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RESUMO

Neste trabalho analisou-se e as propriedades funcionais intrinsecas
de oxigenagdo ¢ de oxidagdo das hemoglobinas, tetramérica de Clarias
sp. peixe de respiracdo aérea, e dimérica de Liophis miliaris, serpente
aquética, considerando-se a base molecular e termodindmica de unido
com o ligante, efeito Bohr e cooperatividade, e a relagdo estrutura-

fun¢do-evolucdo

As propriedades funcionais de oxigenagdo da hemoglobina de
Clarias sp., de um componente eletroforético de migracdo anddica,
mostraram alta afinidade pelo oxigénio (Ps, de 4,5 torr), sem efeito Bohr
e cooperativa. Com valores de n = 1,5 na forma "stripped" e efeito
alostérico heterotropico do ATP, com Kd 3 x 10° M em pH 7,6. O
potencial redox revelou uma baixa energia livre intrinseca, AG®" de 2,0
Kcal rnol'l, menor do que a da hemoglobina humana e Hb I de truta,
compativel com a alta afimidade pelo oxigénio e com instabilidade da

estrutura quaternaria, provavelmente devido a substituigdes do contato
0B, Os valores de AG®, em funcdo do pH, com uma transicdo T-—>R
com pK préximo a pH 7,5, independente ao efeito Bohr e de fosfatos
orgdnicos, sugerem a lonizagdo de uma histidina associada ao processo

alostérico.

Os valores de AG® do potencial redox da hemoglobina de Clarias sp.
e de Liophis miliaris na presenca de ATP em fun¢do do pH ndo foram
modificados, ndo devendo contribuir energeticamente na transi¢do

quaternaria. O efeito Bohr aparente ou de 4nion observado deve-se a
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mudangas de interagdes eletrostaticas da unido do ligante induzidas pelo

pH e ndo ao efeito Bohr intrinseco.

Os estudos de oxido-redugdo da hemoglobina de Liophis miliaris,
dimérica na forma "stripped", mostraram mudangas conformacionais da
estrutura tercidria e auséncia da transi¢fo quaternaria T-»>R. Observou-se
a tetramerizac¢iio, cooperatividade e transi¢do com pK proximo a 7,5 na
presenga de ATP, com AG® préximo a 0,4 Kcal mol”, envolvem a
ionizag@o de uma ou mais histidinas da cadeia beta ¢ a estabilizagdo do
tetrdmero por interacdes eletrostaticas e/ou pontes salinas do contato o3,

originadas por este efetor alostérico.

O modelo dimero-tetrdmero proposto para Liophis miliaris ndo
inclui a formas quaternarias intermediarias da forma T ou R, devido a
auséncia do contato o, na forma desoxigenada, seguindo o
comportamento do modelo de MWC que envolve s6 um ajuste da

estrutura terciaria em ambos dimeros associados a cooperatividade.

Estas propriedades funcionais, estruturais e termodinimicas das
hemoglobinas de wvertebrados nfo mamiferos, de respiracdo aérea,
refletiriam as caracteristicas moleculares dos ancestrais dos primeiros
vertebrados, hemoglobinas de alta afinidade pelo oxigénio, de baixa

energia livre intrinseca, provavelmente devido a substitui¢des especificas

do contato o;[3;.



SUMMARY

The functional oxygenation and oxidation properties of tetrameric
hemoglobin were analyzed for Clarias sp., an air breathing fish, and
dimeric hemoglobin Liophis miliarié, a water snake, relating to the
molecular and thermodynamic of the ligand binding, the Bohr effect and
cooperativity. The structure-function-evolution were considered in this

hemoglobin.

The oxygenation properties of Clarias sp. hemoglobin with one
anodic electrophoretic component and two globin chains, showed high
oxygen affinity, Ps; of 4.5 torr, absence of Bohr effect, cooperativity n =
1,5, in the stripped form, and an evident heterotropic allosteric effect for
ATP, with Kd 3x10° M, at pH 7.6. The redox potentials showed a low
intrinsic free energy AG® of 2.0 Kcal mol”, lower in relation to trout I
and human hemoglobin. Consistent with the high oxygen affinity and
instability of the quaternary structure, probably due to the substitutions at
o f; interface. The free Gibbs energy value and the TR transition with
pK close to pH 7.5, independent of the Bohr and organic phosphate
effects, suggest a histidine ionization associated with this allosteric

process.

The invariability of AG® redox potential values with pH in the
presence of ATP, observed for Clarias sp. and Liophis miliaris

hemoglobins, seems not to energetically contribute on the quaternary
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transition. The apparent Bohr effect or the anion effect could be attributed
to the alteration in the electrostatic association of the ligand, induced by

the pH, and not to the intrinsic Bohr effect.

The oxidation-reduction studies of hemoglobins of Liophis miliaris
dimeric in the stripped form showed conformational change in the tertiary
structure and absence of the quaternary transition T—>R. The
tetramerization, cooperativity and transition with pK close, to 7.5, in the
presence of ATP, with AG® 0.4 Kcal mol™, suggest the ionization of
histidine of the beta chain and stability of the tetramer by electrostatic

interaction or salt bond contact o;f3,, originated by this allosteric effect.

The dimer-tetramer model proposed for Liophis miliaris does not
include the quaternary intermediates forms of T or R, due to the absence
of the contact o3, in the deoxygenated form, according to the model of
MWC, which would be envolve one fitting of the tertiary structure in

both dimers, associated at the cooperativity.

These functional, structural and thermodynamic properties of
hemoglobins of air breathing non-mammals, could reflect the molecular
characteristics of the ancestral primitive vertebrates hemoglobins which

high oxygen affinity, low intrinsic free energy an the specific

substitutions at the a3, contact.



1. INTRODUCAO

1.1 INTRODUCAO

A hemoglobina ¢ uma das proteinas mais amplamente pesquisadas
nas ultimas décadas. Constitui até hoje um 6timo modelo para esclarecer
0 processo alostérico, 0s mecanismos operacionais de oxigenag#o frente
aos requerimentos fisiologicos, e o estudo da relagdo estrutura-funcéo-
evolugdo. Topicos basicos no desenvolvimento da quimica de proteinas e-
enzimas, intensamente estudados através de andlises funcionais,

termodindmicas e estruturais.

1.1.1 ASPECTOS HISTORICOS.

A estequiometria ¢ reversibilidade da ligagdo da hemoglobina com o
oxigénio foi determinada inicialmente por Hufner (1903), aplicando a Lei
de massas formulou uma equagfio simples para descrever a curva de
dissociagdo. Porém, a forma sigmoide da curva de equilibrio da
hemoglobina pelo oxigénio, foi interpretada por Hill (1910) ao observar
que a hemoglobina em solugfo fisiolégica apresentava-se como polimeros
com valores de "n" (coeficiente de Hill), correspondentes a mais de um
sitio de combinagdo de oxigénio, enquanto que a forma hiperbdlica da
curva foi obtida com hemoglobina em 4gua destilada, com um sitio de

ligacdo e massa molecular de 16000 Dalton.



Em 1912 Douglas et al. mostraram que a hemoglobina constituia um
sistema reversivel de associagdo-dissocia¢do, no qual o mondmero estaria
em equilibrio com espécies de alta massa molecular; e que a curva
sigmoidal resultaria da diferenga do grau de polimeriza¢io das formas

oxigenada e desoxigenada, onde esta ultima teria o maior estado de

agregacao.

Entretanto, a teoria de Adair (1925) associou o comportamento da
hemoglobina a estrutura de subunidades ¢ & existéncia de intera¢des
funcionais entre os grupos heme, razdo pela 'quai a equacdo de Hill
comegou a ser utilizada para descrever a natureza da curva de equilibrio
com o ligante oxigénio, tornando o valor de "n" um indice empirico da
interacdo heme-heme. As determinagdes de massa molecular por medidas
de pressdo osmotica, indicaram que tanto a oxi como a desoxi
hemoglobina sdo tetraméricas, postulando-se que a ligagdo com o
oxigénio ocorTeria em quatro passos sucessivos, e que a forma sigmoide
implicaria a presenca de mais de uma constante, que representaria o
produto de dois fatores: a constante de associagfio intrinseca para unido
do oxigénio ¢ o fator estatistico que consideraria 0 modo de distribuigfio
do ligante nas subunidades, possibilitando o ajuste cinético para quatro

constantes de associagdo e dissociagio.

Néo obstante, o modelo proposto por Pauling (1935) ajustou a curva
de equilibrio a duas constantes de associagdo, baseando-se nos
conhecimentos estruturais € na interagio entre os dois pares do heme,
equivalentes entre si. Neste modelo, localizou-se esquematicamente 0s

grupos hemes nos vértices de um quadrado, com seis provaveis arranjos



moleculares para unido do ligante. A determinagdo experimental da
intera¢do entre os hemes adjacentes, revelou um valor aproximado de 1,5
Kcal mol™, demostrando que a mudanga de ionizagdo dos grupos acidos
na unido com oxigénio era influenciada pelo pH. Pauling foi, portanto, o
primeiro pesquisador a relacionar a interagdo estrutural a situagdo

energética.

A seguir, Coryell (1939) estendeu o tratamento de Pauling ao
potencial de oxido-redugfio da hemoglobina, e mostrou que os valores de
"n" da equagdo de Hill, se relacionam com a energia de interacfio entre os
hemes, reforgando o significado descritivo da curva de equilibrio com

oxigénio.

Durante os anos 1935-1948, Wyman analisou intensamente o
sistema de hemoglobina em termos funcionais, principalmente o efeito
Bohr e o efeito de dioxido de carbono, propondo o "modelo retangular"
para a interacdo heme-heme, onde eram localizadas as interacdes fracas e
fortes esquematicamente nos vértices de um reténgulo. Postulando que a
simetria ou assimetria da curva de equilibrio relacionava-se com a
equivaléncia ou ndo dos quatro grupos heme, ¢ que na unifio do ligante
ocorriam mudancas conformacionais que forneceriam a base molecular

do processo de regulagdo de proteinas (Wyman, 1948).

No periodo de 1950-1960 foram realizados estudos precisos para se
obter medidas das constantes de equilibrio e das cinéticas das reacdes
com oxigénio. Os resultados foram analisados pelo esquema proposto por
Adair, com o objetivo de encontrar o significado estatistico dos valores

das quatro constantes de equilibrio e das oito constantes cinéticas,



sugermdo que a mudang¢a de afinidade e velocidade de reacdo da

hemoglobina ocorriam antes da terceira unifio do ligante.

Ap6s 1960 os modelos que explicavam o comportamento do sistema
da hemoglobina foram discutidos sob duas categorias, como subunidades
estruturais ou em termos das mudangas conformacionais, embora estas
estejam intimamente relacionadas. Perutz (1969) realizou estudos das
propriedades funcionais correlacionando quantitativamente o equilibrio
da unido do ligantc a associagfo-dissociacio e & transigdo

conformacional.

No grupo liderado pelo Dr. Jeffries Wyman, enfatizou as pesquisas
das subunidades estruturais em relagdo & unido do ligante, foram
determinadas experimentalmente as curvas de equilibrio ¢ de cinética,
usando varios tipos de ligantes e subunidades que mostraram que o
primeiro produto da dissociagdo da hemoglobina ¢ o dimero of.
Definindo portanto, o comportamento cinético por duas constantes "on" ¢
"off", e estabelecendo a relagfio entre o processo de associagdo-
dissociagdo e a unidio do ligante. Foi entdo proposta, a existéncia da
relagdo termodindmica entre os diferentes graus de dissociagdo, das
formas oxigenada ¢ desoxigenada da hemoglobina, e da unido do ligante
ao tetrdmero € ao dimero. Assim, através das reag¢des de cinética e de
equilibrio das cadeias isoladas com o ligante, foi possivel estabelecer as
modificagdes das reatividades intrinsecas das cadeias o e B'devido a
interagdes especificas dentro do tetrAmero (Wyman, 1964; 1967, Rossi-
Fanelli et al., 1964; Antonini 1965; Noble 1969; Antonini & Brunori
1970).



Nos trabalhos de Briehl (1963) realizados com hemoglobina de
lampreia Petromizon marinus, essencialmente monomérica na forma
ligada e polimérica na forma desoxigenada, apresentou-se a importdncia
da unido do higante no equilibrio de associac¢do-dissociagio, observando-
se que a associagdo ¢ dependente do pH e da concentra¢do de proteinas.
Enfatizou-se o papel da dissociacdo das subunidades como fator
primordial no comportamento da unido do ligante, embora o modelo n3o

tenha sido consistente para mamiferos (Antonini et al., 1964).

1.1.2 MODELOS BASICOS DA HEMOGLOBINA

Os principais modelos propostos explicam o equilibrio com oxigénio
através de constantes microscopicas nos sitios especificos de interagéo ou
de transi¢do associada a unido do ligante, a qual inclui a conformacéo
intramolecular ¢ o fendmeno de associacdo-dissociacio (Antonini &
Brunori, 1971).

1.1.2.1 Modelo Alostérico

O mecanismo conhecido como "Modelo Alostérico” proposto por
Monod et al., (1965) destaca o papel da transicdo conformacional para
explicar os efeitos homotrépicos ¢ heterotrépicos das hemoglobinas,
relacionando as mudangas estruturais ds intera¢des conformacionais.
Aplicaveis, também a transicdo conformacional de outras proteinas ou
enzimas € considerado o fendmeno regulatério nos sistemas biologicos.

Wyman (1967) sugeriu o modelo retangular para explicar o fendmeno



alostérico, assumindo a existéncia do par off em duas formas
conformacionais A e B, definia duas constantes de equilibrio para a unifo
do ligante nos dois estados conformacionais como K4 e Kg. O modelo
original mostrou a diferente afinidade dos dois dimeros que constituem o
tetrdmero e propds que a mudanca conformacional ocorria de forma

“"tudo ou nada". Mas através deste nfo foi possivel explicar o efeito Bohr.

1.1.2.2 Modelo seqiiencial

O modelo seqiiencial proposto por Koshland et al. (1966) propde
que o efeito alostérico resultaria da inducdo seqiiencial de mudancas
conformacionais durante a unifio do ligante, o qual podia ser visto como
uma extensdo do modelo de Adair, por considerar os valores de

constantes microscopicas de dissociagfo durante a oxigenago.

1.1.2.3 Modelo estereoquimico

O modelo estereoquimico das interacdes homotropicas e
heterotropicas das hemoglobinas, proposto por Perutz (1970), baseou-se
na informacdo estrutural obtida por andlises de cristalografia de raios X,
indicando que a oxigenag@io promoveria alteracdes do atomo de ferro,
assim como da distincia existente entre a histidina proximal ¢ o anel de
porfirina, causando uma modificagdo estrutural local que promoveria
reagdes sucessivas de mudancas conformacionais intercadeias. Assim,
durante a oxigenagdo, a hélice F movimenta-se em dire¢do a hélice H,
expulsando os residuos de tirosina, Tyri4sH23B3 ¢ a Tyr40H23a, da
cavidade do heme, fazendo desaparecer o impedimento esterico entre o

grupo v metila da Val E_E11 da cadeia § na desoxihemoglobina. Esse



movimento leva a quebra das pontes de hidrogénio dos residuos C-
terminais, favorecendo a conformagdo quaternaria da forma oxigenada e

alterando os valores de pK dos grupos Bohr.

A mudanga na estrutura quaternéaria originada pela ruptura destas
pontes salinas, poderia ocorrer em qualquer estigio da oxigenacdo. A
variagdo de energia livre € associada a ruptura de seis pontes salinas por
tetrémero, ¢ expressava a energia total de interacdo. Adicionalmente,
sugeriu-se¢ que a unifio do ligante oxigénio ocorreria de maneira
sequiencial na seguinte ordem ooy BiB), mas isto exigiria que o
tetrdmero fosse a unidade funcional. A conformaciio desoxi de baixa
afinidade pelo oxigénio, ¢ alcancada pelo tetrAmero, mas a sua
dissociag@o em dimeros esta associada & ruptura das pontes salinas que
originam a forma desoxi de alta afinidade. Portanto, no modelo proposto
por Perutz, para o comportamento do sistema de hemoglobina, incluem
aspectos dos modelos de MWC, Monod, Wyman e Changeaux, (1965) e
de KNF, Koshland, Nemethy ¢ Filmer, (1966).

1.1.2.4 Representacio esquematica dos modelos

No sistema de hemoglobina, a unido do ligante ¢ geralmente descrita
através de esquemas simplificados, embora o comportamento cinético
seja de grande complexidade, devido ao grande nimero de possiveis
intermediarios na reagdio de saturagdo. Contudo estes esquemas sdo
validos, considerando o acesso do ligante, a desoxi-hemoglobina, ¢ a
interagdo da proteina com prétons ou outras moléculas, sendo pois
aplicaveis em qualquer estagio da reagdio, e nos diferentes estados de

agregacdo. A alta afinidade da hemoglobina pelo oxigénio,



comparada a liberag@o do ligante, e baixas velocidades de associagfo-
dissociagdo, aplicaveis s6 em concentragdes da ordem de micromolares,

reforgam a validade das descrigBes através de constantes simples.

A seqiéncia de unido do ligante & hemoglobina considerando o
tetramero como unidade funcional, pode ser expresso pelo seguinte

esquema:

(2)
(HT o1
Hb* X p-1 + X Hb *X p
Desoxi-Hb Oxi-Hb

(1) Constante cinética do processo alostérico

(2) Constante cinética de associagao-dissociagdo do ligante

Hb e Hb* representam diferentes estruturas terciarias ou quaternarias,
estados de agregacdo, tetrdmero, dimero ou mondémero, ou de formas que
diferem na interaco com protons ou outra molécula. A linha vertical

indica a cinética de unido ao ligante ¢ o efeito de varias microconstantes.



Porém, este esquema omite a equivaléncia funcional entre as cadeias
o e B, a transicdo &conformacional e a interconver¢do entre tetrdmero,
dimeros ou mondmeros, na unido com o ligante. Considerando o esquema
de Adair, no qual todas as formas contém igual nimero de moléculas
ligadas onde o dimero aff ¢ a unidade funcional, o esquema proposto

para a oxigenacdo, seria:
HbaB <> Hb(aB) X1 <> Hb(aB)Xs <» Hb(op) X3 <> Hb(af) X4

Onde X1, X>, X3, € X4 , representam a unidio seqiiencial de oxigénio.

A seqiiéncia de unifio do ligante é representada por uma constante
simples de velocidade, de combinag#o e de dissociagdo. Este esquema de
equilibrio ndo admite valores de '"n" maiores que dois, dado que

considera o efeito intradimeros dominantes sobre os interdimeros.

Os modelos simplificados propostos sdo importantes, pois permitem
avaliar as tendéncias e fazer predi¢des sobre o comportamento geral do

sistema.

1.1.3 MECANISMO MOLECULAR DA OXIGENACAO NA
HEMOGLOBINA HUMANA

Como salientamos acima, a oxigena¢do ¢ a desoxigenacio da
hemoglobina promovem mudangas estereoquimicas e conformacionais

que provocam um rearranjo global das pontes de hidrogénio intra e
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mtersubunidades, que ocasionam rotacdo e deslizamento das subunidades
(Baldwin & Chothia 1979; Perutz, 1987).

Abordaremos a seguir, alguns detalhes destas mudangas que
ocorrem no equilibrio da hemoglobina com o oxigénio, Hb <> HbO,. O
ferro do grupo heme, na forma oxigenada, apresenta um estado de baixo
spin com raio atbmico de 0,75 A com todos os elétrons compartilhados e
seis ligagcOes de coordenacdo, que se torna de alto spin e com cinco
enlaces de coordenacdo na desoxigenagfio. Na oxigenagdo o ferro
desloca-se mo plano em relagio &4 protoporfirina ¢ diminui a distincia
entre a histidina proximal em 0,5 - 0,6 A. Esta mudanca de raios e
distancias de enlace altera o equilibrio conformacional da estrutura
terciaria dos segmentos da globina préoximo ao heme. As que sdo
transmitidas a subunidade seguinte, modificam o equilibrio heme-heme e
desencadeia a mudanga da estrutura quatemnaria, denominada transig¢do
T < R (tensa ¢ relaxada) de baixa e aita afinidade pelo oxigénio
respectivamente, que consiste numa rotacéio do dimero of3; em relagdo
ao outro dimero anfB; por 12° ou 15° sem alterar estes contatos, € a

translacdo de um dimero em relag@o ao outro em 0.8 A, movimentando-se

os contatos o187 € apfy (Perutz, 1970).

1.1.3.1 Regulacio alostérica homotraépica

A reac¢8o reversivel da hemoglobina com oxigénio nos quatro grupos
heme pode ser tratada como equilibrio quimico, nestes a fragfo ligada é
independente da pressdo parcial de oxigénio, a forma da curva de

equilibrio de tipo sigmdide, indica que a unido do ligante facilita-se a
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medida quie procede a oxigenagdo. Os diferentes valores de energia livre
de interacdo entre as subunidades alteram a afinidade do préximo

oxigénio.

A interagfdo heme-heme ou cooperatividade ¢ alcancada pela agdo
dircta de reatividade entre os sitios, e indiretamente pelas mudancas
conformacionais induzidas pela unido de oxigénio nas subunidades,
modificando o equilibrio entre as duas formas conformacionais da
estrutura quuatemaria. A transdugiio de energia entre os sitios de unidio ¢ a
mudan¢a de estados conformacionais € reciproca, restaurando-se a forma
original apos a dissociagdo do ligante. A cooperatividade garante a
oxigenacdo© ¢ a desoxigenagdo total da molécula (Perella, 1986) ¢ € uma
caracteristica vinculada a molécula tetramérica e nfo ao dimero of3, onde
a interacdo desaparece (Kellet & Gutfreund, 1970, Anderson et al., 1971;

Hewitt et al., 1972), devido a rigidez dos contatos entre as subunidades

o B

A hemoglobina humana € considerada o prototipo de proteina
alostérica e cooperativa; a regulacdo ¢ realizada através das interacdes
homotrépicas ¢ heterotropicas, que modelam a reatividade do sitio de
unido de oxigénio, mudando o equilibrio conformacional da estrutura
quaternaria T <> R, descrita pelo modelo MWC, (1965), ou peio modelo
seqiiencial KNF, (1966) que considera as seqiiéncias conformacionais

intermediarias entre T e R.

O mecanismo alostérico, parece ser controlado por uma

caracteristica simétrica desconhecida, onde a configura¢do isomérica se
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transfere ao heme seguinte, envolvendo ao menos seis pontos chaves da
estrutura quaternéaria (Ackers et al., 1992). Segundo Gelin et al. (1983), a
perda da molécula de 4gua unida ao ferro do nticleo alostérico e a redugo
do ferro na estrutura R, também poderiam desencadear o deslocamento
do ferro do plano dos nitrogénios porfirinicos em cerca de 0.2 A,
transmitindo os movimentos a histidina proximal ¢ aos contatos 1Bz ¢ @

,B;. Sugerem-se também que os enlaces de hidrogénio entre N da
Hisg7F8 e o grupo carboxilico da LeuggfF4 poderiam estar envolvidos no

mecanismo alostérico, através da alteragdo da distdncia do enlace, mas

que persistern tanto na forma oxigenada quanto na forma desoxigenada.

1.1.3.2 Regulacio alostérica heterotropica

A regulagdo alostérica através das interagdes heterotropicas,
modificarn a afinidade do sitio de unio pelo oxigénio por efeito de outros
ligantes como prétons, Cl-, diéxido de carbono ¢ 2-3 difosfoglicerato (2-3
DPG) (Benesch & Benesch, 1981; Antonini & Brunori 1971; Perutz,
1990). Esses efetores alostéricos diminuem a afinidade da hemoglobina
pelo oxigénio, facilitando sua liberagdo, estabilizam a estrutura T pela

formacdo de enlaces de hidrogénio entre as subunidades, modificando a

constante de equilibrio T <> R.
1.1.3.2.1 Efeito de fosfatos orgénicos

O modulador natural da hemoglobina humana, o 2-3 DPG tem a
fungio de adaptar a molécula de hemoglobina 4as necessidades

metabolicas dos tecidos, diminuindo a afinidade pelo oxigénio (Benesch
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metahemoglobina através de modificagdes quimicas que aceleram a
oxidagdo reversivel do ferro do grupo heme (Snyder et al., 1987). Através
dos estudos de cristalografia de raios X, Amone (1972) ¢ Armone &
Perutz (1974) mostraram que o DPG e o Inositol hexafosfato (IHP)
ligam-se na desoxihemoglobina humana entre as duas cadeias B por
interagdes  eletrostaticas,  unindo-se & Val(NA)B, Hisa(NA2)B e
His143(H21)B de ambas cadeias e Lyss>(EF6)B de uma cadeia .

1.1.3.2.2 Efeito de prétons

O efetto de protons foi descrito por Bohr et al. (1904) como o
aumento da afinidade da hemoglobina humana pelo oxigénio em funcio
do aumento de pH. A liberacdo de prétons desta molécula conhecido
como efefto Bohr alcalino, ¢ fundamental para o transporte de CO, dos
tecidos aos pulmdes, pela formagdo de HCO; e CO; e agua.
Fisiologicamente importante numa atividade muscular intensa, visto que
uma baixa porcentagem de CO, é transportada na forma de carbamino

hemoglobina.

A teoria de Wyman (1964) mostrou que existe uma relacio exata
entre a mudanga de afinidade da hemoglobina pelo oxigénio e o numero
de protons liberados em fungdio do pH. Para cada mol de oxigénio
liberado, a pH 7,4 e a temperatura de 25 °C, a hemoglobina capta 0,2
moles de protons da solugdo desionizada, 0,5 moles de H* em 0,1 M ClI-
e 0,7 moles de H™ em excesso de 2 -3 DPG (Kilmartin, 1974; Perutz et
al., 1980). Através de cristalografia de raios X, foi demostrado que os

protons sdo captados pela His146(HC3)P e utilizados para a formagdo de
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pontes de hidrogénio éom Aspos(FG1)P na estrutura T. O grupo imidazol
da Hisjaes aceita enlaces de hidrogénio do NH do peptidio da mesma
cadeia na estfutufa R, mudando o pK de 6,8, na oxihemoglobina, para 7,8
na desoxihemoglobina (Rossi-Bernardi & Rougton, 1967; Kilmartin et
al., 1973; Fermi et al., 1984).

O mecanismo molecular do efeito Bohr proposto por Perutz (1970)
considera a formagdo de pontes salinas do grupo o amino da Valia € do
grupo imidazol da His;46(HC3)B. Na oxigenagdo, as pontes salinas s&o
rompidas e os valores dos pKs dos grupos Bohrs sdo revertidos ao valor
normal € os protons liberados. A maior contribuigdo do efeito Bohr
parece ser dada pela His46f3, devido a diminuig@o drastica deste efeito
apés a remogdo especifica do residuo com carboxipeptidase (Rossi-
Fanelli et al., 1964) ou pela sua substitui¢do, nos casos de mutantes

naturais, tais como a hemoglobina de Hiroshima Hisj463 — Asp. (Perutz

et al., 1971) e Cochim-Royal Hisj46 — Arg (Wajeman et al., 1975).

Mas existe uma série de controvérsias sobre 0s grupos que seriam
responsaveis pelo efeito Bohr. Van Beek et al. (1979; 1980), propuseram
que qualquer residuo de aminoacido com afinidade diferente por &nion na
desoxi ou oxihemoglobina contribuiria para este efeito. Por outro lado,
Perutz et al. (1980) indicam o envolvimento de apenas trés ou quatro
residuos de aminoacidos. No entanto, o modelo eletrostatico sugere a
mudanca de pK de uma série de aminoacidos ionizaveis, tanto na forma
oxi quanto na desoxi devido a interagdio do solvente com as cargas da

proteina (Russu et al., 1980; 1982).
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Considerando a teoria alostérica, o equilibrio conformacional da
estrutura quatemérié entre os estados T ¢ R, alteram as propriedades de
ionizagdo de vdrios residuos de aminoécidos. Os prétons Bohr unidos a
grupos catiGnicos de valores de pK elevados no estado T, sdo liberados na
forma R apds a oxigenagdo. Mas apenas 25% dos protons Bohr seriam
liberados antes da mudanga T <> R, a maior parte ocorreria no segundo e
terceiro passo da oxigenagdo ¢ apenas 5% no quarto passo (Imai et al.,
1975).

No efeito Bohr alcalino, a conservagdo dos residuos N e C terminais
sdo relevantes, e qualquer substitui¢do ou dele¢do da Hisi4¢3 mostra um
efeito significativo, mas ndo se pode excluir a participacdo de outros
grupos (Riggs, 1988), ndo obstante a termodinidmica mostre que este seria
conseqliéncia de uma tunica distribui¢do de cargas nas duas estruturas

quaternarias (Ho & Russu, 1987).

1.1.4 ASPECTOS TERMODINAMICOS

A analise termodindmica pode fornecer informagdes sobre as
variagles energéticas iniciais e finais associadas as rea¢des quimicas; e
permite prever a factibilidade dos sistemas propostos assim como a sua
extensdo, embora néo indique a velocidade das reagdes e a seqiiéncia dos

mecanismos.
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1.1.4.1 Antecedentes histéricos

As bases da termodindmica moderna iniciaram em meados do
século XIX pelas contribui¢tes de Camnott (1824), Mayer (1842), Joule
(1840-1849) e Classius (1850-1855). Aplicando os conceitos da célula
eletrolitica mostraram a reversibilidade do processo pelo tratamento de
Gibbs. Logo ap6és Nemst (1891) introduziu a relagdo entre a forca
eletromotriz (FEM), diferenga de potencial entre dois eletrodos com
resisténcia zero, e os potenciais quimicos. As medidas das FEM no
equilibrio, permitiram calcular o trabalho elétrico da reagdo quimica. A
equacdo de Nemst relacionou a FEM as atividades das substncias nas
reacOes quimmicas da célula e ao potencial padrdo da reacfo, considerando

os dados quantitativos da energia livre.

Os estudos de potencial de odxido-redugdo na hemoglobina,
iniciaram-se com Conant & Pappenhainer (1932), os quais utilizando
métodos espectrofotométrico e potenciométrico mostraram que o sistema
era termodinémicamente reversivel obtendo-se valores de potencial de Ep,
de 0,15 V a pH 7,0. Verificou-se mais tarde valores similares para
hemoglobina de boi e o valor de A Eh por unidade de pH préximo a
0,05V (Havenam & Wolff, 1937).

Taylor e Hasting (1939) introduziram nas determinacdes de
potencial redox no sistema das hemoglobinas, de eletromobilidade muito
lenta, 0 uso de eletromediador, de modo a acelerar o equilibrio no
eletrodo de platina, obtendo a curva de oxidagdo de hemoglobina de
cavalo nos diferentes pHs com valores similares & humana com pK de

6,65 e uma variagéo de potencial por unidade de pH de 60 mV, que inclui
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a liberacdo de um proton por sitio entre a forma oxidada e reduzida

(Antonini et al., 1964b).

1.1.4.2 Propriedades do equilibrio da éxido-reducio.

1.1.4.2.1 Analogia do equilibrio de oxigenacéio e de oxidac@o

A analogia do equilibrio de 6xido-reducio da hemoglobina e da
mioglobina, com o equilibrio do ligante gasoso foram mostradas por
Wyman (1948) e Gibson (1959), e posteriormente em diferentes
hemoproteinas (Brunori et al.,, 1966; 1967) ¢ avaliadas nas reagdes de
cinética de oxidagdo (Antonini et al., 1965). Tais reagOes seguem o
comportamento paralelo a oxigenacdo, aceitando-se a similaridade do
mecanismo basico do equilibrio de oxigénio e redox, e das mudangas
conformacionais induzidas pelas interacdes homotropicos e

heterotrépicas (Antonini & Brunori, 1975).
1.1.4.2.2 Potencial de oxido-reducdo e pH

A dependéncia do pH no potencial de oxido-reducdo, envolve a
ioniza¢do de varios aminoacidos nos diferentes valores de pH e permite
avaliar os valores de pK (Santucci et al., 1984; Antonini et al., 1982),
verificando-se também que os grupos envolvidos no efeito Bohr alcalino
sdo 0os mesmos que no equilibrio de oxigenagio. A unica diferenca
observada entre a transferéncia de elétrons ¢ a unifo de oxigénio com
ligante gasoso, refere-se a forma da curva de equilibrio que se mostra

dependente do pH, com valor de n=1,29 a pH 6,0 e de 2,5 a pH 9.0,
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sendo que no equilibrio de oxigénio o valor de "n" ¢ independente do pH
(Antonini et al., 1964b).

Isto pode ser explicado pela diferenga intrinseca de potencial entre
as cadeias « ¢ B no tetrAmero, dadas as diferengas de potencial redox
obtidos nas cadeias isoladas (Banerjee & Cassoly, 1969) ou entre os dois
dimeros (Brunori et al., 1965), unidade funcional da hemoglobina no
equilibrio e cinética de unifio com o ligante na forma ferrosa (Antonini,
1967, Guidotti, 1967, Wyman, 1967). Baseando-se na teoria de MWC
(1965) o equilibrioc T<&>R na metahemoglobina seria dependente do pH,
alterando-se estas propor¢des (Kilmartin, 1973) e indicaria que a energia
livre de interag@o no processo de oxidagdo é dependente do pH (Brunori
et al, 1967). Na adi¢do de inositol hexafosfatos na reagio de éxido-
reducdo da hemoglobina, observa-se aumento do valor de Ep, causado
pela forte estabilizagdo do estado T (Perutz et al., 1974) e uma baixa
tendéncia da forma desoxi ferrosa ser oxidada no estado T (Coletta et al.,

1987).
1.1.4.2.3 Efeito Bohr residual

Na curva de equilibrio de oxido-redugdo da hemoglobina e
mioglobina, a baixa ou alta forga idnica, observa-se o efeito Bohr
residual, com uma magnitude de 20 a 30 mV, o qual ndo sofre altera¢des
com carboxipeptidase, A ou B, excluindo-se a participacdo da regido
terminal, Hisi463 € Tyri4sp e Argjqio, portanto, independente do efeito
Bohr alcalino. Sugere—se que este seja originado pela mudanca de

conformacao local do heme (Brunori et al., 1969). Através de raios X.
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Kendrew et al., (1961) mostraram que o anel imidazélico da Hisg7 da
regifio FG3 com pK 6 a 8, estava préximo e paralelo ao heme, porém

seria o responsavel por este efeito.
1.1.4.2.4 Transicdo acida-alcalina

A transigdo 4cida-alcalina presente na oxido-reducio de
hemoproteinas, ocorre pela ioniza¢cdo da molécula de agua, segundo o

seguinte esquema:

+ + +
Hb-HO « Hb-OH + H

Na oxidagdo a pH alto ha perda de um préton e um elétron do sitio
heme, com o pK acima de 8,0 na ferrihemoglobina (Brunori et al., 1965).
Este processo envolve a transi¢do do compieko- de alto spin (forma
hidratada a pH baixo) para baixo spin (forma hidroxilica a pH alto)'.
Segundo Caughey (1967) a transi¢do 4cida-alcalina do derivado férrico
envolve a perda de proton do nitrogénio imidazolico da histidina distal,
movimentando-se o ferro no plano do heme, mas o papel direto desta ndo
pode ser generalizado, dado que na hemoglobina Chinomus thumin e

mioglobina de Aplysia apresentam substitui¢des neste sitio.

O equilibrio redox facilita a correlagdo entre as diferencas

estruturais e funcionais, a identificagdo dos grupos especificos envolvidos
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no efeito Bohr de oxidagfo e permite estimar a energia livre intrinseca da

molécula.

1.1.5 ANTECEDENTES GERAIS

As propriedades bioquimicas da hemoglobina humana tém sido o
modelo basico dos estudos do mecanismo molecular da oxigenacdo e das

teorias alostéricas de regulagio.

Estas sdo codificadas em trés exons e expressas em regides
diferentes do enovelamento da globina por dominios (Eaton, 1980
Blacke, 1983), sendo estes o "pocket" hidrofébico do heme altamente
conservado durante a evolugdo, constituidos pela histidina proximal
Hisg7F8, a histidina distal HisE7, a PheCD1 e a ValE11, responsavel pela
unifo reversivel do oxigénio ao fon ferroso, o contato o, responsavel
pela estabilidade T ¢ R da estrutura quaternéria do tetrdmero, € a regifio

de unido de fosfatos das cadeias B.

Existem fortes evidéncias que os diferentes mecanismos moleculares
responséaveis pelas propriedades funcionais do transporte ¢ liberacio de
oxigénio nas hemoglobinas, originam-se por modificagdes em posigdes
chaves de apenas alguns residuos de aminoacidos da seqiiéncia das
globinas (Poyart et al., 1992), principalmente daqueles localizados na
interface o132, ligagdes responsaveis pela maior diferenga de energia livre
entre a estrutura R e T (Petigrew et al., 1982). As interacdes entre as

subunidades sdo altamente especificas e dependentes do tipo de
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aminoacido participante (Hashimoto et al., 1993). Substituigdes nesta
interface promovem a dissociacdo do tetrimero em dimeros pela clivagem
das pontes de hidrogénio (Edelstein et al., 1970), ou em casos extremos a
estabilizacdo dos estados T ou R, ¢ consequientemente originando
hemoglobinas intrinsecamente de alta afinidade, ndo cooperativas ¢ sem

efeito Bohr (Perutz et al., 1984).

Ao analisar as hemoglobinas de vertebrados n#&o-mamiferos
observamos que apesar de poucas espécies terem sido analisadas em
detalhes, so geralmente tetraméricas e exibem uma extensa variabilidade
no namero de componentes e diferentes propriedades funcionais, sendo o
mais comum a presenca de efeito Bohr normal ou efeito Root. O efetor
alostérico presente em maior concentragdo ¢ o0 ATP ou GTP, porém, em
algumas espécies observa-se a presenca de lactato, inositol pentafosfato
ou 2-3 DPG, que apresentam diferentes sensibilidades a temperatura

ambiente.

Por outro lado, considerando-se o aspecto evolutivo existem
evidéncias obtidas de fosseis e de vertebrados primitivos, que no periodo
Devoniano, 350 milhdes de anos atras, ocorreram mudancgas criticas de
oxigénio no ambiente aquatico, ocasionado pela diminui¢do do nivel de
agua e aumento de matéria orgénica, que parece ter sido a pressdo de
selecdo para que os vertebrados existentes desenvolvessem a respiracdo
aérea. As propriedades respiratérias no processo evolutivo das moléculas,
originaram-se a partir de um ancestral monomérico, mas devido a sua
incapacidade de suprir as crescentes demandas metabolicas dos

organismos existentes, surgiu a estrutura quaternaria da hemoglobma que
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a tornaria rmais versatil, de menor afinidade pelo oxigénio possibilitando a

regulacdo alostérica homotropica e heterotropica (Poyart et al., 1992).

Os peixes pulmonados da classe primitiva Chrondrichthyes séo
considerados descendentes dos primeiros vertebrados € proximos aos
tetrapodes. Entre eles observam-se similaridades nas propriedades
funcionais tais como, alta afinidade pélo oxigénio, auséncia de efeito

Bohr e de cooperatividade, dissociag@o em dimeros, a qual esta associada

as substituig¢des nos residuos de aminoacidos localizados no contato oy 32.

Dentro desse contexto, as hemoglobinas de Sphenodon punciatus da
ordem Rynochocephalian, representantes dos pré-dinossaurus, (Tetens et
al., 1984; Wells et al., 1983) e serpentes Liophis miliaris (Matsuura et al.,
1987; 1989) apresentam caracteristicas funcionais e estruturais similares

aquelas apresentadas pelos vertebrados primitivos.

Os estudos das propriedades funcionais e estruturais da hemoglobina
de Liophis miliaris forneceram subsidios para propor um novo
mecanismo de transporte de oxigénio, que ocorreria entre duas formas
moleculares da hemoglobina desta serpente, 0 mecanismo de transi¢do
dimero — tetrAmero que parece ser geral a todos ofidios (Matsuura et al.,
1987, Focesi Jr. et al.,, 1990; 1992). Duas formas alternativas possiveis
podem ser sugeridas, 1.- o dimero desoxigenado de alta afinidade na
presenca de ATP, tornaria-se um tetrimero desoxigenado, no estado T,
que em presenga de oxigénio formaria o tetrdmero no estado R, e apos a
liberagdo do ATP, em dimero; 11.- a forma dimérica quando desoxigenada

associaria para formar o tetrdmero em presen¢a de ATP e ndo inclui a



forma intermediaria de tetrdmero oxigenado. Dando proceguimento a
estes estudos propusemos estudar as propriedades termodindmicas das

hemoglobinas.

1.1.6 OBJETIVOS

Atualmente ¢ de fundamental importidncia a compreensdo das
propriedades funcionais das hemoglobinas em nivel molecular. Assim, o
estudo da rela¢do entre mecanismos de oxigenacfio e estrutura primaria
com dados termodindmicos podem fornecer subsidios para o
esclarecimento dos efeitos homotropicos € heterotropicos intrinsecos a
molécula, a natureza da transi¢do T<> R ¢ a energia livre de unido do

ligante.

No presente trabalho, serdo analisadas as propriedades funcionais de
oxigena¢do, bem como oxidacio de hemoglobinas de Clarias sp., de
Liophis miliaris, e humana, vertebrados de respiraclo aerea
evolutivamente distantes, de modo a entender melhor a base molecular da
oxigenacdo, efeito Bohr e cooperatividade nas moléculas de

hemoglobinas diméricas ¢ tetraméricas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAL BIOLOGICO

No estudo das propriedades funcionais de oxigenacdo ¢ de oxidagéo
foram analisadas as hemoglobinas de Clarias sp., bagre da ordem
Siluridea, de respiragdo aérea pela utilizagdio de alvéolos branquiais
(FIGURA 1), obtido comercialmente no centro de criacdo € reproducio
"Recanto dos peixes" de Monte Mor, Campinas ¢ da serpente Liophis
miliaris da ordem Squamata, fornecida pelo Instituto Butantd de Sao

Paulo.

2.1.1 OBTENCAO E PREPARACAO DA HEMOGLOBINA

Os animais foram, anestesiados por imersdo em banho de gelo, ¢
sangrados por puncdo cardiaca utilizando seringas contendo 0,1 ml de
heparina 5000U/ml. As hemacias foram imediatamente lavadas 4 a 5
vezes com uma solucdo NaCl 1,7 %, a 4 0C, na propor¢do de um volume
de amostra para 10 volumes de tampdo. Os hemolisados foram obtidos
utilizando tampdo Tris-HCl ImM pH 8,5, e removendo totalmente o
estroma por uma ou mais centrifugacdes a 16000 rpm usando

microcentri fuga modelo Eppendorf.

2.1.2 PREPARACAO DA HEMOGLOBINA "STRIPPED".

O hemolisado isento de 4nions foi obtido ajustando o valor de pH

acima do ponto isoelétrico pela adigdo de Tris sélido e a posterior
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passagens através da coluna de Sephadex G-25 (80 cm x 2,0 cm)
equilibrada com Tris 1 mM pH 9,0, mantendo um fluxo de eluigdo de
Iml por minuto, de modo de garantir a total eficiéncia da coluna. Todas

as solugbes e tampdes foram preparadas utilizando agua miliQ.
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FIGURA 1 Modificagdes branquiais alveolares do bagre

Clarias sp. de respiraggo aérea.

Siluliforme
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2.2 METODOS

2.2.1 ANALISES ELETROFORETICAS E TIPOS DE
CADEIAS.

2.2.1.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida 7,5% pH 8,9.

As analises eletroforeticas para determinar o numero de
isohemoglobinas presentes no hemolisado total, foram realizadas por
eletroforese em placa de gel de poliacrilamida (PAGE) 7,5% pH 8.9,
segundo o método descrito por Fynn et al. (1979). Foram utilizados de 10
a 20 ul de hemolisado, com uma concentragdo de hemoglobina de 30
mg/ml diluido em tampdo Tris-glicina pH 8,9 contendo 100ul/ml glicerol
e B mercaptoetanol 0,01 M, equilibrada na forma carbomondéxido com
CO gasoso. A eletroforese foi desenvolvida utilizando 10 mA por
amostra com voltagem total de 150V durante 4 a 5 horas, a temperatura
ambiente. As bandas eletroforeticas do gel foram coradas com 0,25%
"Comassie blue" R em metanol 50% e acido acético 10% por 12 horas e
descoradas por difusdo numa solugdo de metanol 14% e acido acético

7%.
2.2.1.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de uréia

O niimero de cadeias de globina foi determinado por eletroforese em
gel de poliacrilamida 12% em presenc¢a de uréia 6M e triton X-100 2%,
segundo o descrito no método de Alter et al. (1980). Foram realizadas
duas pré-eletroforeses, a primeira utilizando como solugdo de corrida

acido acético 5% e desenvolvida com a voltagen de 120V e 26mA,
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durante uma hora e a segunda acido acético 5% e 3 mercaptoetanol
1,3M com 110V e 16mA, , durante 45 minutos. A seguir a eletroforese
foi realizada, utilizando como solucdo de corrida acido acético 5%,

aplicando mo gel amostras de 15ul de hemolisado (10 a 15 pg de

hemoglobina) contendo uréia 6M, acido acético ¢ f§ mercaptoetanol 1,3
M, a qual foi desenvolvida usando 105 V e 12 mA por 4 horas a 25°C.
Na colorag&o e fixacdo do gel foi usado "Comassie blue” R em metanol,

acido acético e agua, como descrito para eletroforese convencional.

2.2.2 CURVAS DE EQUILIBRIO DE OXIGENIO

Os equilibrios de oxigenagdo das hemoglobinas foram analisados
usando o método espectro-tonométrico, descrito por Riggs & Wolbach
(1956), utilizando 4,0 ml de amostra 60uM heme, na forma “stripped”
em tampdo Tris-HCl 50mM, for¢a ionica de ClI" de I = 0,05, preparados
em agua miliQ), a pH de 7,0 a 8,7 na auséncia ou presen¢a de ATP 1mM,
a 25 0C. As porcentagens de metahemoglobinas, foram controladas nas
amostras em pH menor que 7,0, usando o método de
cianometahemoglobina (Tomita et al., 1968), excluindo-se as analises
com valores maiores que 4%. As curvas de equilibrio de oxigénio foram
obtidas pelas diferencas de absorbéncia entre a forma desoxigenada,
parcialmente e 100% oxigenada nos comprimentos de onda de 541, 560,
569 ¢ 576 nm, usando-se o espectrofotometro Varian modelo 634. A
afinidade pelo oxigénio, log P5q, o efeito Bohr ¢ o coeficiente de Hill,
valor de "n", foram determinados usando o grafico de Hill, definido como

log Y/1-Y vs pO,.
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2.2.3 DETERMINACAQ DAS  CONSTANTES DE
AFINIDADE DO ATP

As constantes de afinidade do ATP para hemoglobina de Clarias sp.

foram determinadas espectrofotometricamente através dos valores de log
Psq, obtidos da curva de equilibrio da hemoglobina "stripped” em tamp#o

Hepes 50mM, a diferentes pHs, a 25 °C e concentragdes de ATP de 0,05
a 10mM.

As constantes de afinidade Kp ¢ Ko para a desoxihemoglobina ¢
oxihemoglobina, respectivamente, foram definidas através dos gréficos
de log Psop vs concentragdo de ATP. A constante de associacdio do ATP
para a hemoglobina foi calculada pela regressdo linear dos minimos
quadrados, usando programa FORTRAN, baseado no método de
Levenberg-Marquard (Press et al., 1986).

2.2.4 CURVAS DE EQUILIBRIO DE OXIDO-REDUCAO

As curvas de equilibrio de oxidacdo foram determinadas usando a
metodologia descrita por Taylor & Hasting (1939) e Santucci, et al.
(1984), registrando-se medidas de potencial redox da desoxihemoglobina
em uma concentracdo de 70 uM em tetrdmero, em tampdo Tris-HCI
0.IM nos pH de 6,5 a 8,5 , na auséncia e presenga de ATP 1mM,.

Utilizou-se uma cémara de vidro hermeticamente fechada,
desoxigenada com nitrogénio livre de CO», pré-lavado com NaOH 0.2
M, com uma jaqueta de refrigeragdio, termorregulada a 25°C com o

circulador Savant modelo RWO50A. A cémara € equipada com eletrodo



de platina e de calomelano como referéncia, conectados através de uma
ponte de agar 2% em KCl saturado. As variagbes de FEM eram
registradas em diferentes concentragdes estequiométricas de oxidante no

potenciémetro tipo TOA HM-7A,

As oxidactes estequiométricas foram realizadas utilizando-se 5,0 ml
de hemoglobina, em diferentes valores de pH, contendo no maximo 5%
de metahemoglobina, na forma "stripped" ou na presenga de ATP 1mM.
Em cada andlise, as amostras foram colocadas num tondmetro €
cuidadosamente desoxigenadas por fluxo de nitrogénio e apods
transferidas anacrobicamente a cAmara de vidro saturada com nitrogénio.
Usando-se como eletromediador das determinagdes potenciométricas o
azul de metileno ou tionina 3% a 4% em relagdo a concentrag@io molar de

hemoglobina, preparado no momento do uso.

As titulagbes potenciométricas foram obtidas adicionando-se
progressivamente 40 pl de ferricianeto de potassio SmM a solugdo de
desoxihemoglobina, em agita¢do continua, ¢ registrando-se em cada uma
das adi¢cdes os potenciais redox, até obter valores constantes, isto € 0
equilibrio ser estabelecido, alcangado aproximadamente em 30 a 60
minutos ou mais, caso fosse necessario, € o 100% de oxidag@o apos sete a

oito adi¢des. Os valores de potenciais de 50% para Fe/ Fe" E', foram

expressos tomando como referéncia o eletrodo padrdo de hidrogénio E,

descontando para cada medida o valor de potencial do eletrodo de

calomelano de 0,246 V.
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2.2.5 DETERMINACAO DOS VALORES DE E; E DE
ENERGIA LIVRE DE OXIDO-REDUCAO.

A expressdo utilizada para a determinagfo do potencial redox pelo
método potenciométrico foi a equagfio convencional dada por Clark
(1960).

Ep=Ey + 2,303 RT/nF log [oxidado] / [ reduzido] onde :

Ep, = potencial em referéncia ao eletrodo normal de hidrogénio

E, = potencial de eletrodo quando a relacéio Fe ¥ / Fe? =1
F= constante de Faraday, 23.062 cal/ volt equiv.
n=numero de elétrons transferidos

R (Constante real dos gases) = 1,987 cal/mol

T= temperatura em °K

A diferenga de potencial detectada na mudanca quimica de oxidaggo

da hemoglobina pelo ferricianeto de potassio relacionou-se com a energia

livre mediante a seguinte equacgdo: AG®'= - nFEp,
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3. RESULTADOS

3.1 HEMOGLOBINA DE Clarias sp.

3.1.1 ELETROFORESES DAS HEMOGLOBINAS E TIPOS
DE CADEIAS.

As eletroforeses realizadas em gel de poliacrilamida 7,5% a pH 8,9
dos hemolisados "stripped" de hemoglobina de Clarias sp., equilibrados
na forma de carbomonéxido, HbCO, usando concentragdes de 10 a 30 ug

de Hb, mostraram um unico componente de migracdo anddica similar a
humana (FIGURA 24).

Na identificacio de cadeias de globinas por eletroforese em
poliacrilamida 12%, uréia 6% e Triton X-100 2%, usando-se uma
concentragdo de hemoglobina de 5 a 10 pg, obteve-se duas bandas na

hemoglobina de Clarias sp., relativas as cadeias de globinas do tipo o e

outra do tipo B (F/GURA 2B).

3.1.2 PROPRIEDADES FUNCIONAIS DE OXIGENACAO.

As propriedades funcionais de oxigenagéo da hemoglobina do bagre
africano, Clarias sp. na forma "stripped" em tampao Tris-HCl 50mM em
diferentes valores de pH, mostraram alta afinidade pelo oxigénio, com
valores maximos de Psy de 4,5 torr, a pH 7,0, com uma ligacdo

cooperativa com n= 1,5, independente do pH. Em presenca de ATP
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ImM, a afinidade pelo oxigénio diminui em fun¢do do pH, obtendo-se
valores de aproximadamente 7,5 torr, a pH 7,5. Em valores de pH abaixo
de 7,0 foram obtidos valores de afinidade ainda menores ¢ Psg=12,5 torr,
devido a formagdo de metahemoglobina. A curva de equilibrio na forma
"stripped” entre pH 7,0 a 8,5 nfio mostrou efeito Bohr, mas na presenga
de ATP 1'mM observou-se uma variagfio de A log Py / A pH = - 0,40,
que foi denominado efeito Bohr aparente ou de anion (FIGURA 3).

Os equilibrios de oxigenacdo da hemoglobina de Clarias sp. na
forma "stripped" em tampdo Hepes 50 mM, na auséncia de cloreto,
mostraram a pH 7,4 o valor de P5y= 4.5 torr e de cooperatividade n = 1,7.
Na presenca de ATP 1 mM, a pH 7,0, os valores de Psg passaram a ser de
7,2 torr € n =1,8 com um valor de efeito Bohr aparente de A log Ps /A pH
= -0,70 tornando-se mais evidente a variacdo de afinidade pelo oxigénio

com o pH na presenca de ATP (FIGURA 4).
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Hbl Hb2 Hb2 Hb1

FIGURA 2 Padrdes eletroforeticos das hemoglobinas: A.- Hb; humana e
Hb, Clarias sp. em gel de poliacrilamida 7,5% pH 8,9. B.- Cadeias de
globina, Hb, humana e Hb, Clarias sp. em gel de poliacrilamida 12%,
uréia 6M, Triton X-100 e 2% acido acético.
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FIGURA 3. Efeito Bohr de oxigenagdo da hemoglobina de Clarias sp.
"stripped” (T) e na presen¢a de ATP ImM (m), em tampdo Tris-HCI
50mM e 25°C.
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FIGURA 4. Efeito Bohr de oxigenac¢fio da hemoglobina de Clarias sp.
"stripped" (C) e na presenca de ATP ImM (m), em tampdo Hepes 50mM
e 25°C
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Os resultados semelhantes encontrados em experimentos de
afinidade pelo oxigénio, e a independéncia de pH da curva de equilibrio
de oxigenag¢do da hemoglobina "stripped" de Clarias sp., usando tampdo
Tris-HCI ou Hepes, mostraram que ndo h4 nenhum efeito significativo
dos ions C1~ nas propriedades funcionais intrinsecas desta hemoglobina.
entretanto, na presenca de ATP, os fons Cl- diminuiram o efeito Bohr

aparente, aproximadamente em 40 %%.

3.1.3 EFEITO DA CONCENTRACAO DE ATP NA
AFINIDADE DA HEMOGLOBINA PELO OXIGENIO EM

Clarias sp.

A dependéncia do pH observado na curva de equilibrio de oxigénio
da hemoglobina de Clarias sp. na presenca de ATP ImM em tampio
Tris-HCI 50mM ou Hepes 50mM, deve-se provavelmente a mudanga
eletrostatica do sitio de ligagdo do ATP associada ao pH e a qual altera-se
na presenga de ions cloreto. Visando obter um melhor esclarecimento,
determmou-s¢ o efeito da concentragio de ATP na afinidade da
hemoglobina "stripped" de Clarias sp, pelo oxigénio, usando tampdo
Hepes 50 mM, a 25 °C, e concentragdes de ATP de 0,05 mM a 10mM,
nos valores de pH 7,2, 7,6 ¢ 8.0.

De fato, foi observada diminuic¢fo da afinidade da hemoglobina pelo
oxigénio inversamente proporcional ao pH, indicando a desprotonagfio do
sitio de ligacfo do fosfato em pH acima de 8,0 ¢ uma significativa
regulacdo da afinidade pelo ligante entre os valores de pH 7,2 ¢ 7,6
(FIGURA 5).
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FIGURA 8. Efeito da concentragio de ATP na afinidade pelo oxigénio
da hemoglobina de Clarias sp. em valores de pHs 7,2 (#), 7,6 (x), 8,0
(), em tampéo Hepes 50 mM e 25°C.
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3.2 PROPRIEDADES FUNCIONAIS DE OXIDACAO
DAS HEMOGLOBINAS DE Clarias sp. E DE Liophis

miliaris.
3.2.1 CURVAS DE TITULACAO DE OXIDO-REDUCAO.

Os resultados obtidos do equilibrio de oxigenagdo de hemoglobina
de Clarias sp. foram correlacionados com os de o6xido-redugdo. As
titulagdes redox das hemoglobinas com ferricianeto de potassio,
determinadas potenciometricamente, em tampao Tris-HC1 100 mM, em
diferentes valores de pH, mostraram curvas de equilibrio redox do tipo
sigmoidal, tanto na forma “stripped” quanto na presenga de ATP 1 mM
(FIGURA 6) similar @ hemoglobina humana. No entanto, para Liophis
miliaris as curvas obtidas foram quase hiperbdlicas na forma "stripped” e

levemente sigmoides na presenga de ATP ImM (FIGURA 8).

O grafico de Hill, do equilibrio de 6xido-reducdo da hemoglobina de
Clarias sp., mostrou valores de "n" proxamos a 2 na forma "stripped”
assmm, como na presenca de ATP, independentes de pH (FIGURA 7).
Para Liophis miliaris foram encontrados valores de "n" de 2 na forma
"stripped” dimérica ou tetramérica na presenga de ATP, também
independentes do pH, diferenies da hemoglobina humana, para a qual
variam com o pH, mostrando um valor de "n" préximoa 1,0 empH 6,5 ¢
2,0 em pH 8.0 tanto na forma "stripped" quanto em presenca de ATP
(FIGURAS 9 e 10).
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3.2.2 POTENCIAIS DE OXIDO-REDUCAO

As curvas de 6xido-redugdio da hemoglobina humana "stripped" em
tampdo Tris-HCI 100 mM a 25°C, mostraram uma diferenga de potencial
com o pH, com um valor de 0,160 V em pH 7,0 o qual diminuia com o
aumento de pH, alcan¢ando um Ep, de 0,076 V em pH 8,9. Em condi¢des
saturantes de ATP, o potencial aumentou para 0,190 V em pH 6.8
mostrando uma diferenga constante de A = 0,030 V (FIGURA 11),
similares aos indicados por Santucci et al. (1984), usando esta

metodologia.

Na hemoglobina de Clarias sp. os potenciais foram menores em
todos os valores de pH quando comparados com hemoglobina humana,

observando-se um Ep = 0,096 V em pH 7,0 que se manteve constante até
pH 7,6 , diminuindo em valores de pH mais altos, apresentando EFj =

0,051 V em pH 8,3. Na presenga de ATP 1mM os potenciais foram
maiores, com 0 aumento constante de 0,020 a 0,025 V, variagdes

similares 2 hemoglobina humana na presenga de fosfatos organicos
(FIGURA 12).

Os potenciais de éxido-reducdo para a hemoglobina "stripped” de
Liophis miliaris mostraram valores maximos com Ep, = 0,071 V em pH
7,2 € minimo Ep, = 0,041 V em pH 8,7. Na presenga de ATP 1mM, os
potenciais de oxido-reducdo aumentaram em aproximadamente 0,015 V
nos intervalos de pH de 7,1 a 7,6, retornando a valores similares ao
encontrado na hemoglobina "stripped" em pH acima de 7,8, confirmando

a desprotonacgdo dos sitios de ligagdo do ATP em valores de pH acima do
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ponto isoelétrico desta hemoglobina (FIGURA 13). Estes valores de
potencial mostraram ser menores com relagcdo & hemoglobina humana ¢

de Clarias sp.

As  propriedades intrinsecas de oxidagdo mostraram  ser
significativamente diferentes para hemoglobina humana, de Clarias sp. ¢
de Liophis miliaris. Os resultados encontram-se comparados na FIGURA

4.

Os wvalores experimentais de voltagen inicial F'(i), E'; no ponto
equivalente a 50% Fe'/Fe" e E}, em referéncia ao eletrodo de hidrogénio,
para cada condi¢fo de pH da hemoglobina humana, Clarias sp. e Liophis
miliaris na forma "stripped"” e na presenca de ATP ImM sfo mostradas
nas TABELAS I 1l e /Il (Apéndice).
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FIGURA 6. Curvas de equilibrio de éxido-redugiio da hemoglobina de

Clarias sp. na forma "stripped”, pH 8,0 () e pH 7,6 (A) e na presenca de
ATP ImM pH 7,2 () ¢ pH 7,6 (4), em tampdo Tris-HCI 100mM e 25°C.
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FIGURA 7. Grafico de Hill do equilibrio de ¢xido-redugdo da
hemoglobina de Clarias sp. na forma "stripped" pH 8,0 (8), pH 7,6 (0) €
pH 7,4 (O). Na presenca de ATP 1mM pH 7,9(s), pH 7,6 (m) e pH 7,2
(¥), em tampdo Tris-HClI 100mM e 25°C.
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FIGURA 8. Curvas de equilibrio de 6xido-redugdo das hemoglobinas, de
Liophis miliaris na forma "stripped”, pH 8,3 (0), pH 7,6 (0), pH 7,3 (O) ¢
na presenga de ATP ImM pH 7,4(#), e de hemoglobina humana na forma
"stripped” pH 7,1 (0) ¢ na presenga de ATP ImM pH 7,3 () e pH 6,9
(®), em tampdo Tris-HCI 100mM e 25°C.
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FIGURA 9. Grafico de Hill do equilibrio de o6xido-reducdo das
hemoglobinas na forma "stripped", Liophis miliaris pH 8,5 (0), pH 8,3
(0), pH 8,0 (4), pH 7.6 (T) e pH 7,3 (V) e humana pH 8,6 (¢), pH 7,7 (e),
pH 7,1 (A) e pH 6,9 (%) em tampdo Tris-HCl 100mM a 25°C.
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FIGURA 10. Grifico de Hill do equilibrio de 6xido-redu¢do das
hemoglobinas na presenga de ATP 1mM, Liophis miliaris pH 8,7 (), pH
7,7 (») ¢ pH 7,4(4), humana pH 8,3 (0), pH 7.8 (¥), pH 7,3 (C) e pH 6, 5
(A), em tamp@o Tris-HCI 100mM a 25°C.
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FIGURA 11. Potenciais redox da hemoglobina humana em funcdo do
pH na forma "stripped” (') e na presenca de ATP ImM (m), em tampdo
Tris-HCI 100mM a 25°C.
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FIGURA 12. Potenciais redox da hemoglobina de Clarias sp. em funcéio

do pH na forma "stripped” (7) e na presenga de ATP ImM (m), em

tampdo Tris-HCI 100mM a 25°C.
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FIGURA 13. Potenciais de oxido-redu¢do da hemoglobina de Liophis
miliaris em fungdo do pH na forma "stripped" (C) e na presenca de ATP
ImM (m), em tampéo Tris-HCl 100mM a 25°C.
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FIGURA 14. Valores comparativos do efeito do pH no potencial redox
das hemoglobinas na forma "stripped” humana (C) e Clarias sp. (0).
Liophis miliaris na forma "stripped" (A) e na presenca de ATP ImM (4),
em tampdo Tris-HC1 100 mM a 25°C.
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3.2.3 EFEITO DO TIPO DE ELETROMEDIADOR NO
POTENCIAL DE OXIDO-REDUCAO.

As andlises de potencial de odxido-redugdo nas hemoglobinas
"stripped” humana, de Clarias sp. ¢ de Liophis miliaris, ndo mostraram
diferengas significativas de afinidade pelo eletromediador, (azul de
toluidina, azul de metileno ou tionina), obtendo-se varia¢des de 0,005 V,
nos diferentes valores de pH em presen¢a ou auséncia de ATP ImM.
Usando-se concentracdes de 3 a 6% de eletromediador observou-se uma

diminui¢do do tempo de equilibrio no eletrodo de platina.

3.2.4 EFEITO BOHR DE OXIDACAO.

O efeito Bohr de oxidacdo da hemoglobina humana "stripped"
apresentou valores compativeis com a liberagfo de protons associados ao

efeito Bohr alcalino de oxigena¢@o. Em valores de pH menores que 6,7,
n#o houve variagdio de potencial, mas observou-se o valor de A Ej, / A pH
= - 0,06 V no intervalo de pH 6,9 a 8,5, similar ao obtido por Antonini et
al. (1964). Em presenca de ATP 1mM, as varia¢des de Ey, em fungfo do

pH né&o foram alteradas, mantendo-se o valor de efeito Bohr constante.

Na hemoglobina "stripped” de Clarias sp., o potencial de oxido-
reducfio mostrou variagdes minimas por unidade de pH, sendo AEy, / ApH

=- 0,030, entre pH 7,0 a 8,0, incompativel com a liberacdo de prétons
associados ao efeito Bohr alcalino que n3o foi modificado pela presenga
de ATP ImM.
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O efeito do pH no potencial de oxido-reducio na hemoglobina
"stripped" de Liophié miliaris foi minimo de AEy / pH= - 0.015 V, entre
pH de 7.5 a 8,5, semelhante ao encontrado para mioglobina de AEy, /A pH
= - 0.010 (Antonini & Brunori, 1971). Na presenca de ATP 1mM
observou-se uma variacdio de AEy /A pH= - 0,030, em pH 7,5 a 8,5,

menor que a hemoglobina humana e similar 4 hemoglobina de Clarias sp.

O efeito Bohr de oxidagdo da hemoglobina humana relaciona-se
com o efeito Bohr de oxigenacfio através da relagdo AEy F/2,303 RT

(Kilmartin, 1973). A variacdo de potencial de oxidacdo de 0,06 V
corresponde a liberagdo de um préton, mas subtraindo o valor do efeito
Bohr residual observado na oxidacdo igual a 0,17 V [H*] e os prétons
envolvidos na reacdo com ferricianeto igual a4 0,25 V [H'], obtém-se o
efeito Bohr alcalino em unidades comparaveis, ao valor de AH"= 0,6. Ao
aplicar estes cdlculo nas hemoglobina de Clarias sp. e de Liophis miliaris

obteve-se valores 1guais a zero, 0 que tornou evidente a auséncia de efeito
Bohr alcalino.

Os valores de potencial de oxido-redugio da hemoglobina de
Liophis miliaris mostraram ser compativeis com as propriedades
funcionais de oxigenacdo da forma "stripped”, ou seja alta afinidade pelo
oxigénio e auséncia de efeito Bohr alcalino, e tetramérica e alostérica na

presenga de ATP.
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3.2.5 TRANSICAO TR NA OXIDO-REDUCAO.

Nas reagdes de o6xido-reducdo a transferéncia de elétrons esta
associada a de prétons, podendo-se estimar a constante de ionizac@io dos
grupos envolvidos no processo oxidativo da forma ferrosa a férrica.
Assim a transig¢do T —> R no potencial redox indica a ioniza¢do de amino
acidos e a wvariacdo de energia livre devida ao rompimento de pontes
salinas. Na hemoglobina humana o valor de Ey em func¢fio de pH, com
ponto de inflexdo em pH 6,7, indica o pK de ionizacdo da histidina,
devido ao rompimento da ponte salina existentes entre HiSias € Aspoy,

indicados como principais responséaveis pelo efeito Bohr alcalino
(Santucci et al., 1984).

A hemoglobina de Liophis miliaris na forma “stripped” nfo
apresentou transi¢do T—R, indicando que durante a oxidac¢fo sé ocorrem
mudancas conformacionais na estrutura tercidria e que a forma
desoxigenada seria dimérica na auséncia de ATP. Na hemoglobina de
Clarias sp. "stripped” e de Liophis miliaris na presenca de ATP, a
transicdo T — R ocorre em valor de pH proximo de 7,5, independente da
ionizagdo de agua da transicdo ferrosa-férrica que ocorre a pH acima de
8,0, indicando que a transi¢do da estrutura quaternaria na unifo do ligante

ocorre independente do aminoacido envolvido no efeito Bohr alcalino.
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3.2.6 VALORES DE ENERGIA LIVRE INTRINSECA.

Os valores de energia livre intrinseca para as hemoglobinas humana,
de Clarias sp. e de Liophis miliaris tanto "stripped” quanto na presenca
de ATP 1mM, foram inversamente proporcionais ao aumento da
afinidade pelo oxigénio. As hemoglobinas de alta afinidade como a de
bagre e a de serpente, t8ém uma menor energia livre, aproximadamente
50% da energia requerida na oxigenagfo da hemoglobina humana. O
ATP como modulador alostérico aumenta a energia livre intrinseca do
tetrdmero em aproximadamente 0,7 a 0,5 Kcal mol” na hemoglobina
humana e de Clarias sp., sendo menor na hemoglobina de Liophis
miliaris, 0,4 Kcal mol™ (TABELA IV).
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TABELAYV.

ENERGIA LIVRE INTRINSECA DO SISTEMA DA
HEMOGLOBINA HUMANA, Clarias sp. £ Liophis miliaris NA
FORMA "STRIPPED" E NA PRESENCA DE ATP 1mM.

HEMOGLOBINA pH E, (Volt)  AG® (Kcal mol™)
Humana

"stripped” 7,0 0,160 -3,69

ATP ImM 6,8 0,190 -4,38
Clarias sp.

"stripped” 7,2 0,096 -2,21

ATP ImM 7,2 0,116 -2,68

Liophis miliaris
"stripped” 7.3 0,066 -1,52

ATP ImM 7.3 0,081 -1,87
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3.2.7 VARIACAO DE ENERGIA LIVRE INTRINSECA
ASSOCIADA A LIBERACAO DE PROTONS.

A energia livre intrinseca do sistema associada a libera¢do de
prétons durante a oxigenacdo, calculada através da relagdio de AEh /ApH
foi significativa para a hemoglobina humana, aproximadamente de 1,0
Kcal mol, apés descontar o valor do efeito Bohr residual e da ionizagao
da dgua de oxidagdo préximo de 0,2 Kcal mol™”, Esta variagio de energia
livre do tetrdmero representa a variagdo de energia livre do sistema

vinculada a efeito Bohr alcalino e a transicdo quaternaria,

Nas hemoglobinas de Clarias sp. € de Liophis miliaris na presenga
de ATP a variagdo de energia livre de 0,5 Kcal mol ™, estd associada &
transicdo T —>R. Na hemoglobina de Liophis miliaris que é dimérica
quando "stripped” e tetramérica em presenga de ATP, este valor

representa a variagdio de energia livre do sistema envolvida na
tetramerizac®o (TABELA V).
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TABELA V.

VARIACAO DA ENERGIA LIVRE INTRINSECA DO SISTEMA
DE HEMOGLOBINAS EM FUNCAO DO pH.

HEMOGIL.OBINA AEh/pH AG® (Kcal mol™)
Humana

"stripped” - 0,050 1,15

ATP ImM - 0,049 1,13
Clarias sp.

"stripped" - 0,030 0,69

ATP ImM - 0,030 0,69
Liophis miliaris

"stripped” - 0,015 0,35

ATP 1mM - 0,030 0,69
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4. DISCUSSAO

A base molecular da relagdo estrutura-funcdo e 0s mecanismos de
oxigena¢do que operam nas hemoglobinas de animais de respira¢fo aérea
sdo abordadas na presente tese. No contexto, avaliam-se as propriedades
funcionais de oxigenac¢do e oxidagdo, efeito Bohr ¢ de ATP, intrinsecos a
molécula. Foram estudadas a natureza da transi¢io T — R, e a energia
livie intrinseca no sistema de unido do oxigénio, das hemoglobinas
tetraméricas, humana e de bagre e dimérica, de Liophis m.ilt'aris,

considerando-se o aspecto evolutivo.

O bagre africano Clarias sp. de respiracdo aérea obrigatéria, que
apresenta modificagdes branquiais alveolares (Lewis, 1979) e respira¢do
aquatica ausente em dguas oxigenadas (Maina & Maloiy, 1986), o
transporte de oxigénio opera através de s6 um tipo de hemoglobina, de
migracdo anoddica proxima 4 humana, e similar ao apresentado pela

espécie de Nigeria Clarias lazera, (Taiwo, 1995).

Hemolisados com um tnico componente de hemoglobina tem sido
observados nos peixes primitivos Amia calva (Weber et al., 1976) de
respiragfdo acrea, em coelecanto Latimeria chalumnae (Weber et al.,
1973; Bonaventura et al., 1974; Gorr et al.,, 1991), peixes pulmonados
Lepidosirem  paradoxa (Phelps et al, 1979) e em peixes
filogeneticamente proximos Arapaima gigas de respiragdo aérea e
Osteoglossum bicirrhossum de respira¢do aquatica (Fhyn et al., 1979),

além de ser comuns nos peixes da Antértica, onde as variagdes de



oxigénio € temperatura sdo minimas (Di Prisco & Tamburrini, 1992). A
presenga de uma Unica hemoglobina poderia se relacionar com a origem
evolutiva ou a expressdo génica nas espécies restritas a meios ambientes

constantes, como seria 0 meio aéreo ou aquaticos especificos.

Tracar a historia da duplicagdo génica fica dificill devido a
convergéncia na arvore filogenética e 4 homologia entre as hemoglobinas.
Mas, os dados moleculares funcionais ¢ estruturais tornam-se bdsicos e de
grande importdncia na pesquisa da naturcza evolutiva das globinas. A
expressdo génica da hemoglobina de Clarias sp. de respiragfo aérea, com
s6 uma cadeia de globina o ¢ 3, ¢ de interesse para o esclarecimento da
relacdo estrutura-funcdo nos peixes de respiracfio aérea obrigatoria e

aérea facultativa e sua origem evolutiva.

- No nosso caso, as propricdades funcionais de oxigenagdo ¢ de
oxida¢do da hemoglobina de Clarias sp., mostraram alta afinidade,
cooperatividade, efeito de ATP e auséncia de efeito Bohr, compativeis a
forma tetramérica. Os estudos de potencial redox detectaram valores
baixos de energia livre intrinseca de ligagdo com oxigénio, AG®' de 2.2
Kcal mol™ na forma "stripped”, menores que o da hemoglobina Hbl de
truta com AG®' 3,2 Kcal mol” (Coletta et al.,, 1987) ¢ da humana 3,7
Kcal mol'. A baixa energia livre intrinseca provavelmente devida a

instabilidade do estado T, pode ser conseqiiéncia das ligagdes especificas
do contato oyf,, determinadas pela natureza dos aminoacido que
participam desta regido. Este fato pode estar associado a alta afinidade
intrinseca da forma “stripped” com Pso de 4.0 torr a pH 7.0 e

consegiientemente a menor realizagdo de trabatho na ligagdo de oxigénio.
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Merece nossa atengdo a aus€ncia de efeito Bohr de oxigenacdo ¢ de
oxida¢do na hemoglobina de Clarias sp., com variagdes de diferenca de
potencial por unidade de pH de 0,030 V e energia livre de 0,47 Kcal
mol”, incompativeis com a liberaggio de prétons associada ao efeito Bohr
alcalino 1rrtrinseco. Como a hemoglobina humana tem um valor de A Ey /
pH de 0,050 V e uma energia livre de 0,90 Kcal mol”, sugere que na
hemoglobina de Clarias sp. a transicio T—>R possa ocorrer por
rompimento de pontes salinas ou variagfes electrostaticas sem liberacio

de protons Bohr.

Nos peixes, a oxigenacdo da hemoglobina pode ocorrer
independente da liberagdo de protons, devido a baixa capacidade
tamponante e o reduzido numero de grupos protonéveis como His, Asp,
Glu, Lys ou ao grupo guanidil da Arg. No Pterygoplicthys pardalis,
bagre Siluliforme, a auséncia do efeito Bohr alcalino da HbI deve-se ao
menor nimero de His, Glu e 0 aumento de Ala e Met (Bossa et al., 1982).
Nestas espécies a remogdo dos protons e o transporte de COp esta
associada ao alto efeito Haldane (Jensen, 1988; 1989), favorecida pela

alta solubilidade deste gas no meio aquatico.

A liberacdo de protons durante a oxigenagdo ¢ modificada pela
presenca de anion (Fronticelli et al., 1988), que pode alterar a interagfo
eletrostatica diminumndo o pK das histidinas localizadas na superficie da
molécula, conhecido como efeito Bohr de 4nion (Russu et al., 1989).
A regulacf@io alostérica € mais um fenémeno de transferéncia energética,
do que mudancas de pK (Forlani & Marini, 1993). A diminuic¢do
de 40% do efeito Bohr aparente da hemoglobina de
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Clarias sp., em presenca de cloreto, ¢ ATP 1mM, pode ser devida a
modificac¢do da interagdo eletrostatica, que resulta das neutralizages das
cargas positivas da cadeia 3, sem contudo ocupar um sitio especifico de
ligagdo (Perutz el al., 1993). Na presenga de ATP, os valores de potencial
alteram-se devido & estabilizacdo do estado T, mas os valores energia
livte associada ao efeito de protons ndo sdo modificados.
Termodindmicamente, a liberagfo de protons pode ou nédo relacionar-se a

transi¢do T—R, como pode ser observada neste sistema de hemoglobina.

O valor de pKa observado no equilibrio de 6xido-reducgdo indica a
ionizagdo dos residuos do contato o;f> que participam na transigcdo
T—R. Para hemoglobina de Clarias sp., com valor de pK proximo a 7,6
apesar de ndo apresentar efeito de prétons, difere de outros peixes que
também ndo apresentam efeito Bohr alcalino, como a Hb I de truta
(Kilmartin & Rossi-Bernardi, 1973) que tem pK de transi¢lo de 9,0
devido a substitui¢do da Hisj46p ~> Phe e da Hisg78—Phe (Coletta et al.,
1987). Na hemoglobina de Clarias sp. o pK de ionizagdo sugere a
participag&o da histidina na transi¢do T-»>R. Na presen¢a de ATP, o pK
manteve-se inalterado, de forma similar ao observado na hemoglobina
humana, onde o pK dos grupos Bohr na desoxihemoglobina e
oxihemoglobina ndo ¢ afetado pela presenca de 2,3-DPG (Antonini et al,
1982).

Nesta espécie de bagre africano, a propriedade funcional a ser
destacada € a auséncia de efeito Bohr alcalino entre o pH 7,0 ¢ 8,5, existe
uma rapida autoxidagdo em valores de pH menores que 7,0. Este também

pode estar ausente em outros peixes de respiragdo acrea como



Arapaima gigas (Galdames-Portus et al., 1979), Lepidosirem paradoxa
(Phelps et al., 1979) e Clarias lazera (Taiwo, 1995). A auséncia de efeito
Bohr, também se observa nos bagres de respira¢do aérea facultativa, no
hemolisado total ou em um dos componentes, Pterygoplicthys pardalis
(Brunori et al., 1979) Hoplosternum littorale (Garlick et al., 1979),
Cailichthys callichthys (Wilhelm & Weber, 1983) Pseudodoras sp.
(Martins et al., 1979) e Hypostomus sp. (Weber & Wood 1979).

As hemoglobinas purificadas mostram uma grande variabilidade de
propriedades funcionais, afinidade pelo oxigénio e susceptibilidade no
controle metabolico, mas a modulac¢fo dos efetores ocorre por um ajuste
fino baseado principalmente na afinidade do ligante heterotropico a
desoxihemoglobina ou a conformagdo T. Os estudos de cristalografia de
raios X realizados por Amone & Perutz (1974) mostraram que o 2-3
DPG e IHP unem-se a desoxihemoglobina entre as duas cadeias beta, nos
residuos de amincdacidos carregados positivamente em pH neutro,
ValiNAB, HisoNAB, HisjqsH21B e LysgoEF6B, por interagdes
eletrostaticas as cargas negativas dos quatro grupos fosfatos. As cadeias
polipeptidicas que delimitam esta cavidade central hidrofilica, contém
agua unida aos residuos polares. Na presenca de oxigénio a cavidade se
torna estreita e € considerada a base fisica da menor afinidade da
oxihemoglobina pelo fosfatos orgénicos. Os valores de pK destes residuos
foram observados experimentalmente a pH fisiologico (Benesch et al.,
1969) e explicam a dependéncia do pH na constante de ligagdo deste

ligante.
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O efeito Bohr aparente observado na presenga de fosfato relaciona-
se quantitativamente com a dependéncia do pH na constante de ligagdo
do ligante na oxi ¢ desoxihemoglobina (Szabo & Karplus, 1975). No
modelo alostérico a unido de fosfatos orginicos depende da estrutura
quaternaria do tetrdmero ¢ da estrutura tercidria das cadeias beta, pelo
qual o congelamento da proteina ¢ outros fatores podem alterar a
conformacdo entre as cadeias o e B, e impedir a unifio reversivel de

oxigénio na presenca de fosfatos (Johnson & Ho, 1974).

Baldwin (1975) formulou um modelo simples no qual a unido do
fosfato na estrutura quatermaria desoxi depende sé do estado de ligacdo
da cadeia beta. A constante de umifio do DPG para a hemoglobina
humana em 0,1M de NaCl para a forma desoxi foi de 6,7 X 10 * M
(Benesch et al., 1971). A constante de afinidade pelo ajuste dos minimos
quadrados, tem o valor de P desoxi = 8,5 X 10 "M e de P oxi=330 M,
a qual indica a unido do DPG a oxihemoglobina com uma afinidade 200
vezes menor (Szabo & Karplus, 1972). A constante de unido do ATP a
hemoglobina de Clarias sp. determinada pelo ajuste dos minimos
quadrados com valor de Ky para a desoxihemoglobina foi de 3 X 10 ‘M
e para a oxthemoglobina de 43,8 M pH 7,6, menor que da hemoglobina
humana. Sugermdo uma substituicdo que favorece a unifo deste ligante,
por mteracdes eletrostaticas ou forcas de van der Waals, no sitio de

ligacdo de fosfatos orgénicos.

A auséncia de efeito Bohr alcalino e a alta afinidade intrinseca da
hemoglobina de Clarias sp., favorecem a rapida oxigenag@o do sangue.

Por outro lado, a alta afinidade pelo ATP facilitaria a liberacdo de
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oxigénio em acidoses € promoveriam vantagens para resistir a longos

periodos de anoxia.

Os estudos das propriedades estruturais da seqiiéncia de
aminoacidos da hemoglobina de Clarias sp., permitiriam esclarecer as
bases moleculares das propriedades funcionais, alta afinidade pelo
oxigénio, baixa energia livre de estabilizagdo do tetrdmero, auséncia de

efeito Bohr alcalino, ¢ transicdo T—R, com pK proximo a 7.5.

As teorias classicas da regulagdo alostérica descritas pelos modelos
de MWC (1965) e KNF (1965), incluem o conceito de estrutura ajustada
ou predefinida, nas quais a mudanca conformacional apos a unido do
ligante se faz por um processo de "tudo ou nada" ou seqiencial. Os
trabalhos de Perutz (1970) de cristalografia de Ratos X, mostraram que a
forma conformacional desoxi de baixa afinidade pelo oxigé€nio ¢
alcangada pelo tetrdmero, mas a dissociag@o relaciona-se com a ruptura
das pontes salinas existentes entre os dois dimeros originando a forma

desoxi de alta afinidade.

Através da determinagdes do equilibrio de o6xido-redugdio de Liophis
miliaris na forma "stripped” nos intervalos de pH entre 7,2 a 8,5 néo foi
observada a transigio T — R, mostrando a natureza dimérica tanto na
forma desoxigenada como na oxigenada, compativel com as substituigdes
do contato oP2, Glujoif— Val e Glugff — Thr que promovem a
dissociacdo da molécula (Matsuura et al., 1989). Na presenga de ATP,

esta tornou-se¢ alostérica e tetramérica, com uma energia livre de

tetramerizagio proxima a 0,4 Kcal mol ™,
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Na hemoglobina humana a curva potenciométrica de pH das
subunidade isoladas sdo diferentes, isto ¢ o sistema de éxido-redugdo da

cadeia o term um valor de Eh = 0,052 V invaridvel entre pH 6,0 ¢ 8,0,

similar & da mioglobina. No entanto, a cadeia p tem valores de Eh =
0,113 V que permanecem invarigdveis entre pH 6,0 ¢ 6,6. Em valores
acima de pH 6,6 os valores diminuem em fung¢fo do pH, observando-se o

ponto de inflexdo com pK de ionizagdo préximo a 7,0 (Perutz, 1974).

O potencial redox da hemoglobina de Liophis miliaris na forma

"stripped” apresentou valores de AER 0,066 V e varia¢des de 0,020 V em

fungdo do pH. A auséncia de transicdo T—>R, demostrou comportamento
semelhante a mioglobina, no qual a mudanga conformacional € originada
da estrutura tercidria da cadeia beta da globina préxima ao grupo heme,
que ¢ geralmente referido como efeito Bohr residual (Brunori et al.,
1967). Presente em diferentes hemoglobinas e mioglobinas, com uma
magnitude de 0,020 a 0,030 V, independente do efeito Bohr alcalino ¢ da
transi¢dio 4cida-alcalina. O residuo responsavel por este efeito localiza-se
na cadeia beta, com pK de 7,0 a 8,0 e tem-se sugerido que seja a Hisgy da
regido FG3 proxima e paralela ao heme (Brunori et al, 1969). Na
hemoglobina de Liophis miliaris a mudanca conformamonal que
acompanha a transigcdo dunero-tetramero com baixos valores de energia
livre intrinseca, observa-se que a forma R descrita para a estrutura
quaterndria na hemoglobina humana seria equivalente a conformagio
terciaria dimérica desta molécula, devido a total dissociagéo em dimeros

no estado oxigenado.,
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O pK de transi¢do da reac@o de oxido-reducdo da hemoglobina de
Liophis miliaris na presenga de ATP ¢ proximo de 7.5, valor diferente do
efeito Bohr alcalino, (pKa de 6,8) e da transi¢do acida-alcalina ligada a
ionizacdo da dgua na ferrihemoglobina (pKa > 8,0). Sugere-se que na
transi¢do tetrdmero-dimero haja uma mudanga de ionizagio de uma
histidina, devido ao valor de pK deste aminoacido em pH fisiolégico. O
residuo poderia ser a Hisg7; dado que participa diretamente da regifio
considerada como “switch” entre os dois dimeros (Arata, 1995) e que
apresenta-se na hemoglobina humana com pK 7.8, diferente das
histidinas de superficie, com pK 6,6 (Perutz et al., 1985), ou outra
histidina que modifique seu valor de pK devido as modificacdes das

interacdes eletrostaticas responsaveis pela transi¢do quaternaria.

Na forma desoxigenada da hemoglobina humana, a Hisg73 forma
ponte de hidrogénio com a Thry;a € Progsq, este ultimo ausente na
Liophis miliaris devido a substituicdo de Progsa— Ser (Matsuura et al.,
1989). Mutantes da hemoglobina humana nesta posicio Prosso-> Leu
(Honig et al., 1980) ou Prosso— Arg (Harano et al., 1982), caracterizam-

s¢ como variantes de alta afinidade pelo oxigénio, devido ao

desaparecimento do obstaculo estérico do anel rigido da prolina.

A transi¢do T ¢ R da hemoglobina humana tem sido descrita como
uma série de deslocamentos ¢ mudancas de ligagdes, que ocorrem

diferentementec para as cadeias o ¢ . Nas cadeias beta a Tyry4sH23p ¢
Tyris0H230a saem da cavidade do heme, rompendo os enlaces C-

terminais dos grupos Bohr, onde o imidazol da His 4P forma enlace com
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o agrupamento NH da mesma cadeia ¢ 0 COO-His; 4B com a Lys;44f3,
mudando a reatividade da Cyso3f, localizado préoximo ao heme na
estrutura R. Na estrutura T desaparece o impedimento da Valg;BE11. Na
estrutura R das cadeias o, ha um deslocamento da Leuy;FG3a e
ValgsFG5a do contato a1B2. Na estrutura T formam-se interagdes entre
o NH+ da Valja com OH da Serj31al; Argi4102 com NH da Lys;osal,
€ 0 NH3+ da Argja102 com Aspizeel. Porém, devido a forma dimérica
da hemoglobina de Liophis miliaris, tanto na forma oxigenada quanto na

forma desoxigenada, ocorreriam mudangas s6 da estrutura terciaria, sem

rompimentos de enlaces intersubunidades.

Os aminoacidos do contato a4f3; assinalados como responsaveis
pela estabilizagfio do tetrdmero no estado T da hemoglobina humana sdo
Tyrgoa; com Aspoofa € Tyrjasfp com ValogP. A substituicio destes
aminoactdos originam hemoglobinas de alta afinidade, auséncia de
cooperatividade e a dissociagdo em dimeros. Assim, os residuos Tyrso €
Tyr145 podem ser fundamentais na estabilizagdo da estrutura T, transi¢do

alostérica ¢ cooperatividade, pela participaco direta na dissociagdo de
subunidades e na instabilidade da estrutura T (Ishimori et al., 1994),

conforme demonstrados pelos mutantes naturais com alteracdes nestas
posigdes que exibem estas caracteristicas; a Hb Kemsey Aspgo (G1 ) —
Asn, Hb Y akina Aspyo — His, (Reed, et al., 1968; Jones et al., 1967). Na
posi¢do 1458 a Hb Oslar Tyri453 — Asp (Charache et al., 1975), Hb
Bethesda Tyri4s5p — His, Hb Ranvier Tyrjasf —> Cys (Hayashim &
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Stamatoyanmopoulos, 1971) e Des (Hisj46B,Tyr145B8) (Bonaventura et al.,
1972).

Mutantes preparados por engenharia genética, substituindo a Tyrsoo
por Phesoor ou Hisgoo, mostram instabilidade do estado T, devida a

auséncia de enlace hidrogénio entre Tyrspo € Aspoof, fundamentais na
cooperatividade (Imai et al., 1991; Ishimori et al., 1992). No mutante

natural Tyt 4sp — Phe, nfo ha formagio do enlace de hidrogénio, entre a

Tyr145B € 0 grupo carbonil da ValogP, o que reduz a mobilidade do grupo
C-terminal da cadeia beta, a presenca da fenilalanina, especificamente o
anel benzenico, facilita a mobilidade e clivagem deste enlace e a

instabilidade da estrutura T (Togi et al., 1993).

A alta afinidade da hemoglobina de Liophis miliaris pelo oxigénio e
auséncia de cooperatividade nfio seria explicada pela mudanga do
equilibrio alostérico entre as duas formas quaternarias T ¢ R, como se
observa nos mutantes que alteram o contato oy da hemoglobina
humana, que favorecem a dissociagdo do tetrAmero. Isto pode ser
explicado pela completa dissociagdo devido ao rompimento de todas as
interagOes presentes no contato a3;, o qual origina dimeros com baixa
energia livre intrinseca, na forma "stripped”, e na presenga de ATP em

valores de pH acima de 8,0,

Ao analisar os aminodcidos do contato o f; que estabilizam a
estrutura T na hemoglobina humana, estes também estdo presentes na
seqiéncia de aminodcidos da hemoglobina de Liophis miliaris (Matsuura

et al., 1989), no entanto devido & completa dissociagdo da forma dimérica
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da oxi e desoxi, ndo participariam na estabilizagdo do dimero. A
estabilidade de T e R associa-se com a 4rea de contato entre alp2

(Cothia et al., 1976) ¢ a presenga de varias pontes salinas (Perutz, 1982),

A baixa energia livre intrinseca da hemoglobina de Liophis miliaris
no estado T de 1,9 Kcal mol”! em relacdo a hemoglobina humana com
4,3 Kcal mol”, demostra a instabilidade da forma tetramérica, que
poderia ser explicada pela diminuicdo do numero de contatos o3>

devido a menor polaridade da cadeia beta pela substituicdes Glujg;—

Val, Glusz—>Thr ou Ser, Valss—Ileu e 4cido aspartico na posi¢do 47 pela
aspargina (Matsuura et al., 1989).

Os residuos que contribuem principalmente com o efeito Bohr
alcalino na hemoglobina humana sfo: AspPos € HisBias, que também
estdo presentes na Liophis miliaris, mas devido a baixa energia livre
intrinseca, auséncia de liberacdo de protons Bohr € a diferencga do valor
de pK observado, ndo estariam contribuindo energéticamente na transi¢io
T <> R, na presenca de ATP. O efeito Bohr aparente observado em pH
fisiologico nesta hemoglobina (Oyama et al, 1993) e em outras
hemoglobinas de serpentes (Pough, 1980), pode ser devido a transigdo da
estrutura quaterndria na presen¢a do ATP eritrocitario e dependéncia do
pH na unido deste ligante. Nos répteis a sensibilidade da hemoglobina a
prétons provocaria uma inadequada oxigenagdo na circulagdo pulmonar
(Sode, 1991).

Em termos dos modelos classicos ajustado e seqiiencial, a

hemoglobina humana tetramérica exibe ambos os mecanismo na geragfio
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da cooperatividade controlada pelo codigo de simetria (Ackers &
Hazzard, 1993). A configuragdo isémera da estrutura R transfere-se
através de seis ou mais contatos. A afinidade de unido da hemoglobina €
regulada através de um codigo hierarquico de acoplamento da estrutura
terciaria-qquaternaria que inclui os dois modelos classicos delimitando o
processo (Ackers et al., 1992).

Na introspec@io da natureza estrutural da cooperatividade realizada
por estudos de ressondncia magnética nuclear, encontrou-se que a
mudanca da estrutura terciaria e quaternaria se alteram durante o curso da
oxigenagdo o qual seria inconsistente com o mecanismo de dois estados,
propondo-se a participagdo de wvarios aminodcidos na comunicagdo

sequencial.

No equilibrio de 6xido-redugdo da hemoglobina humana, observa-se
que a interagdo heme-heme ¢ dependente do pH, o valor do coeficiente de
interacdo "n" muda de 1,0 em pH 6,0 a 2.0 em pH 8,0 (Antonini et al,,
1964, Brunori et al., 1969), consistentes com o modelo, onde o dimero
af seria a unidade funcional (Antonini, 1967). Através das técnicas de
"stopped-flow" (Antonini et al., 1965) e de cristalografia da
aquometahemoglobina do 4tomo de ferro, verificou-se que existe uma
heterogeneidade funcional entre as cadeias o ¢ B; a velocidade de
oxidacdo da cadeia {3 ¢ maior que da cadeia a (Edelstein & Gibson, 1975; |
Ladner et al., 1977). No modelo de dois estados, a transicdo T—R requer
que a estrutura tercidria esteja previamente ajustada, mas estudos com
intermediarios  isolados das reagdes de oxido-redu¢do da

desoxihemoglobina humana, mostram que as mudangas da estrutura
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terciaria nas reacdes de oxidagdo da desoxihemoglobina humana
contribuiriam na cooperatividade, devido a diferente reatividade relativa
das subunidades o e 3 originada pelos diferentes movimentos do atomo
de ferro em relagdo ao plano do heme (Liddington et al., 1988; Perrella et

al., 1993).

A alta afinidade da forma R pelo oxigénio associa-se com mais de
uma posi¢do da Hisg7I'8 em relagdo ao plano do heme das cadeias o e f.
Ha uma mudanga de ambiente no sitio de unido do heme da cadeia B, da
posicdo relativa da hélice F e da E ao heme da cadeia P e de
empacotamento entre os dimeros. Conseqlientemente, a maior
contribui¢do da cooperatividade surge com a mudanga quaterndria, mas
as estrutura terciaria e quaternaria estdo acopladas através das posigdes

relativa das regides FG.

A auséncia da transicilo T—R observada na oxidacdo de
desoxihemoglobina da Liophis miliaris na forma "stripped" e a
tetramerizacio e transi¢o T—R na presenca de ATP com pK proximo a
7.5 indicam uma mudanga de ionizacdo da histidina no contato o 2. Isto
sugere que no sistema dimero-tetrdmero da hemoglobina de Liophis
miliaris a cadeia beta dos dimeros poderia contribuir com a ionizagéo que
acompanha a cooperatividade na transicdo da estrutura quatcrnaria da
forma tetramérica através da mudanca de pK da Hisey, Hisgy , da His 143

ou outra histidina diferente destas.

A cooperatividade ¢ um conceito energético identificado pela

mudancga de energia livre durante a oxigenacdo. Na hemogiobina humana
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observa-se uma diferenca de energia de ligagdo entre o primeiro e o
ultimo oxigénio de 3 a 4 Kcal (Chu et al.,, 1982).

Sabe-se que nas mudangas estruturais que acompanham a unido do
ligante ¢ dissociacdo do tetrdmero estdo envolvidas vaérios tipos de
interagdes, que podem  simultaneamente estar  contribuindo
energeticamente neste processo. Entre estas podem-se incluir as
altera¢bes produzidas pelos contatos de van der Waals, enlaces de
hidrogénio, pontes salinas, interagdes eletrostaticas ou hidrofébicas
(Mathew et al., 1982), sendo dificil de discernir quais sdo as que
contribuem significativamente com o efeito energético. Através da analise
cristalografica tém sido identificadas numerosas pontes salinas que sfo
abolidas durante a oxigenac¢do, envolvendo aminoacidos do contato alB'Z
e intracadeias, mas considerando a relagdo energética da dissociagfo
dimero-tetramero, sdo quebradas pontes salinas que envolvem grupos
com pK proximo de 7,0. Na hemoglobina humana a liberagdo dos
protons Bohr tem uma importante contribuigdo energética na energia livre
de cooperatividade (Kilmartin et al., 1978; Ackers, 1980).

Comumente usam-s¢ para indicar a cooperatividade a variagdo da
‘energia de interagdio de Wyman que indica a diferenca de energia livre
entre a unido do primeiro e ultimo ligante. O AG® de interagéo
cooperativa de unido do ligante na hemoglobina humana obtida:pelo -
método de oxido-redugdo de 3,69 Kcal mol ' descreve a variagdo total de

energia livre intrinseca do sistema na unifo cooperativa do ligante.
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No sistema de hemoglobina de Clarias sp. e Liophis miliaris, na
presenca de ATP, 0 AG® proximo de 2,0 Kcal mol T hdo se aséociaria a
liberagdo de prétons, pelo qual a transi¢do T->R ocorreria por mudangas
de interagOes eletrostaticas, fator considerado importante na unifio de
subunidades ¢ na cooperatividade (Bunn & Mc. Donald, 1983). O valor
de energia livre obtido para estas hemoglobinas foi semelhante a
contribuicdo energética de origem electrostatica tedrica sugerida por

Warshel & Weis (1981) para a hemoglobina humana.

Ao analisar a variagdo de energia livre da interacdo heme-heme
associada a liberagfo de protons no equilibrio de 6xido-redugdo na
hemoglobina humana, observa-se um valor préximo a 1,0 Kcal mol . Na
hemoglobina de Clarias sp. na forma "stripped" e na presenca de ATP, o
AG © de transi¢3o quaternéria independente do efeito Bohr alcalino tem
um valor préximo de 0,5 Kcal mol ~, descontando o valor de 0,2 Kcal

mol ' devido ao efeito residual de éxido-redugo.

Na hemoglobina de Liophis miliaris o valor de AG ©' de 0,4 Kcal
mol " da transi¢io quaterndria é intrinseco & interacdo cooperativa ¢
semelhante ao valor de energia livire de estabilizagio do tetrdmero
produzido pelo ATP, No mecanismo de transi¢do dimero-tetrdmero de
oxigenacdo em Liophis miliaris foram sugeridas duas formas alternativas
possiveis (Matsuura et al., 1987; Focesi Jr. et al., 1990), incluindo uma
delas estados intermedidrios R e T na forma oxigenada e desoxigenada,
Mas a auséncia de transicdo T <> R no equilibrio de oxidagdo, ¢ a baixa

energia livre intrinseca da molécula dimérica na forma desoxigenada e
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oxigenada, ¢ a tetramerizagdo sO na presenca de ATP, no mecanismo

dimero-tetrdmero exclui a forma intermedidria no estado T.
Este pode ser esquematizado da seguinte forma:
2desoxi (af ) + ATP — a2B2 ATP + Oy — 2 oxi (ap) + ATP
dimero — tetrGmero — dimero

A analise termodindmica relativa a hemoglobina de Liophis miliaris
na forma “stripped”, mostrou valores minimos de energia livre
necessarios na unido do ligante, compativeis com a forma dimérica e a
alta afinidade intrinseca ao oxigénio, ¢ conseqiientes com o aumento de
energia livre na tetramerizagdo pela presenca de ATP, que estabiliza o
estado T, diminui a entropia da molécula e possibilita a regulacio
alostérica. Propondo-se que 0 mecanismo de transi¢do dimero-tetramero
envolve a auséncia da transicio T<»R na forma oxigenada da
hemoglobina  “"stripped”, na qual s6 ocorreriam  mudangas
conformacionais locais no heme apos a oxigenagéo, excluem-se a forma
intermediaria de tetrdmero desoxigenado no estado T na auséncia de
ATP. Na presenga de fosfatos hd mudanga significativas de energia livre
intrinseca promovida pela ligacdo de dois dimeros por interagdes
electrostaticas, observando-se uma dependéncia do pH na unifio do
ligante ¢ uma reversibilidade para a forma dimérica em pH acima de 8,0,
pelo qual seriam os principais moduladores da regulagio alostérica na

unido de oxigénio nesta hemoglobina,
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A baixa energia livre intrinseca observada na forma tetramérica, em
presenga de ATP, da hemoglobina de Liophis miliaris deve-se,
provavelmente, as substituigdes dos residuos de aminodcidos
considerados como responsdveis pela interagdo heme-heme localizados
no contato a;f},. Este fendmeno sugere que a estabiliza¢do do tetrdmero
envolve um menor numero de contatos, 0 que promoveria uma total
dissociagdo da proteina tetramérica em dimérica quando oxigenada.
Entretanto, na forma "stripped”, ou seja na auséncia de fosfatos
orgdnicos, mesmo na forma de desoxihemoglobina, a interface o, esta
ausente, desde que a proteina se mantém na forma dimérica. Essa
interface € restituida so pela adi¢do de ATP, que atua como uma cunha
que se encrava no “cluster” interfacial que une os dimeros, afravés de

interagdes eletrostaticas tornando a molécula alostérica.

Desta forma, no modelo dimero-tetrdmero de Liophis miliaris ndo se
incluem as formas tetraméricas intermedidrias, devido a auséncia da
transi¢do  alostérica observada no sistema de o¢xido-redugio da
desoxihemoglobina na forma "stripped". A transi¢do dimero-tetrAmero,
na presenga de ATP, com pK préximo de 7.5, sugere a mudanga de
ioniza¢do de residuos de histidina localizados no contato o8, ou préxima
a esta. O efeito eletrostatico nesta molécula tem uma fungdo relevante no
equilibrio entre estas duas formas alternativas regulando a unifio

cooperativa do oxigénio.

Por outro lado, as propriedades funcionais, estruturais e
termodindmicas dessas hemoglobinas, tais como a alta afinidade pelo O,,

auséncia de efeito Bohr e baixa energia livre intrinsecas, revelam que as
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baixas pressdes de oxigénio do meio ambiente originaram a expressdo
destas hemoglobinas, caracteristicas altamente conservadas nos
descendentes dos ancestrais dos primeiros vertebrados de respiragdo

aérea, considerados préximos aos tetrapodos.

Nesta tese procuramos além de explicar termodinamicamente as
propriedades funcionais de hemoglobinas de animais de respiragdo aérea
evolutivamente distantes, com diferengas significativas de afinidade pelo
oxigénio, efeito Bohr e energia livre de intera¢do, também sugerir suporte
termodindmico ao mecanismo de transicdo dimero <> tetrdmero, presente
nas hemoglobmas de varias serpentes durante o transporte de oxigénio.
Embora 0 mecanismo tenha sido demostrado por analises funcionais e
estruturais, na hemoglobina de Liophis miliaris, permanecia a incerteza
para alguns pesquisadores ao observar-se o efeito Bohr alcalino aparente
nas amostras de hemoglobinas congeladas. Acreditamos que os valores de
potencial de o¢xido-reducdio e os dados termodindmicos contribuiram

decisivamente na elucidagdo do modelo de transicdo dimero-tetramero.
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O transporte de oxigénio pela hemoglobina do bagre, de respiracio

aérea, Clarias sp., opera através de uma molécula tetramérica de alta

afinidade e de baixa energia livre intrinseca de ligagio com o gés,

observando-se também auséncia de efeito Bohr intrinseco e

alostérica heterotropica de fosfatos dependente do pH.

modulacgéo

A transi¢do T— R do equilibrio de 6xido-redugio da hemoglobina

de Clarias sp. apresenta um valor de pKa de 7,6, provavelmente devido a

ioniza¢@o de uma histidina da cadeia beta, diferente da histidina do grupo

BOhI', a Hi5145.

A baixa energia intrinseca da hemoglobina desse peixe deve

provavelmente, estar associada ao menor nimero de ligacd

substitui¢des no contato o, 3,, responsavel pela estabilidade do

es ¢ /ou a

tetramero.

Com relagdo a hemoglobina de Liophis miliaris, observa-se uma

completa dissociagdo da molécula na forma "stripped"”, com rompimento

de todas as interagSes do contato o, 3,, tanto na forma oxigen

desoxigenada.

Por outro lado os experimentos de equilibrio de éxido-r

ada quanto

edugdo em

presenga de ATP mostraram uma transi¢do T— R com pK de 7.6

compativel com a tetramerizagio da molécula.
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As variagdes de energia livre de interag@o heme-heme mantiveram-
se constantes com a varia¢iio de pH, sugerindo que a transi¢do T— R da
hemoglobina de Liophis miliaris na presenga de ATP, origina-se por

mudancas de interacdes eletrostaticas, independentes do efeito Bohr.

O mecanismo dimero-tetrAmero descrito para hemoglobina de
Liophis miliaris, ajusta-se ao modelo de 2 estados de MWC apenas na

presenca de ATP, e envolve a ionizac¢do de uma histidina, provavelmente

do contato o p3,.
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6. APENDICE

TABELA 1. Valores de Potencial de 6xido-redugdo da hemoglobina

humana na forma “stripped” e na presenca de ATP 1mM. Em tampéo
Tris-HC1 100 mM e 25 °C. Voltagens: iniciais F'o(i), no 50% Fe *%/ Fe™

E'o € em referencia ao eletrodo de hidrogénio Ej,.

“Stripped” ATP 1mM
pH E', yVolt  E, Volt EpVolt pH E, jVolt  E', Volt ELVolt
6,0 - 0,130 - 0,070 0,176 6.5 - 0,140 - 0,055 0,191
6,7 - 0,160 - 0.076 0,170 6,8 - 0,160 - 0,058 0,188
6,9 - 0,160 - 0,092 0,154 7,3 - 0,165 - 0,077 0,169
7,0 - 0,160 - 0,085 0,161 7,8 - 0,180 - 0,100 0,146
7,1 - 0,170 - 0,096 0,150 8,3 - 0,195 - 0,130 0,116
7,4 - 0,170 - 0,100 0,146
7.6 - 0,190 - 0,120 0,126
7,7 - 0,180 - 0,126 0,120
8,0 - 0,190 - 0,135 0,111
8,3 -0, 215 - 6,150 0,096
8,6 - 0,230 - 0,160 0,086
8,9 - 0,230 - 0,170 0,076




102

TABELA 11 Valores de Potencial de dxido-reducdo da hemoglobina de
Clarias sp. na forma “stripped” ¢ na presenca de ATP ImM. Em tamp@o
Tris-HC1 100 mM e 25°C. Voltagens iniciais E', (i), no 50% Fe ** /Fe”

E', e em referencia ao eletrodo de hidrogénio Ey,.

“Stripped” ATP ImM

pH E', (pVYolt  E', Volt EqVolt pH E', gVelt E, Volt EpVolt
7,0 -0,185 -0,116 0,130

6,9 - 0,185 - 0,150 8,096 7.2 - 0,180 - 6,130 0,116

7,0 - 0,185 - 0,150 0,096 7.4 - 0,190 - 0,130 0,116

7.2 - 0,185 - 6,150 0,096 7.6 - 0,200 - 0,139 0,116

.5 - 0,190 - 6,165 0,096 7.8 - 8,210 -0,135 6,111

7,6 - 0,200 -0,176 0,096 7,9 - 0,215 - 0,150 0,096

7.8 - 9,210 - 0,175 0,071 8.3 - 0,210 - 0,170 0,076

8.0 - 9,210 - 0,186 0,066

83 - 0,210 - 0,195 0,651




TABELA IIIL
de Liophis miliaris, na forma “stripped” e na presenga de ATP 1 mM.
Em tamp&o Tris-HCI 100 mM a 25°C. Voltagens: iniciais E'y(i): no 50%

Fe ™ [Fe” E', ¢ em referencia ao eletrodo de hidrogénio Ep,.

LY
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Valores de Potencial de éxido-reducdo de hemoglobina

“Stripped” ATP
pH E'o (i)Volt E', Volt E LVoht pH E, (i)Volt E', Volt EpVolt
1.2 -0,210 -0,178 0,071 7.3 - 0,210 - 0,165 0,081
7.3 -0,210 -6,175 0,671 7.4 -0,216 -0,168 0,081
7.5 -0,210 - 9,175 0,066 1.5 -0,220 - 0,165 0,081
7.6 -0,210 - 0,180 0,066 7.6 - 0,210 - 0,165 0,071
7,7 -0,210 - 0,185 0,061 7,7 - 0,220 - 0,180 0,066
8,0 -0,220 - 0,185 0,061 7.8 -0,220 -0,185 0,061
8,3 -0,220 - 0,190 9,056 8,1 -9,22¢ - 6,190 8,056
85 -0,235 -0,195 0,051 8,5 -0,235 -0,185 0,051
8,7 -0,240 -0,265 0,041 8,7 -0,240 ~0,205 0,041




