifusao em meio semi-solido foi

utiliz

ja]

do para se evidenciar o tipo de reagac que ocorre quando
duas distintas hemoglobinas sao festadas com um mesmo sore. Nesse
tipo de reagao podemos observar, pela linha de precipitagao se

s

- - - - I3 -~ - - -
os antigenos utilizados sao totalmente identicos, isto g, se am-—
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D0s possuem exatamente os mesmos determinantes antigeénicos, cu se
r - K] - >

csses antigenos diferem entre si, em galguns sitios., Essas rea-—

coes denominadas testes de identidade moestraram com © soro anti-

b II de B. paracnemis, que identidade total existe apenas entre

o antigeno homologo e hemoglobina de Bufo marinus (oriundos da re

giac amazonica) e entre componentes [JT e IV de P. carvalhoi. FEs
sa identidade total significa que duas hemoglobinas possuem exata

mente os mesmos sitios antigenicos, Tdentidade parcial foi obser

vada entre o componente IT de B. paracnemis e hemoglobinas de

L. labyrinthicus, R, catesbelana, (adulte), P. carvalhoi componen

te I de B. paracnemis, mostrando que essas hemoglobinas possuen
- - . . . r . —
alguns sitios antigenicos comuns, porem oubtros desses sitics S0

existem em Hb IT de B. paracnemis.

Egsse mesmo tipo de reaggo, porém usando o soro anti-Hb
11T de P, carvalhoi podemos observar identidade total entre os com
penentes T e II de P, carvalhoi e nac identidade entre os compo-
nentes I e 111 e entre os componantes 1 o ITY1 de P Egrvalhqi. A
nao identidade mostra que em ambos existem determinantes antig@ni
cos nao comuns, isto &, alguns sitios existem no componente ITT
que nac S4c comuns nes componentes T e IT e alguns sitios existeg

tes nos componentes I e 1T nao gparecem noe componente ITIT.

As hemoglobinas de L. Labyrinthicus e de R, catesbeiana

reagem fortemente com o sorc anti-Hb TT de B. paracnemis, mostran

p , - N -~ [ .
do gue muitos sitics sao comuns Fara o componente IT e L.labyvrin-
= —— e N ——
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el

thicus bem como para componente Il e Rana catesbeiana, porem exis

b 13 - -
tem sitlos comuns para cemponente Il que naoc szo encontrados em

hemoglobinas de L, labyrinthicus ou de R. catesbelana. 0 Bufo ma-

rinus e o Bufo paracnemis utilizade para a obtengac do soro,pare-

ce-nos serem identicos quer em numero de determinantes quer na e-
. Eond - L 3 - - - el -
xistencia de sitios diferentes. Ja com relagao as hemoglobinas

de Pipa carvalhoi pedemos observar que tanto componente I como

componente 11 diferem de componente 1171. FEsase fato ia havia sido

)
descrito pois componentes L e IT nao reagem com s0ro anti-Hbh 11 de

Pufo paracnemis enguanto gue o componente 1717 reape.
i ¥ i i !

Para completar nossos estudoe de di erencas antigenicasg

das hemoglobinas de anfibios, fizemos testes de imuncdifusac ra-

LN
e
-

dial simples em meio semi-sGlide (MANCINT ot alii, 1964 o 196

PR - . . .
tiiizando como antigenos hemoglobinas de Bufo paracnemis {compo -~

nentes I e TI) de Rana catesbeilana. de Leptodactviusg labvyrinthi-
* 3 i N,

cus, de Pipa carvalhoi (hemolisado de eritrocitos e componente ITT)

de Hufo marinus e de Pipa pipae. Os resultados desses experimen-—
tos possibilitou avaliar quantitativamente o grau de semelhanca

antigenica dessas hemoglobinas. Assim, hemoglobinas de Bufo ma-

rinus mostrou que possui 827 de sitios antigenicos capazes de se-

rem reconhecidos pelo soro anti~Ub TT de Bufo paracnemis. Esse

grau de semelhanca bastante elevado & compativel com os resulta-
dog de imunodifusaoc dupla em que essas duas hemoglobinas apresen-—

taram identidade total. Ne componrente I de Bufo paracnemis, tam-




bém foi evidenciade a existoncia de £27 de semelhanga com o compo
nente I, mostrando que apesar de terem essas hemoglobinas Dro-
priedades funcionais diferentes, as propriedades antigénicas szao

bastante semelhantes pois sao hemoglobinas da mesma espécie., Hemo

globinas de Rana catesbeiana e de Leptodactylus labyrinthicus mos

Iraram que se assemelham ao componente Il de Bufo paracnemis 2
73%7 e a de Pipa carvalhoi em 637,

Esses resultados podem ser discutides em termos de efi-

ciencia de metodo em distinguir hemoglobinas de dois animais do
- a TR e s

mesmo genero {Bufo) em 18% de seus sitios antlgenicos ou

moestrar que em hemoglobinas de animaie de m ordem (Diplasio

coela) ambos diferem do Rufo paracnemis 0%, As semelhancas

em zpenas 637 e 547 mostradas pelas hemoplobinas de Pipa carvalhoi

e Pipa pipae respectivamente, podem perfeitamente serem analisa

das como diferencas moleculares associadas aoc condicionamente ao

meio ambiente pois sao essas hemoglobinag, de animais zquaticos,

]

as que mais se diferenciam das hemoglobinas de animais terrestres

dentro das amostiras Por nos estudadasz e dentro do metodo emprepga-
do .

Anzlisande ainda esses resultados podemos observar, por
outro lado gue as hemoglobinas dos anuros de "habitat"” terrestre,
uardam entre 81, uma maior homogeneidade na estrutura molecular
pois animais de diferentes familias, (Ranidae o Leptodactylidae),

guardam mesma diferenga antigénice quando testadas com o mesmo an
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tissore, isto &, mostram que tanto hemoglobina de R. catesbeiana

como hemoglobina de L. labyrinthicus possuem cerca de 707 dos an—

[y

tigenos de Hb IT1 de B, paracnemis enquanto que nos aguaticos ani-

. - - , . - + - -~ . Ead
mals de mesma familia (Pipidae) a diferencga antigenica em relacao

a Hb II de B. paracnemis e diferente para P. carvalhoi e P.pipae,

isto &, P. carvalhoi possui 637 dos sTtios antigenicos de Hb 1T

de B. paracrnemis enquanto que P, pipae apresenta apenas 547,
Uutros experimentoes feitos com finalidade de guantifi-~

car as reacgoes de imunoprecipitacac foram testes de precipitacao

em meio 1iguido (HEIDELBERGER & RENDALL, 1935) que nos possibili-

“ m - k) o, - F | -
tou avaiiar o0 numeéro de sgitias antigenicos de cada molecu

la estudada na regiao de excesso de anticorpos. Nessas condicoes,
todos os sitios antigénicos estao ocupados e a relacao molar AcfAg
fernece uma estimativa do numero minimo de determinantes antigeni
cos da molécula. FEsse nimero corresponde A metade do nimero de
sitios antigénicos guande assumimos a bivalencia do anticorpo. Es

ses dados de numeroc de sitios antigénices mostraram que Hb II de

£ L

B. paracnemis possul 24 sitios endguanto que hemoslobina de R.ca-
o & ! q 24

tesbeiana possui 16 e a de P, carvalhoi 8, isto e, o soroc anti-il

Il de B. paracnemis reconheceu 24 sitios ne antigeno homologo e
L - 4 .
16 e B nos cutvos antigenos estudados. Fsses resultados nos per-

mite admitir gque as hemoglobinas de R. catesheiana nossuem 637 de

oy

sua estrutura antigenica semelhante a de Hb I de B.naracnemis en

gquante gue & de Y. carvalhoi sge
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e - . + » -
gens estaoc bastante compativeis com os dados de diferenciacao an-

tigenica obtidos nos testes de imunodifusio radial em relacao a
hemoglobina de R, catesheiana. Porem para as hemoglobinas de

P. carvalhoi esses dados diferem bastante mostrando que pelo tesg-—
- - x - - -« + .
te de imunoprecipitacao em meio liquido as hemoglobinas de P.car-

valhoi se diferem mais da Hb II de B, paracnemis do que quando

testadas por Imunodifusaoc radial.
Segundo descrito por KABAT (1961), o numero de sitios

antigenicos mostrade por uma meléecula quando testada com seu anti,

SoT0 = proporcional ao peso melecular da molecula. ¢ ndme
. - » P - - - " — -
ro de sit1os antigenicos de uma moléculia de 65,000 - 70.0004 ¢ 172

segundo este autor, e que esse numero tende a aumentar guando 0

processo de imunizagao ¢ longo, o que condiciona uma menor especi

ficidade do soro, Assim sendo, nosscs vesultados com soro de carnelro an;l

Hb IX de B. paracnemis demonstram que este soro atingiu baixa eg=~

fi s

- a &l - - - - . - o~ -
pecificidade analisando-se pelec provavel numero de sitios antigeni

ces apresentado pelo antigenoc homblogo.

Analisande os resultados obtidos pelo teste de imunopre

a - - - 3 - - » »
cipitacac em meioc licuido e observando o grafice de anticorpo pre

3 )

s - - - .
cipitade contra antigeno adicionado, um fato nos chamou a aten-
¢ao. O pico de maior precipitagac de anticorpo tanto com Hh 11
de B, paracnemis como com a hemoglobina de P. carvalhoi ocorre quan

5 - - -
do ha mesma concentracaoc de antigenc, ao passc gue com a hemoglo-

iy

bina de R. catesbeiana esse pico observado quando a concentra-
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¢zo de antigeno & bem maior.
O deslocamento do pico de maximo de precipitacao ohser-

vado na hemoglobine de Rana catesheiana nos faz suspelitar ser a

reagac dos anticorpos com esse antigeno uma reagao de baixa afini

dade, isto e, os anticorpos mostram pouca afinidade para reapgir

com essa hemoglobina, so o fazendo quando se aumenta = concentra-

-~ il N A M P
cac do reapente (antigeno) , Sendo assim, podemos salientar que

. " . -« - - -~ a >
essa hemoglobina possui cerca de 707 de sitios antilgenicos reati-—

Ves com esse sorc e a baixa afinidade do soro pode, entac, ser
analisada como consequencia de uma mpmenaor exposigao dos determinan

-

tes. Em cutras palavras, esses dados sugerem que as hemoglobinas

1
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de Rana ca iand possuem sitigs antigenlcos pouco reativos de-

ek
O
e
sy

P a4 ~ - « - g B
vido sua “tzagac na superficie da molécula nao Ser muito proe

minente. Esse deslocamento do pico maximo de precipitacao, tam-

bém pode ser analisado como devido a existincia de um ou mais com

pooentes nas hemoglobinas de Rana cateshbeiana que nao sejam recom

nhecidos pelo soro utilizado e para se obter ¢ maximo de reagao
seria necessario aumentar a concentragao do reagente (antigeno) a
té se conseguir a concentragao Gtima dos componentes realmente
reafilvog.

Neste sentido, o critério por nos adotado, de metodos

imunoquimicoes, para avaliagac de diversidade estrutural entre he-

1

- ' o s
meprotelinas de diferentog gspecies d

kg

o
s}
et
faul
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bics de condicoes ecold

avaliacac da evgo-~

.
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o
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O
m

gicas diversas, apresentou-~se como  um

e
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lugao desta molécula que sofre adaptagoes ambientais.
Tal criterio, utilizado anteriormente por REICHLIN(1978),
para classificacaoc de peixes comuns da Amazonia, nos leva a suge-

rir que a nao identidade entre Hb I1 de B. paracnemis e hemoglobi

nas de formas larvais e aquaticas, girinos de H. geographica e

de R. catesbeiana, Hb T e Hb IT de P. carvalhei (adulto), demoni

Cram que nestes animais existem especies moleculares de hemoglobi
na que divergem das hemoglobinas dos anfibios terrestres com maior
grau de evolucao. Assim sendo, nos anfibios aquaticos, gue pos-—
suem propriedades funcionais caracteristicas tais como alta afini
dade pelo ligante oxigenio, presenca de efeito Bohr latente, esta
bilidade a agentes desnaturantes, tais hemoglobinas seriam estru-
turaimente e antigenicamente diversas das hemoglobinas dos anfi-

bies terrestres com prepriedades funcionais distintas,
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RESUMO

Propriedades funcionais de hemoglobinase de anfibios de
1 . L . . PP & h] 5
habitats"” terrestres e aquaticos foram estudadas a fim de corre-—
laciona~las com propriedades anti

- . - -
genicas destas protainas. Pode-—

se observar que as hemoglobinas dos anuros terrestres Bufo parac-

nemis, Bufo marinus, Rana catesbelana e Leptodactylus labyrinthi-

C4s poessuem menor afinidade pelo oxipenic cue as dos anuros agqua-

ticos estudados Pipa carvalhoi, Pipa pipae, girino de Rana ca-
tesbeiana e girino de Hyla geographica, Também foi observado que

hemoglobinas de anuros aquaticos nao apresentam efeito Bohr quan-
do i1szentas de cofatores, porém, na presenca de ATP esse efeito
torna-se evidente., JA nos anuros Cerrestres, o efeito dos poli-
fosfatos, na maioria dos casos foi desprezivel,

Imune~soros foram obtidos em coelho e em carneiro
apos prelongado periodo de imunizacac com os compenentes mais re-—

presentativos dag hemoglohinas de Pipa carvalhoi e de Bufo parac-

nemis. Os resuitadés dasg raagges ant?geno~anticorpo, em diferen-
tes condigoes, mostraram uma grande semelhanca antipgenica entre
as hemoglobinas de anuros de "habitrat” Lerrestre em contraste com
a dos aguaticos que apresentaram maiores diferencas antigenicas

Lanto entre =1 como em relacac a dos tevrestres, Assim, observa-

mos identidade total entre hemoglobinas de RBufo paracnemis e Bufo

marinus, identidade parcial entre hemoglobinas de 1. paracnemis




e de Rana catesbeiana, de Lentodactilus labirinthicus e de Pipa

carvalhol com o sore anti-hemoglobina IT (Bufo paracnemis) e nio

detectamos identidade entre hemeglobina de Bufo paracnemis e hemo

glebinas das formas larvais de Hvla pecgraphica, Rana catesbeiana

e hemoglobina I e TI de Pipa carvalhoi. Por outrro lado, com soro

de Pipa carvalhoil observamos identidade rotal entre 0s  componen—

tes I e I e identidade parcial entre os componentes II e ITI  ou
I e ITI deste anurc. Uma avaliacao da semelhanca antigenica fei-

ta por imunodifusao radial simples e por imunoprecipitacac em meio

4 - - 0 - - * 3
liquido sugeriu uma possivel escala evolutiva dessas hemoglobinas.
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SUMMARY

Functional properties of hemoglobins of terrestrial and
aquatic amphibia were studied in order ro stablish relationship
with their antigenic properties. Tt was possible to show that the

hemoglobins of the terrestrial anura 3. paracnemis and R. catesg-—

beiana present less oxygen afinity than the hemoglobing of aguatic

anura P. carvalhoi and P. pipae,

It was also observed that the stripped Themoglobins of
aquatic anura do not show Bohr effact. However, in the presence
of ATP, the Bohr effect becomes evident, In the terrestrial anura
on the other hand, the poli-phosphates effects were, in many cases,
so small that can be neglected,

Antisera were obtained in rabbits and in sheep, after a
long period of immunization with the more representative hemoglo-

bins of P. carvalhoi and of B, paracnemis. The results of antigen-

antibody reaction, under different conditions, show antigenic
similarity among hemoglabins,of terrestyrial anura.

It was also found that hemoglobins of aquatic anura have
antigenicity differences both, amonpg themselves and when compared

with the hemogiobins of terrestrial anura, Then it was obzserved

a total identity bhetween hemegliobin of B. paracnemis and of

B. marisus, partial identity between hemoglobins of B. paracnemis
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and R. catesbeiana, B. paracnemis and L. labyrinthicus and L. la-

byrinthicus with the anti-Hb IT of B, paracnemis serum. Tt was

w

not found identity between B, paracnemis and larval form of Hyla

eographica, Rana catesheiana hemoelobins, However it was ohserved
# )

a total identity between the components I and TT of P. carvalhoi

hemogliobins and a partial identity between the components T and
IT1 or T and III of the game anura.

A evaluation of the antigenic similarity, both by simple
radial immunodiffusion, and by immunoprecipitation suggest that

an evolutive degree of the hemoglobin seems to be pessible.,
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