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ATP ~Adenosina~5"=-trifosfato
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G~-6~PDH wGLicosa~6~fosfatq dagidroganase
GIP ~Guanosina-5"-trifosfato
TP ~Inositol hexafosfato
LDH ~Lactato desidrogénase
NADP ~Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
NADPH ~Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
reduzido
NTP —ﬁuéleosidao trifosfato

Tris~HC1 ~Tris(hidroximetil)-aminometano~HC1



1. INTRODUCGAQ

Hemoglobina e a proteina Presente nos eritrocitos de
vertebrados que funciona como carregador de oxigenio dos pulmoes
para os tecidos. A reagao desta hemeproteina respiratdria com

o oxigénio & reversivel e se passa atraves de sequ grupo prosteti-
o, a proto-porfirina IX (KEILIN et al, 1951).

| Em invertebrados a localizacao da hemoglobina nao estz
limitada a célula especifica como o eritrécitos encontrando-se em
outros tecidos como nas celulas de parede traqueal, em larvas de

Gastrophylus, nas celulas musculares em moluscos marinhos como em

Aplysia, sendo chamadas eritrocruorina ou hemoglobina de inver-
tebrados (KEILIN et al, 1951). Sua importancia funcional & indas;
critivel, wvisto gue, somente poucos animais podem transportar oxi-
genio em quantidade suficiente em solugao’na ausencia desse pig-
mento. No homem, por exemplo, o plasma tem capacidade de dissolver
somente 0,3 volZ% de oxigenio, guantidade muito aquem daquela que
0 sangue arterial transporta, cerca de 987 do oxigenio sanguineo
e pois transportado combinado com a hemoglpbina. Além disto os pig
mentos do sangue funcionam tambem como tampoes no transporte de
CO2 e participam na manutencao da pressao osmotica do sangue.

Do ponto de vista estrutural a hemoglobina & uma protei=-

na conjugada com peso molecular 64500 daltons, constituida de uma



parte proteica, a globina, e um grupo prostetico, o heme. Sua es-
trutura tridimensional foi estudada por cristalografia em Raio X.
Cada molecula possui dois pares de sub-unidades identicas: as ca-
deias o e as cadeias B (CULLIS et al, 1962). A estrutura de cada
sub-unidade & semelhante a da proteina respiratoria monomérica, mi
oglobina (KENDREW et al, 1960).

As cadeias polipeptidicas da hemoglobina diferem eﬁtre
si pela natureza dos aminoicidos Presentes ¢ suas posicoes especi-—
ficas. As quétro sub-unidades estao arranjadas tetraedricamente e
sao estruturadas de tal maneira que o0s quatro grupos heme, sitios
de ligagao do oxigénio, estdo distantes entre si, encontrando-se
em cavidades separadas na superficie da molécula.

0 arranjo das quatro sub-unidades & diferente na forma
desoxigenada e oxigenada da hemoglobina tetrameérica (MUIRHEAD et
al, 1963a, 1963b). Assim na desoxihemcglobina parece nao haver ne-
nhum contacto entre as cadeias 8. Por outro lado, as cadeias sa0
mais fortemente unidas, sendo a maior parte por interagSes hidro-
fobicas. Existem provavelmente poucas pontes de hidrogénio que con
tribuem nestas ligacgoes,

Com relagao a estrutura quaternaria a hemoglobina & uma
proteina globular soluvel em que guase 807 de sua estrutura existe
em conformacgao a-helice. A maioria dos residuos de aminodcidos de
ambas as cadeias g e 3 fazem parte da helice, na qual os'aminogru~

pos dosg peptideos da estrutura principal sao ligados por pontes de
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hidrogenio a grupos carboxTlicos da espiral seguinte. Na hemoglobi
na humana, cadeia ¢ tem 141 aminocicidos e a cadeia B 146 aminoaci-
dos (HILL et al, 1962).

O heme consiste de um complexo de anel porfirinico com

- ++ . - -~ . and

um 1on Fe ocupando o centro, atraves da reagao com o wunitrogenio
dos quatro aneis pirrolicos. Cada grupo heme esta ligado a Srupos
imidazolicos de dois residuos de histidina. O ferro no estado fer
roso tem um numero de coordenagao igual a 6 (cada atomo de ferro
se liga com 6 pares de elétrons). Na molacula do heme duas das po-
sigoes de coordenacac. do ferro nioc estho ocupadas. Quando o heme
se encontra associado com a globina, um N-histidil, da . histidina
proximal do peptideo estd ligado a4 quinta posicac de coordenagao
deixando a sexta posigao livre para a coordenagao com o oxigénio,
agua ou outro ligante.

A cadeia polipeptidica dobra-se ao redor do grupo heme
protegendo~o. Um dos lados do grupo heme, o lado distal, esta aber
to para a combinagao reversivel com o oxigénio. Esta parte aberta
da molécula esta envolvida por grupos hidrofobicos, resultande um
ambiente microquimico de baixa constante dieletrica. Este fato ,

] . . +4 +4+ - - )
evita a oxidacgao do Fe para Fe e e responsavel pela proprieda
de da hemoglobina de ligar—-se reversivelmente com o oxiganio.

++ . s .

Normalmente quando o Fe se combina com o oxigenio, 's]

+ o+ ++4

- . + - ) .
Fe e oxidado a Fe e o Fe nao e capaz de ligar-se Teversi-

velmente com o oxigenio. Portanto o que caracteriza a hemoglobina
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nao & a sua habilidade de ligar o oxigenio mas sim ligar o oxige -
nio reversivelmeﬁte.

A propriedade funcional mais importante tanto da hemoglo
bina como da mioglobina ou seja, a combinagao reverszvel com  oxi-
génio, ocorre na razao de uma molecula de oxigénio para cada grupo
heme, de maneira que quatro molaculas de oxigénio se ligam por mo-
lecula de hemoglobina tetramerica, e uma de mioglobina.

A curva que se obtem quando se coloca num grafico a fra-
¢ao dos grupos hemes ligados ao oxigénio em funcao da pressiao par-
cial do oxigeénio & conhecida como curva de dissociagao da hemoglo-
bina, e tem um aspecto sigmoide. A preésao parcial de oxigenid ne-—
cessaria para produzir 50%Z de saturacgac da hémoglobina pelo oxi-
genio (PSO) e usada como uma medida de afinidade da proteina pelo

ligante, de modo que alta afinidade, corresponde a um pequeno va-

lor de PSO ¢ baixa afinidade a um grande valor de PSO’ e pode ser
representada por uma linha aproximadamente reta de acordo com o
grafico de Hill onde se registra o log ?/(1“?) em ordenadas e

log P02 em abcissas, onde.Y e a porcentagem de hemoglobina combina
da com o oxigeénioc. Da inclinag3o da reta resultante se obtom o coe
ficiente de Hill, L, que representa a interagao entre os diferen
tes sitios de ligagao da hemoglobina tetramerica, isto &, a intera
¢ao heme-heme. Esta interacao entre os_s{tios de ligagao significa
que a reatividade de um sitio com o ligante & afetada pela presen-—

» - . - x
ca de ligante em outro sitio na mesma molacula. Se os sitios fo-



rem da mesma natureza e ligarem o mesmo ligante ou mesmo tipo de
ligante, a interacao sera denominada homotropica; se os sitios li~
garem tipos diferentes de ligantes a interacao sera denominada he-
terotropica.

Na hemoglobina estao presentes ambos os tipos de intera-
goes; a interagdo homotropica sendo representada por interagao he-
me-heme e a heterotropica pelo éfeito Bohr, efeitec do digxido de
carbono, fosfatos organicos e outros Fons orginicos e inorganicos.

O efeito Bohr & um caso tipico de interacao heterotropi-
ca, envolvendo oxig€nioc e o proton H' ligado aos sitios., Este efei
to foi descrito inicialmente por BOHR et al, (1904)como sendo o e-
feito do dioxido de carbono sobre a curva de equilibrio da hemoglg
bina com o oxigenio. Logo, porem, CHRISTIANSEN et al, (1914) e HEN-
DERSON, (1920) descobriram que esse efeito era devido mais ao acido
carbonico que por seu carater acido doava um proton em vez do dig-
xido de carbono em si.

O efelto Bohr e conhecido atuaimente como o efeito do pH
do meio sobre a afinidade da hemoglobina pelo oxigenio. Portanto,
quando o dioxido de carbono esta presente no sangue ou nos tecidos
perifericos, a afinidade da hemoglobina pelo oxigenio & reduzida e
a curva de equilibrio se desloca para a direita: efeito Bohr nor-
mal ou alcalino. Em pH baixos, usualmente bem menor do que os 1li-
mites fisiologicos, o efeito Bohr pode ser reverso, isto e, aumen-

tar a afinidade com a diminuig¢io do pH.




A afinidade da hemoglobina pelo oxigénio em diferentes
pressoes parciais de CO2 e de grande importancia fisioldgica vis-
to que a proteina desempenha um duple papel in vivo: transporte de
02 € €0, entre o meio ambiente e os tecidos, Nos pulmdes onde a
pressac do oxigénio e alta (cerca de 100 mm de Hg) e pH tambem re-
lativamente alto, a hemoglobina tende a se saturay quase completa-
mente. Nos musculos contudo, onde a tensaoc de oxigénio & baixa
(carcé de 45 mm de Hg) e pH tambem baixo (devido a alta concentra-
gao de 802 formado pélo metabolismo celular) a hemoglobina desliga
o oxigénio que & captada pela mioglobina, proteina respiratdoria com
uma simples sub-unidade.

A grandeza do efeito Bohr e expressa pela variagao dos
valores de PﬁO por unidade de pH ou Alog PSO/APH e corresponde
ao numero de protons liberados por oxigenio ligado por heme.

Atraves de estudos estruturais da oxihemoglobina de ca-
valo (PERUTZ et al, 1968) da desoxihemoglobina humana (MUIRHEAD et
al, 197C) e de eavalo (BOLTON et al, 1970) foi possivel concluir
que 0s aminoacidos responsaveis pelo efeito Bohr alcalino eram
valina lo e histidina 1468, que na oxihemoglobina tem fraca inte-
ragao com outros grupos. O grupo amino da wvalina lg contribui
com 25%7 e o grupo imidazolico da histidina 1463 com 757 do efei-
to Bohx. Por outro lado, Riggs correlacionou a magnitude do efeito
Bohr com o numero de SH reativos disponiveis {(RICGS, 1959).

A identificagao dos grupos envolvidos no efeito Bohr al-



calino foi acompanhada pela combinacao dos estudos quimicos e cris
talegraficos.

O efeito Bohr tamnto alcalino como acido pode ser resul-

tado de interagao entre diversos aminoacidos (McMENAMY et al,
1964), mas as evidencias quimicas e cristalograficas sugerem que
estas interac¢oes naoc sdo tao importantes e Gque a maior parte do
efeito Bohr alcallno pode ser atribuida ao aminogrupc da valina

lo e ao imidazol da histidina 146B8. PERUTZ (1970), sugeriu que a
histidinag 1220 e KILMARTIN et al (1973) que interacgao de Ions clo-
retos contribuiriam tambeém para o efeito Bohr alcalino; ANTONINI et
al, (1965), ROSSI-BERNARDI et al, (1967), atraves de estudos ée
modificagoes quimicas da molécula sugeriram que possivelmente gru-
pos carboxiIlicos participavam em efeito .Bohr acido.
Outro tipo peculiar de interagao heterotropica envolve

a ligagao de fosfatos organicos a sitios especificos das hemoglo -
binas. Os fosfatos organicos (DPG, ATP, IHP) que estao normalmen-
te presentes mnos eritrocitos, tem um efeito pronunciado soObre a
curva de equilibrio da hemoglobina com oxigénio que @ deslacado
no sentido de diminuir a afinidade da mesma pelo ligante (BENESCH
et al, 1967; CHANUTIN et al, 1967). O aumento da resistsncia da
hemoglobina a oxigenacao em pxesenga.de fosfatos organicos, suge-
re fortemente a estabilizagao de conformag3o desoxi em presenca
desses anions. Isso explica tambem porque os fosfatos organicos

se ligam preferencialmente a hemoglobina na sua forma desoxige-



nada (MANWELL, 1960, 1964) .

BENESCH et al (1967, 1969) mostrarém que 2,3-DPG reduz a
afinidade da hemoglobina pelo oxigénio em solugao e esta Presente
nos eritrdcitos de mamiferos em concentragao suficientemente alta
para explicar o contrdle da afinidade da hemoglobina observado no
sangue total,

Em passaros, IHP & o fosfato organico intra~eritrocitico
mais importante (RAPOPORT el al, 1941) e sua ag3o & semelhante ao
2,3-DPG de mamiferos (BENESCH et al, 1969). Em c2lulas vermelhas
de certas classes de animais, repteis, o ATP B o nucleotideo mais
encontrade e pode funcionar da mesma maneira. No peixe, "bagre" e
no mamifero "lobo do mar" (RAPOPORT et al, 1941) descreveram além
de ATP um fosfato orginico nao identificado.

Dentro dos exitrocitos a hemogliobina est: num melormmeos
tatico: ;assim as propriedades respiratorias do sangue total derivanm
da propriedade intrinseca da hemoglobina e da maneira pela qual es
§a propriedade e modificada pelas condigoes f{sico*qufmicas dog e-
ritrocitos (pH, Presenga de ATP e demais Jons e moleculas), Usual
mente no hemolisado constata-se maior afinidade da hemoglobina pe~-
lo oxigenio do que aquela encontrada no sangue total.

Os sitios da molZeula onde o DPG se liga a de grande in-
teresse . Diversas consideragoes discutidas por BENESCH et g1
(1967) apontam uma cavidade central que corre atraves da molgculs

ao longo do eixo de simetria, sitio onde o fosfato organico



se encaixa. Os esteres de fosfatos carregados negativamente sao
fixados por interagles eletrostaticas aos tesiduos de aminoicidos
carregados positivamentes Yue estao presentes ﬁa cavidade.

Medidas de difragao ao raio X pelo grupo de Cambridge
(BbLTON et al, 1968; MUIRHEAD et al, 1967), mostraram que na oxi
hemoglobina, a cavidade & muita pequena para admitir a entrada de
fosfatos orgiamicos; na desoxihemoglobina ocorre uma mudancga con~
formacional que aumenta consideravelmente as dimensoes dessa cavi-
dade.

Evi&encias cristalograficas confirmanm a ligacao de
uma Unica moléeula por sitio e definem os residuos de amino3cidos
que participam na ligacdo. O daminogrupo da valina 18, o imidazol
das histidinas 2B e 1438 estdo envolvidos na interagao eletrosta-
tica com os grupos fosfatos enquanto que o aminogrupe da lisina
820 participa na ligacao com o grupo carboxIlico do fosfato orga-
nico (ARNONE, 1972).

Como o objetivo final & quase sempre a COmpreensao da
fisiologia humana, os experimentos com mamiferos sac os mais nume-
rosos. Assim @ dada muita atencgao para a hemoglobina de mamiferos;
consequentemente um grande numero de estudos estruturais e funcgio=-
nais revelaram muitos aspectos dos mecanismos envolvidos em sua
fungao (MANWELL, 1964). Esse tipo de investigaciao para hemoglobina
de outras especies, cujo conhecimento & muito fragmentado, tamben

e de grande interesse uma vez que pode levar ao conhecimento mais
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profundo de proteina em geral e de sua potencialidade, e pode nos
informar ainda sobre o mecanismo de contrSle que se tem desenvol-
vido para satisfazer as necessidades peculiares- de cada especie.

As hemoglobinas de répteis; e em particular de serpen-
tes, possivelmente nao diferem de modo fundamental tanto do ponto
de vista estrutural como funcional das de mamTferos. Contudo algu-
mas das caracteristicas existem que lhes sao peculiares para melhor
adaptacao a vida destes animais.

Geralmente as hemoglobinas de repteis, anfibios e peixes
tem muitos componentes quando comparadas com as de mamiferos (GRAT
ZER et al, 1960); este fato pode estar relacionado com a multipli=~
cidade funcional das hemoglobinas na sua adaptagao as condig¢oes am
bientais..Assim 0s animais poiquilotermos por exemplo, eétﬁo sujel
tos a grande variagao de temperatura, de pressao de bxiggnio, e a
velocidade metabolica varia consideravelmente no mesmo individuo;
as necessidades respiratorias desses vertebrados inferiores variam
num limite amplo, dando origem a muitas adaptacoes interessantes.

0 transporte de oxigenio em répteis & semelhante ao dos
mamiferos. O aumento de temperatura ou diminuicaoc de pH {(dentro
dos limites fisiologicos) leva a um decréscimo da afinidade pelo
oxigenio. A curva de equilibrio com oxigenio varia de um reptil Pa
ra outro e de uma espeécie para outra. As tartarugas marinhas sao
animais muito ativos e apresentam hemoglobinas com baixa afinidade

pelo oxigenio (McCUTCHEON, 1947; SULLIVAN, 1%966; SULLIVAN et al,
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1967b).Em serpentes aquaticas o grau de atividade muscular parece
tambem correlacionado com a afinidade da hemoglobina pelo oxige-
nio; guanto mais lenta a serpente, maior & esta afinidade (JOHAN-
SEN et al, 1972; SEYMOUR et al, 1975; SEYMOUR, 19765 .

| Desde que a oxigenagao dos tecidos & facilitada pelo de-
crescimo da afinidade da hemoglobina pelo oxigenio, espera-se que
quanto mais ativa a serpente, menor seja esta afinidade.

Nao se conhece nenhum outro grupoe de animais que sofra
mudanga tao brusca no pH sangulIneo e na distribuigao de Znions co-
MmO ocorre nos repteis, durante eventos fisieldogicos diarios (DES~
SAUER, 1970). A glicolise, que frequentemente fornece a maior par-
te da energia para processos vitais dos animais, contribui para a
alta concentracao de lactato no sangue.

Os repteis mergulhadores e os que vivem em tocas, fre-
quentemente estao expostos a falta de oxigenio por perfodos prolion
gados (ANDERSEN, 1976)., Assim os crocodilos, lagartos e ofidios es
tao usualmente aptos a sobreviver cerca de 45 minutos a 220¢C em
completa auséncia de oxigénio. A tolerfncia & maior ainda entre as
tartarugas. Do exposto pode—se notar grande preocupagao antre 05
pesquisadores por um estabelecimento mais definitiveo possivel de
como a hemoglobina funciona emn condigoes em que os suprimentos de
oxigenio sao escassos ou muito abundantes e quais sdo as mudancas
estruturais responsaveis por estas adaptagoes fisioldgicas. Acre-

ditamos gue entre os repteis ha real oportunidade de corroborar a-
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gueles estudos uma vez que eles estao mais sujeites a condigoes
adversas que os mamiferos, por exemplo.

A presente tese procura estabelecer algumas propriedades
estruturais e funcionais da hemoglobina de ofidios por razoes gue
rPassamos a relatar.

Diversos trabalhos recentes focalizam a atenggo.na corre
lagao entre metabolismo fisioldgico e o mode de vida dos repteis
(BENNETT , 1973; BENNETT et al, 1976), porem ainda continug virtual
mente sem informacao esta correlagao entre as serpentes.

Este grupo de reptil & particularmente interessante des—
de que dentre todos os vertebrados terrestres, as serpentes, pos-
sivelmente sofreram a mais intensa irradiacao adaptativa desde o
periodo terceario~médic, em contraste 3 extinggc‘ou estagnagao evo
lucionaria de outros répteis e pode ainda estar em processo adapta
tive (ROMER, 1966). Consequentemente cerca de 2700 especies de ser
pentés existem em uma grande varisdade de habitat: fossial, arbo-
real, terrestre e aquatico, e correspondentemente exibem variedade
muito grande de atividade muscular durante a predagao e defesa.

Dentre os repteis pertencentes a sub-ordem dos ofidios,
estudamos duas espécies de diferentes géneros, porém da mesma fa-

milia Colubridae: Helicops modestus e Liophis miliaris (Fig.l e

Fig.2).
-l - -
A analise comparativa entre essas duas especltes de ser-

pentes nos parece bastante interessante, pois, embora elas ocupen



Fig.1

Helicops modestus
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o mesmo habitat aquatico, a E. modestus apresenta—-se morfolodgica e
fisiologicamente mais adaptada & vida aquatica do que a especie

L. miliaris. A H. modestus se caracteriza por ser uma serpente me-

nos ativa, de habitat mais aquatico do que a L. miliaris.
Dentre as adaptacoes morfologicas, aquela que para nos &
de interesse mais imediato € a pulmonar (Fig.3 e Fig.4). O pulmao

da L. miliaris e bem mais complexo; sua parte anterior possui es-

trutura bastante elaborada, vascularizada contendo numerosos alveo
los e sua parte posterior & sacular. A H. modestus possui pulmao
moderadamente evalﬁido, regiao vascularizada contendo poucos alve-
olos em toda extensac. Endubitavelmenté a area rara a troca gasvsa
em Ef modestus e apenas uma fracao da L. miliaris.

Nestas dﬁas especies de ofidios estudamos algumas pro-—

pPriedades estruturais e funcionais de suas hemoglotinas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. MATERTAL.

Serpentes adultas das especies Helicops modestus Glnter

1861 e Liophis miliaris (Linnaeus, 1758) pertencentes a famllia

Colubridae foram coletadas em regices proximas a Jundiai-SP. To-
dos os experimentos foram efetuados com exemplares recéem captura-
dos a2 fim de evitar possiveis alteracGes metabolicas no sangue de
vido a vida em cativeiro. As serpentes da especie H. modestus pe-
savam aproximadamente 50g enquanto que as da espacie L. miliaris
tinham peso medio de 130g.

Para as preparacoes do hemolisado e extrato utilizou-se
a centrifuga Eppendorff 3200. As pesagens foram efetuadas princi-
palmente em balancas Metler, tipo SS ou Sartorius, tipo 2443. As
determinagoes potenciémétricas foram feitas em pH Meter HM-7A,TOA.
Para as determinagoes espectrofotométricas e colorimétricas em-
pregamos os espectrofotometros Beckman, mod@lo DU, espectrofotd -
metro Zeiss, modelo PMQ-II ou modelo DMR 21 e fotocolorimetro Zei
ss modelo PL-4. Para efetuar os cilculos utilizamos a calculadora
eletronica Sharp, mod&lo Compet 364P-TIL.

Os estudos experimentais de equilibrio de oxigenacao fo
ram efetuados em tonometro, conforme indica a Fig.5. Este consis-

te de um tubo de Thunberg modificado, provide de uma cela espec-
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t:ofotométrica de vidro pyrex com capacidade de 4 ml e caminho oti
co de 1L cm. Esta e soldada num trecipiente de vidro cuja capacidade
gasosa & de aproximadamente 250 ml.

Os demais equipamentos usédos foram fonte eléetrica Tho-
mas modelo 21, coletor de fragaes Buchler, lampada wultra vicleta
Mineralight UVSL-25,

Os principais reagentes empregados foram: amido hidroli—
sado Smithies Connaught Medical Research Laboratories, resina CM-
celulqse Sigma, resina DEAE-Sephadex A-50, Sephadex G~25-150 Sigma
e Sephadéx G~-100 Sigma, Dowex 1—X8(acatato“) Baker AnalysedReagent,
Dowex SOW*Xé(NH4+) Baker Analysed Reagent, Amberlite Resin IRC -
50(H7) BDH e IR-4B(0H ) BDH. |

As enzimas e os demais reagentes foram produtos PA de

procedencia Sigma, Mann, Merck, Baker ou equivalente.
2.2 METODOS
2.2.1, PREFARAQKO DOS HEMOLISADOS
Para preparar os hemolisados totais, os animais previa

mente heparinizados, foram sangrados via arco sistemico esquerdo

o material coletado com setringa heparinizada foi transferido para
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tubos de polietileno (Eppendorff) contendo 0,05 ml de heparina
(500 UI/ml) e solugao de NaCl 1,7%, EDTA 1mM pH 7,0. Evitou-se as-—
sim a coagulagao sanguinea e eventual polimerizagao da hemoglobina,

Apos a separagao daé hemzcias por centrifugacgcao a 13000
rpm por 2 minutos, as celulas foram lavadas 3 vezes com solugac de
 NaC1 1,72, EDTA ImM pH 7,0, na proporgio de uma parte de hemAcias
para tres partes de solugao.

A hemolise foi efetuada com uma solugao de EDTA ImM  pH
7,0 na razao de um volume de hamdcias para tres volumes da solucgao

Todas as operagoes foram realizadas a 49C.

2.2.2. PREPARAGAO DOS HEMOLISADOS ISENTOS DE TONS E

MOLECULAS PEQUENAS

As hemoglobinas “stripped', livres de fosfatos organicos ,
ions e outras moléculas pequenas foram obtidas por cromatografias
em colunag de execlusao molecular e de troca ionica (NOBLE et al,
1976}.

10 ml do hemolisado foram eluidos através de uma coluna
de filtraczo em gel, Séphadex G-25 (20xlem), previamente equili -

3 . - - .
M pH 7,0 e a seguir atraves de uma serie de

brada com EDTA 10
tres colunas de troca idnica constituidas pelas seguintes resinas:

Dowex 1—X8 (acetato_) (5%2cm) Dowex SOW*X4 (NHZ) (5z2¢cm) e uma mis
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ta Amberlite IRC-50(H ) e IR-4B(OH ) (20x2cm), tambem equilibradas
com a mesma solugao.
2.2.3, SEPARAGCAO ELETROFORETICA DOS COMPONENTES DAS HE-

MOGLOBINAS

O estudo do comportamento eletroforetico das hemoglobi-

nas foi realizado por eletroforese horizontal em gel de amido a
137, pH 8,55. A separacao em gel horizontal foi feita em camara,
segundo esquema de Smithies (1959) conm ligeiras modificacoes. 0

gel foi preparédo com o amido hidrolisado (POULIK et al, 1957; SMI
THIES,ji9593 e tampao contendo: tris (hﬁdroximetii) aminometano
30,4 mM, EDTA 1,2 mM, acido borico 4,4 mM, KCN 0,01%, pH 8,55, o
tampao dos eletrodos foi o tampao borato 0,36M pH 9,0.

As amostras foram preparadas dialisando-as durante 12
horas contra o tampao do gel. Imediatamente antes de sua aplicacao
as hemoglobinas foram convertidas em cianohemoglobinas mediante a
adicao de 0,01 ml de solugao de KCN 2,07,

A diferenga de potencial de campo elétrico usada foi de
6,4 volts/em, o gque resultou numa corrente de 14 mA por placa, du-
rante 6 horas.Essa tecnica foi efetuada a temperatura de aproxi-
madamente 49C para evitar o aquecimento do gel por efeito Joule,

Decorridas a2s 6 horas o gel foi cortado longitudinal em duas par-
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tes, Na primeira, individualisaram—-se as hemoglobinas pela sua ati
vidade peroxidasica, atraves da coloragao do gel com uma solugao
contende lg de benzidina, 75ml de metanol, 0,5ml de acido acatico
glacial, 0,1ml de peroxido de hidrogenio (13d volumes) e cerca de
10mg de nitroprussiato de sodio. Apos 20 minutos o gel foi lavado
com uma solugao contendo 50ml de eter, 25ml de metanol e 5ml de
peroxido de hidrogenio (130 volumes). A segunda metade foi corada

com negro de amido para detectar as proteinas.

2.2.4. SEPARAGAO DAS HEMOGLOBINAS POR CROMATOGRAFIA DE

TROCA IONICA

As hemoglobinas de serpente H. modestus foram separadas
por cromatografia em DEAE Sephadex (20xlcm) previamente ativada e
equilibrada com tampao tris-HC1l 0,054 pH 8,6 contendo EDTA I1mM. A
amostra a ser cromatografada fei dialisa&a 12 horas contra o mesmo
tampao, aplicando-se a coluna cerca de 1,5ml (20mg). A eluicao foi
feita uwtilizando-se tampao tris-HCIL 0,054 em gradiente de pH entre
8,6 e 8,0. A concentragao de proteina mnas fragoes eluidas foi de-
terminada por leitura da absorbancia em 405nm.

As hemoglobinas da espeécie L. miliaris foram fracionadas
por cromatografia em CM-celulose (19xlcm), previgmenﬁe ativada e

equilibrada com tampac fosfato 0,01lM pH 6,4 contendo EDTA 1mM. A



amostra a ser cromatografada foi dialisada 12 horas contra tampao
fosfato 0,01M pH 6,4 contendo 1mM de EDTA e os compbnentes foram
eluidos no mesmo tampao num sistema de gradiente de pH entre 6,4 e
8,0. A concentragao da hemoglobina no eluatoc foi determinada foto-—-

metricamente a 405nm.

2.2.5. EQUILIBRIO DAS HEMOGLOBINAS COM LIGANTE OXIGENIO

Para se estudar o equilibrio das hemoglobinas com o oxi-
genio empregou-se método espectrofotometrico (ANTONINT et al,1971)
Este método baseia-se nos seguilntes principios: o oxigenio se liga
somente ao grupo heme na proporcao de 1:1; nas satﬁragb’es interme-
diarias, as propriedades espectrais do heme livre corresponde a
dos derivados desoxigenados e as propriedades dos hemes ligados
com o oxigenio correspondem a da hemoglobina completamente satura-
dav

As curvas de equilibrio de oxigenacao da.heméglobina fo-
ram tragadas utilizando tonometro especialmente construido que se
revelou adequado para esse tipo de estudo. Por um conjunto de ori-
ficios o tonometro permite a passagem do nitroglnio gasoso atraves
da camara, arrastando todo o oxigeéenio de 2ml da solugao de oxihe-
moglobina contida no interior do mesmo. Assim se obteve a desoxihe

moglobina. - Apdos o equilibrio com a fase gasosa dutante 10 minutos
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em banho a 259C, as medidas de absorbincia da solugdo de hemoglo-
bina foram registradas por um espectrofotometro de varredura, en-—
tre os comprimentos de onda 500 e 600nm. O oxigenio foi entao in~‘
troduzido no sistema pela adicao de quantidadeés conhecidas de ar
na press;o atmosferica., Apds cada adigao, a solugdo foi equilibra-
da com a fase gasosa na tempefatura constante do banho. Entao tra-
gou—se o espéctro entre 500 e 600nm. Repetiu—-se o processo e se
obteve diversos pontos ao longo da curva de saturagao para cada
amostra (Fig.6).

A oxihemoglobina possui 2 picos de maxima absorcio: 541
e 576nm enquanto que a desoxihemoglobina apresenta apenas um pico
de maxima absorgio no comprimento de onda 555nm.

A hemoglobina totalmente saturada com oxigénio foi obti-
da mediante a passagem de uma corrente de ar atraves do tonometro
€ o espectro tra¢ado nas mesmas condicces anteriores. Os valores
das pressoes parciais foram calculados pelo processo de diluigiao,
levando-se em conta a presszo parcial do oxigenio da atmosfera lo-
cal de trabalho.

0 calculo da pressio parcial do oxigenio foi basecado 1na

equagao de Boyle-Mariotti:

P_o= e onde:
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P, representa pressao parcial de oxigénio no ar atmosfarico (156mnm
de Hg); Vl representa volume de ar injetado no tonometro e V2 re-
pPresenta volume gasoso do tonometro: coeficiente ronométrico.

Para cada especie de ofidio, o material estudado foi: he
molisado total, hemolisado "stripped"e hemolisado "stripped" con-
tendo ATP? em concentragaoc saturante.

Cada-exferimento foi realisado com 2ml de sclucio de he-
moglobina com concentragaoc aproximada dé 4.10—5M, em presenga de

tampao bis-tris-HC1 0,01M ou tris-HCl 0,0lM num intervale de pH

entre 5,0 e 9,0.

2.2.6., ESTIMATIVA DOS PARAMETROS Log P E COEFICIENTE

50
DE HILL
Para a obtencao dos valores de log ?50 e n a partir das
curvas experimentais de equilibrio da hemoglobina com oxigenio,

foi utilizada uma calculadora eletronica Sharp. Fol estabelecido
Uit pregrama para se calcular os valeres de log K a partir dos wva-
lores de 7 absorbancia entre as formas oxi e desoxihemoglobina
nos comprimentos de onda 540, 555 e 576nm. Para se obter os valo-
res de log PSO foi utilisado um programa de regressao linear, to=-
mando-se em ordenada os valores de log K(y) e em abeissa os va-

lores de log PO Sendo y = a + bx, quando v = 0, x representando

2"
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log Pey e igual a -a/b.
0 valor de n representa o coeficiente angular desta reta.
O0s dados de equilibrio (TABELA I e Fig.?).podem ser apre
sentados usando varios tipos de graficos que auxiliam a visualiza-
gao.

Em nosso caso utilizamos o grafico de Hill onde

log K = log £(log PO,)

50° isto & a.,

pressao parcial de oxigenio necessaria para produzixr 50% de satura

0 grafico (Fig.7) nos fornece o valor de P

¢ao dos sitios da hemoglobina com oxigeénio. E portanto uma medida
da afinidade da hemoglobina pelo oxigénio.

A inclinagao da reta nos da 6 coeficiente n (constante
de Hill) que representa o grau de interagao entre os sitios de 1i

ga¢ao na molecula de hemoglobina (WYMAN, 1948, 1964).
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2.2.7. ESTUDOS SOBRE EFEITC BOHR

0 metodo experimental para a medida do efeito Bohr en-
volve determinacao da afinidade da hemoglobina pelo ligante, ou se
ja, o valor de Po, em fungao do pH.

0 estudo da curva de equilibrio das hemoglobinas de ser-—
pentes com oxigenio foi feito em presenga de tampao bis~tris— HC1
0,01lM ou tris—HCLl 0,01M, num intervalo de pH 5,0 a §,0.

Este método nos formece tambom informagoes a respeito da
interagao heme-heme em funcgio do pH.

0 efeito heterotropico do ATP sBbre as hemcglobinas das
duas especies de serpentes foi estudado atraves das curvas de equi
librio éom oxigenio em presenca de ATP 1mM e num dos seguintes tam
poes: bis-tris-HC1 C,0LM para pH de 5,7 a 7,0 e tris-HC1l 0,01M pa-

ra pH de 7,0 a 8,8.

2.2.8. DOSAGEM DE HEMOGLOBINASNO SANCUE E HEMATOCRITO

0 conteldo total de hemoglobinas no sangue foi determina-
do espectrofotometricamente (ANTONINT et al, 1966), utilizando o
coeficiente de extincao milimolar do heme da oxihemoglobina humana,
no comprimento de onda 415nm, regiao do Soret.

0,1ml do sangue coletado via arco sistemieco esquerde foi
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convenientemente diluido e hemolisado em agua destilada e carbona-
to de sodio 0,1IM e a concentragao foi determinada atravas da lei-
tura de absobancia no comprimento_de onda 415nm, sendo os calculos
baseados no coeficiente de extingao milimolar da oxihemoglobina hu

mana no mesmo comprimento de onda (A 123).

415

Para a determinacao do hematderito ,sangue recentemente
coletado foi introduzido em tubo. capilar: theparinizado para mi-
crohematocrito "Pre-cal" cuja extremidade foi vedada com a massa
apropriada.e centrifugado a 16000 rpm por 5 minutos.

0 volume de celulas vermelhas sedimentadas foi expresso

em porcentagem por volume de sangue total.

2.2.9. DOSAGEM DE NTP E ACIDO LATICO NO SANGUE

0 nivel de NTP e lactato no sangue de offdios foi medido
em estado de repouso e depois de atividade forcada.

0 sangue foi colhido por pungao. cardiaca ou per corte na
extremidade da cauda e imediatamente desproteinizado. A desprotei-
nizagao (BUCHER et al, 1953) foi efetuado.com solugao de acidao
perclorico 6% (peso/vol) 1:1 (vol/vol) e centrifugado a 13000 rpm
por 2 minutos a 49C obtendo-se o sobrenadaﬁte I. O precipitado ge-
latinoso residual contendo quantidade variavel de NTP e Zacido la-

tico foi lavado por mais tres vezes com a mesma porgac de acido
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perclorico 6% obtendo-se os sobrenadantes II, IIT e IV os quais fo
ram reunidos e neutralizados com uma solucao de K2003 5M. Nessa so
lugdo ensaiou-se o NTP e o dcido 1itico.

ApSs a coleta do sangue dos animais em repouso, as ser-
pentes foram estimuladas mediante agressao mecanica. Seguindo unm
periodo inicial de alta atividade, apos 4-5 minutos elas responde-
ram moderadamente ao estimulo; ao setimo minuto de exercicio elas
Se encontraram completamente exaustas, nao mais responderam as
agressSes,contorcendo"se e enrolando a cauda e expelindo uma secre
gao.viscosa nauseante da cloaca. Apos um periodo de 8 minutos de

repouso, cortou-se a extremidade da cauda e sangrou-se, tratando-

$e¢ 0 sangue como descyito anteriormente para dosagem de NTP e lac-

tato.

2.2.9.1. DETERMINACAO DE NTP

Para a dosagem do NTP (LAMBRECHT et al, 1965)utilizou~se
a determinagao enzimitica pelo matodo espectrofotometrico que  se

» 3 . o -
baseia no seguinte principio:

hexogquinase
Glicose + NTP > Glicose-6-fosfato + NDP

+ o+
Mg

G-6~-PDH A +
Glicose-6-fosfato + NADP = =  f-Fosfoglucono-S&lactona +NADPH+H
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A concentragao de NTP no extrato foi determinada por conm
paraciao com uma curva padr%o.construida'previamente com concentra-
coes conhecidas.de ATP,

A mistura de reagao consistia de: tampao trietanolamina
40mM pH 7,5; NADP 0,364mM; cloreto de magnesio 7,0mM; extrato san-
guineo G-6—-PDH em excesso; glicose 40mM e hexoquinase em excesso
para um volume final de 1ml.

A reagdo se iniciou pela adicao de hexoquinase e regisg~
trou-se a absorb3ancia a 340nm durante 15 minutos a temperatura am-

biente (formacgao do NADPH) .

2.2.9.2. DETERMINACAO DE ACIDO LATICO

O acido latico foi determinado nes mesmos extratos uti-
lisados para a dosagem de NTP por metodo descrito por MARBACH et
al (1967) baseado na formagao de acido piruvico em presenca de de-
sidrogenase latica preparada de coracio de boi pelo metodo descri-
to por SCHWERT et al (1962),

0 principio da reagio a:
ny e + LDH . -
Acido piruvico + B-NADH + H ——= [(+) Zcido latico + E~NAD
~

A mistura de incubacao para 1 ml consistiu de tampazo



glicina~semicarbazida pH 9,5 175mM, extrato, desidrogenase 1latica
e NADT 0,3mM. A reagao foi iniciada pela adicao de NAD+, lendo-se
Assg apos 15 minutos 3 temperatura amhi?nte (formagao de NADH).

A concentragac de acido l3tico no extrato foi medido a-
través de comparacio com uma curva padraoc confececionada com concen

tragcoes conhecidas de lactato.

2.2.10. IDENTIFICAGCAO DOS NUCLEOTIDEOS POR CROMATOGRAFIA

Os nucleotideos foram identificados por cromatografia em
papél, pela técnica ascendente, unidirecional (CATALCQGO P.L.BIOCHE
MICALS, INC., 1973).

As amostras foram preparadas coletaﬁdo—se pPequenas por-
goes de sangue (E. modestus e L. miliaris) via arco sistemico esg-
querdo ou da extremidade da cauda em tubos contendo acido perchri
cc 67, as suspensoes foram agitadas vigorosamente e apos 10 minu-
tos de repousc a 49C foram centrifugados. Qg sobrenadantes neutra-
1izados.com K2C03 5M foram usados para a cromatografia. 0 papel
de filtro wutilizado foi © Wattman no® 1, sendo a linha de base tra
cada a 4ecm da.extremidade. Aplicou~se em paralelo 0,005 ml de cada
uma das solugoes padrdes de ATP e GTP ( concentracao IO“ZM } com o
auxilio de tubos capilares ( 0,7 a 1,0 mm de digmetfo ) e .aproxi

madamente 0,03 ml de cada wuma das solugoes das amostras pre-—
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paradas como descrito acima. 0 sistema de solvente utilizado foi
acido isobutirico/hidrdxido de amonio/Agua, 66/1/33, pH 3,7.

A cromatografia foi desenvolvida durante 16 horas a tem-—
peratura ambiente; as manchas corre3pondentes aos nucleotideos fo-
ram detectadas atraves da iluminagao com lampada ultra?ioleta, de

baixo comprimento de onda.

2.2.11. DETERMINAQEO DE PESO MOLECULAR POR CROMATOGA

FIA DE EXCLUSAQ MOLECULAR

0 peso molecular dashemoglobinasfoi determinada por cro-
matografia ae exclusao molecular. A amostra de péso molecular des-
conhecido foi aplicada a uma coluna de Sephadex G-100 ( 75 x 5cm)
previamente equilibrada com tampgo fosfato 0,1M pH 7,4 e eluida
com o mesmo tampac. A concentracgao de hemoglobina mo eluato foi de
terminada por absorbancia em 546nm.

Considerando as variaveis Vo, Ve e Vi, foil possivel. de -

texrminar o valor de KaV pela seguinte equagao:

Ve - Vo
KaV = vt - Vo
onde KaV = coeficiente de partigao entre fase liguida e gel; Vo =

volume morto, isto e, volume total eluido com uma substancia que
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e completamente excluida do gel; Ve = volume eluente, isto &, vo-~
lume de eluigao de cada uma-das fragoes cujos valores estao com-
preendidos entre Vo e Vt, Vt = volume tofal do leito do gel.
Conhecido o XaV de varias substincias de peéso molecular
j2 estabelecido, pode~se construir a curva de calibracio da coluna.
Para calibrar a coluna foram utilizadas as seguintes substancias:
mioglobina de cavalo (P.M. = 16000), dimero de hemoglobina humana
(P.M. = 32250), hemoglobina humana tetramerica (P.M. = 64500) e
hexogquinase de levedura (P.M. = 102000), cujos KaV foram 0,536,

0,420, 0,252 e 0,116 respectivamente.
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3. RESULTADOS

3.1 COMPORTAMENTO ELETROFORETICO DOS HEMOLISADOS TORATS EM

GEL DE AMIDO

Hemolisados totais dos eritrocitos de serpentes perten-—
centes as especies H. modestus e L. miliaris foram submetidos a
eletroforese em gel de amido a 13%, pH 8,55, em forma de cianohemo
globinas. Pela Fig.8 pode~se observar que os hemolisados de ambas
as espécies apresentaram tres componentes cada uma. De acBSrdo com
a mobilidade anodica decrescente foram designados como componente
HmI, HmII e HmIII os da especie H, modestus e LmI, LmII e LmIII os

da L. miliaris.

ORIGEM

Fig.8 Separacao eletroforética das hemoglobinas de

A=H, modestus e B= L., miliaris.
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3.2. SEPARAGAO DOS COMPONENTES DAS HEMOGLOBINAS DE H. modestus e

L. miliaris POR CROMATOGRAFIA

A cromatografia & um outro Processo de fracionamento e
caracterizacgao de hemoglobinas. 1,5ml de hemolisado total de eri-
trocitos da serpente H. modestus éontendo,de 15 a 20mg de hemoglo-
bina por ml foi cromatografado em resina anionica de DEAE-Sephadex
ASO' O hemolisado, previamente dialisado contra tampao tris-HC1
G,05M e EDTA 1mM pH 8,6 foi eluido com o mesmo tampao num sistema
de gradiente de pH. A Fig.9 mostra que o primeire pico representa
usualmente 607 e o segundg 407%Z do hemolisado total. O tltimo com-
ponente identificado por eletroforeée Tepresenta provavelmente uma
Pequena porcentagem do hemolisado total e e possivelmente eluidoe
junto com as porgoes finais do segundo pico, come sugere a Fig.9.

1,5ml de hemolisado total de L. miliaris contendo 15 a
20mg de hemoglobina por ml, dialisado contra o tampao fosfato 0,01M
e EDTA 1mM pH 6,4 foi cromaﬁografado em coluna de CM-celulcse re-
sultando no isolamento de tres componentes como mostra a Fig.10.

0 primeiro pico corresponde a 40%7 do hemolisado total, o
segundo e o terceiro equivalem a 20%Z e 40 respectivamente. A elu-
igczo foi efetuada com tampao fosfato 0,0IM e EDTA 1mM pH 6,4 en
sistema de gradiente de pH,

Durante os experimentos preliminares, tentamos separar

os diferentes componentes da hemoglobina de H. modestus atraves
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Fig.9 Cromatografia das hemoglobinas de H. modestus em colu-

na de DEAE-Sephadex ASO (20xlcm) num sistema de gra— .
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de uma coluna de CM~celulose e os de L. miliaris numa coluna de

DEAE Sephadex~A56 num sistema de gradiente de pH, como descrito a-
cima. Em nenhum dos casos, porem, houve separagao satisfatdria, ra
zao pela qual utilizamos duas resinas diferentes para individuali-
zar os diferentes componentes da hemoglobina das duas especies de

serpentes analizadas,.

3.3, PROPRIEDADES DE OXIGENAGCAC DAS HEMOGLOBINAS DAS SERPENTES

H, modestus e L, miliaris

O estudo do efeito Bohr mnas hemoglobinas de H. modestus
e L. miliaris foi realizado com hemolisado total, hemolisado "stri
pped” e hemolisado contendo concentragao saturante de ATP. Cs da-
dos de ligacaoc da hemoglobina com oxigenio foram representados gra
ficamente coloéando num sistema de coordenadas cartesiano os valo-
res de log Y/ (1-Y) em ordenada e log POZ em abocissa. Neste gréfi—

co, a afinidade pelo ligante e medido pelo valor de log P ou

507
seja, o logaritmo da pressac ou concentragao do ligante livre que

corresponde a metade da saturagao da hemogleobina (Y = 6,5, portan—-

to Y/(1-Y¥) = 1).

Como mostram a TABELA II e Fig.ll, no hemolisado "stri
pped" da especie L. miliaris a curva de saturacao da hemoglobina

1 » -~ - b - " -~ -
pelo oxlgenlo dependeu da concentraciao dos lons hidrogenio, enguan
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TABELA 11

Efeito Bohr e interagio heme-heme no hemolisado "stripped"
de L. miliaris e H. modestus em Presenca de tampao bis-tris-HC1

G,01lM ou tris-~HCI1 0,01M.

L. miliaris H. modestus

pH

log PSO n log PSO n
2,55 0,0953 1,62
6,00 0,0456 1,44
6,10 0,5060 1,34
6,70 0,3068 1,56
6,75 00,0418 1,66
7,00 0,0869 1,16
7,15 ~-0,0178 | 1,24
7,50 0,0084 1,18 -0,0463 0,98
8,05 -0,1204 0,98

8,40 -0,1804 1,01




L. miliaris
H. modestus
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Fig.1ll Efeito Bohr das hemoglobinas de H. modestus

e L. miliaris em presenga de tampao bis—tris-

HCY 0,01M ou tris-HC1 0,01M
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to que na hemoglobina de H. modestus o efeito Bohr foi proximo de
zero, sendo pois independente de pHs

Assim, a grandeza do efeito Bohr, que & expressa pelo va
lor de Alog PSO/APH foi -0,06 para H. modestus e -0,27 para L. mi-
liaris entre pH 7,0 e 8,0.

Em ambas as especies, o valor do coeficiente de Hill, n,
que indica o grau de interacao entre os sitios de ligagcao, wvariou
de 0;98 a 1,60 no intervalo de pH estudado (5,6 a 8,4) e tenderam
para o valor 1,0 eﬁ pH proximo a 8,0, indicando uma interagao heme

heme minima, ou mesmo ausente neste pH.

3.4 EFEITO DO ATP SOBRE A AFINIDADE DAS HEMOGLOBINAS DAS SERPEN-

TES PELO OXIGENIO

Quando o hemolisado “stripped" estava em presenca de ATP
em concentracao 1mﬁ, ou seja, 20 ATP/heme(mol/mol) & valor do efei
to Bohr das hemoglobinas de amhbas as'espécies estudadas tornou-—se
maior, isto e, 40,52 para H. modestus e -1,00 para L. miliaris con
forme se observa na Fig.ll. Ao mesmo tempo, os valeores de PSO se
revelaram mais zltos indicando um efeito alosterico negativo eleva
do. Em pH proximo a 6,8 esse efeito foi maximo em ambas as especi-

es estudadas. Como observamos na TABELA IT e IIT houve diferenca
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TABELA III

Efeito Bohr e interagdo heme-heme no hemolisado "stri-
pped" de L. miliaris e H. modestus em presenca de 1mM de ATP e

tampao bis—tris-HC1 0,0IM ou tris-HC1 0,01M.

L. miliaris H. modestus
pH log PSO _ n log PSO n
5,68 1,2283 1,35
6,10 1,1765 1,46
6,18 1,3310 1,69
6,60 | 1,1525 1,55
6,75 1,3661 1,97
7,20 ' 0,8742 1,79
7,50 0,9030 2,19
7,65 0,5997 1,67
7,95 0,4261 1,80
8,00 0,2219 1,20
§,15 0,3528 1,76
8,40 0,2671 1,66
8,80 -0,0980 1,02

&,90 0,0898 1,54
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consideravel entre o grau de interagao heme-heme nas hemoglobinas
de ambas as serpentes em Presenga e em ausencia do efetor alosta-
rico. Na especie L. miliaris, o grau de cooperatividade da ligagao

com o oxigenio aumentou em presenca de ATP e o pH Otimo para essa

interagao cooperativa foi proximo de 7,5 onde n = 2,19 (TABELAS I7I
e III), enquanto que na H. modestus o pH otimo foi 7,2, n = 1,79

(TABELAS II e III).

3.5 PROPRIEDADES DE OXIGENAGAQO DOS HEMOLISADOS TOTATIS DOS

ERITROCITGS

A curva do efeito Bohf no hemolisado total (TABELA IV
e Fig.11l) apresentou valores de PSO intermediarios entre os do
hemolisado "stripped" e hemolisadc contendo lmM c¢e ATP, tanto
para L. miliaris como para H. modestus,

Assim os valores encontrados para o efeito Bohr enﬁre
os mesmos limites de pH (7,0 e 8,0) foi -0,2 na H. modestus e

“0,5 na L. miliaris. Nao houve entretanto diferenga significa-

o]

tiva no grau de interacao heme-heme entre as hemoglobinas no he

molisado total e no hemolisado "stripped", em funcao do pH.



Efeito Bohr e interacio heme-heme no hemolisado total de
eritrocitos de L. miliaris e H.

bis-tris-HCL1 0,0IM ou tris-~HC] 0,01M.

TABELA 1V

modestus em presenga de tampao

....5*6_

L. miliaris

H. modestus

P E——

pH log PSO n log P5O n
5,40 0,4651 1,64
6,00 0,3990 1,08
6,40 0,5423 1,59 0,3676 1,62
6,60 0,6348 1,26
6,62 0,5643 1,29
7,05 0,0681 1,18
7,60 60,1248 1,19
7,78 0,1843 1,18
7,90 0,1601 1,19
8,20 -0,1446 1,43
8,50 -0,1817 0,9§
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3.6. EFEITO DA CONCENTRAGCAO DE ATP SOBRE A AFINIDADE DAS

HEMOGLOBINAS PELO OXIGENIO EM pH 6,38

Como observamos na Fig.l12, éuando ¢ hemolisado "strig
ped” de ambas as serpentes foi tratado por ATP 8H concentragGes
saturantes, a afinidade da hemoglobina pelo oxigenio diminuiu en
quante que o efeito Bohr aumentou, alem de alterar a interacao
heme-heme, julgada pelos valores de n. Para se estudar o afeito
da concentragac do ATP sdbre a alteracao da afinidade da hemoglo
bina pelo oxigenio foi escolhido o PH em que o efeitc alosterico
desse fosfato organico era mais pronunciado.

Tanto na especie H. modestus éomo na L. miliaris o es-
tudo da variacao da afinidade das hemoglobinas por diferentes
concentragoes de ATP foi feito em pH 6,8.

Conforme a TABELA V e Fig.l12, nos ofidios de amhas as
especies, a concentragao saturante de ATP foi em torno de 2,2
ATP/heme (mol/mol). Houve porem uma diferenga acentuada nos va-
lores de P50 entre as duas especies confirmando a menor afinida-
de das hemoglobinas de L. miliaris pelo oxigenio nessas condi -

coes.
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TABELA V
Efeito da concentragao de ATP sobre a afinidade da hemoglo-

bina de L. miliaris e H. modestus com oxigénio em presenca de tam

pao bis-tris—-HC1l 0,01M pH 6,8.

L. miliaris H. modestus
ATP/heme Psg(mm Hg) log PSO PSO(mm Hg) log PSO

0,18 3,32 0,5213
0,20 2,09 0,3293

0,21 | 4,94 0,6936
0,63 4,71 0,6732

1,63 13,48 1,1298

1,77 6,59 0,8188
2,98 7,80 06,8921
4,22 16,80 1,2252

4,51 10,64 1,0269
4,60 10,43 '1,0183
4,78 ' 8,598 0,9536
10,08 , 11,57 1,0638
10,44 1Q,60 1,0259
20,45 ' 12,59 1,1005
22,73 20,05 1,3026

25,34 19,70 11,2853
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Fig.12 Efeito da concentracio de ATP sobre P., mas hemoglobi-
nas de H. modestus e L. miliaris em presenc¢a de tampao

bis-tris-HC1l 0,01M pH 6,8



....50....

3.7. DETERMINAGAO DE HEMOGLOBINAS, HEMATOCRITO E NTP NO SANGUE

A concentragao de hemoglobinas no sangue das duas espe-
cies estudadas foram consideravelmente diferentes assim come o he
matocrito. A especie L. miliaris apresentou uma concentragio de
hemoglobina  6,74g/100ml de sangue e um hematocrito 24ml de hema-
cias/100ml de sangue.

A concentraégo de hemoglobina no sangue de H. modestus
foi 9,833/100ml de sangue e o hematocrito, 40ml de hemicias/100ml
de sangue.

A dosagem de NTP no sangue foi efetuada pelo método en-—
zimatico, indicando que tanto no estado. em repouso COmMO apos o
estimulo, nZdo houve alteragao consideravel nos niveis de nucleo-
tideos, mantendo—se nos limites de 2,65nM em L. miliaris e 2,84mM
em H. modestus, os quals correspondem a uma razao ATP/hemoglobina,

2,51/1 e 1,84/1 respectivamente.

3.8. DETERMINACAO DE LACTATO NO SANGUE

A determinacao da concentracao de lactato no sngue das

-

serpentes fol realizada tanto com o animal em repouso como apos
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a estimulacao até o esgotamento, isto e, periodo de atividade
forgada de 7 minutos seguido de 8 minutos de repouso.

A L. miliaris exibiu no estado de repouso uma concen-—

tracao que corresponde a 40,3mg de lactato/100ml de sangue, e
apos o estimulo, 228,4mg/100ml de sangue.

A H. modestus no estado de repouso nao apresentou lac~—
tato estimavel pelo método utilizado no sangue circulante, poremn,

apos o estimulo, o seu nivel passou a 147,0mg/100ml de sangue.

3.9, 'IDENTIFICAQKO DOS NTP POR CROMATOGRAFIA EM PAPEL

Para se -identificar os nucleotideos presenites no san-~
gue das serpentes utilizamos a fécnica de cromatografia em papel
de filtro Wattman n?® 1, num sistema ascendente, como descrito em
METODOS (2.2.10) . A Fig.13 mostra a presenca de apemas um nucleo
tideo, muito possivelmente o ATP, na especie L. miliaris, enquan
to que a H., modestus alem do ATP exibiu um outro nucleotideo, cu
jo Rf sugeriuv tratar~se provavelmente de GTP, de acordo com os

padroes cromatofrafados simultaneamente.



Fig.13
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3.10. DETERMINACAC DO PESO

destus e L. miliaris

CULAR

A determinacao do
efetuada a f£im de verificar

ou hemoglobinas dissociadas
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MOLECULAR DAS HEMOGLOBINAS DE H. mo-

POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO MOLE -

peso molecular das hemoglobinas foi
- . - . - ’
a possivel existencia de polimeros

no hemolisado total.

As hemoglobinas de H. modestus e L. miliaris, obtidas

como descrito na preparacao
unico volume de exelusao de

mostra a Fig.1l3. Os wvalores

do hemolisado total, apresentaram um
625 e 630ml respectivamente conforme

acima correspondem a KaV = 0,252,

tratando-se portanto de hemoglobinas homogeneas com pesc molecu-

lar 64500 daltons.
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Fig.1l3 <Cromatografia das hemoglobinas de H. modestus e L. mili;

aris em coluna de Sephadex G-100 (75x5cm).
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4. DISCUSSAO

Resultados de diferentes pesquisadores tem mostrado ca-—
da vez mais uma correlacao muito estreita entre multiplicidade de
componentes de hemoglobinas e as condigoes ambientais em que vi-
vem os animais. Em anffbios; peixes e répteis esta mulfiplicidade
¢ bem frequente quando comparada com mamiferos (GRATZER et al,
1960). Evidentemente este fenomeno deve conferir vantagem a esses
animais no sentido de melhor adaptacao as condigoes ambientais
dqs mesmos {BRUNORI et al, 1973).

Nossos estudos com hemoglobinas de H. modestus e L. mi-
liaris por tecnica de eletroforese e de cromatografia confirmam a
multiplicidade de hemoglobina em ambas as especies. Assim pelé
andlise sistematica de individuos das duas especies ficou afasta-
da possibilidade de polimorfismo das hemeproteinas uma vez que va
riagoes individuais do perfil eletroforético nao puderam ser ob-
servadas por esta tecnica. Deve-se notar que este fato & mais ou
menos raro entre animais selvagens, todavia nichos ecologicos re-
lativamente restritos como os dos ofidios em estudo, devem con-
tribuir para a aparente homogeneidade dos individuos destas espe-
cies com relag¢ao as hemoglobinas.

Como ficou estabelecido em "INTRODUCAQ" as duas serpen-



tes estudadas épresentam niveis de adaptagao dos mais interessan-
tes, tanto do ponto de vista anatomico como de atividade motora.
Assim H. modestus, a mais lenta entre elas, & muito mais adaptada
morfologicamente a vida aquatica que a L, miliaris, serpente de
movimentos rapidos e morfologia "generalizada" de serpente terrestre.
De inicic e possivel inferir que a L. miliaris necessi~-
ta de movimentos rapidos para sobreviver em ambiente para o qual
nao estd naturalmente adaptada. Do exposto tornou-se de muito in—
teresse o comportamento das hemoglobinas nas duas espeécies prin-—
cipalmente em relagao a sua capacidade de se combinar com oxiga-
nio. Nossos resultados levaram a valores de PSO para H. modestus

e L. miliaris respectivamente 1,19 e 3,31 mm de Hg em pE 7,0 de-

monstrando que hemoglobina de EL‘modestgs possui maior afinidade
pelo gas, visto que menores pressoes parciais de oxigenio levaram
a 50% de saturacao das hemoglobinas pelo mesmo. Evidentemente uma
maior capacidade para se combinar com o oxigenio & esperada na he
moglobina dessa especie conquanto ela passa muito tempo submersa
em meio relativamente pouco oxigenado.

Os valores de PSO refletem muito possivelmente os valo-
res reais, isto e, os das.hemoglobinas como elas se encontram no
sangue das serpentes. Contudo maiores informagoes sao necessarias
sobre as propriedades funcionais destas proteinas uma vez que nao
e s0 a disponibilidade de oxigenio do meio que determina sua fun-

gao. Alteragoes metabGlicas, por exemplo, condicionam modificagoes
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na sua afinidade pelo gas com consequéencias profundas na capacida
de de oxigenagao dos tecidos. Assim, quando as hemoglobinas foram
tratadas de modo a eliminar a maior parte possivel de substincias
que alteram sﬁa afinidade, como fosfatos organicos e outros ions,
0s valores de PSO para H. modestus passou para 1,0mm de Hg enquan
to que na L. miliaris o aumento de afinidade foi maior passando
de 3,31 para 1,4lmm de Hg em pHE 7,0. Nas condigoes acima & possi-
vel estudar individualmente o efeito de varios ligantes sobre o
equilibrio da reagao hemoglobina-oxigenio, sem interfersoncia de
outros efetores que poderiam levar a resultados pouco satisfa~
torios.

Sabe~se, por exemplo, de longa data que grande guanti-
dade de ATP esta presente nos eritrdcitos de serpentes e outros
animais (RAPOPORT et al, 1941) e de seu efeito heterotropico s&-
bre hemoglobinas (BENESCH et al, 1969).

No presente estudo, as hemoglobinas analisadas em pre-
senga de ATP em concentraggo maior que a saturante revelou que es
te fosfato organico interage com 95 pigmentos diminuindo sua afini-
dade pelo oxigenio. Assim a pressao parcial do gas que causou 50%
de saturagao das hemoglobinas, aumentou significativamente em pre

senga de ImM de ATP, e revelou valores de P 8,91lmm de Hg em H.

507
modestus e 19,95mm de Hg em L. miliaris, em pH 7,0.

Destes resultados pode-se admitir que as hemoglobinas

de L., miliaris sao muito mais sujeitas a acao heterotropica dos
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nucleotideos o que também poderia ser esperado, pois wvivendo em
maior abundancia de oxigeénio, a afinidade da hemoglobina pelo gzs
se tornaria mais baixa ainda pela presenga do nucleotideo, faci~
litando a oxigenacao dos tecidos( maior descarga de oxigénio)neg
té serpente com metabolismo aerobico tecidual possivelmente ele-
vado. Alids, atraves das determinacoes de hemoglobina e ATP no
sangue fol possivel estimar um conteldo maior de ATP por hemoglo-
bina na L. miliaris (2,52 mol/heme) que na H. modestus (1,84 mol/
heme) demonstrando que nucleotideos devem contribuir mais para a
diminuiczo de afinidade da hemoglobina pelo oxigénio na serpente
menos aquatica, L. miliaris. Aliado aoc grande efeito do ATP na he
moglobina desta serpente gquando comparada com aquele sobre a H,.
modestus pode-se sugerir o substancial efeito modulador desta subs
tancia. Desta forma, a L. miliaris, sefpente rapida e terrestre,
vivendo em abundancia de oxigtnio, com metabolismo zerSbico pre-
ponderante, necessita controlar a descarga de oxig®nio nos teci-
dos muito mais eficazmente e o faz atraves da afinidade baixa da
hemoglobina pelo gas e do efeito alosterico negativo do ATP, sem
citar os baixos valores encontrados para o hematocrito(24ml de he
macias/100 ml de sangue) e concentragao de hemoglobina (6,74g/100
ml de sangue) os quais refletem na baixa capacidade de resarva de
oxigenio. A H. modestus por outro lado, necessita dessa reserva
para utiliza-la durante o mergulho, razao pela qual suas hemoglo-

"binas devem ter-se adaptado aumentando a concentracaoc {(9,83g/100ml
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de sangue) e o hematocrito ( 40ml de hemacias/100ml de sangue),

Evidentemente devido a sua grande atividade motora, a L.
miliaris necessitaria maior oxigenacio nos tecidos gue proporcio-
naria malor rendimento energético em forma de ATP, que por sua vez
facilitaria mais ainda a oxigenacao tecidual., F interessante obser
var que embora a.hemoglobina tanto de H. modestus como de L. milia
ris possua o mesmo numero de sitios para NIP (cerca de 2mol/heme),
seu efeito heterotropico sobre a- hemoglobina - de H, modestus & me
nor ( Figura 12).

Um outro ponto interessante em relacdo aos nucleotideos

presentes no sangue das serpentes e o fato da H. modestus conter
tanto ATP quanto GTP nas hemacias enquanto que ewm L. miliaris s0

0 ATP pode ser encontrade por cromatografia em papel, do hemelisa-
do tratado. 0 quanto estes nucleotideos.possam contribuir em con-
junto para regular a afinidade da hemoglobina de H. modestus pelo
oxigénio sera objeto de investigacoes futuras.

0s nucleotideos GTP e ATP estac presentes em alta concen
tragao em hemacias de peixes (BARTLETT, 1976), porem a sua presen-—
¢a em sangue de repteis & incomum, visto que, apenas ATP tem sido
evidenciado em suas hemacias. Além do ATP somente o IHP foi detec~

tado em uma especie de tartaruga Chelydra serpentina ( SULLIVAN,

1974).
Embora o NTP tenha influencia decisiva na afinidade da

hemoglobina pelo oxigenio, outros fatores heterotropicoes tambem o

*



..-..60_

tem, e entre eles a concentragao hidrogenionica e das mais impor-
tantes. Neste contexto o chamado efeito Bohr que represeﬁta a'afi;
nidade da hemoglobina pelo oxigeénio em fungao do pH & parametro re
levante na avaliacao da capacidade funcional dos pigmeﬁtos Tespira
torios nas mais variaveis condigoes ae meio interno. As hemoglobi-
nas de H. modestus apresentaranm baixo efeito Bohr, Alog PSOIApH da
ordem de -0,2 entre pH 7,0 e 8,0, enquanto que as de L. miliaris ,
serpente mais terrestre, apresentaram maior efeité, da ordem de
-0,5. Estes dados por si, ja sugerem que a especie mais aquatica
sofre variagoes menos bruscas na sua capacidade de ligar oxigeéenio
que a menos aquatica, indicando que a H. modestus suporta variagoes
de pH sem grande alteracac nos valores de ?50 das hemoglobinas., E
interessante observar que na ausencia de ions e pequenas molaculas.
que reconhecidamente alteram o efeito Bohr, os valores encontrados
no hemolisado diminpuiram, isto &, passaram de -0,2 para -0,06 na H.
modestus e de -0,5 para -0,27 na L. miliaxris. Estes resultados per
mitem inferir que "in vivo" as hemoglobinas desses ofidios por va-
rios motivos e entre eles por efetores heterotropicos, se encontram
adaptados para melhor suportar as variacoes do meio interno.
Partindo-se da premissa que os NTP devem contribuir subs
tancialmente para os valores do efeito Bohr encontrédos nas Thema-
cias, fizemos determinagoes desse efeito nas duas serpentes em pre
senga de concentragoes saturantes de ATP; nossos resultados revela

ram que nestas condicoes as hemoglobinas de H. modestus pasgaram a
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ter Alog PSO/APH = -0,27 e as de L. miliaris -1,0 demonstrando
que na especie mais rapida e mais terrestre, o ATP tem efeito he
terotropico muito mais acéntuédo, o que estd de acdrdo com o me-
tabolismo aerdbico da L, miliaris.

Neste contexto pode~se resumir os nossos resultados da

seguinte forma: a L. miliaTris, serpente rapida e terrestre possui

alto efeito Bohr, sendo acéntuado por ATP, enquanto a H. modestus,
aquatica e lenta tem efeito Bohr proximo a zeroc com acentuacao
nao tao dramiatica pela presenca do nucleotTdeo.

Correlacionados com estes achados estao outros, come por
exemplo, os niveis de lactato no sangue destes ofidios. AL.milia~
ris quando excitada mecanicamente tem seus niveis de acido latico
bastante elevados, cerca de 230mg/100ml de sangue; na H.modestus
estes sao bem ingeriores,.cerca de 150mg/100ml de sangue.

Nestas condigoes, a espécie aquatica pouco ativa mostra

se pouco excitzvel permanecendo em relativa tranguilidade durante

a experiencia, enquanto que a L. miliaris e bastante irritavel e
por excitacgao mecanica torna-se muito agitada, o que reflete nos
niveis elevados que alcanca o acido latico do sangue. Evidentemen
te esta ultima estd sujeita a condig¢des mais frequentes de acido-
se, e é OXigenaggo dos tecidos nao estaria prejudicaéa pelo abai-

xamento do pH uma vez que a afinidade da hemoglobina pelo oxige-

nio diminuiria e sua liberacao para os tecidos estaria facilitada.
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A H. modestus, todavia, nao suportaria tanto um abaixamento do pH
sanguineo causado pelo acido 1latico, mas em contrapartida nao ha-
veria necessidade de suporta-lo pois esta situacao seria de rela-
tiva raridade para a serpente.

E interessante notar que 65 nossos dados corroboram a-~
queles encontrados pof RUBEN (1976), em que serpentes mais ativas
apresentaram maior consumo de oxigénio e quando estimuladas recoxr
reram a anaerobiose, aumentando a concentracaoc de lactato a ni-
vels mais elevados do que as especies mais lentas estudadas pelq
auvtor.

Quanto a afinidade das hemoglobinas pelo oxigénio, os
nossos achados confirmam os dados da maioria dos pesquisadores que
correlacionaran afinidade e comportamento de ofidios, os mais len
tos tendem a exibir maior afinidade pelo gas {(JOHANSEN et al,l1872;
SEYMOUR et al, 1975)., Altos niveis de atividade estao correlacio
nados com intenso transporte de oxigenio em lagartos (BENNETT,
1972). Desde que o transporte de oxigenio e facilitado pela dimi-
nuigao da afinidade pelo gas, o animal mostrara alta capacidade
a0 metabolismo aerobico.

0 efeito Bohy & outro parametro que se relaciona com as
recessidades respiratorias dos animais (RIGGS, 1976). De acordo

com ¢s autores, ANDERSEN (1966) e LENFANT et al (1970), esse efei

to e vantajoso aos animais mergulhadores pois favorece a libera-
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¢ao do oxigénio mesmo em alta PO, no sangue circulante. Essa afix
magao, contudo, parece difTcil ser aplicada ao nosso caso, pois a
H. modestus, especie mais aquiatica, apresentou efeito Bohr menor
do que a L. miliaris. Entretanto, os dados sobre serpentes 530
contrastantes (SULLIVAN et al, 1971). Por outro lado, JOHANSEN: et
al (1976), sugeriram que nenhuma caracteristica de adaptagao quan
to ao éfeito Bohr e detectavel em mamiferos mergulhadores.

Os valores do coeficiente de Hill foram pequenos (TABE-
LAS II, IIT e IV) quando comparados com de outras serpentes.. (SUL-
LIVAN, 1974) e nao se alteraram em grande proporcio em funcgao do
pH, tndicando gque as interagdes homotropicas nac siao tao importan
teé.qﬁanto as héterotrﬁpicas.

A capacidade de oxigenagao (GREENWALD, 1971) e concen-
tragao de hemoglobina (SHEELER et al, 1965) sao diretamente pro-
porcionais ao hematocrito, a menos que grande numero de calulas
imaturas estejam presentes no sangue circulante., Assim o alto va-
lor do hemat&erito bem como da concentracio de hemoglobina do san
‘gue de H. modestus sugerem que seus pigmentos respiratdtios, alem
da fungao transportadora de oxigdnio, poderiam servir tambim como
reservatorio do mesmo (MANWELL, 1960). 0 oxigeénio armazenado se-
ria entao uvtilizado durante o mergulho, razao pela qual essa espé
cie resiste por tempo prolongado submersc em meio pobre do gas.

Os mnossos resultados sugerem fortemente que as hemoglo-
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binas de ambas as especies de serpentes, H. modestus e L. miliaris,
estao fisiologicamente adaptadas ac ambiente em que vivem, assim
como ao modo de vida desses repteis, poupando ao maximo, o consumo

de oxigeénio atraves das diferengas nas proprieades funcionais des

ses pigmentos respiratorios.
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RESUMO
Algumas propriedades estruturais e funcionais en duas
especies de serpentes de habitos semi-aquaticos, H., modestus e

L. miliaris que apresentam diferentes graus de adaptagdo a esse

ambiente foram examinados. Os hemolisados totais de ambos os ofi-
dios apresentaram tres componentes ténto por eletroforese como por
cromatografia.

O estudo das propriedades funcionais de suas hemoglobi-
nas revelou diferengas fundamentais: a afinidade pelo oxigenio
foi maior na H. modestus enquanto que o efeito Bohr da L. miliaris
exibiu valores mais elevados entre pH 7,0 e 8,0. O coeficiente de
Hill, n, que reflete 2 interacao heme-heme nzo se modifizou em
grande proporcao, em fungao do pH em ambas as espécies e seus va-
lores foram relativamente pequenos quando comparados com os de
outras serpentes (SULLIVAN, 1974).

Os fosfatos organicos interagiram com as hemoglobinas
.de ambas as serpentes diminuindo sua afinidade pelo oxigénio, au
mentando o efeito Bohr e alterando a interacao heme-heme. A con-
centragao saturante de ATP/heme foi aproximadamente 2,2 (mol/mol)
em ambas as especies embora o efeito do ATP na comcentragao méior
que a saturante sobre a afinidade pelo oxigeénio fosse mais acen-

tuado em L. miliaris.
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Os dois ofidics recorreram a anaerobiose quando estimu-
lados, e nessas condicoes, o nivel de lactato no sangue circulan-
te foi maior em L. miliaris.

Finalmente foram discutidos os diferentes graus de adap
tagao funcional das hemoglobinas correlacionados ao Thabitat = e

atividade das especies em estudo.
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6. SUMMARY

Some structural and functional properties of two kind
of water snakes H. modestus and L. miliaris, which show different
degree of adaptation to the environment were analysed.

The hemolysate of both‘kind of snakes showed three com-
ponents when analysed by either electrophoresis or chromatography.

Important points came out from the study of functional
properties of their hemoglobin: thus, the oxygen affinity of H,
modestus, the aquatic specie presented higher values than that of
L. miliaris, although concerning the Bohr effect this specieshowed
low value close to zero between pH 7,0 and 8,0.

The Hill coefitient did not show considerable variations
with the pH in the snakes and their values were small compared
with other species of snakes.

Organic phosphates interacted with hemogiobiurof bhoth
kind of snakes decreasing their oxygen affinity, increasing the
Bohr effect and changing the Hill coefficient values. The ATP/
heme saturant concentration was apparently2,2? (mol/mel) in both
species of smnakes though the effect of excess ATP on the oxXygen
affinity was more pronounced in L. miliaris.,

Upon stimulation both snakes increased their anaerobic

metabolism according to the high blood lactate level found which
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was more pronounced im L, miliaris.

Finally the different degree of functional adaptation
of hemoglobin related te the habitat and the activity of ©both

kind of smakes were discussed.
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