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A BREVIATURAS

ADP - Adenosina 5'~-difosfato

AMP - Adenosina 5'-monofosfato

ATP -~ Adenosina 53'-trifosfato

Bis~tris ~ Bis(2-hidroxietil)imino-tris(hidroximetil)
CM-celulose = Carboximetii-celulose
DEAE-Sephadex - Dietilamino—etil-Sephadex
2,3DPG - 2,3 difosfoglicerato

EDTA - Acido etileno-diamino~tetracetico
GTP - Guanosina 5'-trifosfato

ITHP - Inositol hexafosfato

IPP -~ Inositol pentafosfato

NTP - Nuclieosideo trifosfato

PCMB - Para-cloromercuribenzoato

4=-PDS -~ 4-4' dipiridinodissulfeto

4~TP ~ 4=tiopiridona

TCA - Acido tricloracético

TEMED - N,N,N'",N' tetrametilenodiamina

Tris =~ Tris (hidroximetil)=amino metano

metano



INDICE

INTRODUGAO C st he e a et e e

MATERIAL E METODOS e s e ee et a e e st e a by

Material DiolOogLico v ievuinnnrosensiensonronannsnssns
Preparo do hemolisado total e do hemolisado isento
de Ions organicos e IiNOTEARICOS +ervevnrevononsoan
Determinacao do pH 1i80i0MiCO +uvunvrerennusnaesnas
Eletroforese em disco de poliacrilamida ...coaveen
Focalizagao isocelétrica em disco de poliacrilamida
Sepafagao de componentes de hemoglobina por focali-
zacao isoelétrica em gradiente de SacCarosSe .......
Imunodifusao dUupla v eveecesetenossssaseserasnsnnss
Determinagao de grupos sulfidrilas reativos de
hemoglobina com 4=PDS .t nornonsssssasssans
Cinética de reacao de grupos sulfidrilas

reativos de hemoglobina com 4~PDS ...
Propriedade de ligacao do ligante oxigénio .......
Determinagao de nucleotideos em eritrocitos ......

Efeito de agentes desnaturantes sobre hemoglobina

RESULTADOS

Separagao de compomnentes, determinacao de pH

isoeleétricos em disco de poliacrilamida e

determinacao - de pH 180i0DICO .vitvrrrnnrurrerasasnons

Separagao de componentes de hemogldbina por

12

12

12
13
14

16

17

19
20
22
23

25

27

29



focalizacao isoelétrica em gradiente de sacarose .
Imunodifusao dUPLla  we e ensorroesoenssnensnennnans
Determinacao de grupos sulfidrilas reativos

das hemoglobinas com 4=PDS . .vitininsnvnnrnnnnans
Cinética de reacao de grupos

tiois reativos das hemoglobinas com 4=PDS .......
Equilibrio da hemoglobina com oxigenio .......s..
Identificacao de nucleotideos em eritrdcitos ...

Efeito de agentes desnaturantes sobre hemoglobina

DISCUSSAD vt v nseeuenosasosssonenenssnnnssnnansseeseens

RESUMO I R R R R A A N N A I S R A T R R A A A DL R B N N N N B L L L L B

SUMARY P T S R O I L R e R I e N I N O LR R I B N D N N B I B

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS v eseesevuaaanssnnnnssnnas

29

31

35

38

40

49

50

56

70

72

74



INTRODUGAD

Os conhecimentos atuais sobre a estrutura tridi-
mensional da hemoglobina, bem como os mecanismos envolvidos em
sua fungao, resultam praticamente de estudos em hemoproteinas
de mamiferos pois, somente mais recentemente, & que estudos em
pigmentos respiratorios de vertebrados inferiores tem desperta-
do interesse. Como resultado, o conhecimento das propriedades
de tais moléculas nesses animais & ainda relativamente escasso
sendo contudo, de grande interesse pois, nao so permite a com~
paragao com o que se conhece sobre hemoglobinas de mamiferos,
mas pode ainda fornmecer informagoes sobre os mecanismos pelos
quais cada espécie tem se desenvolvido para satisfazer suas ne-
cessidades respiratorias individuais. Por outro lado, hemoglo~
binas de animais inferiores podem fornecer modelos para estudos
de correlagao entre estrutura e funcao, gracas as propriedades
peculiares encontradas em algumas de tais proteinas.

As necessidades respiratdorias de vertebrados in-
feriores variam muito de acordo com o meio onde eles vivem; esse
fato da origem a varias adaptagoes interessantes como acontece,
por exemplo, com um peixe da Antartica, Antaretic chaenichthydae,
que possui sangue incolor, desprovido de hemoglobina, uma vez que
o requerimento de oxigenio para satisfazer as necessidades meta
bolicas & tao baixo que a presenca do pigmento se torna desne-
cessaria, pois oxigeénio dissolvido fisicamente & suficiente pa-
ra atender sua finalidade (RUUD, 1954). Evidentemente esse caso
extremo nao invalida a afirmacao de ser o transporte de oxige-
nio pela hemoglobina do sangue, essencial para a vida de todos

os vertebrados.



Observacoes sobre a composigao quimica e proprie
dades funcionais das hemoglobinas de varios vertebrados (anfi-
bios, peixes, répteis e aves) indicam que basicamente tais mole-
culas sao semelhantes as dos mamiferos, porém cada vertebrado po-
de apresentar caracteristicas que lhe sao peculiares. Neste con
texto, o grupo prostético, heme, & provavelmente identico em to
das as hemoglobinas, de modo que as diferengas entre elas deven
ser conferidas pelas cadeias polipeptidicas e suas interacoes no
tetrimero (ANSON et alii, 1924; KORZHUEV & KRUGLOVA, 1957; RAMIREZ
& DESSAUER, 1957). De fato, as propriedades do pigmento podem ser
influenciadas por pequenas alteragoes nas cadeias polipeptidicas
como por exemplo, no caso classico de anemia falciforme em que a
substituigao de um amino acido pode converter hemoglobina humana
normal em hemoglobina S (siclemia) (INGRAM, 1961). Dessa forma
& possivel que existam diferentes tipos de hemoglobinas com di-
ferentes propriedades funcionais numa grande variedade de vertebra
dos, devido a variabilidade que possa ocorrer na globina, sem con
tudo, a hemoglobina perder sua identidade funcional principal.

0 transporte de oxigénio, fungao primaria da he-
moglobina, depende de sua capacidade de se combinar reversivel-
mente com o gas (ANTONINI & BRUNORI, 1971). Do ponto de vista
fisioldgico, os parametros que influenciam o equilibrio da he-
moglobina pelo oxigeénio sao: i) forma da curva de dissociagao
do oxiganio, que pode se apresentar sigmdide, hiperbolica ou on
dulante; ii) efeito de pH ou 002 (efeito Bohr); 1ii) afinidade
da hemoglobina pelo oxigénio, usualmente expresso em termos de
pressao de oxigeénio necessaria para oxigenar 507 da proteina
(P50 ou Pl/Z); iv) temperatura; v) interagao com moduladores

heterotropicos, lons e moléculas existentes mnas hemacias que



podem alterar a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio; a evolu
cao ontogeénica de tais substancias pode desempenhar papel basi-
co na determinacao da adaptagao funcional. Esses cinco parame-
tros determinam a quantidade de oxigeénio transportado pela he-
moglobina (RIGGS, 1970).

Comparando os resultados disponiveis na literatu-
ra, SMITH et alii, 1966, concluiram que os mecanismos que con-
trolam a reacao de oxigenagao nas hemoglobinas de vertebrados
em geral sao os mesmos e propuseram que essas hemoproteinas es-
tio rigorosamente adaptadas as necessidades respiratdorias de ca
da espécie, de sorte que animais completamente aquaticos teriam
adaptacoes funcionais e estruturais mais profundas do que as de
nominadas espécies semi-aquaticas, em resposta as demandas res-
piratdrias num meio pobre em oxigenio. Assim, répteis, anfibi~-
os, bem como peixes, geralmente tem grande multiplicidade de
componentes de hemoglobina quando comparados' com mamiferos
(RIGGS, 1970); isto poderia refletir alguns fatores fisiologi-
.cos importantes relacionados com a vantagem que tal multiplici-
dade pode conferir ao animal em resposta as alteracoes ambien-
tais (BRUNORI et alii, 1973b). Também os animais poiquilotermos
estao constantemente sujeitos a grande variabilidade de tempera
tura e pressao de oxigénio ambiental e assim, & possivel que as
hemoglobinas sejam selecionadas de forma que tenham diferentes
propriedades ou talvez, em decorrencia da éonsiderével escila-
¢ao da velocidade metabolica, os animais necessitem de hemoglo-
binas multiplas com propriedades funcionais tambem multiplas
(RIGGS, 1970).

A.grande diversidade de animais encontrada entre
os répteis, torna esse grupo de grande utilidade para se estu-

dar adaptacgoes fisioldgicas de suas hemoglobinas. Em nenhum ou-



tro grupo de vertebrados encontra-se tal variedade de "habi-
tat", atividade e metabolismo. Flutuagoes na pressao osmdtica,
pH e composigao de eletrdlitos do sangue que seriam letais para
outros vertebrados, sao perfeitamente normais para muitos rép-
teis (WOOD & LENFANT, 1976).

Diversos pesquisadores chamaw a atengao na cor-
relagao que existe entre metabolismo em estado fisiologico e o
mode de vida dos répteis (BENNET, 1973; BENNET & DAWSON, 1976),
porem continuam escassas as informagoes sobre esta correlagao

entre as serpentes (0G0, 1977). Entretanto esse grupo de réptil

& particularmente interessante visto que dos vertebrados terres

tres, os ofidios sofreram as mais extensas adaptagoes em  con-
traste com a extingao ou aparente estagnagao evolucionaria de
muitos repteis (ROMER, 1966). Existem cérca de 300 géneros, e
2700 especies de serpentes, sendo dois tergos pertencentes ao

grupo Colubridae (RUBEN, 1976). Estas ocorrem nos mals variados
"habitat" quais sejam, fossial, arboreal, terrestre ou aquatico
e exibem comportamentos variados durante predacao e defesa e co
mo fontes de energia para atividade, metabolismo aerobico e a-
naerobico (RUBEN, 1976).

Tem sido nossa preocupacao ha alguns anos, estu-
dos de propriedades funcionais de hemoglobinas de duas especies
de serpentes pertencentes ao grupo Colubridae: Hel?cops modestus
Guntet,, 1861 ILiophis miliaris (Linnagsus, 1958), relacionando

-as com o "habitat" e comportamento, e a guisa de esclarecimen~
to procuramos descrever o que foi acumulado mneste assunto em
comparacao com outras especies conhecidas.

Ambas serpentes sao espécies semi-aquaticas; en-

tretanto, H.modestus, serpente menos ativa, & mais adaptada a



vida aquatica do que a especie L.miliaris que se caracteriza
por apresentar maior grau de atividade (ABE, 1977). H.modestus
apresenta caracteres tipicos de serpentes Colubridae aquaticas
e & considerada vivipara (FITCH, 1970), forma de reprodugao van
tajosa para a espécie, pois poupa-lhe o retorno a terra por oca
siao da reproducao (NEILL, 1964). L.milZaris apresenta morfolo-
gia de serpentes terrestres (RABB & MARX, 1973) e vive sempre
proximo a colecao de Agua. E uma espécie ovipara e mais anfibia
que H.modestus.

A estrutura pulmonar de [.miliaris & mais comple
xa e contém maior numero de alvéolos do que H.modestus; portan-
to, deve apresentar maior superficie respiratdria, o que lhe
confere maior superficie para troca gasosa (ABE, 1977). A ser-
pente H.modestus frequentemente permanece imersa na agua duran-
te 15 a 20 minutos (o tempo maximo de mergulho voluntario obser
vado foi 64 minutos a 259C). Quando sobe a superficie, geralmen
te expoe apenas as narinas e olhos para fora do filme d'agua,
respira durante algunsg minutos e mergulha novamente. Por outro
lado, o tempo de mergulho de L.miliaris & menor que 4 minutos e
menos frequente, e ao submergir quase sempre se locomove no fun
do do recipiente. O tempo maximo de submersao observado foi de
10 minutos e raramente elimina ar pelas narinas (ABE, 1977).
0 tegumento altamente vascularizado ocorre em ambas as especies
e esse fato deve ser de importancia fisiolSéica na veiculagao e
eliminacao de COZ’ principalmente quando o animal se encontra
mergulhado (ABE, 1977), a exemplo de outras espeécies observadas
por HEATWOLE & SEYMOUR, 1976,

Outro fator determinante de mudangas estruturais

e funcionais em hemoglobinas & a taxa metabolica. Serpentes al~



tamente ativas que fogem a alta velocidade quando ameacadas, u-
tilizam energia que provém da via aerdbica e anaerobica (RUBEN,
1976; OGO & FOCESI, 1979). Estudando o comportamentc e variabi-
lidade metabolica de serpentes, exemplificados por Coluber
constrictor Linnaeus (Colubridae), cascavel, Crotalus viridis
Rafinesque (Crotalidae) e Lichanura roseofusca Cope (Boidae) ,
RUBEN, 1976, demonstrou que (.,constrictor, serpente altamente
ativa, & capaz de exibir velocidade de metabolismo anaerobico
aproximadamente duas e quatro vezes maior que C.viridis e. L.
roseofuscn respectivamente, apbs estimulacao. Entre as serpentes
examinadas por 0G0 & FOCESI, 1979, H.modestus, espécie mais len
ta e mais adaptada a vida aqudtica, apresenta nivel de acido la
tico mais baixo em condigoes de repouso (10 mgZ) que se eleva
mediante estimulacao (150 mg%), enquanto que L.miliaris, espe~
cie mais ativa possui nivel de acido litico, em condigoes de re
pouso, 40 mgZ e responde a estimulagao elevando seu conteldo a
230 mg?.

A elevada concentracao de hemoglobina em mamife~
ros e aves mergulhadoras tem fungao de reserva de oxigénio,
(ANDERSEN, 1966) mas isto & dificil generalizar para répteis de
vido a sua alta variabilidade (DESSAUER, 1970). Além disso, sig
nificante concentracao de metahemoglobina ocasionalmente obser-
vada em serpentés, reduz a capacidade de reserva de oxigenio do
sangue. PRADO, 1946, reportou 177 de metaheﬁoglobina em Bothrops
jararaca e POUGH, 1969, de 14 a 217 em outras espécies de serpen
tes.

Em serpentes aquaticas, durante o mergulho veolun
tario, a concentracao de lactato permanece baixa, indicando que

a malor parte do metabolismo & aerobico e nao ocorre acumulo de



CO2 devido a capacidade que possuem tais animais em elimina -lo
por via cutanea (GRAHAM, 1974; HEATWOLE & SEYMOUR, 1975).
SEYMOUR, 1976, procurou estabelecer diferencas
entre as propriedades do sangue de cobras aquaticas e terrestres.
Dentre as especies examinadas, observou que a afinidade da he-
moglobina pelo oxigenio era ligeiramente maior nas cobras mari-
nhas que sao especies estritamente aquaticas, do que em serpen-
tes terrestres. Seus resultados corrobeoram os encontrados por
GREENWALD, 1971; HEATWOLE & SEYMOUR, 1975, mas nao puderam ser
cqmparados com aqueles obtidos por MacMAHON & HAMER, 1975 por-
que embora empregassem os mesmos métodos experimentais, esses
Gltimos autores nao mencionaram o pH mno qual o equilibrio foi
realizado. Por outro lado, JOHANSEN & LENFANT, 1972, verificaram
que o sangue da serpente aquatica herochordue javanicus tem afi
nidade pelo oxigenio muito maior do que as especies terrestres.
0GO et alii, 1979, estudando a afinidade das hemoglobinas de
H.modestus e L.miliaris pelo oxigenio encontraram valores de
PSO menores na espécie H.modestus que e mais adaptada a  vida
aquatica, corroborando os achados de HEATWOLE & SEYMOUR, 1975.
0s padroes de atividade, mais que o comportamento ao mergulho,
parecem estar correlacionados com a afinidade da hemoglobina pe
lo oxigénio em serpentes: especies mais lentas tendem a ter ma-
ior afinidade (JOBANSEN & LENFANT, 1972Z; SEYMOUR & WEBSTER ,
1975; OGO et alii, 1979). Uma vez que o traﬁsporte e facilitado
pela baixa afinidade da hemoglobina, pois permite o desligamen-

to a alto PO conclui~se que serpentes mais ativas com hemoglo

2’
binas de baixa afinidade pelo gas, terao maior capacidade de me
tabolismo aerobico (SEYMOUR, 1976).

0 efeito Bohr, isto &, a diminuigao da afinidade



da hemoglobina pelo oxigénio, pela ligagao de protons, facilita
a liberacao de oxigeénio a nivel dos tecidos. O sangue de cobras
marinhas mostra pequena ou nenhuma diferenga nos valores de P50
pela alteragao de pH (SEYMOUR & WEBSTER, 1975). Em contraste 4s
cobras marinhas, efeito Bohr extremamente elevado fol encontra-
do em Acrochordus javanicus que se caracteriza por longo perio-
do de submersao (JOHANSEN & LENFANT, 1972). ANDERSEN, 1966, su-
geriu que o efeito Bohr & vantajoso aos animais mergulhadores,
pois facilita o desligamento de oxigénio e assegura sua maior
.utilizagéo. Embora o efeito Bohr tenda a ser maior em tartaru-
gas aquaticas (SULLIVAN & RIGGS, 1967b; LENFANT et alii, 1970)
os dados sobre ofidios sao contrastantes (SULLIVAN & RIGGS,
1971). Contudo SEYMOUR & WEBSTER, 1975, consideram que efeito
Bohr tenha pequena consequeéncia em répteis devido a pequena di-
ferenga de PCO, artério-venoso, pois estes animais tem a capaci
dade de eliminar 002 pela pele (GRAHAM, 1974).

Em diversas classes de vertebrados inclusive mo
homem, & conhecido existir diferengas nos padroes eletroforeti
cos e propriedades de oxigenacao de hemoglobinas ao longo do de
senvolvimento ontogénico (POUGH, 1971; COOPER & HOOGLAND, 1972;
SULLIVAN, 1974b). Na classe dos répteis, variagao ontogenica foi
descrita em lagartos (POUGH, 1969), em tartarugas (McCHUTCHEON,
1947) e em serpentes (MANWELL; 1955, 1960; POUGH, 1971, 1977).
MANWELL, 1960 reportou mudanca ontogénica na afinidade da hemo-
globina pelo oxigénio em serpentes Thamnophis sirtalis. POUGH,
1971, confirmou essas obervagoes e relacionou~as com mudangas
qualitativas e quantitativas na hemoglobina. A afinidade do san
gue pelo oxigeénie diminui com o aumento do tamanho corporeo em

diversas familias de serpentes (POUGH, 1977). Esta correlagao



contrasta com a reportada em mamiferos ( SCHMIDT - NIELSEN &
LARIMER, 1958) e em lagartos (BENNET, 1973). STEEN, 1971, suge-
riu que o aumento aparente na afinidade do sangue com o aumento
do tamanho corporeo dos vertebrados seria um artefato produzido
pela medida de afinidade a valores de PCO2 inadequados. 0s ani-
mais maiores apresentam menor eficiencia na ventilagao alveolar
e portanto, alto PCOZ. Assim a afinidade do sangue seria a mes-—

ma para os animais desde que fosse determinada a PCO2 apropria=-

do para cada espécie.

Sendo um dos assuntos da presente tese, o efeito
de diferentes moduladores alostéricos sobre as hemoglobinas de
H.modestus e L.miliaris, procuramos nos estender mais aprofunda
damente em tal efeito, descrito para outras espécies de verte=-
brados. MANWELL, 1955, propos que alguma caracteristica intrae-
ritrocitica era responsiavel pela variacao ontogénica da afini-
dade observada nas serpentes. SULLIVAN, 1974b, relatou a possi-
bilidade da ocorréncia de alteracdo no conteudo de anions poli-
fogfartos com o desenvolvimento da serpente ou a sintese de novos
componentes que respondem diferentemente aos anions polifosfa-
tos, no decorrer do desenvolvimento. Os eritrdcitos de répteis
nio contém DPG ou inositol polifosfato, com excessao de algumas
tartarugas que contém o mesmo derivado inositol encontrado nos
passaros (BARTLETT, 1978). 0 ATP foi o dnico nucleosideo trifos
fato encomtrado em concentragao significante em eritrocitos de
serpentes (RAPOPORT & GUEST, 1941). Outros modificadores de afi
nidade da hemoglobina nao foram estudados em répteis (POUGH,
1971). ISAAKS et alii, 1976; BORGESE & LAMPERT, 1975;.BORGESE &
NAGEL, 1977, descreveram mudanga ontogénica de anions polifosfa

toe em diversas aves. BARTLETT, 1976, descreveu que 2,3 DPG de
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eritrocitos de tartarugas marinhas jovens & substituido por ino
sitol polifosfato durante o primeiro ano de vida. Esta claro a=-
tualmente, que muitos resultados anteriores a 1966, sobre a 1i
gacao de efetores, foram obtidos com solugao de hemoglobina con
tendo quantidades desconhecidas de fosfatos organicos. Dialise
contra agua destilada que era comumente usada como etapa final
na purificacao de hemoglobina, nao € efetiva para separagao des
ses compostos (BENESCH et alii, 1968). Alias, s0o a partir de
1965, se conhece que 2,3 DPG pode forﬁar complexo com hemoglo -
bina em solugao (CHANUTIN & CURNISH, 1965) e de 1967, como des-
crito por BENESCH & BENESCH, o dramatico efeito desse composto
em diminuir a afinidade da hemoglobina pelo oxigenio. Desde en-
tao, grande numero de trabalhos sobre o assunto tem sido publi=-
cado, empregando-se hemoglobinas de varios animais inclusive
répteis, anfibios e peixes. Atualmente sabe-se que alem do 2,3
DPG, o ATP, o GIP ou o IHP interagem com a hemoglobina, modifi-
cando sua propriedade funcional, (BENESCH & BENESCH, 1974). Den
tre os fosfatos organicos que atuam como reguladores no trans-
porte de oxigénio no homem, 2,3 DPG & o mais importante e esta
presente no eritrocito numa razao de aproximadamente 1 mol de
2,3 DPG por mol de hemoglobina (BENESCH & BENESCH, 1974). Nos
peixes, o ATP e o GTP (GILLEN & RIGGS, 1971; BARTLETT, 1976;
GEO GHEGAN & POLUHOWICH, 1974; WEBER et alii, 1976), nas aves e
algumas espécies de tartarugas, o IPP e nos répteis, incluindo
as serpentes, o ATP sao os mais importantes moduladores da fun-
cao da hemoglobina (BARTLETT, 1978).

A maior parte dos estudos fisioldgicos sobre. 0
transporte de oxigenio pelo sangue em serpentes nao distingue

adequadamente entre as propfiedades intrinsecas da hemoglobina
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e modificacoes dessas propriedades por Iions e moiéculas presen-
tes nos eritrocitos, especialmente os anions polifosfatos.

Foi estabelecido que as propriedades funcionais
do sangue sao dependentes do estado do eritrbcito e as interpre
tagaes fisiologicas devem ser baseadas no estudo do sangue to-
tal (GRIGG, 1974). Na hemoglobina em solugao, a afinidade e
usualmente maior (GRIGG, 1969); o efeito Bohr e frequentemente
reduzido ou eliminado (BLACK at alii, 1966) e a interacao heme-
heme, maior do que nos eritrbdcitos (MANWELL et alii, 1963).

0 presente trabalho que procurou estabelecer ba-
ses fisioldgicas do transporte de oxigénio pelas hemoglobinas
de H.modestus e L.miliaris, foi realizado tanto com solugao de
hemoglobina desionizada quanto em presenga de reguladores alos-
téricos da afinidade da hemoglobina pelo oxigenio, do tipo ani=
on polifosfato ou ainda em presenga de sais. Além disso, procu-
ramos estabelecer algumas propriedades estruturais das hemoglo-
binas através de estudos de grupos sulfidrilas e cineticas de
desnaturacao, tanto no hemolisado como mno componénte prepara-
do por focalizacao isocel@trica. Algumas propriedades imunologi~-
cas foram também apreciadas. Os resultados nos possibilitaram
conhecer algumas propriedades funcionais e intrinsecas da mole-
cula, bem como $uas interagoes com ions e moléculas normalmente
presentes nos eritrocitos, esclarecendo parte dos mecanismos de
senvolvidos pelas serpentes para melhor atender a demanda de o=~

xigénio necessdria para desempenhar seus processos metabolicos.
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MATERTIAL E METODOS

Material biologico

Os animais utilizados na elaboragac deste traba-
lho foram serpentes adultas de ambos os sexos, das especies
Helicops modestus e Liophis miliaris pertencentes ap grupo
Colubridae. Ambas sao espécies aquaticas, com diferentes graus de
adaptacao morfologica a este ambiente. Todos os experimentos
foram realizados com exemplares recém-capturados, doados e clas
sificados por Dr. Paulo de Toledo Artigas. Os animaisda espécie
H.modestus pesavam entre 40 e 50 gramas e os de L.miliaris en-
tre 100 e 130 gramas. H.modestus ocorre no sudoeste brasileiro
(ROSSMAN, 1970) e L.miliaris desde o nordeste da Argentina até
o Amapa, sendo comum no sudoeste brasileiro (GANS, 1964; CUNHA

& NASCIMENTO, 1970).

Preparo do hemolisado total e do hemolisado isento de foms or-

gdnicos e inorganicos.

Para obtencao do hemolisado total, as serpentes
foram injetadas com heparina (100 pl de heparina 500 UI/ml por
animal) e apos 5 minutos, sangradas por punéﬁo cardiaca ou via
arco sistemico esquerdo, sendo o sangue coletado num tubo con=-
tendo NaCl 1,7% (p/v) e EDTA 1mM pH 7,0. Apss centrifugagao nu-
ma centrifuga "Sorvall" modelo RC-2B a aproximadamente 500 g
durante 5 minutoé, as hemacias foram separadas do plasma e la-

vadas por Lres vezes com solu950 de NaCl 1,7Z, contendo EDTA
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lmM, pH 7,0. A hemdlise foi realizada por tratamento dos eritrd
citos com 3 volumes de EDTA 1mM pH 7,0 e o estroma removido me-
diante centrifugacao a 1000 g durante 5 minutos. Todas as ope-
ragaes foram realizadas a 49C (FOCESI et alii, 1979). A concen
tragao da hemoglobina fol determinada espectrofotometricamente
a 4#15nm. Para obtencao do hemolisado isento de ions organicos e
inorginicos bem como de moléculas pequenas, a solugao de hemo-
globina acima foi submetida a cromatografia em coluna de Sepha-
dex G-25 (20xlem) e em seguida num sistema de 3 colunas conten-
do as seguintes resinas de troca ionica: Dowex 1~X8 (acetatg)
(5%¥2cm), Dowex 50W~-X4 (NHZ) (5x2cm) e Amberlite IRC=50 (H+) /IR

~-4B (OH*) (20x2cm) ou numa coluna (20x2cm) contendo Mixed Bed

Resin A~501-X Bio Rad, Dowex 1-Xg + 50W~X8 (BRUNORI et alii,

8’

1979).
Imediatamente apbs a eluigao, foi determinada a

condutividade da solugﬁo (apraximadamente 2uS/cm) e entao adi-

cionado volume adequado de EDTA 0,1M pH 7,0 para se obter con-

centracao final 1 mM em EDTA.

Determinagao do pH isoionico

0 pH isoionico das solugoes de hemoglobina foi
obtido pela determinagao do pH de uma solugao exaustivamente de
sionizada pela passagem sucessiva da mesma atraves de colunas
contendo Sephadex G-25 (20xlcm) e Mixed Bed Resin A—501~X8 (D),
Bio Rad, Dowex l—X8 (20%x2cm) ate condutividade constante, da
ordem de 1,5 a 2,0 uS/cm, medido num condutivimetro '"Radiometer"

(Copenhagen) tipo CMD 2b (AIROLDI et alii, 1981).
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Eletroforese em disco de poliacrilamida

O teste de pureza dos componentes obtidos da fo-
calizagao isoelétrica foi realizado inicialmente através da
eletroforese em disco de poliacrilamida, segundo o método des-
crito por ORNSTEIN, 1964; DAVIS, 1964. Entretanto, devido as di
ficuldades de se obter separagao nitida dos componentes e a
pequena reprodutibilidade dos resultados, reservamos essa técni
ca para testar a pureza das hemoglobinas em relagao as outras
proteinas. 0 gel para eletroforese em poliacrilamida era consti
tuido de duas camadas: a primeira, formada por gel de resolugao
continha mistura de 3 solugoes estoques: A, B e C nas seguintes
proporgoes: 1:1:2, respectivamente. O gel de concentragao gque
constituia a camada superior era formado das seguintes solugoes
estoques: D, E e C, nas proporcoes 2:1:2, respectivamente. Cada
100ml da solugao estoque continha: Solugao A: 30g de acrilamida,
0,8g de bis~-acrilamida; Solugao B: 24ml de HCl 1N, 18,15g de
trig, 0,4ml de TEMED; Solugao C: persulfato de amoneo 0,1%;
Solucao D: 5,0g de acrilamida, 1,25z de bis-acrilamida; Solugao
E: 12,8ml de H3P04 1IN, 2,85g de tris, 0,1lml de TEMED.

Volumes da ordem de lml foram distribuidos em tu
bos de vidro de 0,3cm de diametro por 10em de comprimento e
guardados ao abrigo da luz por 1 hora, aproximadamente. Sobre
esta camada polimerizada foram colocados 0,2ml de gel de concen
tragao. Apds polimerizacgao, os tubos foram inseridos numa cama-
ra de eletroforese e sobre o gel foram depositados 100ul de
amostra de hemoglobina preparada da seguinte forma: 20Ul de so-
lugcao de oxihemoglobina (absorbancia a 580nm=1,0), 40ul de tam-

pao de eletrodo superior, 20ul de glicerol, 20ul de tampao de
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eletrodo superior contendo 0O,1M de Pf-mercaptoetanol e alguns
cristais de ditionito de sbddio. Esta solugdo foi gaseada com CO.

0 tampao de eletrodo superior era constituido de
6,32g de tris, 3,94g de glicina, completando~se o volume a 1000
ml com agua destilada; pH 8,9; o tampao de eletrodo inferior
continha 12,1g de‘tris, 50ml de BCl 1N completando~-se o volume
a 1000ml com agua destilada; pH 8,1. Neste tampao foram adicio-
nadas algumas gotas de azul de bromofenol que serviram como mar
cador. Os eletrodos foram conectados a fonte elétrica de corren
te continua, de forma que o polo negativo fosse ligado ao ele-
trodo superior e o polo positivo, ao inferior. A eletroforese
foi desenvolvida a 2mA por tubo, por uma ou duas horas. Os geis
foram removidos dos tubos de vidro e mergulhados em solugao de
decido tricloracéetico 12% durante duas horas, sendo entao corados
ou para hemoglobina ou para proteina.

A solugﬁo corante para proteina foi - preparada
dissolvendo-se 1,25z de comassie blue numa mistura de 250ml de
metanol, 250ml de Agua destilada e 46ml de acido acético. Al-
gumas gotas dessa solugao foram adicionadas diretamente ao tubo
que continha o gel em acido tricloracético; depois de 12 a 24
horas foram descoradas com a seguinte solugao: metanol 147 e a-
cido acético 77.

A solugao corante para hemoglobina foi preparada
com lg de benzidina, 75ml de metanol, 0,5ml de acido acetico,
3 gotas de agua oxigenada 130 volumes, e alguns cristais de ni-
troprussiato de sodio., Deixou-se o gel na éolugﬁo recém-prepa-
rada, durante 10 a 20 minutos, lavando-se em seguida, com solu~
¢ao descorante que continha 25ml de metanol, 50ml de eter sul-

firico e lml de agua oxigenada (MEIRELLES, 1975).



16

Focalizagao iscelétrica em disco de poliacrilamida

A focalizagao isoelétrica oferece um metodo al-
ternativo para se separar proteinas, baseando-se em sua carga
de superficie e pgrmite separacao de moléculas cujos pH iscelé-
tricos sao muito proximos. A separacao dos componentes de hemo-
globina de H.modestus e L.miliaris e determinagao de . seus pH
isoeldtricos foram realizados por focalizagao isoelétrica em dis
co de poliacrilamida, segundo DRYSDALE et alii, 1971. O gel foi
preparado misturando-se 53 de acrilamida, 0,05ml de TEMED, 0,2g
de bis-acrilamida, 5ml da solucao estoque de anfolito, intervalo
de pH entre 3,5 e 10 (Ampholine, LKB Instruments) e completando
~se o volume a 100ml com dgua destilada. A mistura foi desoxi-
genada sob vacuo por alguns segundos e distribuida em tubos de
vidro de 10cm de comprimento por 0,3cm de diametro interno, se=
lados numa das extremidades com parafilm. Os geéis foram cuida-
dosamente recobertos com 0,2ml de agua destilada para se obter
superficie homog€nea, e guardados ao abrigo da luz, por  duvas
horas. A amostra de hemoglobina foi preparada adicionando-se a
100ul de uma solucao de oxihemoglobina desionizada, na concen-
tragao 4mg/mi, 100ul de B-mercaptoetanol 0,1M e alguns cristais
de ditionito de sodio. Esta solugao de desoxihemoglobina foi
convertida em carbomonoxihemoglobina mediante passagem de CO e
aplicado em solugao saturada de sacarose (50ul/tubo) nos tubos
contendo o gel polimerizado.

A solugao de eletrodo inferior foi  constituida
de H,PO, 0,024 pH 2,2 e a superior de NaOH 0,01M pH 12,0. 0 ele
trodo superior foi entao conectado ao polo negativo de uma fon-

te elatrica a voltagem constante, e o eletrodo inferior ao polo
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positivo. A focalizacao isoel@trica foi realizada a corrente
inicial de 5mA por gel, que durante a experiéncia caiu gradati-
vamente ate 0,5mA/gel. A focalizagao isoceléetrica geralmente se
completou no tempo de 1 hora a 150V. ds géis foram entao remo-
vidos dos tubos de vidro e colocados em uma solugao contendo
57,7g de TCA e 17,25g de acido sulfanilico, a fim de remover o
anfolito, com excessao de uma ou duas tiras que foram cortadas
em porgoes de 0,5cm e eluidas com 1,0ml de agua destilada. A
determinacao do gradiente de pH do gel de poliacrilamida foi
feita no eluato aquoso apos 2 horas, medindo~se o pH a 259C.

As bandas foram coradas adicionando-se sobre os
géis mergulhados na solucao de TCA 127, algumas gotas de comas-
sie blue e descoradas com a solugao descorante, preparada con-
forme descrito. Oé geis em duplicatas foram corados com solucgao
recém-preparada de benzidina 17. DeiXou-se corar 10 a 20 minu=-

tos e lavou-se com solugao descorante (MEIRELLES, 1975).

Separacao de componentes de hemoglobina por focalizacgao isoelé~-

trica em gradiente de sacarose

10 ou 15ml de uma solucao de oxihemoglobina des-
ionizada na concentragao da ordem de 1,5mg/ml a 3,5mg/ml prepa-
rada conforme descrito anteriormente foi submetidaa focalizagao
isoelétrica em coluna (LKB 8100 Ampholine Electrofocusing
Column, capacidade 440ml) em gradiente de densidade, conforme
descrito pelo manual LKB, utilizando-se 10 a 12ml de anfolito
no intervalo de EH entre 7 e 9 (PALEUS et alii, 1971). 0 gra-

diente de densidade foi aplicado a fim de se prevenir movimen=
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tos de convecgao na solugao analisada, bem como para evitar que
as bandas de proteinas separadas sé misturassem novamente duran
te a eluigdo. Em nosso experimento utilizamos como meio estabi-
lizante, sacarose pura. O gradiente de sacarose foil preparado
empregando~-se solucaoc densa e solugao leve de gradiente de den-
sidade, com auxilio de "Ampholine Gradient Mixer" e de LKB8123-1
"Ampholine Stirrer Motor" que constituem acessorios do aparelho
de focalizacao isoeletrica e proporcionaram distribuigao adequa
da do gradiente de sacarose ﬁa coluna.

A solugao de hemoglobina a ser ensaiada foi in-
troduzida na coluna, dissolvida na solugao densa (3/4 da amostra)
e leve (1/4 da amostra) de gradiente de sacarose. A solugao
densa consistia de 107,5g de sacarose, 8 a 9ml de anfolito, 3/4
da amostra de hemoglobina e agua destilada para completar'o vo-
lume a 215ml; a solugﬁo leve era constituida de 10,5g de saca-
rose, 2 a 3ml de anfolito, 1/4 da amostra de hemoglobina e com=-
pletando-se o volume .2 215ml com agua destilada.

A solugao do catodo consistia de 48g de sacarose,
30ml de agua destilada e 20ml de NaOH IN e a solugao do anodo,
de 6ml de H,PO, 1M e 34ml de igua destilada. Estas solugoes fo-
ram convenientemente introduzidas na coluna, conectando-se en-
tao o "High Voltage Power Supply” Savant Instruments, Inc, aos
eletrodos de modo que o polo positivo da fonte elétrica estives

[

se em contacto com o eletrodo imerso na solugao de H3PO4 e o po

lo negativo, no eletrodo imerso na solugao de NaOH. A corrente
aplicada no inicio do processo foi de 30mA, correspondendo a
uma voltagem de 1600V. Durante toda a operagao as amostras de

hemoglobina foram mantidas a 49C atraves da circulagao de agua

refrigerada na coluna, com auxilio do "Recirculating Water
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Cooler", Savant Instruments, Inc.

Apos 60 horas de focalizagao, a corrente eletri-
ca era estavel a 7mA, e vidrias linhas de separagao de hemoglo=-
binas foram evidenciadas. O conteudo foli coletado por gravidade
pelo orificio inferior da coluna em aliquotas de 2ml, onde foram
determinadas a absorbancia a 415nm e pH correspondentes. As fra
¢o0es individuais de hemoglobina foram reunidas e dialisadas copn
tra tampao tris-maleato 0,05M e pH 7,0 2x300ml por 48 horas, a
fim de se remover os anfolitos e a sacarose utilizados na sepa-
ragao. Para se controlar a pureza dos componentes foram utiliza
das eletroforese em gel de poliacrilamida e técnica de imunodi-

fusao dupla em gel de agarose.

Imunodifusao dupla

As taécnicas de imunodifusao dupla foram realiza-
.das em gel de agarose a 1% em salina tamponada com fosfato. 0,01M
pH 7,2, segundo o método descrito por OUCHTERLONY, 1958.

A anidlise imunoldgica foi feita sobre laminas de
vidro (5xllem) recoberto com uma camada de gel de agarose (apro
ximadamente 12ml/lamina) sobre a qual foram feitos orificios
padronizados onde foram introduzidos os materiais a serem ana-
lisados, isto &, os componentes de hamoglﬁbinés obtidos pela fo
calizacao isoelétrica em coluna, numa concentragao de 1 a 4mg/ml

e uma canaleta central, onde foi colocado o antisoro anti-Hb de
H.modestus ou de L.miltaris. Os antisoros anti-Hb de H.modestus

e de L.miliaris foram gentilmente cedidos por MARIA SUMIKO -ARITA

MATSUURA .
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As 1§minas foram mantidas a temperatura ambiente,
em camara umida por aproximadamente 24 horas e em seguida, a 49C
por 48 horas para que se processasse reacao entre antigeno e an
ticorpo. As laminas foram entao lavadas com solucao de NaCl 0,15M
durante 7 dias e desidratadas a temperatura ambiente. 0 gel foi
corado com solugao de negro de amido a 2%, sendo o excesso la-
vado com solucao descorante contendo metanol 1,4% e acido ace-

tico 774.

Determinagao de grupos sulfidrilas reativos de hemoglobina com

b,4"~dipiridinodissulfeto (4-PDS)

A determinacao de grupos sulfidrilas reativos foi
feita segundo o método descrito por GRASSETTI & MURRAY, 1967,
que se baseia na formagao de 4~tiopiridona, mediante a reagao
de 4-PDS com grupos tidis livres das globinas. A 4-TP possui es
pectro de absorgao caracteristica no U.V. e & diferente daquele
do 4-PDS, o gue permite acompanhar o desenvolvimento da reacgao,
espectrofotometricamente.

A solugao de hemoglobina desionizada fol subme-
tida a cromatografia em DEAE-Sephadex (20xlecm), utilizando como
eluente, tampao tris-maleato 0,05M pH 7,5. O pico de eluigao
foi empregado para determinacao de grupos sulfidrilas livres.
Como critéerio de pureza, o eluato foi analisado por eletrofore-

se em gel de poliacrilamida, sendo corado por benzidina e por

comassie blue para se certificar que o pico de eluigao era cons
tituido de apenas hemoglobina.

A titulagao de grupos -SH reativos foi realizada
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preparando-se 1,Zml da soiugao de hemoglobina na concentraggoda

ordem de 3.107°

M em tampao tris-maleato O0,1M pH 7,0 em duas cu-
betas de quartzo. Apdos o estabelecimentoe do zero de absorbancia
a 324nm, foi adicionado 0,2ml de NaCl 0,15M a referencia e 0,2ml
de 4-PDS 1lmM em NaCl 0,15M a cubeta da reagao. O valor da absor
bancia (A®) foi anotado ao final da reagao, que oscilava entre
30 e 120 minutos dependendc da hemoglobina e da presenga ou nao

de ATP. Nesse ponto, o acréscimo na absorbancia era menor que

0,05 por minuto.

A concentragao da hemoglobina fol determinada u-
tilizando-se a solugao referéncia da reagao acima e lendo-se a
absorbancia contra uma solugao contendo 1,2ml do tampao tris-—
maleato 0,1M pH 7,0 e 0,2ml de NaCl 0,1M a 540nm. Conhecendo-se
o coeficiente de extingcao wmilimolar em heme {(e=13,8) pode—se
calcular a concentragao da hemoglobina na solugao. Dividindo-se
o valor encontrado por 4, obteve-se a concentragao da hemoglo-
bina tetramérica. Para eliminar o erro devido ao excesso de 4-
PDS, determinou~se a absorbancia de uma solugao contendo 1,2ml
de tampao tris-maleato O0,IM pH 7,0 e 0,2ml de 4-PDS 1mM, no com
primento de onda 324nm, cujo valor foi descontado da absorban=-
cia do 4-TP no final da reagao.

Cilculos: o acréscimo na absorbancia a 324nm con
venientemente corrigido para o excesso de 4-PDS, foil devido a
formagao de 4-TP. A 4~TP que apresenta coeficiente de extingio

4

molar €=1,98.10  (GRASSETTI & MURRAY, 1967) & equivalente ao

~SH que reagiu.

Agoy ™ absorbancia do excesso de 4~PDS

Molaridade =SH =-

1,98 . 10%
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Absorbancia a 540nn
Molaridade de Hb =

13,8 . 4 . 103

Molaridade -SH

~5H/mol de Hb =
Molaridade Hb

Cinética de reacao de grupos sulfidrilas reativos da hemoglobi-

na com 4~PDS

A cinética de reagao de grupos sulfidrilas com
4~PDS fol determinada conforme o método descrito por AMPULSKI
et alii, 1969. Esta se baseia na formagao de um complexoproteico
e de 4-TP, mediante a reagao de grupos -SH da proteina com 4-PDS.
0 estudo cindtico foi realizado utilizando-se 1,2ml da solugao
de hemoglobina em concentracao 0,6 a 0,8mg/ml em tampao tris~ma
leato 0,1M pH 6,8 a temperatura de 259C.

A solucao de hemoglobina empregada foi previamen
te submetida a varias etapas de purificagao conforme descrito
na determinagao de grupos sulfidrilas reativos, bem como a ele-
troforese em gel de poliacrilamida, como critério de pureza. De
pois de estabelecer o zero do aparelho com a solucao de hemoglo
bina a 0,6 a 0,8mg/ml a 324nm, adicionou-se a cubeta de referen
cia 0,2ml de NaCl 0,15M e & cubeta de reagao, 0,2ml de 4-PDS
1mM em NaCl 0,15M. Apds rapida agitagdo, a reagac foi acompanha
da num espectrofotometro. A curva de titulagao de grupos ~-SH e
bifasica. 0s primeiros minutos de reacao (aproximadamente 2 mi-
nutos) correspondem a fase rapida, linear, caracteristica de

reagao de pseudo primeira-ordem. Para efeito de calculo a absor
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bancia nesse tempo foi considerada Af.

As constantes cinéticas foram calculadas median-

te a equagEG de pseudo primeira-ordem:

i . Af

onde:

t Af - A

A & a absorbancia a 324nm da 4-TP formada na reacgao, no tempo ;
Af & a absorbancia a 324nm, no final da primeira fase da reagao.

Nos experimentos.em presenca de ATP, esse nucleo
tiddo . foi adicionado a solugao de oxihemoglobina ou desoxihemo
globina para conter lmM de ATP. Os estudos cineticos da reagao
de grupos tidis livres da desoxihemoglobina com 4-PD5 foi feita
num tonometro que contém acoplada uma cubeta de 3ml.

A desoxihemoglobina foi obtida através da passa-
gem sucessiva de notrogenio gasoso sobre a solucao de oxihemo-
globina. O oxigénio dissolvido nas solucoes de 4~PDS e de NaCl

foi analogamente eliminado por arvaste com nitrogenio gasoso.

Propriedades de ligagao do ligante oxigenio.

As propriedades de ligagao da hemoglobina com oxi
génio foram determinadas espectrofotometricamente pelo meétodo
de ROSSI~FANELLI § ANTONINI, 1858, a 250¢ + 0,5, geralmente a
uma concentracao de proteina de 0,6 a 0,8 mg/ml num dos seguin-—
tes tampoes: bis-tris HCl, bis-tris maleato ou tris maleato
0,01M pH entre 6,0 e 8,5, Este metodo baseia-se no principio de
que o oxigénio se liga ao Fe(IL) do heme na proporgao de 1:1.

As propriedades espectrais da hemoglobina sao diferentes quando
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o heme esta livre, parcialmente saturado ou completamente satu-
rada com o ligante. As curvas de ligacao do oxigénio foram de-
terminadas num tonometro que consiste de um tubo Thunberg modi-~
ficado, contendo uma cubeta Pyrex de caminho optico lem, soldado
na extremidade do tubo.

0 equilibrio com o oxigeénio foi determinado em:
i) hemoglobina isenta de Ions e moléculas pequenas (desionizada)
as quais foi adicionado EDTA O,1mM; ii) em hemoglobina desioni~
zada contendo EDTA O,lmM e anions polifosfatos tais como ATP,
2,3 DPG, GTP, ou IHP em concentragao lmM; iii) em hemoglobina
desionizada contendo EDTA O,1lmM e sals como NaCl, KCl, CaClz,
citrato de sodio em concentragao 5mM; iv) em hemoglobina desio-
nizada contendo EDTA luM ou JmM.

0s valores de pH foram medidos imediatamente apos
a determinagao da curva de oxigenagao., 0 espectro foli tragado
num registrador XY acoplado a um espectrofotometro digital, nos
comprimentos de onda entre 500 e 600nm, sendo os valores de ab-
sorbancia nos comprimentos de onda 540, 560 e 576nm registrados
para cada espectro. A desoxihemoglobina foi obtida a partir da
oxihemoglobina por borbulhamento de nitrogenio gasoso e esta
fol convertida a oxihemoglobina pela adigao de pequenos volumes
conhecidos de oxigeénio, por meio de uma seringa calibrada. Para
reduzir o perigo de alteracao das proteinas durante o experimen
to, a curva de equilibrio foi tragada com apenas poucos pontos.
As preparacoes de hemoglobina que continham quantidade signifi~-
cante de metahemoglobina (10%Z) nao foram utilizadas para os ex-
perimentos. As solugaés de hemoglobina desionizadas contendo
EDTA 0, 1lmM foram-adiciénadas solucoes de sais ou anions polifos

fatos imediatamente antes da determinagao da curva de equilibrio.
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Os experimentos foram realizados a 259C 0,5,

A curva de ligacgao do ligante foi representada

pelo grafico de Hill, de acordo com a equagao:

onde:

K (p)? =

P & a pressao parcial de oxigenio; K & a constante de equili-
brio; Y & a saturagao parcial da hemoglobina pelo oxigenio e n
& & constante de interacao empirica de Hill (WYMAN, 1948e1964).

0 grafico log Y/(l-Y) em fungao de leg PO, nos
fornece uma linha reta cuja inclinagao n representa a cooperati
vidade da reagEo. 0 valor de log POZ’ isto é, logaritmo da pres
sao parcial de oxigénio em que 507 das hemoglobinas estao na for
ma oxigenada e o valor do coeficiente de Hill, n, foram determi
nados numa calculadora "Sharp", modé@lo Compet 364 PIII, progra~
mada para receber os valores de absorbancia nos trés comprimen-
tos de onda (540, 560 e 576nm) das formas desoxihemoglobina,
oxihemoglobina e das saturagoes parciais obtidas mediante adi-
¢oes de pequenos volumes conhecidos de ar.

0 efeito Bohr que expressa a dependencia da for-
ma da curva de oxigenacgao em funcao do pH (Alog PSO/ApH), foi
determinada entre pH 7,0 e 8,0, 0 efeito dos moduladores hetero
.trépicos, ATP, 2,3 DPG, GTP e IHP sobre a afinidade da hemoglo-
bina de serpentes foi analisado em pH 7,0 onde o efeito desses
anions polifosfatos era acentuado. 0 experimento formeceu tam-

pém informacoes a respeito da interagao heme-heme em fungao do pH.
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Determinagao de nucleotideos em eritrocitos

A determinacao de nucleotideos por cromatografia
em coluna de troca ionica fol descrita por BARTLETT, 1968;
BARTLETT & BORGESE, 1976. 0 sangue das serpentes foi coletadoem
heparina e centrifugado a 500g a temperatura de 49C a fim de se
remover o plasma. As células foram adicionadas lentamente sobre
Zcido tricloracético 10%, na proporgao de 1:2, em banho de gelo.
0 precipitado formado foi centrifugado e o residuo, lavado por
duas vezes com acido tricloracético 5%, sendo os extratos tri-
cloracético reunidos, neutralizados com KOH e extraidos com cer
ca de 2 volumes de &éter, quatro vezes, O eter foi evaporado em
corrente de nitrogenio gasoso e a solugao residual, diluida com
Iml de agua destilada. Esta foil entao submetida a cromatografia
em coluna de Dowex 1~X8 (200mesh) previamente ativado com HC1
1M e lavado exaustivamente com agua destilada. A eluigao foi rea
lizada a temperatura ambiente com 500ml de um gradiente linear
crescente de 0 a 5M de formiato de amoneo (acido formico-formi~
ato de amoneo 4:1 v/v). As dimensoes da coluna eram lxlbcm para
aproximadamente 1,5ml de sangue.

Aliquotas de Z2ml foram coletadas automaticamente
aum coletor de fragoes e analisadas num espectrofotometro no
comprimento de onda de 260nm para se determinar os picos de elui
¢ao dos nucleotideos. A identificagao dos nucleotideos foi fei-
ta pelos seus volumes de eluigao e pela analise de cada pico de
eluicao, por cromatografia em papel.(Catalogo P.L. Bioghemicals,
1977).

A coluna de Dowex 1~X8 empregada foi previamente

calibrada nas mesmas condigoes descritas anteriormente com 2ml
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de uma solug¢ao padrao contendo a mistura de 20umol de cada um
dos compostos: ATP, ADP, AMP e GTP (BARTLETT & BORGESE, 1976).

A analise cromatografica em papel folil realizada
com os picos de eluigao de cada nucleotideo. Estes foram concen
trados e submetidos a cromatografia em papel Wattman n® 1, ao
lado dos respectivos padroes (100 a 200 ugramas de cada nucleo-
tideo padrao). O sistema de solvente empregado foi acido isobu~-

tirico/hidroxido de amoneo/agua, na proporcao de 60/1/33 , pH 3,7.

Efeito de agentes desnaturantes sobre hemoglobina de H.modestus

e L.miliaris

X uma solugao de oxihemoglobina desionizada na
concentragao da ordem de 0,8mg/ml em tampao tris-HCl 0,01M pH 7,0
foi adicionada NaOH 0,1M para se elevar o pH a 11,4. A velocida
de de desnaturacao da oxihemoglobina foi determinada com o auxi
lio de um espectrofotometro, atraves do decréscimo da absorban-
cia a 573nm, num intervalo de tempo que variou de 1 a 10 minu-
tos dependendo da amostra estudada. Empregou-se como referencia
a solugao tampao tris-HC1 0,01M pH 7,0 (AIROLDI et alii, 1978).
0 experimento foi repetido em presenga de ATP ImM.

Efeito desnaturante de bemzoato de sodio e de
ureia foram determinados através do tratamento da oxihemoglobi-
na desionizada aproximadamente 0,8mg/ml, com benzoato de sodio
1M ou uréia 7M, em tampao tris-HCl 0,01M pH 7,0. Os experimen-
tos foram repetidos em presencga de ATP IlmM.

A -desnaturacao da hemoglobina foi expressa  como

uma reagao de pseudo primeira-ordem e a constante cinetica foi
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calculada através da equacgao:
k = 1/t x 1o (Ag/Ag=A) onde:

A & a absorbancia a 573um da solucao de hemoglobina a 259C, no
tempo ty Ayg & a absorbancia no tempo Zero.
Os calculos foram feitos com auxilio de uma calcg

ladora "Sharp" modelo Compet 365PIII.



29

RESULTADOS

Separagao de componentes e determinagao dos pH iscelétricos por
focalizagao isocelétrica em disco de poliacrilamida e determina-

cao de pH isoidnico

Uma das indicagoes preliminares das caracteristi
cas da proteina foi dada pelo seu pH iscelétrico. A separacao e .
determinacao de pH isoelétrico dos componentes das hemoglobinas
foram realizadas por focalizacao isoeletrica em disco de polia-
crilamida contendo anfolito no intervalo de pH entre 3,5 e 10,0
Quatro componentes foram obtidos no hemolisado de H.modestus cu
jos pH iscelétricos aparentes corresponderam a 8,1 7,95 7,8
e 7,7. Com hemolisado de L.milZaris , foram obtidos 6 componen=
tes correspondendo a pH isoelétricos aparentes de 8,3 8,1 7,95
7,9 7,85 e 7,7. As hemoglobinas foram previamente convertidas
em carbomondxihemoglobina através de gaseificagao com CO sobre
a forma desoxigenada (Fig. 1).

0 pH isoidnico foi também determinado em solugao
de hemoglobina das serpentes H.modestus e L.miliaris obtendo-se
valores de 7,35 e 7,30 respectivamente; esses Qalores foram ob-

tidos em trés determinagoes independentes, de cada espécie,

Separacao de componentes de hemoglobinas de H.modestus e

L.miliaris por focalizagao isocelétrica em gradiente de sacarose

As dificuldades de se conseguir condigaes otimas
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Fig. 1 Separacgao de componentes de hemoglobina em disco de
poliacrilamida, por focalizagao isoelétrica.

a. H.modestus b. L.miliaris

30



3l

para fracionamento das hemoglobinas de H.modestus e ‘L.miliaris
em seus componentes por cromatografia em coluna de troca ionica
utilizando~se resinas como CM-celulose ou DEAE~Sephadex, levaram
nos a recorrer 4 separacao por focalizacgao isocelétrica, que tam
bém nos formeceu o pH isoceletrico aparente dos varios componen-
tes. O hemolisado desionizado foi.aplicado na coluna sob forma
de oxihemoglobina, utilizando-se gradiente de sacarose e anfo-
lito no intervalo de pH entre 7,0 e 9,0 (PALEUS et alii, 1971).
Apds 60 horas de focalizagao, evidenciaram-se 3 faixas princi-
pais em H.modestus. A eluicgao foi feita por gravidade e em cada
aliquota de 2ml, foram determinadas absorbancia a 415nm e o pH
correspondente e entao a proporgao relativa de cada fragao. Os
componentes foram designados de acordo com os pl aparentes de-
crescentes em componentes I, II e III, conforme a Tabela Ia e
a Fig. 2a.

No hemolisado de L.miliaris, foram encontrados 35
componentes principais que foram designados de acordo com os
pl aparentes decrescentes em componentes I, IL, III, IV e V (Ta
bela Ib e Fig. 2b). Além desses componentes principais, em am-
bas as especies, foram observados na coluna, durante a focali~
zacgao isoelétrica, outros ainda menores que parecem constituir
uma pequena fragao da hemoglobina total e foram, portanto, ig-
norados. As fragoes de hemoglobina coletadas da coluna foram

dialisadas contra tampao tris-HC1I 0,05M pH 7,0.

Imunodifusao dupla

A analise dos componentes de hemoglobina de ambas
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Fig. 2a Perfil de eluigao dos componentes de hemoglobina de
H.modestus por focalizagao iscelétrica, em gradiente

de sacarose.
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Fig. 2b Perfil de eluigao dos componentes de hemoglobina de
" L.miliapis por focalizacgao iscelétrica, em gradiente

de sacarose.
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TABELA Ia

Componentes de hemoglobina de H.modestus obtidos por focali-

zagao isoeletrica em gradiente de sacarose

Componente Porcentagem pl aparente
I 890 8,1
IT 15 7,9
III 5 7,8
TABELA Ib

Componentes de hemoglobina de L.m¢liaris obtidos por focali-

zacao isoelétrica em gradiente de sacarose

Componente Porcentagem pl aparente
I 2 8,4
II 6 8,2
111 85 8,0
v 5 7,17
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as serpentes foi realizada pelas técnicas de eletroforese em
gel de poliacrilamida e pela reagao entre antigeno e anticorpo
atravées da imunodifusao dupla em gel de agarose 17 em salina
tamponada com fosfato 0,01lM pH 7,2, segundo o metodo descrito
por OUCHTERLONY, 1958. A eletroforese em gel de poliacrilamida
que é normalmente utilizada, revelou ser inadequada no presente
estudo visto que os resultados nao se revelaram repetitivos.

Dos testes de imunodifusao dupla, resultou que
quando o antissoro homologo era testado comtra os componentes
de H.modestus, havia identidade total, conforme Fig. 3a. Entre-
tanto quando o antissoro anti-Hb de L.miliaris fol testado con
tra os componentes de L.miliaris obtidos da focalizagao isoele-
trica, revelou-se uma reacao de identidade parcial entre o com=
ponente IIIL e os demais. Os componentes menores I, II, IV e v
revelaram reacao de identidade total entre si (Fig. 3b).

As fragoes de maior concentragao obtidas da fo-
calizagao isoelétrica de ambas as serpentes, foram utilizadas

para o estudo das propriedades funcionais.

Determinacao de grupos sulfidrilas reativos das hemoglobinas

com 4-PDS

A determinagao de grupos sulfidrilas reativosdas
hemoglobinas com 4~PDS baseia~se na formacao de 4-TP que absor-
ve no comprimento de onda 324nm, ao contrario do reagente 4-PDS,

Em H.modestus, foram determinados 1l grupos ~S5H
por tetramero, enquanto que em L.miliaris, foram titulados 8

grupos -SH por tetramero, em hemoglobinas desionizadas.
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Inunodifusao dupla em gel de agarose dos componentes de
hemoglobina de H.modestus, obtidos por focalizagao iso~
eiétrica em coluna, revelados com soro de rato anti-Hb
de H.modestua. (8)= soro de rato anti-Hb de H.modestus;
(1)~componente I; (2)-componente IL; (3)=-componente III

(§T)~hemolisado total de H.modestus.
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Imunodifusao dupla em gel de agarose dos componentes de
hemoglobina de L.miliaris, obtidos por focalizagao iso-
elétrica em coluna, revelados com soro de rato anti-Hb
de L.miliaris. (S)-soro de rato anti-Hb de L.mililaris ;
(1Y~componente I; (2)=-componente II; (3)~componente ITI
(4)=componente IV; (5)-componente V; (HT)~hemolisado to

tal de L.miliaris.
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A determinacgao de grupos =-SH reativos fol tamben
realizada em preseng¢a de ATP, encontrando=-se para H.modestus, 8
grupos -SH por tetramero e para L.miliaris, 5 ~SH por tetramero.
Através da titulagao em desoxihemoglobinas em presenga de ATP,

determinaram=-se 5 e 4 grupos ~SH por tetramero.

Cinética de reagao de grupos tidis reativos das hemoglobinas

com 4—~PDS

Para a determinacao das constantes cinéticas, he
moglobinas recém coletadas foram desionizadas e purificadas por
cromatografia de troca idnica. A reagao da proteina com 4-PDS
foi acompanhada a 324nm e as constantes cinéticas foram determi

nadas através da equagEo de pseudo primeira-ordem:

k = L/t . 1In Af/(Af-—A)

i

0 walor das congtantes k 0,00166 s_l foi en

contrado com hemoglobina de H.modestus e k 0,0023 sul com he-
moglobina de L.miliaris. O efeito do ATP sobre a velocidade apa
rente da reacao de pseudo primeira-ordem entre 4-PDS e hemoglo-
bina na forma oxigenada ou desoxigenada foi estudado, obtendo-
se k = 0,0132 sml com H.modestus ¢ k = 00,0038 sml com L.miliaris,

independente da presenga ou nao do ligante na molécula de hemo-

globina (Fig. 4).
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Efeito de ATP lmM sobre a velocidade de reagao de pseudo
primeira ordem da hemoglobina de H.modestus e L.mililarts
com 4~PDS. Temperatura: 259C Solvente: Tampao tris O0,1M
pH 6,8. (A)hemoglobina de L.miliaris + ATP luM; (A) he-
moglobina de L.miliaris desionizada; () hemoglobina de

H.modestus + ATP 1lmM; (Q) hemoglobina de H.omodestus

desionizada.
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Equilibrio da hemoglobina com oxigenio

Estudos de afinidade da hemoglobina pelo oxigenio
foram realizados tanto com o hemolisado total quanto com 0
maior componente obtido da focalizagao isoelétrica das hemoglo-
binas de H.modestus e L.miliaris. Os experimentos de equilibrio
com oxigénio foram feitos a 259C % 0,5, num timite de pH entre
6,0 e 8,5, em auséncia e em presenca de anions polifosfatos tais

como ATP, GTP, 2,3 DPG e IHP, na concentragao lmM e na presenca

de sais como NalCl, CaCiz, KC1l, EDTA e citrato de sodio, na con-
centracao 5mM. Os resultados com o maior componente e com o he-
molisado total revelaram~se muito semelhantes; as propriedades
de oxigenacao das hemoglobinas em auséncia de fons e moléculas
pequenas (hemoglobinas desionizadas) de H.modestus e L.miliaris
apresentaram alta afinidade nos pH maiores que 7,0 e diminuiram
substancialmente a medida que se acidificou o meio, conforme ob
servamos nas Figs. 5a, 5b e 6. Em pH 7,0, por exemplo, a hemo-
globina desionizada de H.modestus mostrou maior afinidade pelo
oxigénio do que de L.miliaris, cujos valores de Py, foram 1,0mm
de Hg e 1,4lmm de Hg respectivamente. Quando a afinidade foi

analisada em presenca de ATP 1lmM, os valores de encontrados

Fso
em pH 7,0 foram 8,91lmm de Hg e 17,80mm de Hg em H.modestus e
I.miliaris respectivamente (Figs. 5a, 5b e 6). De acordo com as
Figs. 5a, 5b e 6 o efeito de 2,3 DPG foi menor do que de GTIP e

IHP 1mM. Os valores de PSO encontrados foram 4,16mm de Hg na

H.modestus e 9,1l1lmm de Hg em L.miliaris. A GTIP teve efeito simi
lar ao ATP nas duas serpentes; P50 encontrados foram 10,0mm de

Hg na H.modestus.e 16,98mm de Hg na L.miliaris. O modulador he-

terotropico que atuou mais intensamente sobre a afinidade foi
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IHP; os valores de P50 encontrados foram 15,84mm de Hg em
H.modestus e 25,7mm de Hg em L.miliZaris. As hemoglobinas de
L.miliaris nao foram afetadas pelo NaCl e KCl; por outro 1lado,
CaCiZ e EDTA mostraram efeitos distintos: o EDTA deslocou a cux
va de oxigenacao para a direita, diminuindo significativamente
a afinidade pelo oxigenio; o Ca012 aumentou ligeiramente a afi-
nidade da hemoglobina pelo gids em relacao a hemoglobina desioni
zada; o citrato de sodio teve efeito semelhan: .0 do EDTA. 0
efeito dos sais fol tanto maior quantd mais ac:uo o pH do meio
(¥ig. 7b). As hemoglobinas de H.modestus foram afetadas pelos
sais no sentido de diminuir a afinidade. Dentre os ensaiados, os
que demonstraram maior efeito foram EDTA e citrato de sbddio,
sendo seguidos por CaClz, KCl e NaCl que tiveram efeitos simi-
lares entre si, nos limites de pH estudados, isto &, entre pH
6,0 e 7,2 conforme observamos na Fig. 7a.

0 coeficiente de Hill (n) gue espressa o grau de
interacao entre sitios de ligantes na molécula de hemoglobina

(WYMAN, 1948; 1964) variou de 0,98 a 1,56 na hemoglobina desio-

nizada de L.miliarie e de 0,98 a 1,66 na hemoglobina de H.modestus ,
no intervalo de pH estudado, conforme Fig. 8. Em pH maiores que
7,0, tanto com hemoglobina desionizada quanto na presenga dos
sais NaCl, KCL, CaCl,, EDTA e citrato de sodio, os valores de
n oscilaram eﬁ torno de 1,0 em ambas as espécies, indicando
auséncia de interagao entre os sitios de ligacao de oxigenio.
Entretanto, na presenga de anions polifosfatos, o0 mesmo nao
ocorreu, tendo os valores de 1 aumentados, oscilande ao redor

de 1,5 a 2,0 dependendo do pH e do anion presente (Fig. 8).

Conforme observamos na Tabela II e nas Figs. 5Sa

e 5b, o efeito Bohr, calculado pela diferenca dos valoresde ?50
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6 7 8
Pressao parcial de oxigeénio necessaria para saturar

50%Z de hemoglobina (PSO) do hemolisado total de
H.modestus em fungao do pH, em presenca e em ausencia
de anions polifosfatos: (0O) hemoglobina desionizada;
(®) hemoglobina + 2,3 DPG 1mM; (A ) hemoglobina + ATP
imM; (A ) hemoglobina + GTP lmM; (1) hemoglobina +

IHP lmM. Solvente: tampao bis-tris, forga ionica 0,05

e EDTA 0,lmM. Temperatura: 259C * 0,5. Concentragao

de hemoglobina: 0,6 a 0,8 mg/ml
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20

Pressaoc parcial de oxigénio mnecessaria para saturar
SOZYde hemoglobina (PSO) do hemolisado total de
L.miliaris em funcao do pH, em auséncia e em presenga
de anions polifosfatos: (O) hemoglobina desionizada ;
(A) hemoglobina + ATP lmM; (&) hemoglobina + GTP 1mM
(V@),hemoglobina + 2,3 DPG 1lmM; () hemoglobina + THP
imM; Solvente: tampao tris ou bis-tris, forga  iOnica
0,05 e EDTA O,1lmM. Temperatura: 259C I 0,5. Concentra-

¢ao de hemoglobina: 0,6 a 0,8mg/ml.
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Fig. © Pressao parcial de oxigénio necessaria para saturar 507

das hemoglobinas (PSO) do hemolisado total de B.modesfus
e I.miliaris em ausencia e em presenga de anions poli-
fosfatos. (O) H.modestus; (H) L.milidris. Solvente:
tampao tris, forga ionica 0,05 e EDTA 0,lmM, pH 7,0.

Temperatura: 259C % 0,5, Concentragao de hemoglobina:

0,6 a 0,8mg/ml.
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Iﬁg Pg@

pH

Pressao parcial de oxigeénio necessaria para saturar 507
das hemoglobinas (P5O) do hemolisado total de H.modestus
em fungao do pH, na presenga de: (HB) NaCl 5mM; (A)
KC1 5mM;  (A) CaClZ 5mM; (@) citrato de sodio 5mM;
(0) EDTA 5mlM; (®) EbDTA 1mM; (A) hemoglobina desig
nizada. Solvente: tris, forca ionica 0,05 e EDTA O,lmM
Temperatura: 259C £ 0,5. Concentragao de hemoglobina:

0,6 a 0,8mg/ml.
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P H

Pressao parcial de oxigénio necessaria para saturar 507
das hemoglobinas (PSO) do hemolisado total de [L.miliaris
em fungao do pH, na presenga de: (@) NaCl Smlf; (A)
KC1 5mM; (A) CaCl, SmM; (@) citrato de sodio 5SuM;
(0 ) EDTA 5mM; (@) EDTA i.mM; (A) hemoglobina desio
nizada. Solvente: tris, forga ionica 0,05 e EDTA O,lmM

Temperatura: 259C & 0,5. Concentragao de hemoglobina:

0,6 a 0;8mg/ml.
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Interacao heme-heme, em fungao do pH, na auséncia e em
presenga de anions polifosfatos. (0O ) hemoglobina desio
nizada; (A ) hemoglobina + ATP 1mM, (®) hemoglobina +
GTP lmM; (@ ) hemoglobina + 2,3 DPG 1mM; (DO ) hemoglobi
na + IHP 1lmM; Solvente: tampao tris ou bis-tris, forga
ionica 0,05 e EDTA 0,lmM. Temperatura: 259G * 0,5. Con-
centracac de hemoglobina: 0,6 a 0,8mg/ml.

a. H.modestus b. L.miliaris
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TABELA I1

'"Valores de efeito Bohr da hemoglobina de H.modestus e L.miliaris
em presenca de moduladores alostéricos, concentragﬁo lmM, pH
entre 7,0 e 8,0,

Solvente: tampao tris, forga ionica 0,05, EDTA 0, lmM.
Temperatura: 259C % 0,5.

Concentracao de hemoglobina: 0,6 a 0,8 mg/ml.

" Modulador Alog PBD/APH
* alosterico
H,.modestus L.miliaris
C{(1mM)
Ausente -0,07 ' -0, 30
2,3 DPG -0, 34 ~0,45
GTP . -0,38 -0,60
ATP ~0,55 -0,90

THP -0,58 -0,66
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no intervalo de pH entre 7,0 e 8,0, atraves da aumg&:&log%o/AﬁL
foi menor em H.modestus (-0,07) que em L.miliarie (-0,30), na
forma desionizada. Pela adigcao de ATP 1lmM, esses valores aumen-
taram para —-0,55 para H.modestus e -0,90 para L.miliartis. Na
presenga de GT?, 2,3 DPG e IHP lmM, os valores de AlogPg, / ApH
encontrados em H.modestus foram -0,38, -0,34 e ~0,58 e em

L.miliaris, ~0,60, ~0,45 e ~0,66.

Tdentificacao de nucleotideos em eritrocitos de H.modestus

e L.miliarts

Dada a importancia dos nucleotideos na regulagao
da afinidade da hemoglobina pelo oxiggnio, experimentos foram
realizados para determinagao qualitativa e quantitativa dos nu
cleotIdeos nos eritrocitos das serpentes, em coluna cromatogra-
fica de Dowex 1~X8, utilizando-se extrato tricloracético de ce~
lulas vermelhas de H.modestus e L.miliaris, essencialmente se-~
gundo o método descrito por BARTLETT & BORGESE,1976; BARTLETT,
1968. A coluna cromatografica de Dowex 1-Xg (lem x 1l5cm) foi pa
dronizada com uma solucao contendo a mistura de AMP, ADP, ATP e
GTP, os quais foram eluidos mnos seguintes volumes: 25ml, 150ml,
230ml e 300ml respectivamente. O eluente empregado foi 500ml de
um gradiente linear 0 - 5M formiato de amoneo. Uma vez padroni-
zada, a coluna foi ensaiada com extrato tricloracético mneutra-
lisado com KOH, de hemdcias de H.modestus e L.miliaris, obten-
do-sevolumes de eluigao de 25ml, 150ml, 220ml, 300ml e 20ml,
160ml, 230ml e 290ml respectivamente. Os nucleotideos isolados

foram identificados pelos seus volumes de eluicao e confirmados
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pela anilise dos picos de eluigao em cromatografia em papel (Ca
talogo P.L. Biochemicals Inc, 1977). A analise do. perfil indicou
que na espécie H.modestus & o ATP o nucleotideo presente em ma-
jor concentracao (56%), enquanto que na espeécie L.miliaris g o
GTP (417%7). As proporcoes dos demais nucleotideos foram: GTIP
(20%), ADP (18%) e AMP (6%) para H.modestus e ADP (27%), ATP

(23%) e AMP (9%) na L.miliaris (Figs. %9a e 9b).

LEfeito de agentes desnaturantes: benzoato de so6dio, wureia e
ilcali, em ausencia e em presenga de ATP 1mM, sobre hemoglobina

de H.modestus e L.miliaris

A velocidade de desnaturagao das oxihemoglobinas
de serpentes H.modestus e L.miliaris em presenca de ureia M,
benzoato de sédio 1M e NaOH 0,1M em auséncia e em presenga de
ATP 1mM, foi determinada pelo método espectrofotométrico = (AIROLDI
et alii, 1978). A desnaturagao fol expressa COmo reagao de pseu
do priﬁeira—ordem e a constante cinetica foili calculada pela

equacao:
k = 1/t . In Ay/(Ag=A)

As constantes cinéticas de desnaturagaoc de hemo-
globina de H.modestus e I.miliaries encontram-se na Tabela III e

Figs. 10a e 10b.
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Perfil cromatografico de eluicao dos nucleotideos de

eritrocitos de H.modestus. Extrato de acido triclera

cético de 0,6ml de células vermelhas, cromatografado

em coluna
com H00ml
(4 partes

amoneo) ;

(1lx1l5em) de Dowex l“XS (200-400mesh) eluido
de gradiente linear 0-5M formiato de amoneo
de acido formico e 1 parte de formiato de

absorbancia: 260nm.
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Perfil cromatografico de eluigao dos nucleotideos de
eritrocitos de L.miliaris. Extrato de acido triclora-
cético de 0,36ml de células vermelhas, cromatografado

em coluna (1xl5c¢cm) de DoweXx 1~X8 (200-400mesh) eluido
com 500ml de gradiente lineaxr 0-5M formiato de amoneo

(4 partes de acido f6rmico e 1 parte de formiato de

amoneo); absorbancia: 260nm.
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TABELA IIT

Constante cinetica de reagﬁo de ©pseudo primeira-ordem (k ) de

desnaturacao das hemoglobinas de H.modestus e L.miliaris em au-

séncia e em presenca de ATP, com diferentes agentes desnaturantes.

Agente

desnaturante

Modulador k- (minmi)

alosterico

(1mM) H.modestus L.miliaris
NaOH ausente 2,920 2,000
NaOH ATP 3,400 3,222
Benzoato 1M ausente _ 1,066 1,300
Benzoato 1M ATP 1,066 1,200
Ureia 7M ausente 0,120 | 0,606
Ureia M

ATP 0,194 0,120
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Cinética de desnaturagao da hemoglobina de H.modestus:

(0@) alcali; (AA) benzoato de sodio 1M; (mm) uréia 7M.

(OA T ) hemoglobina desionizada

(@ A 9 ) hemoglobina contendo ATP lmM.



Fig.

n Ao/ As—A

55

L3
s i
[
»’ ]

1.—.

j.'.'

/ -

/ .

, )

0 5 10

tempo (min)
10b Cinetica de desnaturacao da hemoglobina de L.miliaris:

(0@ Alcali; (AA) benzoato de sodie 1Mj (0%) ureia ™.

( O ATQ ) hemoglobina desionizada

( @ A g } hemoglobina contendo AT? 1mM.



56

DISCUSSZAO

As necessidades de oxigenio dos animais inferio-—
res sao bastante variadas, dando origem a adaptagoes respirato-
rias das mais diversas (BRUNORI et alii, 1973a). Os répﬁeis
estao entre aqueles animais que variam amplamente tanto do pon-
to de vista do comportamento quanto na selegao do "habitat" in-
cluindo espécies exclusivamente aquéticas e aquelas extremamen-
te terrestres (WOOD & JOHANSEN, 1974). Assim, os répteis mergu-
ihadores e o8 que vivem em tocas estao expostbs a niveis baixos
de oxigénio por periodo prolongado (ANDERSEN, 1966). 0s crocodi
ilos, lagartos, ofidios e tartarugas, por exemplo,‘conseguem so~
breviver cérca de 45 minutos a 229C em completa auséncia de oxi
génio. Além disso, os animais poiquilotermos estao sujeitos a
grande diversidade de temperatura e portanto, a oscilaggo na ve
locidade metabdlica. Dessa forma, e possivel que uma das adapta
gaes,que suas hemoglobinas tenham sofrido em resposta a essa ad
versidade de "habitat" e temperatura, seja a multiplicidade de
componentes, na verdade muito comum entre os répteis (SULLIVAN,
1977; WEBER et alii, 1975).

Em nosso trabalho com hemoglobina das serpentes
H.modestus e L.miliaris, separamos 3 e 5 componentes respectiva
mente, empregando-se a técnica de isoeletrofocalizacao em gradi
ente de sacarose, conforme comentamos acima. Contudo tal multi-
plicidade poée resultar de interferéncias de diversos mecanismos
(RIGGS, 1970), entre eles, a combinacao das moléculas proteicas
com outras moldculas, produzindo alteragao na conformagao ou até

no estado de agregacgao das subunidades da hemoglobina, tendo



57

consequentemente marcado efeito na mobilidade eletroforética. As-
sim, a agregagﬁo de tetramero (azﬁz que tem peso molecular 65000)
a agregados maiores (peso molecular 130000) ocorre frequentemente
em hemolisado de répteis e anfibios (SVEDBERG & HEDENIUS, 1934;
SULLIVAN, 1974a e 1974b). A presenca desses polimeros que pare-
cem envolver ligacao ~$5- intermolecular poderia ser uma das
causas da multiplicidade de componentes hemoglobinas
(SULLIVAN & RIGGS, 1967a). 0s grupos ~SH de hemoglobina de ani-
mais mais evoluidos como os vertebrados, por exemplo, seguem uma
tendéncia termodinamica, oxidando-se expontaneswenie a ~S8~ com
o tempo (NASCIMENTO et alii, 1982).

Em nossos estudos, procuramos evitar essas inter
feréncias, trabalhando com hemoglobinas +EDTA e controlando fre
quentemente o peso molecular onde foram evidenciadas, exclusiva
mente, espécie molecular cujo peso molecular era da ordem de
64000 daltons. Conforme nossos resultados atraves de testes imu
nologicos, das 5 fragoes de hemogliobinas separadas em L.miliaris,
apenas 1 se revelou antigenicamente diferente dos demais. Ja em
H.modestus todos os componentes separados foram antigenicamente
semelhantes. Por outro lado, nao foi possivel separar de fotrma
sistematica, as diversas fracoes do hemolisado nessas serpentes
por técnicas usuais como cromatografia em resina de troca ionica
ou eletroforese, possivelmente devido a grande proximidade dos
pl dos diversos componentes. Nao obstante o numero de componen-
tes presentes, os estudos funcionais de hemoglobina tanto do
hemolisado total como do componente de maior concentragao obtido
por focalizagéo isoelétrica revelaram~se semelhantes em ambas
as serpentes, dentro das limitagoes de nossas medidas., Por essa

razao, passamos a utilizar apenas o hemolisado total
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na realizagao dos experimentos. Isso, evidentemente, nao signi-
fica que as propriedades funcionais dos diversos componentes
nao sejam distintas, mas devido as suas pequenas concentracoes
em relacao ao maior componente (cerca de 10% do hemoiisado to-
tal) suas participacoes seriam imponderaveis em termos de afini
dade da hemoglobina pelo oxigenio, em relagao ao hemolisado
total.

Como ficou estabelecido mno trabalho de 0G0 et
alii, 1979, as duas serpentes tem adaptagoes motoras e anatomi-
cas diferentes: H.modestus, a serpente mais lenta & mais adapta
da 3 vida aquatica do que L.miliZaris que & mais ativa e tem mor
fologia de serpentes terrestres. Essas diferengas em "habitat"
e comportamento podem induzir adaptagaes nas moliéculas de hemo-
globinas para que, através de suas propriedades funcionais, pos
sam melhor atender as necessidades metabolicas de cada animal
(BONAVENTURA et alii, 1975). Nesse contexto, & de interesse co-
nhecer-se as propriedades funcionais das hemoglobinas e suas in
teragoes com ilons e moléculas que estao normalmente presentes
nos eritrocitos.

A maior parte dos estudos de transporte de oxig§
nio em serpentes relatados na literatura, foi realizada ou com
eritrocitos lavados ou com soiugEO de hemoglobina; faltam, en-
tretanto, distinguir adequadamente entre propriedades intrinse-
cas da molécula de hemoglobina e as modificacoes dessas proprie
dades determinadas pela interacao das proteinas com o meio in-
tra-eritrocitico. ©Os nossos estudos, realizados com solugao de
hemoglobinas, demonstraram que as propriedades de transporte de
oxigénio se alteram sempre que as proteiﬁas interagem com anions

polifosfatos, tanto em H.modestus quanto em L.miliaris. Assim,
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de RAPOPORT & GUESYT, 1941l. De acordo com esses estudos, o
2,3 DPG, o anion polifosfato de maior concentragao em hemacias
de mamiferos, nao estava presente nos eritrocitos de aves e ser
pentes e o IPP estava presente em altas concentragoes em hema-
cias de aves e ausente em répteis, com algumas excessoes como
em certas espécies de tartarugas. Assim, dentre os fosfatos or-
ganicos presentes normalmente em eritrdcitos de vertebrados, ape
nas ATP e GTP parecem ser fisiologicamente importantes na regu-—
lacdo da afinidade das hemoglobinas pelo oxigénio nas serpentes,
Conforme descrito acima, na presencga de ATP e GIP, a curva de
dissociacao da hemoglobina desloca-se para a direita em ~ambas
as serpentes, e o acréscimo do valor de P, em pH 7,0 foi menor
em H.modestus do que em L.miliaris, passando de 1,0mm de Hg a
8,9lmm de Hg e 10mm de Hg em presenga de ATP e GTP respectiva -
mente. Em L.mt¢liaris, o aumento de P., foi de 1,4lmm de Hg a
17,81lmm de Hg e a 16,98mm de Hg em presenga dos moduladores.,
Esses resultados estao de acordo com o padrao de atividade em
ambas as cobras. L.miliaris que tem maior nivel de excitabilida
de, tem maior necessidade de oxigénio, e devido a baixa constan
te de afinidade pelo oxigénio, a hemoglobina oferece maior ca-
pacidade de liberar o gas para os tecidos. H.modestus, serpente
com menor capacidade de reagir a estimulos mecanicos tem cons-
tante de afinidade da hemoglobina pelo oxigénio maior (0G0 et
alii, 1979). Embora o 2,3 DPG e IHP nao tenham sido encontrados
integrando as hemadcias de serpentes (BARTLETT, 1978), esses
anions polifosfatos também atuam como moduladores no transporte
de oxig@nio,'diminuindo a afinidade da proteina pelo gas,  do
mesmo modo que o ATP ou GTP,em ambas as serpentes. Assim, em

H.modestus, os valores de PSO encontrados em pH 7,0 foram 4,16 mm



de Hg em presenga de 2,3 DPG e 25,48mm de Hg em presenga de IHP
e em L.miliaris, 9,1lmm de Hg e 25,70mm de Hg respectivamente.
f muito possivel que o sitio especifico de ligagao dos fosfatos
organicos estudados, sejam comuns na molécula proteica, Como
nas hemoglobinas humana e de galinha (BRYGIER et alii, 1975).
Além dos nucleotideos, outros 1ions moduladores
como protons, tem papel relevante na avaliagao da capacidade
funcional da proteina nas condigoes do meio internmo. Nossos es-
tudos revelaram que fosfatos orgianicos aumentam o efeito de
protons sobre a afinidade da hemoglobina pelo oxigeénio; na hemo
globina desionizada, o efeito Bohr que pode ser expresso pela
razao Alog PSO/ApH,de -0,07 em H.modestus, passou a 0,35 na
presenca de ATP e a -0,38, -0,34 e -0,58 na presenga de GTP,
2,3 DPG e IHP respectivamente. Em L.miliaris, Alog PSO/ApH en-
contrados foram -0,30, -0,90, -0,60, ~0,45 e ~0,66 na hemoglobi
na desionizada e em presenga de ATP, GTP, 2,3 DPG e IHP respec-
tivamente, indicando gque o pigmento respiratdrio da espécie me-
nos aquatica, L.miliaris, mostra efeito Bohr mais pronunciado
nas condicoes estudadas, do que H.modestus. 0 maior efeito Bohr
encontrado em hemoglobina de L.miliarts permitiria, portanto, a
descarga adequada de oxigénio aos tecidos mesmo em condigses de
relativa acidose devido a sua baixa afinidade pelo oxigénio em
pH baixo, conéigﬁo esta que pode ser alcangada pela serpente em
estado de "stress", revelada pelo conteudo de acido latico no
sangue. A hemoglobina de H.modestus que tem menor efeito Bohr

nao poderia utilizar semelhante vantagem nas mesmas proporgoes
em condigoes de acidose. Contudo o conteido de acido latico en-
contrado no sangue desta serpente submetida a estimulagao, & me

nor, sugerindo menor nivel de excitabilidade na mesma . L.miliaris
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esta sujeita mais frequentemente a condigoes de acidose e a oxi
genagao tecidual nao estaria prejudicada pela diminuigao de pH
uma vez que a afinidade da hemoglobina pelo gas diminui e a sua
liberagao para os tecidos estaria facilitada (0GO et alii, 1979).
£ interessante observar que os nossos resultados corroboram aque
les encontrados por RUBEN, 1976, nos quais as cobras mais ativas
tendem a apresentar maior consumo de oxigenio e quando estimula
das, os niveis de lactato se elevam mais do que nas especies
mais lentas estudadas pelo autor. Uma.vez que © transporte de
oxigénio & facilitado pela diminuicao da afinidade da proteina
pelo oxigenio a pH baixo, o animal mostra maior capacidade de
metabolismo aerobico. O efeito Bohr &, pois, um parametro que
se relaciona de modo fundamental com as necessidades respirato=-
rias dos animais (RIGGS, 1970). Existem, entretanto, como vimos,
discordia entre pesquisadores, com referéncia ao valor adapta-
tivo do efeito Bohr em vertebrados mergulhadores.

Do mesmo modo que o efeito Bohr e o efeito de
fosfatos organicos, a cooperatividade na ligacao de oxigenio
originado da interagao homotropica & relevante no transporte
eficiente de oxigénio pela hemoglobina. A cooperatividade na 11
gacao de oxigénio nas proteinas respiratorias das serpentes es-
tudadas nao foi significantemente influenciada por protons; o
valor do coeficiente de Hill, n, variou de 1,0 a 1,6 em ambas
as especies entre pH 6,0 e 8,0, quando as hemoglobinas estavam
desionizadas. As proteinas tornaram-se mais cooperativas mna pre
senga de fosfatos organicos, tendo os valores de n aumentados,
isto &, oscilando entre 1,5 e 2,0. 1Isso sugere a possibilidade
de ligacao e desligamento de oxigenio da Hemoglobina quando

ocorre pequena mudanga na pressao do gas, efeito classicamente

UNICAMP

1530 I A O SN LR PR P

62



63

conhecido como efeito homotropico.

F conhecido por mais de uma década que anions mo
novalentes como cloretos tem influeéncia sobre a curva de disso~
ciagao da hemoglobina humana, diminuindo sua afinidade pelo oxi
génio e aumentando o efeito Bohr alcalino (BUNN & GUIDOTTI,
1972; BENESCH et alii, 1969). 0 Ton €1 tem maior afinidade pelo
oxigénio quando a hemoglobina esta sob a forma desoxigenada
(CHIANCONE et alii, 1972) e a afinidade Hb—OZ diminui com 0
acréscimo na concentracao do ion (BUNﬁ & GUIDOTTI, 1972; BENESCH
et alii, 1969). Foi demonstrado que nao somente a afinidade, mas
também o numero de protons dissociado com a oxigenagao & forte-
mente dependente de lons cloreto (ROLLEMA et alii, 1975). Na
presente tese, apresentamos 0S resultados preliminares referen-
tes a influéncia de ions cloreto sobre a afinidade das hemoglo-
binas de serpentes pelo oxigénio e sobre o efeito Bohr. As me-
didas foram realizadas utilizando-se varios sais de cloreto, is
to &, NaCl, KCl e CaCl,, em concentragao 5mM. Em H.modestus
esses sais diminuiram a afinidade da hemoglobina pelo. oxigenio
entre pH 6,0 e 7,0. O efeito Bohr nesse intervalo de pH foi nox
mal, da ordem de -0,50. Em L.miliaris, a curva de dissociag&)da
hemoglobina bem como o efeito Bohr nao foram significantemente
influenciados por NaCl e KCl nos limites de ph estudados. 0
CaCl, deslocou a curva de dissociagao ligeiramente para a esquer
da, aumentando a afinidade pelo oxigeénio. Essa diferenga funcio
nal observada entre as hemoglobinas das duas serpentes pode su-
gerir diferengas conformacionais, isto &, a nivel de estrutura
tercidria-quaternaria, entre as duas proteinas, no sitio de 1li-
gagao do anion, uma vez que um dos principais amino acidos en-

volvido na ligagao de cloretos, a valina 10,(VAN BEEK & DE BRUIN,



1980) esta presente na molécula de hemoglobina de ambas as espg
cies estudadas (MATSUURA, 1982).

Qutro aspecto relativeo aos estudos funcionais de
hemoglobinas das serpentes e o que diz respeito ao efeito de
quelantes. Como nos referimos, os processos de purificacao e co
leta de materiais foram realizados em presenga de EDTA 1mM.

SANNES & HULTQUIST, 1979, observaram que EDTA em
concentracao 0,5mM estimula a redugao de metahemoglobina em 607
a 70% no hemolisado de eritrocitos humanos. O EDTA pode também
agir removendo ocu inibindo cations ou formando complexo que e
capaz de sofrer reagao de oxidagao. Um possivel complexo & aque
le formado entre o ferro presente no hemolisado e EDTA (comple~
x0 Fe-EDTA). De acordo com SHIMIZU & BUCCI, 1974, o EDTA pode,
além disto, atuar como modulador alostérico de hemoglobina da
mesma forma que os fosfatos organicos, diminuindo a afinidade
pelo oxigénio. Os nossos estudos sobre a influéncia do EDTA na
curva de oxigenacao das serpentes revelaram que altas concentra
¢oes de EDTA (lmM ou mais) aumentam significantemente os Valo-
res de P, bem como o efeito Bohr na regiao acida (pH 6,0 a 7,0).
Eutretanto, nao foi possivel estudar a afinidade da hemoglobi-
na de serpentes em auséncia de EDTA devido a oxidagao e precipi
tacao da proteina durante o experimento. Portanto, para redu-
zir tanto quanto possivel o efeito do quelante, trabalhamos em
presenca de 0,lmM de EDTA, isto &, 10 vezes mais diluido que o
utilizado pela maioria dos pesquisadores. O citrato de sodio,
que também tem efeito quelante de cations, influéncia a curva
de dissociagﬁb do pigmento de ambas as serpentes de maneira se-
melhante ao EDTA.

IMAIZUMI et alii, 1979, descreveram que fons Ca'’

MATSUURA, MARIA S. A. Comunicagao pessoal, 1982.
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+ 4 - .
e Mg atuam sobre a molécula de hemoglobina humana, aumentando

a dissociacao em dimeros, efeito esse, diversas vezes maior do
que aquele apresentado pelo NaCl ou KCl. O aumento da afinidade
pelo oxigeénio em presencga de CaCl2 5mM, observado na hemoglobi-
na da serpente L.miliaris, nao pode ser explicado pelo mecanis-
mo de dissociagao, uma vez que a concentragao de ca’’ estava
muito aquém daquela necessaria para dissociar a molécula (maior
que 0,3M)., Por outro lado, todo o estudo de afinidade foi rea-
lizado em presenca de EDTA 0,lmM e conhecendo-se o efeito do
quelante sobre as propriedades funcionais da hemoglobina, & pos
sivel que o efeito de EDTA tenha sido anulado pela reacao entre
+ 4

Ca e o quelante, deslocando a curva de dissociagao para a

egquerda.

Em H.modestus, tanto o lon cloreto quanto o EDTA
influenciam a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio aumentan-
do o valor de Pg,. Como proposto em L.miliaris, a presenga de
catt eliminaria o efeito do EDTA sobre a molécula proteica e a
afinidade da hemoglobina pelo oxigénio seria maior devido ao
Jon cloreto presente como CaClz; os valores de ?50 continuariam
elevados, numericamente intermediarios entre aqueles encontrados
com hemoglobinas desionizadas e com hemoglobinas contendo KCI
ou NaCl. F interessante observar que em pH 7,0 ou mais alto, a
curva de dissociacao da hemoglobina em presenga de sals na con-
centracao 5mM se aproxima daquela da mioglobina e o efeito coo-
perativo entre os hemes tende a desaparecer, sugerindo dissocia

¢ao das subunidades. Fol descrito por RIGGS, 196>, que sob de-

terminadas condicoes, como por exemplo, pH extremos, alta con-
centragao de sals ou diluicao extrema, tendem a alterar o egui~

1ibrio da constante de dissociacao da hemoglobina, modificando
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o grau de agregacao das subunidades e consequentemente a afini-
dade pelo oxigénio e o efeito Bohr. Entretanto em HbI de truta,
o efeito de sais, estudado em presenca de concentracac crescen-
te de NaCl, citrato de sodio e dextran sulfato de sodio ( entre
0 e 0,5M) nao mostrou nenhum efeito de dissogiagao do tetramero,
e o valor de n manteve-se proximo a 2,0 (AIROLDI et alii, 1981).
Desde que a tendencia das hemoglobinas de diferentes animais em
se dissociar nas respectivas subunidades varia grandemente
(RIGGS, 1965), & possivel que nas serpentes, as unidades tetra-
méricas sejam mais suceptiveis a dissociagao. Pelos resultados,
observamos que os valores de n, mesmo em hemoglobinas desioni-
zadas de ambas as serpentes, variam em torno de 1,0 em pH acima
de 7,0. Pode-se conjecturar, entao, que o comportamento dessas
hemoglobinas pode resultar, simplesmente, de uma mudanga no ar-
ranjo e contacto entre as subunidades da macromlécula gquando
ocorre a ligacao de ligantes homotropicos. Dessa forma, disso-
ciagao ou associagao de subunidades poderiam estar afastadas
(WYMAN, 1979).

0s fosfatos organicos que influenciam as proprie
dades alostéricas das hemoglobinas diminuindo sua afinidade
pelo oxigeénio, alteram reversivelmente a reatividade dos grupos
-SH da proteina com a oxigenacao e desoxigenacao (RIGGS, 1961;
BENESCH & BENESCH, 1962); foi, pois, interessante correlacionar
mudangas conformacionais que ocorrem na molecula proteica du~
rante a ligagao de ligantes e alteragao na reatividade de gru-=
pos -SH. Nas hemoglobinas de H.modestus e L.miltarits foram de-
terminados 11 e 8 grupos ~SH por tetramero, atraves de reagac
com 4-PDS. Os mesmos resultados foram encontrados por MATSUURA,

1982, através da titulacdo de grupos tidis acessiveis com PCMB.
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A determinacao de grupos sulfidrilas reativos em hemoglobinas
desoxigenadas e desionizadas de H.modestus e L.mililaris em pre-
senca de ATP 1lmM, revelaram 8 e 5 -SH por tetramero respectiva
mente. Na hemoglobina desoxigenada contendo ATP 1mM, 5 e 4 ~SH
por tetramero foram titulados.

Em vista desses resultados podemos sugerir que
a ligacao de moduladores como fosfatos organicos, determina mu-
dangas conformacionais na molécula, alterando a acessibilidade
dos grupos tiois titulaveis. Essas mudangas conformacionais es~—
tao associadas a uma diminuicao na disponibilidade de grupos
tiois, a exemplo da hemoglobina humana, quando ocorre transicao
reversivel entre as formas T e R (TAKETA & MORELL, 1969). Ana-
lisando~se as constantes cineticas das reagoes de pseudo primei
ra~ordem das hemoglobinas das serpentes com 4~PDS, podemos con-
cluir que no caso das serpentes por nos estudadas, nao houve
alteracao na disponibilidade de ~SH entre as formas desoxigena-
das e oxigenadas das hemoglobinas, quando em presénga de ATP.

Qutra caracteristica peculiar intrinceca da molé
cula de hemoglobina consiste na estabilidade da molécula frente
a agentes desnaturantes como ureia, benzoato de sddio e alcali.
SULLIVAN & RIGGS, 1967a, sugeriram que gualquer condicao que. ten
de a imobilizar a estrutura tetramérica da proteina, aumentaria
a resisténcia a desnaturagac. A formagao de polimeros sexria uma
dessas condicoes, mas certamente nao a uUnica,

As velocidades de desnaturacao das hemoglobinas
de H.modestus e L.miliaris com agentes oxidantes como aleali,
benzoato de sodio e ureia nos mostraram que existe pequena di-
ferenga entre a labilidade das hemoglobinas de ambas as serpen-

tes a desnaturacao em ausencia ou em presenga de ATP. As velo-



cidades de autoxidacao das hemoglobinas das serpentes em alta
concentracao de uréia e benzoato de sodio mostraram que ao con-
trario dos resultados da desnaturacao alcalina, as hemoproteinas
de ambas as espécies sao mais resistentes, tanto na forma des-
ionizada quanto em presenca de ATP, estabilidade esta maior .em
uréia 7M do que em benzoato de s0dio 1M. Grande estabilidade da
hemogldbina de peixes elasmobranquios em alta concentragao de
uréia foi descrito por BONAVENTURA et alii, 1974. Tais hemoglo-
binas teriam desenvolvido grande estabilidade estrutural frente
ao desnaturante devido a sua exposigao comstante ao mesmo, uma
vez que o sangue desses peixes contém uréia. Esta hipotese foi,
contudo, contestada por EDELSTEIN et alii, 1976. As wvantagens
fisioldgicas da estabilidade das hemoglobinas das duas serpentes
semi-aquaticas em presencga de uréia nao sao conhecidas e deverao
ser esclarecidas.

A autoxidacao por benzoato de sodio parece mais
relacionada com a reacgao da classe I, de acordo com a classifi-
cagac de WALLACE et alii, 1978, onde o anion atuaria como agen-
te nucledfilo, ligando-se ao ferro heminico, induzindo a trans-
ferencia de um eletfon do ferro ao 02, com subsequente desloca-
mento de 02 como superoxido Ozw. A autoxidacao da classe I de
reagao & muito mais lenta, como ocorre com a desnaturagao ob-
servada com benzoato de sodio.

Os estudos realizados na presente tese como por
exemplo, cinética de desnaturagao da hemoglobina com agente des
naturante de proteinas (alcali, benzoato de sodio e ureia), ci-
netica de reagao dos grupos tiols reativos com 4-PDS, estudos
funcionais da proteina respiratoria em ausencia e em presenga

de varios ligantes fisioldgicos e nao fisiologicos, determinagao

68



69

de pI aparente de varios componentes de hewoglobina, determina-
cao de pH isoionico da proteina, etc forneceram algumas carac-
teristicas e propriedades no tramsporte de oxigenio pelas hemo-
globinas de serpentes H.modestus e L.milZaris. Embora trabalhos
dessa natureza possam fornecer informagoes valiosas a rvespeito
do papel dos ligantes homotropicos e heterotropicos e da coope-
ratividade nas hemoproteinas em geral, a acao de ligantes indi-
viduais foram analisadas separadamente. Recentes estudos indicam
que ligacgao de cada ligante heterotrﬁﬁico esta associada nao
somente a oxigenacao, mas também a ligagao de outros moduladores
heterotropicos, alguns dos quais competem entre si pelos mesmos
sitios na molécula de hemoglobina (BENESCH et alii, 1969;
KILMARTIN et alii, 1980). Assim, o efeito desses ligantes nao
pode ser tratado separadamente (IMAIZUMI et alii, 1979). Alem
disso, algumas das propriedades funcionais de hemoglobinas ca-
racterizadas nas serpentes nao podem ser extrapoladas, sem res-
tricoes, nas interpretagoes dos fenomenos fisiologicos porque
conforme preconiza GRIGG, 1974, a funcao do transporte de oxi-
genio "in vivo", resulta da acao conjunta de varios ions, mole=-
culas e proteinas respiratorias. Nesse sentido, estudos futuros
devem ser cuidadosamente elaborados para melhor conhecimento das
fungoes das hemoglobinas "in vivo", nao na molécula em solugao,

mas como um dos membros integrantes do organismo como um todo.



70

0 estudo de hemolisados de H.modestus e L.miliaris,
duas serpentes aquaticas com diferentes graus de adaptaggo a
esse ambiente mostraram por focalizagao isocelétrica em gradiente
de sacarose (intervalo de pH do anfolito: 7,0 - 9,0), 3 e 5
componentes de hemoglobina. A pureza dos componentes foi contro
lada por técnica de imunodifusao dupla em gel de agarose.

As propriedades funcionais foram estudadas com
solugao de hemoglobina, em ausencia e em presenca de ligantes
fisiologicos e nao fisiologicos. Na ausencia de moduladores, as
hemoglobinas de H.modestus apresentaram maior afinidade pelo
oxigénio do que de L.miliaris, tendo valores de Pego 1,0mm de Hg
e l,4lmm de Hg respectivamente, em pH 7,0. Em presenga de fosfa
tos organicos tais como ATP, GTP, 2,3DPG e LHP, esses valores
tornaram~se maiores: 8,95, 10,0, 4,16 e 25,48mm de Hg em
H.modestus e 17,81, 16,98, 9,11 e 25,70mm de lg em L.miliaris,
indicando menor afinidade Hb-0,. 0 efeito Bohr passou de =~0,07
na hemoglobina desionizada de H.modestus a -0,38 e a ~0,55 na
presenca de GTP e ATP respectivamente e na L.miliaris, de -0,30
na hemoglobina desionizada a -0,60 na presenga de GIP ¢ a -0,90
na presenga de ATP.

Entre os anions polifosfatos, apenas o ATP e o
GTP parecem ser fisiologicamente importantes nas serpentes, vis
to que apenas esses nucleosideos trifosfatos foram encontrados
no sangue das serpentes, em NOSSas determinagoes por cromatogra
fia em Dowex l~X8. Em H.modestus, o nivel de ATP (56%) foi maior

que em L.miliaris (23%), ao contrario do GTP cujas PTOpoOrCoes
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relativas foram 202 em H.modestus e 41% ewm L.miliarig. 0Os demais
nucleotideos identificados foram ADP e AMP.

Efeito de sais como NaCl, KCL, CaCl EDTA e ci-

9
trato de sodio sobre as propriedades funcionais das bemoglobinas
foi tambem estudado. O Ton cloreto nao teve qualquer influéncia
sobre a afinidade da waOz em L.miliaris; contudo,em H.modestus
a afinidade tornou-se menor, em pH abaixo de 7,0. O EDTA e o ci
trato de sodio diminuiram a afinidade Hb~02 em ambas as serpentes.

Determinacao de grupos tiois na oxi e desoxihemo
globina, na auséncia e na presenga de moduladores heterotropi
cos foi realizada. Na oxihemoglobina desionizada foram titula-
dos 8 -SH/Hb em H.modestus e 11 -SH/Hb, em L.miliaris; na pre-
senga de fosfatos organicos foram titulados 8 e 5 -SH/Hb respec
tivamente e na desoxihemoglobina, 5 e 4 -SH/Hb.

O0s valores das constantes cineticas de desnatura
cao (k) = da hemoglobina por NaOH, benzoato de sodio e ureia,
‘na ausencia e na presenca de ATP foram diferentes em ambas as
serpentes, sugerindo que a presenga de moduladores determina mu

dangas conformacionais na molécula de hemoglobina.
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S UMMARY

The study of thé hemolysate of H.modestus and
L.miliarie, two water snakes with different degrees of aquatic
adaptations, by isoelectric foccusing using a pH gradient
between 7,0 and 9,0 showed 3 and 5 haemoglobin components
respectively. The homogenity of the components was checked by
double immunodifusion in agarose gel. The functional properties
were studied with haemoglobin solutions either in the presence
or not of physiological and non physiological ligands. Stripped
haemoglobin of H.modestus presented higher oxygen affinity than
that of L.miliaris, where Psg véiues found were 1,0mm Hg and
1,41lnm Hg respectively, in pH 7,0. In the presence of organic
phosphates such as ATP, GTP, 2,3DPG and IHP, these values
increased, showing lower oxygen affinity: 8,95mm Hg, 10,0mm Hg,
4,16mm Hg and 25,48mm Hg respectively in H.modestus and 17,8lmm
Hg, 16,98mm Hg, 9,llmm Hg and 25,70wm Hg in L.milZarts. The
Bohr effect increased from -0,07 to -0,38 and -0,55 in the
presence of GTP and ATP in H.modestus and from -0,30 in stripped
haemoglobin to -0,60 in the presence of GTP and to -0,90 in the
presence of ATP in L.miliaris.

Among polyphosphate anions studied, ATP and GTP
seems to be physiologicaly important, since only these nucleotides
were found by Dowex 1-X8 chromatography determination. In
H.modestus, the ATP levels (56%) was higher than in L.milZarie
(23%); conversely, the GTP levels were about 2072 in H.modestus
and about 41% in.L.miliaris. ADP and AMP were also identified in

the erythrocytes.
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NaGl, KCI, CaCl,, EDTA and sodium citrate effect
on haemoglobin functional properties were also analysed. Chloride
ions showed no influence on haemoglobin oxygen affinity in
L.miliaris’ nevertheless in H.modestus the Hb—02 affinity

decreased. Concerning to EDTA and sodium citrate a lower Hb~02
affinity in both species were also found.

Thiol groups determination in stripped oxyhaemoglobin,
showed 8 =-SH/Hb in H.modestus and 11 =SH/Hb in L.miliaris. In the
presence of ATP, has been determined 8 and 5 ~SH/Hb in oxyhaemoglobin
of H.modestus and L.miliaris respectively and in desoxyhaemoglobin,
5 and 4 -SH/Hb.

Haemoglobin denaturation kinetic values in the

presence or not of ATP were different in both species, showing

conformational changes in the molecule by ligand binding.
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