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Resumo
A hemoglobina (Hb) representa um excelente modelo para a andlise de cooperatividade
e alosterismo, processos fundamentais em biologia. A instabilidade na forma tetramérica
da Hb de animais ectotérmicos, como serpentes, ja foi evidenciada em vérios trabalhos,
sendo que a titulagdo potenciométrica se mostrou como método apropriado para
demonstrar a dissociagao da hemeproteina. A dissociagdo pode ser atribuida a duas
substituicdes de aminoacidos nas cadeias [3, as quais resultam em perda de duas cargas
negativas na interface ai1f2, facilitando a dissociagdao do tetrdmero em dimeros,
confirmado pela massa molecular obtida em gel filtracdo. O objetivo desse projeto foi o
de analisar as propriedades dissociativas das Hbs de lagarto através do estudo da curva
de titulacdo potenciométrica de suas Hbs, e o efeito de ATP e pH nestes processos,
confirmando-se ao mesmo tempo as propriedades de equilibrio com oxigénio e a
sequéncia dos aminoécidos desta proteina. Estes animais apresentaram o mesmo
comportamento dissociativo de algumas espécies de serpentes (Liophis miliaris e
Helicops modestus) com importantes implicagdes termodinamicas, fisiolégicas e
evolutivas. Com estes resultados serd muito favorecida a ampliagédo deste fendbmeno

também para outros grupos de ectotérmicos.
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Abstract
The studies of functional and structural properties of hemoglobin from lizard, Tupinambis
merianae showed that the protein stripped of allosteric phoshate modulators, dissociates

into dimers, present high affinity for oxygen, the absence of cooperative oxygen binding (n

1) and no Bohr effect. The molecular weight determination gave a values compatible
with dimer of hemoglobin. This combination of characteristics is unique, since all other
terrestrial vertebrates, including other reptiles, have sigmoidal binding curves with n = 2.
However, the allosteric properties could be restore by the addition of ATP to the
hemoglobin, where the oxygen affinity decreases about 10-fold, and the protein becomes
cooperative (n = 2) at pH lower than 7.8 and return to n = 1 at higher pH values, when the
electrostatic interaction between amino acids residues contributing to organic phosphates
binding site and ATP becomes weaker and the hemoglobin undergoes dissociation with
dimer formation. The absence of cooperativity in the stripped hemolysate suggests that
this feature of the oxygen dissociation resides in the molecular structure of the

hemoglobin, some substitutions in the beta chain.



1. Introducéo

A respiragdo, em termos moleculares, é um fenémeno fundamental nas espécies
atuais, e depende da disponibilidade de oxigénio a nivel tecidual. Nos animais em geral,
a hemoglobina desempenha o transporte eficiente de oxigénio para permitir a respiragao.
As hemoglobinas de vertebrados, proteinas tetraméricas que possuem como grupo
prostético ligante de oxigénio o heme, constituem modelos por exceléncia para a
elucidagdo de uma variedade de fendbmenos bioquimicos, tais como cooperatividade e
alosterismo, interacbes entre as subunidades em proteinas, modula¢cdes por
componentes do solvente e combinagbes com ligantes. Essa proteina esta dentro de
células presentes no sistema circulatério (eritrocitos), e isso facilita o controle de suas
propriedades através de alteragbes intracelulares de concentragdo de  efetores
alostéricos. Considerando a variedade de espécies que possuem hemoglobina, inclusive
em bactérias, protozodrios e diversas plantas, torna-se Obvio a importancia destas
biomoléculas para a sobrevivéncia da maioria dos seres vivos (Wakabayashi, et al.,
1986; Bogusz, et al., 1988; Iwaasa, et al., 1989).

Para desempenharem sua fung@o primordial para o transporte dos gases, as
hemoglobinas devem ter sofrido excepcional pressdo evolucionaria para adaptar suas
propriedades funcionais as mais diversas condicbes ambientais através da aquisicdo de
diferentes sequéncias de suas cadeias polipeptidicas.

Outra hemeproteina muito estudada é a mioglobina, que ocorre no tecido
muscular, servindo de suprimento e reserva de oxigénio, facilitando a respiragéo local. E
constituida apenas de uma cadeia polipeptidica, portanto sem estrutura quaternaria, e
consequentemente nao apresenta propriedades de cooperatividade ou alostéricas,

possuindo alta afinidade pelo ligante oxigénio, com curva de ligagao hiperbdlica.
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A molécula de hemoglobina humana caracteriza-se por ser grosseiramente
esférica, com um diametro de 55A, podendo ser separada em uma parte protéica
(globina) e outra parte ndo protéica (heme). As quatro cadeias polipeptidicas sao
semelhantes entre si e arranjadas em um tetraedro regular, sendo duas do tipo alfa (a) e
duas do tipo beta (B), cada uma possuindo massa molecular aproximada de 16 kDa (Fig.
1). O que diferencia as cadeias o das cadeias B € o numero de residuos (aminoécidos),
141 residuos na cadeia a e 146 residuos na cadeia 3. Na hemoglobina humana, por
exemplo, existe grande contato entre cadeias a e 3, porém pouco contato entre cadeias
semelhantes (Antonini & Brunori, 1974; Perutz, 1982). A cadeia alfa contem sete
segmentos de estrutura em alfa-hélice, com interrup¢cées nao helicoidais, enquanto a
cadeia beta contem oito segmentos. Cada regido em alfa hélice é definida como hélice A,
B, até H, ou de A a G para as cadeias alfa e beta, respectivamente, e os segmentos nao
helicoidais s&do denominados AB, BC, e assim por diante (Nichols, et al., 1997). As
globinas estabelecem contatos entre si por meio de ligagbes ndo covalentes, como
pontes de hidrogénio e salinas, as quais s@o responsaveis pela estabilidade da
conformacéo oligomérica da hemoglobina (Brittain, 2002).

A molécula de hemoglobina humana é constituida de dois dimeros af idénticos,
que formam o tetrdmero simétrico. Os dois diferentes tipos de subunidades, a e B, séo
necessarios para o desempenho apropriado da funcdo da molécula de hemoglobina

(Perutz, 1970).
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Figura 1. Representagdo esquemdtica da estrutura da
hemoglobina. As quatro cadeias de globinas sao apresentadas
em diferentes cores, sendo cada uma ligada a um grupo heme.
Fonte: www.daviddarling.info/.../H/hemoglobin.html
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A parte “nao protéica” da hemoglobina (grupo prostético), o grupo heme (Fig. 2), é
constituido de uma parte orgénica (grupo tetrapirrélico, especificamente a protoporfirina
IX) e um atomo de Fe*® o qual se liga a quatro nitrogénios no centro do anel da
protoporfirina. Observa-se estado ferroso durante os processos de oxigenagao e
desoxigenacgéo. A oxidagdo de Fe*® (ferroso) para Fe*® (férrico) resulta na formagao de
metahemoglobina, forma incapaz de realizar o transporte de oxigénio (Keilin & Hartree,
1951; Braunitzer et al., 1961; Karplus, 1982; Perutz, 1982; Dickerson & Geis, 1983). As
globinas desempenham um papel essencial no transporte de oxigénio, uma vez que
coloca o heme em ambiente hidrofdbico, evitando a oxidagdo, permitindo assim o
transporte reversivel de oxigénio.

A associagao das subunidades o e B é feita por interagdes ndo covalentes através
da interface a1 e agf2 resultando em dimeros af3, e da interface a4f2 (e azB+), que
correspondem a interagao entre os dimeros para formar o tetramero.

Ao contrario da hemoglobina humana, hemoglobinas de répteis sdo constituidas
por quatro diferentes cadeias, duas do tipo a e duas do tipo B (Abassi & Braunitzer, 1991;
Matsuura et al., 1999; Eguchi & Eguchi, 2001; Leclercq et al., 1981; Fushitani et al.,
1996). Embora a sequéncia dessas cadeias sejam diferentes, comparando-se a cadeia a
e a cadeia B da hemoglobina humana, os niumeros de residuos sao iguais (141 para as
cadeias a e 146 para as cadeias f3) (Naqvi, 1983; Matsuura et al., 1999; Eguchi & Eguchi,

2002).
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Figura 2: Representagdo esquematica da estrutura do grupo heme.
Observa-se a protoporfirina IX, que possui quatro anéis pirrélicos,
ligada a um atomo de ferro central. (Dickerson & Geis,1983).
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Como mencionado, a hemoglobina possui comportamento bem mais complexo
que a mioglobina, e isso estd relacionado a sua estrutura quaternaria, inexistente na
mioglobina. As hemoglobinas também transportam CO,, na forma de compostos
carbaminicos e H*.

A curva de ligagdo da hemoglobina com o oxigénio apresenta uma forma
sigmoidal, com menor afinidade por este gas quando comparada com a mioglobina. Este
aspecto de curva representa, em termos moleculares, a cooperatividade, e corresponde
a um aumento de afinidade por oxigénio apés 0 mesmo se ligar nos primeiros sitios.
Assim, é um efetor homotrépico (atua no local de entrada do ligante) positivo (aumenta a
afinidade da proteina pelo ligante).

A cooperatividade na ligagdo com O, pela hemoglobina &€ uma propriedade
termodindmica da macromolécula que se origina das interagdes entre as subunidades. A
conservacao estrutural das regides de contatos a1 € o432 é essencial para a afinidade
normal da hemoglobina pelo O, e para a cooperatividade. A dissociagao do tetrdmero em
“meias moléculas” diméricas elimina a cooperatividade das interacées das hemoglobinas
(Hewitt et al., 1972; Ackers et al., 1992). Na verdade, a cooperatividade esta relacionada
a mudanga conformacional da hemoglobina quando a mesma €& oxigenada. Certas
ligagbes na interface sao desfeitas, e a entrada das ultimas moléculas de oxigénio nao
precisam romper outras ligagdes, significando aumento de afinidade pelo ligante.

Outra propriedade fundamental da hemoglobina, que € bastante relacionada a
cooperatividade, é o alosterismo. Podemos considerar que o efetor alostérico atua numa
regido diferente do sitio de entrada do ligante (dai o nome alosterismo), e estabiliza a
hemoglobina, por exemplo, na forma deoxi. Nesse caso ocorre deslocamento para a

direita na curva de oxigenagdo. Como veremos, a hemoglobina apresenta OH', e
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fosfatos orgénicos (além de CO,) como principais efetores alostéricos (Esses compostos
estabilizam a hemoglobina na forma deoxi, diminuindo sua afinidade pelo oxigénio,
portanto s@o efetores alostéricos negativos).

Atualmente existem dois principais modelos matematicos que representam o
alosterismo, o modelo de dois estados, de Monod, Wyman e Changeaux (MWC) (Monod
et al., 1965) e o sequencial descrito adiante. No modelo MWC, cada molécula protéica se
encontra em apenas uma das duas formas possiveis em solugéo, na forma tensa (T), de
baixa afinidade pelo oxigénio, e na forma relaxada (R), com alta afinidade. Na auséncia
de substrato (ou ligante), a forma T é predominante, e todos os sitios de ligagdo na
molécula sdo equivalentes, e apresentado a mesma constante de afinidade pelo
substrato, baixa na forma T.

A hemoglobina tetramérica é mantida através de algumas ligagdes restritivas
(restricdo quartenaria) que favorecem na sua forma tensa. Na entrada de O, a forma R
torna-se energeticamente mais favoravel sendo que esta transicdo T«<R, de forma
brusca, rompe as restricbes quartenarias, e o tetrAmero converte-se na forma relaxada,
de alta afinidade pelo oxigénio. Nestes estados, a ligacdo de O, a molécula é
completamente ndo cooperativa, e a unica diferenca entre estes estados é que na forma
R, a afinidade pelo O, é muito maior que na forma T. Essa nao cooperatividade é
resultante do modelo alostérico que prevé que qualquer molécula de hemoglobina em um
dado instante deve apresentar todas as subunidades em um estado ou em outro,
exclusivamente, isto &, deve ser simétrico.

O modelo MWC, portanto, descreve somente a cooperatividade positiva e
desconsidera as estruturas mistas, além de n&o permitir formas intermediarias, como as

identificadas posteriormente por métodos fisico-quimicos (Daugherty et al., 1991; Marden
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et al., 1991; Schumacker et al., 1995). Esse modelo possui, portanto, uma visao restritiva
do mecanismo alostérico, porque utiliza o conceito de simetria como consideracéo inicial.

O modelo sequencial de Koshland, Némethy e Filmer (KNF) (Koshland, Némethy
& Filmer, 1966) faz consideragbes muito semelhantes as encontradas no modelo MWC,
mas admite as alteracdes nas estruturas terciarias da hemoglobina, n&o em resposta as
mudangas ocorridas na simetria do tetrd@mero, mas através de uma série de interagbes
moleculares que ocorrem quando ha ligagao do oxigénio. Sao as alteragdes na estrutura
terciaria e nas interfaces inter e intradiméricas, iniciadas pela ligagdo do substrato a
molécula, que promovem a alteragao da estrutura quartenaria.

Em relagdo a efetores alostéricos importantes, podemos mencionar o efeito Bohr,
que foi originalmente descrito como uma diminuigdo da afinidade da hemoglobina pelo
oxigénio causado pela pressao de CO, (Bohr et al., 1904). Posteriormente descobriu-se
que esse efeito poderia ser atribuido a presenca de &cido carbénico (H,CO3z) como o
doador de prétons no lugar do didéxido de carbono.

Nos tecidos ocorre hidratacdo do CO, através de uma reacdo catalizada pela
anidrase carbdnica, formando ions bicarbonato e H*, ocorrendo diminuicdo do pH do
meio, e isso modula negativamente a afinidade da hemoglobina pelo O,, liberando-o
mais facilmente aos tecidos. Esse é o conhecido efeito Bohr, ou, efeito de pH sobre a
afinidade da hemoglobina pelo O,. Uma observagao importante é a que a reversibilidade
da ligagdo com o H* permite a hemoglobina um tamponamento eficaz para o sangue
(Jensen & Weber, 1985a, b; Weber & Jensen, 1988.)

Os fosfatos orgénicos influenciam na fisiologia respiratéria também diminuindo a
afinidade da hemoglobina pelo oxigénio através da sua ligagdo com a

desoxihemoglobina, em residuos carregados positivamente (sitio alostérico para estes
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fosfatos). Este efeito revela-se de grande importancia quando o organismo requer uma
maior quantidade de energia, pois 0 aumento da presenga de fosfato orgénico promove a
liberacdo do oxigénio para os tecidos mais rapidamente. Nos humanos, o 2,3
bifosfoglicerato (2,3 BPG) corresponde ao fosfato organico que atua nesse sentido.

A afinidade da hemoglobina ao oxigénio é coompativel com os parametros fisicos
e quimicos de seus ambientes, sendo modulada alostericamente por H*, CI, fosfatos
orgénicos e CO,. A conformacao “T” apresenta uma afinidade alta por esses ligantes
heterotropicos, enquanto que, na conformacédo “R” estas afinidades sdo inversas. A
estrutura do estado tenso “T” (desoxihemoglobina) contém varios contatos diretos entre
as subunidades, através das pontes de hidrogénio que sdo quebradas e expostas ao
solvente passando para o estado relaxado “R” (oxihemoglobina). Esta diferenca na
estrutura implica na diferenca de hidratacdo ou ligagdo da &agua entre essas duas
conformacgdes (Perutz, 1970; Imai, 1982; Colombo et al., 1992).

Sob condi¢des fisicas constantes e na auséncia de moléculas modificadoras, a
afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, depende primariamente da natureza hidrofébica
do seu grupo heme e dos papéis especificos dos residuos aminoacilicos que, direta ou
indiretamente afetam essa afinidade. Obviamente, uma vez que a sequéncia de
aminoacidos das cadeias de globinas sdo geneticamente codificados, a afinidade
intrinsica Hb-O, encontra-se determinada geneticamente (Powers, 1985). Uma mutagéo
leva a alteragbes no material genético, podendo ocasionar mudangas em aminoacidos
pertencentes a cadeias polipeptidicas e consequentemente podem alterar as
propriedades funcionais da proteina (Avise, 1983).

No desenvolvimento eritroblastario, as cadeias a e B recém sintetizadas ligam os

grupos heme, e entdo combinam-se para formar um dimero of3 estavel através da
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interface a{By que se forma pela atracao eletrostatica entre as subunidades a, que se
apresentam positivamente carregadas, e subunidades B, negativamente carregadas,
permanecendo praticamente constante durante a oxigenagao da hemoglobina ou durante
a dissociagao do tetrdmeros em dimeros (Mrabet et al., 1986). Entretanto, a interface
a1B2, move-se substancialmente durante a transicao T«>R da proteina a qual modula a
afinidade do grupo heme pelo oxigénio molecular dependente do heterotetrdmero a3,
sendo responsavel pelo desencadeamento dos fendbmenos alostéricos, assim como pela
integridade do tetrdmero (Perutz, 1970; Perutz & Brunori, 1982; Mrabet et al., 1986; Rao
& Acharya, 1992). Assim, as alteragOes estruturais nas interfaces a3, podem levar mais
facilmente a dissociagéo do tetrdmero em dimeros, eliminando a interagdo cooperativa
entre subunidades, com consequente perda das propriedades alostéricas das
hemoglobinas (Hewitt et al., 1972; Brittain, 1991; Speros et al.,1991; Ackers et al., 1992).

Durante a evolugdo, as hemoglobinas desenvolveram um mecanismo molecular
comum, baseado no principio da mudanga conformacional de sua estrutura oligomérica.
Entretanto, diferentes hemoglobinas adquiriram propriedades peculiares em resposta as
diferentes necessidades internas e externas. Dentro desse contexto (relagéo entre meio
ambiente e requerimento metabdlico), os estudos das hemoglobinas de ectotérmicos
despertam particular interesse, desde que o seu metabolismo é muito mais afetado pela
variacdo da temperatura ambiental comparando-se aos mamiferos e, também, por
apresentarem sistema homeostatico mais “flexivel” que outros vertebrados, podendo
apresentar variagbes consideraveis nos valores de pH sanguineo.

Neste contexto, a hemoglobina de répteis, incluindo as espécies de répteis
terrestres, revelam ser um excelente modelo, pois podem apresentar hemoglobinas

dissociadas a dimeros, e um comportamento alostérico que nado pode ser
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adequadamente enquadrados nos modelos e pardmetros desenvolvidos baseando-se
nas hemoglobinas dos mamiferos. Desta forma, torna-se razoavel esperar que novas
informagbes sobre as relagbes entre estrutura e fungédo possam ser obtidas dos estudos
das estruturas primaria e terciaria, e das propriedades alostéricas de hemoglobinas de
répteis em comparacédo com as de hemoglobina humana.

Nos mamiferos em geral, as hemoglobinas sdo tetraméricas. Entretanto existem
mutagdes descritas que podem promover a desestabilizagao da forma tetramérica, como
por exemplo a hemoglobina Rothschild em humanos. Esta apresenta uma substituicao na
posicao beta Trp 37 por Arg (Abraham et al., 1997). Essa posi¢cao corresponde a
interface a4-P2, € a substituicdo desestabiliza localmente essa interagdo (Nagai et al.,
1995). Em lampréia e peixe-bruxa, a hemoglobina € monomérica quando oxigenada e
tetramérica quando desoxigenada (Brittain, et al., 1989; Briehl, 1963).

Recentemente foi demonstrado que as hemoglobinas das serpentes Liophis
miliaris e Helicops modestus sao tetraméricas na forma deoxihemoglobina, em presenca
de seu efetor alostérico ATP, porém se dissociam em dimeros quando ligadas ao
oxigénio ou na auséncia de ATP (Matsuura et al., 1987; Matsuura et al., 1989; Bonafe et
al., 1999). Estes resultados sugeriram que a dissociagao pode ter importante papel
fisiolégico, pois pode representar reserva de oxigénio em condi¢des adversas, como no
caso de mioglobinas de cetaceos.

A determinagao da estrutura priméria da L. miliaris mostrou que a dissociagéo

pode ser explicada através de duas substituicdes nas cadeias 3, CD2 Glu-43 —Thr e D3

Glu-101—Val, as quais resultam em perda de duas cargas negativas na interface a1p2,

favorecendo a dissociacao do tetrdmero (Matsuura et al., 1989; Bonafe et al., 1999). A
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proteina desta, quando desprovida de fosfatos, apresenta alta afinidade pelo O, (Pso=
1mmHg), auséncia de cooperatividade na ligacao do O, (hy= 1,0), auséncia de efeito
Bohr e massa molecular de 32000 Da (valor compativel com o dimero de hemoglobina),
comportando-se como proteina nao alostérica. Ao mesmo tempo as propriedades
alostéricas podem ser restauradas pela adicao de ATP, o principal componente intra-
eritrocitario que ocorre em L. miliaris (Ogo et al., 1984), resultando uma diminui¢gao
significativa da afinidade pelo O, (Psp= 10 mmHg). Com a adicédo de ATP, a proteina
torna-se cooperativa com valor de ny= 2,0 em valores de pH inferiores a 7,8, retornando
ao valor de ny= 1,0 em valores de pH proximos, ou acima do valor do ponto isoelétrico da
proteina, pl= 8,1 (Matsuura et al., 1987)

A seqiiéncia primaria de hemoglobinas de varios grupos de animais ectotérmicos
apresentam substituicbes semelhantes, nas mesmas posi¢des, acima mencionadas para
a hemoglobina de L. miliaris (Maruyama et al., 1980; Abbasi et al., 1988; Rucknagel et
al.,1988; Abbasi et al.,1991; Gorr et al., 1991) sugerindo que este comportamento
dissociativo pode ocorrer nesses grupos.

Um alto grau de homologia nas sequéncias de aminodacidos, e substituicbes na
regido de contato a2 nas mesmas posigdes nas globinas de L. miliaris, foram
encontrados em outros ofidios como em H. modestus, e nos lagartos, Sphenodon
punctatus (Abbasi et al., 1988), Iguana iguana (Rucknagel et al., 1988) e Varanus
exanthematicus albigularis (Abbasi et al., 1991). Comparando-se a seqUéncia das
cadeias de diferentes grupos de répteis, por exemplo, considerando-se a cadeia a de
Iguana iguana, observam-se 53% de identidade com a de vibora (Vipera aspis), 49-52%
com a de tartaruga (Chrysemys picta belli) e 54% com a de crocodilos (Caiman

crocodylus) (Bordin et al., 1997; Rucknagel et al., 1988; Rucknagel, et al., 1984; Leclercq
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et al., 1981). Tal fato nos leva a possibilidade da extensdo, também para a ordem
Squamata, de tais propriedades peculiares do mecanismo de transi¢ao entre duas
formas moleculares (dimero « tetrdmero) para o transporte de O,,.

Além das possiveis consequéncias a nivel fisiolégico, o aspecto evolutivo
envolvido pode ser de grande relevancia, pois a dissociagdo sugere uma origem
termodindmica da cooperatividade (Bonafe, 1999). A titulacdo potenciométrica é um
método bastante adequado para demonstrar a dissociagdo em hemoglobinas. Esta
metodologia € baseada na adigdo gradual de um agente oxidante, ferricianeto de
potassio, sendo a formacédo de metahemoglobina monitorada através do potencial de
oxido-reducdo do sistema. Esta oxidac&o simula a ligagdo de oxigénio, possibilitando o
acesso a informagdes complementares a oxigenagdo. Esta metodologia permitiu ainda
demonstrar a dissociacdo da hemoglobina de serpente em pH alcalino ou em auséncia
de ATP (Bonafe, et al., 1999) .

As propriedades funcionais da hemoglobina humana séo apropriadas a demanda
fisiologica da respiragdo humana. As propriedades alostéricas sao uma consequéncia da
estrutura primaria das cadeias que, através de alteragdes conformacionais, comunicam-
se com outras subunidades como resultado da estrutura quaternaria (Perutz, 1990). Em
comparagdo com as hemoglobinas de mamiferos, as de répteis tém diferentes
propriedades funcionais e alostéricas, resultado de requerimentos metabdlicos incomuns.
Deste modo, espera-se que novas informagbes sobre as relagdes estrutura-funcéo
possam ser obtidas dos estudos das estruturas primaria e terciaria e das propriedades
alostéricas das hemoglobinas de répteis em comparacdo com a humana.

Desta forma, esse trabalho propde realizar experimentos funcionais e estruturais

da molécula de hemoglobina de uma espécie de lagarto brasileiro (Tupinambis merianae)
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para correlacionar os dados funcionais com a transicao da estrutura quaternaria, tanto na
auséncia quanto na presenca de ATP e, conseqlentemente obter subsidios para uma
melhor compreensédo e elucidagdo do possivel mecanismo atipico de transporte de
oxigénio molecular. Isso permite verificar se o mecanismo pode ocorrer nesse outro
grupo de répteis, e sugerir mais fortemente a generalizacao de ocorréncia de dissociacao
fisiolégica de hemoglobina, com as consequéncias no mecanismo de transporte

molecular de oxigénio.

2. Objetivos

A hemoglobina h4d décadas é um excelente modelo de cooperatividade e
alosterismo, processos fundamentais em biologia. Em hemoglobinas de serpentes, como
L. miliaris e H. modestus, o comportamento dissociativo leva a importantes implicacbes
termodin@micas, fisiolégicas e evolutivas relacionadas a essa proteina classica. O nosso
primeiro objetivo foi investigar se tal fenbmeno se aplica a outros grupos de ectotérmicos,
no caso em lagartos, estudando as propriedades dissociativas da hemoglobina do lagarto
teiu (Tupinambis merianae, Teiidae) através do estudo da curva de titulacdo
potenciométrica em diferentes pHs em presenca ou nao de ATP. Além disso, objetivou-
se comparar esses resultados a propriedades funcionais de oxigenagdo nessas
condigbes de pH e presenga ou auséncia de ATP.

Embora j& houvesse indicios que as substituigbes importantes presentes em
serpentes, responsaveis pelas propriedades dissociativas ja conhecidas (Matsuura et al.,
1989; Bonafe et al., 1999), ja deviam estar presentes nesse lagarto (Maruyama et al.,

1980; Abbasi et al., 1988; Rucknagel et al.,1988; Abbasi et al.,1991; Gorr et al., 1991),
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um outro importante aspecto que propomos responder foi se realmente tais mutagbes
estao presentes na hemoglobina do teiu. Assim, foi realizado o sequenciamento parcial
das cadeias de globinas para estudar a homologia com hemoglobina de outros grupos,
inclusive a humana. A importancia desse estudo se refere a uma possivel confirmacao de

aspectos estruturais que explicam os achados funcionais.

3. Material e Métodos

3.1 Tupinambis merianae (Teiu).

Nesta espécie (Fig. 3) ocorre na Argentina, Uruguai e em todas as regides
do Brasil, exceto na Floresta Amazonica. Pode ser encontrada em areas abertas
de cerrado, mas também em bordas de matas-de-galeria e dentro de matas. E
uma espécie que vive no chdo, podendo ser observada em areas ensolaradas,
com capim baixo ou com pedras. Costuma frequentar areas antrépicas, onde as
vezes invade galinheiros para comer ovos e pintinhos. A dieta é muito variada,
incluindo vertebrados, partes vegetais, moluscos e artrépodos e freqlientemente

pode se alimentar de carniga, portanto s&o onivoros.

Possui corpo cilindrico, membros e cauda longos e robustos. O
comprimento rostro-anal em machos adultos, que sdo maiores que fémeas
adultas, pode chegar a 50 cm, que se somados a cauda di o comprimento total de
160cm. O dorso apresenta barras negras transversais que se alternam com faixas
mais claras, com pontos negros e cinzas. Os flancos sdo mais claros, com barras
negras menos distintas e pequenos circulos brancos espalhados. O ventre é claro,

com barras negras transversais e irregulares. Pode ser confundida com T.
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rufescens, da qual se distingue pela coloragéo negra do dorso (avermelhada em T.
rufescens) e por possuir mais de 25 poros femorais (menos de 20 em T.

rufescens).

A reprodugao desta espécie ocorre ao final da estacao seca, sendo que o
tamanho da ninhada pode variar de 13 a 29 ovos. E uma espécie diurna, heliéfila e
ativa durante todo o dia. Passa a maior parte do tempo em movimento a procura
de presas que localiza com o auxilio da lingua comprida e bifida. A temperatura
corporal média é de 37°C. Quando se sente ameacado, o teiu pode ficar imével e

tentar se camuflar em meio ao ambiente, fugir rapidamente ou até mesmo atacar.

Realiza uma estivagao sazonal durante os meses mais frios do ano (entre
Maio e Setembro), onde se entoca e retorna apenas quando se da o aumento da

temperatura em fungéo do inicio da primavera.

Figura 3. Imagens de exemplares adultos do género Tupinambis.
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3.2 Obtengao de hemoglobina

Os exemplares de Tupinambis merianae (teid) nos foram gentilmente
cedidos pelo Prof. Dr. Augusto Shynia Abe, da Universidade Estadual Julio
Mesquita Filho (UNESP, Rio Claro), o qual é responsavel por um programa de
reproducao em cativeiro da espécie em estudo. Estes animais foram mantidos em
caixas de plastico aeradas, com dimensdes que permitissem a movimentagdo do
animal, junto com agua e alimento, até o momento da extragdo do sangue. O
método de extragédo do sangue foi submetido ao comité de ética da Universidade
Estadual de Campinas e foi considerado aprovado sob o numero de protocolo

116/03. O sangue humano usado para controle foi coletado no préprio laboratorio.

A extragao do sangue dos animais foi realizada por uma canula que foi
cirurgicamente introduzida na artéria femoral do animal. Esta técnica permitiu a
sobrevivéncia do animal mesmo apds alguns ciclos de extragdao de sangue.
Seringas heparinizadas foram acopladas na extremidade da canula, sendo sempre
preenchida com solucéo fisiologica, para evitar a coagulagdo em seu interior.
Imediatamente apds a coleta, as amostras foram levadas ao laboratério para
purificacdo e inicio de experimentos. A cénula foi retirada apds extracao do

sangue.

Logo apds a coleta de sangue dos animais, assim como na amostra do
sangue humano, foi adicionada solugcédo salina 1,6% na proporgdo de 1:10
(sangue/salina, v:v). Ap6s homogeneizagéo, a amostra foi centrifugada a 2000 g

10 °C por 3 minutos. O sobrenadante (plasma e células brancas) foi descartado e

26



0 precipitado (hemaécias) lavado por mais trés vezes, sendo a primeira com

solucéo salina 1,6%, e as outras lavagens com solugéo salina 1,0%.

As hemacias precipitadas, foi adicionado 1 volume de tampao Tris-HCI 1
mM, pH 8,5, para hemdlise. Apés homogeneizacdo, o hemolisado total foi
centrifugado a 15000 g por 20 min a 4°C para a retirada do estroma. O
sobrenadante (solugdo de hemoglobina) foi estocado a 4°C por até 10 dias
durante a realizagdo dos experimentos. Adicionalmente manteve-se a papa de
hemacias estocadas a —20 °C durante 8 semanas, assim como na forma de
hemolisado desionizado e guardadas a 4 °C por 4 semanas, para experimentos

utilizando potencial redox e equilibrio de oxigenagéo.

3.3 Gel Filtragdo em coluna Sephadex-G25

Essa metodologia permite a obtengdo de uma solucdo de hemoglobina
livre de pequenas moléculas contaminantes (hemoglobina stripped),
principalmente de fosfatos intraeritrocitarios (Riggs, 1981). Foi utilizada uma
coluna (90cm de comprimento por 2cm de largura), preenchida com resina
cromatogréfica de exclusdo molecular Sephadex G-25, sendo esta compactada e
equilibrada em tampao Tris-HCI 5mM pH 8,8 a temperatura de 20°C, e fluxo de 1

mL/min. Todas as solugdes e tampdes foram confeccionados com agua Milli-Q°.

Antes da gel filtragao foi adicionado Tris sélido na solugdo de hemoglobina
até que o valor do pH da amostra atingisse aproximadamente 8,5. Esse

procedimento garantiu a manutengao durante toda a gel filtragdo, de um valor de
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pH acima do ponto isoelétrico da proteina, permitindo deste modo a liberagéo de
fosfatos organicos durante o processo. A gel filtragdo foi realizada a 20°C. As
aliquotas inicial e final nao foram utilizadas, devido a baixa concentracédo da
proteina nessas fragbes. Assim, obteve-se hemoglobina em concentragao
relativamente alta, o que aumentou a durabilidade da proteina até a realizagao dos

experimentos.

3.4 Curvas de equilibrio de oxigénio

Os equilibrios de oxigenacdo da hemoglobina foram realizados por
espectrofotometria, utilizando um tonémetro, assim como descrito por Riggs &
Wolbach (1956). Esse método se baseia nas mudangas espectrais que ocorrem
na faixa de luz visivel durante a passagem do estado desoxi para o oxigenado.

Nesta metodologia utilizamos 4,0mL de amostra de hemoglobina 100 pM
(em relacao ao heme) na forma stripped, em tampéo Tris-HCI ou Bis-Tris propano
50mM em diferentes valores de pH, na auséncia ou presenca de ATP 1mM, e em
4 temperaturas diferentes, 10, 20, 35 e 40°C. A porcentagem de metahemoglobina
foi quantificada através do método de cianometahemoglobina (Tomita, et al.,
1968), e amostras com valores acima de 3% foram descartadas. A amostra de
hemoglobina foi desoxigenada por arraste dentro de um tondmetro através de
agitacao em corrente continua de nitrogénio gasoso. O espectro de absorgcéo da
desoxihemoglobina foi monitorado entre 500 e 600 nm em espectrofotdmetro,
Beckman, DU 640. Em seguida foram adicionadas quantidades crescentes e

conhecidas de ar atmosférico através de uma seringa, equilibrando por cerca de
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10 minutos em temperatura constante e controlada. Apds cerca de quatro
injegbes, a amostra foi exposta ao ar ambiente, sendo equilibrada e monitorada
espectrofotometricamente a 100% de oxigenagao. Ao final do processo, o pH final
da amostra foi anotado.

Através do grafico de logPO, vs logY/1-Y (sendo Y o valor da saturagao
parcial da Hb) foi determinado o valor do logP50, e o coeficiente de Hill (n) foi
calculado através da declividade da reta obtida. O efeito Bohr foi avaliado através
da variagado de log P50 com o pH.

3.5 Medidas do potencial de 6xido-reducao

As curvas de equilibrio de 6xido-reducao foram realizadas em amostras de
hemoglobina stripped na presenga de 1 mM de ATP ou na auséncia do mesmo.
Além da hemoglobina de teiu, foram também estudadas as curvas de equilibrio de
oxido-reducao de hemoglobina humana para obtenc&o de maior seguranga quanto
a metodologia, pois os resultados puderam ser comparados com dados ja
descritos na literatura.

A titulagcdo potenciométrica foi realizada através da metodologia
originalmente descrita por Antonini et al. (1964), porém em sistema automatizado
(ver iten 3.6). Foram utilizados 4 mL de solu¢cao de hemoglobina em concentragéo
de 140 uM em tetrdmero (ou 3,5 mg/mL de proteina), em presencga de tampao Tris
HCI 100 mM, e em diferentes valores de pH na faixa de 6,0 a 9,0, tanto na forma
stripped como na presenga de ATP 1 mM. As amostras ndao continham, no inicio
da titulag&o, valores acima de 4% de metaHb.

Os experimentos foram realizados em uma c@mara de vidro com uma

jaqueta de refrigeragdo, com manutencao de temperatura constante, e um sistema
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que permite inserir simultaneamente o eletrodo de platina, o eletrodo de
referéncia, a entrada de ferricianeto de potassio e a entrada e a saida de
nitrogénio. Em cada analise, a amostra foi desoxigenada num tonémetro por fluxo
continuo de nitrogénio. Em seguida a mesma foi transferida anaerobicamente
através de uma céanula, a camara de vidro hermeticamente fechada e saturada de
nitrogénio puro, tomando-se cuidado para nao ocorrer nessa transferéncia, a
contaminacao da amostra pelo oxigénio. Previamente a adicao da solugcao de
desoxihemoglobina, colocou-se na camara de vidro o composto tionina,
previamente pesado, de modo a se obter concentracado final de 3 % em relagdo
molar a hemoglobina.

As titulagbes potenciométricas foram obtidas adicionando-se,
progressivamente, 40uL de uma solugcéo desoxigenada de ferricianeto de potassio
5 mM & desoxiHb em agitacdo continua. Em cada uma das adigbes, o sistema
automatizado registrou o valor do potencial redox no momento de seu equilibrio,
que ocorreu em aproximadamente 60 minutos, dependendo do pH da amostra. Foi
considerado o equilibrio quando o potencial redox ficasse constante por, pelo
menos, 25 minutos. Apds aproximadamente oito adi¢des, atingiu-se total oxidagéo.
Os valores de potenciais de 50% para Fe*?/Fe*®, E’, foram expressos tomando
como referéncia o eletrodo padrdo de hidrogénio (Eh), descontando para cada

medida o valor do potencial do eletrodo de calomelano de 0,246V.

3.6 Sistema automatico de determinagao potenciométrica
Uma grande desvantagem do sistema de determinagdo potenciométrica

manual é o tempo necessario para se fazer o experimento, geralmente entre 18 e
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20 horas, contando o tempo necessario para a sua montagem. A principal razao
para esse longo tempo é a necessidade de aguardar o estado de equilibrio apds
cada adicao de oxidante, com estabilizagdo do potencial. Em fungédo disso, foi
desenvolvido em nosso laboratério um sistema automatizado capaz de realizar
titulagdo potenciométrica de muitas horas, sem a intervencdo humana. Esse
sistema é controlado por um microcomputador, consistindo de uma seringa
acoplada a motor de passo e vélvula solendide de trés vias, com monitorizagéo do
potencial de oxi-reducdo. O computador recebe dados provenientes das medidas
potenciométricas, controlando o motor de passo e a valvula solendide através de
adicoes de titulante quando ocorre o equilibrio de oxi-redugcédo. Para isso foi
desenvolvido um programa computacional em Linguagem C utilizando-se o
ambiente LINUX 2.2.

O computador inicialmente faz a leitura do potencial proveniente do eletrodo
de platina e do eletrodo de calomelano (referéncia). Apds a primeira leitura, é
realizada a adicao do titulante (40ul de ferricianeto de potassio 5mM) através do
acionamento do motor de passo pelo computador, considerando que 0 niumero de
passos definird o volume adicionado.

Ao se obter a estabilizagao do valor do potencial medido pelo eletrodo de
platina, utilizando um intervalo definido no programa computacional, outra amostra
é adicionada. Estas etapas se repetiram até o final da titulagao.

Caso toda solugao titulante de dentro da seringa seja totalmente consumida
durante uma titulagdo, a valvula solendide é acionada, de modo a permitir a
entrada de mais solugao titulante contida no reservatério através do motor de

passo, acionado nessa etapa também pelo computador.
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Durante toda a titulagdo, os dados coletados s&o armazenados no disco
rigido do computador, minimizando-se o risco de perda de dados. O sistema foi

descrito em trabalho prévio (Bispo et al., 2004)

3.7 Determinacéo dos valores de Ey, e de energia livre de 6xido-reducéo
A expressao para a determinagdo do potencial redox é dada por (Clark,

1960):

En = (Eo + 2,303 RT / nF) * log [oxidado]/[reduzido]
onde
En = potencial em referéncia ao eletrodo normal de hidrogénio
E,’= potencial do eletrodo quando a relagéo Fe™ / Fe™® = 1
F = constante de Faraday, 23,062 cal/V equiv.
n = numero de elétrons transferidos
R = constante real dos gases, 1,987 cal/mol
T = temperatura em Kelvin
A diferenga de potencial detectada na mudanga quimica de oxidagao da
hemoglobina pelo ferricianeto de potassio foi relacionada com a energia livre

através da seguinte equagéao:

AG® = - nFEy,
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3.8 Determinac&o da massa molecular por gel filtracdo

A determinagcdo da massa molecular foi realizada por cromatografia de
exclusdo molecular, utilizando resina Sephadex-G100 (Pharmacia) previamente
hidratada em tampao Tris-HCI 0,01 M pH 8,0, durante 48 horas a temperatura
constante. A coluna de Sephadex (2x90 cm) foi equilibrada com tampé&o Tris-HCI
0,01 M pH 8,5 contendo EDTA 1 mM por 12 horas, na presenca ou auséncia de
ATP 1mM. O fluxo durante a estabilizagdo da coluna foi mantido constante em 1
mL por minuto e a 20°C e as corridas cromatograficas mantiveram os mesmos
parametros. Em cada experimento, foram aplicados 4,0 mL da solugé@o de oxi ou
desoxihemoglobina contendo 2,5 mg de proteina por mL.

A filtragcdo em Sephadex-G100 equilibrada com tampao de equilibrio
contendo ATP 1 mM foi realizada utilizando a forma desoxigenada da proteina. A
hemoglobina foi colocada dentro de um tonémetro e o oxigénio foi retirado
lentamente por arraste com nitrogénio de alto grau de pureza. A solugao de
desoxihemoglobina foi aplicada cuidadosamente no topo da coluna, evitando-se o
contato com o oxigénio atmosférico. O tampdo de eluicdo foi previamente
desgazeificado por intenso borbulhamento de nitrogénio. Nessas condigdes, a
hemoglobina permaneceu na forma desoxigenada durante todo o processo
cromatogréfico.

O volume de exclus&o da coluna foi determinado utilizando-se Blue Dextran
2000 da Pharmacia. A coluna foi calibrada com mioglobina (17 kDa) e

hemoglobina humana (64 kDa) como padrbes de peso molecular.
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3.9 Termoestabilidade da hemoglobina

Os experimentos de termoestabilidade da hemoglobina foram realizados
como descrito originalmente por Borgese et al., 1981. A solugédo de hemoglobina
foi diluida para uma concentragao final de 3,5 mg/mL em tamp&o Tris- HCI 0,1 M,
pH 7,4. Esta foi dividida em cinco aliquotas idénticas de 4 mL, colocadas em
diferentes tubos de ensaio e seladas para evitar a auto-oxidagao durante a
exposicado ao ar atmosférico. Um dos tubos foi utilizado para controle a 25 °C e os
restantes para os testes em diferentes temperaturas (40, 45, 50 e 60 °C). Cada
tubo foi entdo colocado em banho maria nas diferentes temperaturas e incubados
por 20, 40 e 60 minutos. Ao final da incubagéo, 1 mL de cada tubo foi retirado e
colocado em gelo fundente por 5 minutos e entao centrifugados a 10000 g por 5
minutos. A concentracdo de hemoglobina restante nao desnaturada foi
determinada através da adigdo de 250 uL do sobrenadante em 3,0 mL de solugéo
de Drabkin e a absorbancia medida em 419 nm. A quantidade de hemoglobina
restante no sobrenadante foi expressa como a porcentagem de proteina nao
desnaturada usada como controle. Além da hemoglobina stripped, foi adicionado 1
mM de ATP a cada temperatura para verificar a possivel influéncia do efetor
alostérico na estabilidade da proteina.
3.10 Extracéo das globinas

A extragéo das globinas foi realizada pelo método acetona &cida. A uma
solugdo de 300 mL de acetona foram colocados 3 mL de &cido cloridrico
fumegante, e mantendo-se a -10 °C através de banho em gelo fundente com sal
comercial. A esta solugéo foi adicionada lentamente a hemoglobina stripped, até a

formagdo de um precipitado branco. O sobrenadante (acetona acida e grupos
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heme) foi descartado e o precipitado consistiu apenas das globinas. Apé6s a
remocao do heme, as globinas foram lavadas duas vezes com a acetona acida (-
10°C), dissolvidas em agua Milli-Q, dializadas exaustivamente contra agua Milli-Q
e posteriormente contra uma solugéo de &cido acético 5%. As globinas purificadas
foram entao liofilizadas para posterior reducao e carboximetilagao.
3.11 Reducao e carboximetilagao das globinas

As globinas foram reduzidas e carboximetiladas segundo o protocolo
experimental descrito por Crestfield et al.,, 1963, e modificado por Fushitani
(Fushitani, et al., 1988). A amostra protéica contendo 29,6 mg foi diluida em 5 mL
de solugédo tamponante de Tris HCI 1 M pH 8,2, contendo 2 mM de EDTA. Esta
solugdo ficou sob fluxo continuo de nitrogénio por 5 minutos, quando entao foram
adicionados 2,87 mL de cloridrato de guanidineo 6M. N&o foi necessario
centrifugar as amostras, pois estas ficaram sob corrente de nitrogénio por mais 5
minutos. Adicionou-se 0,2 mL de solugéo de Ditiotreitol (DTT) 0,05 M diluido em
soluc&do tamponante de Tris-HCI 1 M pH 8,2. Apds mais 5 minutos em corrente de
nitrogénio, as amostras foram incubadas a temperatura constante por 4 horas para
reducdo e em seguida adicionou-se 0,2 mL de &cido iodoacético 0,05 M dissolvido
em Tris-HCI 1M pH 8,2. As amostras foram entdo agitadas e fechadas sob
nitrogénio e incubadas por 15 minutos ao abrigo da luz para que a reagao de
alquilagdo ocorresse. A reagao foi interrompida pela adigédo de 0,4 mL de DTT
0,05 M.

Apoés a alquilagdo, as amostras foram transferidas para sacos de dialise e
exaustivamente dializadas a 4°C contra agua deionizada para a remogao do

contetdo salino e dos reagentes. Em seguida foi realizada outra dialise contra
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uma solugado de acido acético 5% por 3 horas e depois por 12 horas contra agua

Milli-Q ultrapura. Apoés a dialise, as amostras foram entdo liofilizadas.

3.12 Separagao das cadeias por cromatografia de alto desempenho (HPLC)

As cadeias de T. merianae foram isoladas através de cromatografia liquida
de alto desempenho de fase reversa (RP-HPLC). As cadeias reduzidas e
carboximetiladas foram dissolvidas em solugdo aquosa de &cido trifluoracético
(TFA) 0,1% (v/v, Pierce Chem.Co.) e isoladas em coluna de fase reversa Vydac
C4 (250 x 4,6mm). Para a separagdo foram preparadas duas solugdes eluentes:
A, solucéo aquosa de TFA 0,1% e acetonitrila (ACN) 20% (v/v); B, solugédo aquosa
de TFA 0,09% e ACN 80% (v/v). A resolugcéo da mistura das quatro cadeias foi
realizada com um gradiente crescente de ACN de 50 a 75% de solugéo B em 35
minutos e fluxo de 1,0 mL/min (Fushitani, et al., 1988; Matsuura, et al., 1990).
Foram aplicadas amostras de 20 pL diluidas em 80 pL de solugédo A, totalizando
100 pL. O efluente foi monitorado em dois comprimentos de onda, 220 e 280 nm.
As cadeias isoladas foram secadas em rotavapor SpeedVac e preparada em
solugdo apropriada para posterior determinagdo da massa molecular e demais
analises.
3.13 Analise por espectrometria de massas.
3.13.1 Determinacé&o da massa molecular das globinas isoladas

As cadeias de globina (A, B, C e D) obtidas por HPLC foram submetidas a
espectrometria de massas para determinacdo da massa molecular. As amostras
foram dissolvidas em 200 pL de agua Milli-Q e submetendo-se a mais dois ciclos

de secagem para a eliminagéo total de acido trifluoracético residual. As amostras
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foram dissolvidas em 50% de acetonitrila em acido férmico a 0,2%. As amostras
foram analisadas em um espectrébmetro de massa do tipo eletrospray triplo-
quadrupolo (Quattro II, Micromass, Manchester, UK) utilizando uma origem
eletrospray do tipo nanoflow contendo um capilar de silica fundida de 50 um de
didmetro interno, mantido a 3,0-4,0 kVolts, 40 V no cone de entrada e a
temperatura de 100° C. As amostras foram infundidas por meio de uma bomba do
tipo seringa (Harvard, Inc, EUA) a um fluxo de 300 nL por minuto. As coletas de
dados de massa utilizaram varredura em MS1 (400-2000 u.m.a.) para colec&o dos
ions originados das cadeias intactas. Os espectros de massa foram coletados na
forma de média acumulada de scans (15-30 scans) e devidamente processados
com o software MassLynx v.3.3 (Micromass, Manchester, UK) pelo algoritmo
MaxEnt1 para de-convolugao das cargas dos ions para massa molecular.

3.13.2 Determinagéo da massa molecular e sequenciamento de aminoacidos dos
peptideos obtidos por tripsina das cadeias de globinas por espectrometria de
massas.

A digestdo enzimatica por tripsina das globinas (A, B, C e D) isoladas por
HPLC foi preparada em 200 pL de bicarbonato de aménio 0,1M, sendo adicionado
tripsina 1:50 e incubadas a 37 °C por 24 horas. A reagéo foi interrompida pela
adicao de 5 pL de acido férmico e preparadas para espectrometria de massas.

Cada cadeia de globina (A, B, C e D) submetida a tripsina foi de-salinizada
em micro-tip contendo resina de fase reversa (POROS R2, Perseptive Biosystems,
EUA). O micro-tip foi previamente tratado com 100 uL de metanol e equilibrado
com &cido férmico 0,2% (v/v) (3x100uL). As amostras foram aplicadas no micro-tip

e o0s eluentes descartados. Os micro-tips foram lavados com 3 aliquotas de 100 pL
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0,2% (v/v). A mistura de peptideos tripsinicos de globina foi eluido da resina com
30 pL de uma solugao de metanol a 60% contendo 4cido férmico 5%. Esse eluato
foi diretamente infundido no espectrdbmetro de massa, via bomba injetora.

Os ions peptidicos foram detectados por varredura em MS1 gerando o
mapeamento dos peptideos tripsinicos por massa (peptide mass fingerprint) na
faixa de 400-1500 u.m.a. coletados na forma de média acumulada de scans (15-
30 scans). Cada ion de peptideo detectado foi submetido a CID-MS/MS (daughter
ion scanning) que promove a fragmentagdo do ion selecionado originando
fragmentos de ions tipo b e y, fragmentos esses que foram utilizados para a

dedugao das respectivas seqiiéncias de amino4cidos dos peptideos.

3.14 Analise de aminoacidos pelo método de feniltiocarbamil-aminoacidos.

Para a determinag¢ao do conteudo de aminodacidos de cada cadeia coletada,
utilizamos o método feniltiocarbamil-aminoacidos (PTC). O método do PTC
fornece dois resultados distintos: a composicdo relativa dos aminoacidos
presentes na amostra e o teor de proteinas.

A composi¢cao dos aminoacidos foi determinada nas amostras previamente
hidrolisadas com acido cloridrico (HCI) bi-destilado 6N, em fase vapor por 24
horas a 110°C (Bidlingmeyer, Cohen & Travis, 1984) seguida de derivacdo dos
aminodcidos livres com fenilisotiocianato (PITC), e a separagdo dos derivativos
feniltiocarbamil-aminoacidos (PTC-aa) em coluna de fase reversa C-18 (Pico-Tag
— 3,9x150mm) com monitoragcdo em comprimento de onda em 254 nm. A
quantificagédo dos aminoacidos foi baseada na area de cada pico de aminoacido,

tomando-se como referéncia a area do pico de uma mistura padrao de
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aminoacidos com concentragdes conhecidas, que foi derivada a fenitiocarbamil-
aminodcidos nas mesmas condigbes das amostras de globinas de teiu. As
andlises foram realizadas em duplicatas de hidrélise e cromatografia. Para

determinar o teor protéico (massa total de proteinas), multiplicou-se o valor em
picomol de cada aminoacido pela massa molecular desidratada dos aminoacidos e
ao final, os valores encontrados foram somados. O calculo para 0 nhumero de
residuos estimados (mol/mol) de cada cadeia de globina foi baseado na
normalizacao para massa molecular de 16 kDa para todas as cadeias. N&o foram
consideradas perdas durante hidrélise e ndo foram computados residuos de

cisteinas, por serem instaveis durante o processo de derivagéo a PTC.

3.15 Determinagdo do N-terminal de cada cadeia por degradagéo automatica de
Edman.

As cadeias de globinas (A, B, C e D) isoladas por HPLC foram submetidas
a sequenciamento por degradacéo automatica de Edman em um sequenciador de
aminodcidos Procise modelo 491 (Perkin-Elmer-Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA) utilizando reagentes e programa de sequenciamento em gas-phase blot
fornecidos pelo fabricante. Os derivados fenitiohidantoina dos aminoacidos de
cada ciclo de degradacao de Edman foi analisado por HPLC, identificados e
quantificados contra um padrdo de aminodacidos fenitiohidantoinas contendo 20

aminoacidos comumente encontrados em proteinas.
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4. Resultados
4.1 Caracterizacdo funcional da hemoglobina de Tupinambis merianae
4.1.1 Equilibrio de oxigenagéo

Os experimentos em equilibrio de oxigenagcao em hemoglobina stripped, na
presenca e auséncia de ATP, sdo mostrados na Figura 4, juntamente com os
resultados obtidos em cooperatividade. Na Figura 4A, podemos notar a
dependéncia da afinidade Hb-O, em fungdo do pH e da presenga de ATP. A
hemoglobina stripped teve seus valores bastante constantes e proximos a 0,2
independente do pH, indicando alta afinidade da hemoglobina pelo oxigénio sob
estas condigdes.

Entretanto, adicdo de 1 mM de ATP a hemoglobina stripped de T. merianae,
tornou evidente o efeito Bohr, onde ocorreu um aumento de afinidade Hb-O, em
pHs mais alcalinos. Ha de se notar aqui que os valores de hemoglobina stripped +
ATP se igualaram aos valores stripped acima do pH 7,5 momento no qual o ATP
se desliga completamente da molécula adquirindo caracteristicas de hemoglobina
sem moduladores organicos.

A Figura 4B, mostra os valores de cooperatividade obtidos em hemoglobina
de teiu. Nesta, podemos verificar que os valores de cooperatividade em
hemoglobina stripped se mantiveram proximos a 1,2 demonstrando baixa
cooperatividade. A adicdo de ATP aumentou significantemente os valores de n,
com exceto acima de pH 7,8, onde estes se aproximaram dos valores da

hemoglobina stripped, com cooperatividade muito baixa.
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Figura 4. (A) Curvas de equilibrio de oxigenag¢ao na auséncia e presenca de
ATP expressas em LogP50 para T. merianae a 20°C. (B) Valores obtidos
em cooperatividade nas mesmas condigdes. Solu¢des de Hb a 110 uM (em
heme) ou 3,5 mg/mL. Tampao Tris-HCI 0,1 M + NaCl 0,1M.
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4.1.2 Potencial de 6xido-reducéo

Os resultados obtidos em potencial de 6xido-redugé@o para a hemoglobina T.
merianae na auséncia e presenca de ATP em fungéo do pH sdo mostrados na
Figura 5. Na figura 5A, podemos notar que na forma stripped a hemoglobina teve
perfil mais semelhante a mioglobina n&o exibindo transicdo da forma T para a
forma R. Entretanto, na presenca de 1 mM de ATP, a hemoglobina de T. merianae
mostrou a transi¢do da forma T para a forma R acima de pH 7,6. Esse resultado
foi semelhante ao obtido para a hemoglobina humana (dados ndo mostrados).

A Figura 5B mostra os resultados em cooperatividade, indice de Hill (n), em
funcdo do pH para a hemoglobina de T. merianae. Podemos verificar que os
valores de hemoglobina stripped se mantiveram aproximadamente em 1,2
sugerindo baixa cooperatividade. Entretanto, na presenca de ATP, os valores de
cooperatividade se mantiveram em torno de 2,5 até pH 7,5 e em pHs mais
alcalinos, os valores de n se aproximaram a valores obtidos para a hemoglobina
stripped, perto de 1,2, condi¢ao que ocorreu a liberagao do ATP.

N&ao foram observadas diferengas significativas nos resultados de potencial
de Oxido-reducédo, tao pouco nas propriedades de ligagdo ao oxigénio, apds o
congelamento a —20 °C ou na estocagem a baixa temperatura. Portanto, para a
hemoglobina de Tupinambis merianae, o congelamento e a estocagem na forma

stripped propiciou estabilidade das propriedades funcionais.
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Figura 5. (A) Curva de equilibrio de 6xido-reducédo expressa em mV em
funcdo do pH para a Hb de Tupinambis merianae a 20°C na auséncia e
presengca de 1mM de ATP. Mediador: tionina. (B) Cooperatividade (n)
obtida em funcé&o do pH. Solugcdes de Hb a 110 uM (em heme) ou 3,5
mg/mL. Tampé&o Tris-HCI 0,1 M + NaCl 0,1M.
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4.1.3 Equilibrio de oxigenacao conforme variagdo de temperatura.

Os experimentos em equilibrio de oxigenagdo em trés temperaturas
diferentes em funcéo do pH para a Hb stripped de T. merianae s&o mostrados na
Figura 6. Observa-se que a afinidade Hb-O, tem estrita relagdo com a
temperatura, ocorrendo aumento da afinidade da hemoglobina por oxigénio com a

temperatura.

4.1.4 Termo-desnaturacao

Os resultados em termodesnaturacao da hemoglobina de teiu podem ser
vistos na figura 7, onde podemos verificar a grande estabilidade desta proteina a
40°C, mesmo durante 60 minutos de incubag&o. Situagdo bem diferente foi obtida
na incubagdo a 60°C, onde a resisténcia a desnaturagdo foi inferior. Apds 20
minutos a 60 °C, permaneceu menos de 50% da concentragdo inicial da
hemoglobina em solugédo, demonstrando a alta taxa de desnaturagdo nesta
temperatura. A 70 °C, a desnaturacao foi instantanea. A adicao de ATP 1 mM, ndo

alterou os tempos de desnaturagdo em nenhuma das temperaturas analisadas.

4.2 Caracterizagdo estrutural das cadeias de globina de Tupinambis merianae

4.2.1 Determinacao da massa molecular por gel filtracao
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A Figura 8 mostra os resultados obtidos em gel filtracdo para a
hemoglobina de T. merianae em duas condi¢Bes distintas: na condigdo stripped
oxigenada, onde pode-se verificar a massa obtida foi compativel com a forma

dimérica da molécula; e na condigdo onde a amostra foi eluida com 1 mM de ATP.
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Ambas condigdes foram comparadas com os padrdes, hemoglobina humana (64

kDa) e mioglobina (16 kDa).

Figura 6. Curvas de equilibrio de oxigenacdo para Hb stripped de T.
merianae em trés temperaturas diferentes, 25, 35 e 40°C. Solucgbes de Hb
a 110 uM (em heme) ou 3,5 mg/mL. Tamp&o Tris-HCI 0,1 M + NaCl 0,1M.
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Figura 7. Termodesnaturagdo da Hb de teiu em diferentes temperaturas.
Solugdes de Hb a 140 uM (em heme) ou 3,5 mg/mL. Tampao Tris-HCI 0,1
M + NaCl 0,1M.
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Figura 8. Gel filtracdo da hemoglobina de T. merianae em Sephadex G-
100 (2 x 90) cm equilibrada em Tris HCI, na auséncia ou presenca de
ATP 1 mM. O coeficiente de particao (Kav) entre a fase liquida e sélida
em funcédo da massa molecular obtida (Matsuura et al., 1987).
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4.2.3 Separacéo das cadeias de globina por HPLC em fase reversa.

A Figura 8 mostra o perfil cromatografico obtido das globinas reduzidas e
carboximetiladas de T. merianae. As globinas presentes no hemolisado de T.
merianae foram reduzidas e carboximetiladas segundo a descrigdo na secgao
“Material e Métodos” e a mistura foi resolvida por cromatografia de fase reversa
(RP-HPLC) com a utilizagdo de coluna de fase reversa Vydac C4 em sistema
acetonitrila-TFA 0,1%. Pode-se verificar a presenca de 4 cadeias equimolares com
diferentes tempos de eluicdo, sugerindo heterogeneidade das cadeias de globina
para a espécie.

As cadeias foram denominadas A, B, C e D de acordo com a ordem de
eluicdo na cromatografia. A sequéncia dos residuos N-terminal das cadeias
determinadas por degradacdo de Edman apresentou os seguintes resultados: as
cadeias A e D apresentaram nos trés primeiros residuos de aminoéacidos Val-Leu-
Thr e foram caracterizadas como sendo do tipo alfa; cadeias B e C apresentaram
Val-His-Trp foram caracterizadas como cadeias do tipo beta, de acordo com
convencdo estabelecida por Matsuura e col. (1989) para Liophis miliaris. A
caracterizagao completa das cadeias de globina estdo demonstradas nas tabelas
1 (massa molecular por MS); 2 (andlise de aminoacidos); e 3, 4, 5 e 6

(sequenciamento de aminoacidos N-terminal por degradagao de Edman).
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Figura 9. Separagdo cromatografica das cadeias reduzidas e
carboximetiladas de Tupinambis merianae. A separacéo foi realizada por
RP-HPLC em coluna Vydac C4 (250 x 4,6mm) com gradiente crescente de
50 a 75% em acetronitrila, TFA a 0,1% (Linha vermelha). Eluigéo dos picos
cromatograficos foram monitorados a 220 nm.
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4.2.4 Determinagéo da massa molecular das cadeias de globina.

As massas moleculares de cada cadeia isolada foram determinadas por
espectrometria de massas em um espectrometro do tipo Eletrospray Triplo-
quadrupolo (Quattro Il, Micromass, Manchester, UK) nas condi¢cdes descritas em
Material e Métodos e a propor¢géo de aminoacidos de cada cadeia foi determinado
pelo método feniltiocarbamil-aminoacidos. As Figuras 10 e 11 mostram a
comparagdo das massas obtidas para as diferentes cadeias, onde podemos
verificar uma pequena diferenga das massas entre as cadeias alfa e beta,
confirmando o fato deste animal possuir quatro cadeias diferentes entre si.

A Tabela 1 mostra as massas moleculares determinadas para cada cadeia
por espectrometria de massas. Os dados obtidos foram coerentes com outros

descritos na literatura acerca da heterogeneidade da hemoglobina em répteis.
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Figura 10. Espectro de massa para a determinagcdo da massa molecular das cadeias a (A e D)
obtidas por espectrometria de massa das cadeias de globina separadas por HPLC. A determinagao
da massa molecular (A= 16187 e D= 15245) foi realizada com 1 pmol de amostra e a de-
convolugao realizada utilizando o programa MassLynx. O rétulo A ( nUmero de cargas: 20, 19,
18...,etc.) indica o valor m/z de cada ion detectado e foram integralizados para a obtencao da

massa molecular.
Cadeia B ()
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A

1.34e8
As 163461120 56
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Cadeia C (B)

Globina Teiu fr-3 nativa 50ul 50%acn, 5% Formic ac, 0.4ml/h

GUSTAVO-TEIU-017 1 (1.075) Cn (Cen,20, 50.00, Ht): Sm (Mn, 2x3.00); Sb (15,10.00 ) Scan ES+
A18

3.71e7
As 161555240 28

Lt 8986
A1
9513
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Figura 11. Espectro de massa para a determinagdo da massa molecular das
cadeias B (B e C) obtidas por espectrometria de massa das cadeias de globina
separadas por HPLC. A determinacdo da massa molecular (B= 16346 e C=
16155) foi realizada com 1 pmol de amostra e a de-convolugéo realizada utilizando
o programa MassLynx. O rétulo A (nUmero de cargas: 20, 19, 18...,etc.) indica o
valor m/z de cada ion detectado e foram integralizados para a obten¢do da massa

molecular.

52



Tabela 1. Massas obtidas para cada cadeia isolada com seus respectivos desvios.

Cadeia A (0)

Cadeia B (B)

Cadeia C (B)

Cadeia D (a)

Massa

Molecular

16187,41 + 0,98

16346,11 + 0,56

16155,52 + 0,28

15245,23 + 0,32

4.3 Andlise de aminoacidos por PTC-AA e Sequenciamento de aminoacidos do N-

terminal de cada cadeia por degradagéo de Edman.

4.3.1 Determinag&o da composicédo em aminodcidos das cadeias de globina.

Na tabela 2 estdo demonstrados os resultados obtidos para a analise de

composigdo de aminogcidos obtidos pelo método de PTC conforme descrito em

Materiais e Métodos, para as cadeias de globina separadas por HPLC (Fig. 9).

Tabela 2. Composi¢cao de aminoéacidos das cadeias de globinas separadas por

HPLC.

ASX
GLX
SER
GLlI
HIS
ARG
THR
ALA
PRO
TYR
VAL
MET
CYS
ILEU
LEU
PHE

Globin Globin Globin Globin
aA aB aC aD
mol/mo mol/mo mol/mo mol/mo
I I | |
17,1 15,7 15,1 16,9
12,6 9,0 10,3 11,9
7,8 6,6 9,1 7,5
5,6 9,0 9,4 5,9
9,4 11,3 9,1 9,8
5,2 41 3,4 5,0
6,1 7,0 7,7 6,3
11,4 14,2 16,7 12,0
6,1 4,5 6,0 7,0
5,9 3,1 3,3 5,6
9.4 12,6 13,6 9,0
0,2 0,1 0,1 0,1
n.d. n.d n.d n.d
1,8 6,2 4.3 2,2
23,1 18,9 16,3 22,7
6,8 8,6 9,6 6,9
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LYS 10,7 13,5 12,8 9,7
* n.d. — ndo determinado ** N&o houve corregdes para destruicao durante hidrdlise

acida.
*** Os valores obtidos para mol/mol de globina representam a média de duplicatas

de analise e foram calculados para uma massa molecular média de 16 kDa para

todas as cadeias.
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Figura 12. Perfil de PTC-aminoacidos separados por HPLC para a andlise de
composigdo em aminoacidos da cadeia de globina A. A ordem de eluicdo dos

aminoacidos estao de acordo com aquele listado na tabela 2.

4.3.2 Determinacdao da sequéncia N-terminal das cadeias de globina por
degradacao de Edman.

As cadeias de globina separadas por HPLC-fase reversa (Fig. 9) foram
submetidas ao sequenciamento automatico por degradacao de Edman resultando
ao redor de 30 a 40 residuos de aminodacidos seqlenciados. Os dados de

sequenciamento estdo resumidos nas tabelas 3, 4, 5 e 6. Esses dados de
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estrutura primaria foram utilizados para pesquisa de hemoglobinas homdlogas,

através do Blast (NCBI) e fasta (EMBL).

Tabela 3 - Sequenciamento de aminoacidos da cadeia de globina A (alfa) por
degradacio automatica de Edman.

CICLOS 4 ] E F G H 1 K L M R P a R L] T ¥ w ¥ Squénci
1130 B4 i3 0.a 788 arz 05 133 0.7 47 914 14 LR 18 1138 75 IERL] 000 14 v
FA I8 143 om ZE4 aoe g 02 ¥ 213 121 1R 186 o LEd an 2% 0480 213 L
o i 141 117 4 400 17 143 373 004 079 wm 031 L4 10 4n 28 000 1.9 T
4 BBYE 1% 185 0.8 173 000 172 083 1.0 008 107 m 054 1n an 7 13 000 13 4
5 567 4233 153 28 1.96 00 115 038 1.7 005 o7 7 050 1.4 058 099 118 000 135 (1]
g 160 1880 H4E 18 144 a0 0% 142 1.4 L] EAES 15 LEX] PR M 052 1@ 333 b E
7T La0 ) 33 4 189 004 on 118 Pl 0.26 036 1.5 £5.15 1m 042 o 0 108 28 @
g 188 B 13 il 170 00 0% 4.5 1.9 024 044 118 o 1@ 2H 100 an 04 1.90 K
LI R kS LR 153 18 1.80 123 i . 4a02 003 046 145 17 0.0 i 052 v 0s2 33 L
1 173 i% 14 208 251 400 0% 3402 S0z [AA] 044 132 100 1. PHE] 151 11 038 27 L
11 184 T8 111 20 306 w2 0w 20 1370 0.08 170 1.3 105 1.8 1.00 076 0% 070 1.9 H
12 15 i@ 111 14 43 108 g 148 4.8 004 047 12 073 1.5 1] an 15 087 o 5
13 138 4T 13 1.3 6.39 340 Q6 143 343 003 nx 1.8 6499 21 ns nn 13 085 149 T
4 132 aar 049 163 43 160 0 14 am 003 181 1% 043 158 042 i3 17 138 e w
18 15 LR 047 1.3 3 140 06 144 18 0 057 11 056 LR 48 188 13 453 1.60 §
16 An 1088 mn LE 703 113 18 1613 a8 02 1280 15 i 1.4 78 958 43 348 14 K
17 72 iT 108 1.8 ki) 118 17 7402 1635 004 06 102 113 (B 05e 134 118 179 1.4 L
18 178 LR 1.1 1.9 1347 138 0% 3134 8.9 005 105 11 157 1.4 038 130 17 159 1.4 &
18 181 am ¥ 1.3 T4 134 06 154 EA] 201 083 108 . 1.3 LT o 13 043 13 @

0 148 4T 158 Pl 487 134 11 233 5N 000 062 112 6.4 1.7 anz 112 142 138 10 H
1 188 (2} 157 i 150 &M 1 233 1483 003 083 1.5 378 m 112 098 1% 120 113 L
21 im i bR 70 350 0% Fid am a1 060 18 250 PRI LEX] L 14 12 0.88 E
314 1054 EE | 1.4 40 228 0% 145 6w 3] 063 182 712 1.7 ars 046 i1 kil 108 o
oy % 278 1 ] 184 100 235 4 200 970 182 180 1% 059 036 1% 000 1% L
25 146 LR M 21 a8z 188 081 20 2.15 0.00 05 182 157 1.8 036 a7 15 040 1.3 &
% 188 aar 18 FRH EEL] 173 0% i 6.4 002 L 1.3 T L& Q56 14 18 el 1.16 &
7 in LR ile ] 6.38 000 kA 04 38 000 LAEY 1.4 141 1m R 105 13 000 10 E
LA ¥ a7 i 188 404 168 0% 173 e a0 0.78 134 147 m 07 108 1.3 000 18 A
B3 z 28 P 9 000 03 140 1182 a0 o 132 143 1.7 066 110 18 000 14 L
30 43 83 212 1E 47 177 074 1.70 843 004 031 1.3 138 L3 167 453 173 000 1.43 T
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Tabela 4 - Sequenciamento de aminoacidos da cadeia de globina B (beta) por
degradacao de Edman.

ciclos [ D F G H 1 K L [ N P 7] R 5 k3 v w Y Sequéncia
1 124 120 053 141 052 Q.54 104 [ 0.51 0.82 179 076 0.38 1.23 0.3 13563 041 0582 v
2 278 o7 082 121 113.32 0.56 289 T2 00 .52 183 048 1.67 0.88 0.5 i7.03 0.00 T4 H
1 287 .70 083 188 278 0.71 102 223 0.00 .88 i1 .00 1.58 0.80 4.42 £44 28.45 .28 w
4 816 25 245 252 585 0.8 142 188 002 457 128 1 1.58 345 T3 66 33 858 1.76 T
5 10663 8.5 282 150 289 1.12 281 il 0.00 1.82 133 000 1.41 1.10 LEdi 285 o7 A
6 3088 368 281 189 280 1.48 200 340 0.03 158 127 000 .88 0.79 502 320 1.00 E
I el 2.88 243 180 83 114 28T 454 005 1.5 133 088 1.28 6.08 1.95 285 123 E
& 571 .5 4290 2323 123 1.68 91.08 452 .ot 2.20 121 117 132 243 1.21 258 1.25 K
a. 427 aTz 138 283 203 1.45 3215 &872 0.08 212 154 7306 139 1.05 Q.00 287 733 a
0 402 5.69 289 35T 202 15 1145 76.05 0.00 T8 171 768 207 5,08 234 343 1% I
i1 39 581 3190 421 378 783 090 31.59 0.06 807 171 10.20 207 £10 312 340 1.38 1
12 402 3542 318 454 28T 2680 389 12.89 .01 835 185 555 258 487 488 33z E 143 VE
13 438 1801 356 488 SBT3 1030 3586 B35 .00 B.01 178 406 248 543 8.15 381 0.8z .80 H
14 435 T.E3 338 288 2437 6387 000 BEE 0.00 3.10 T4 128 253 0.82 1.94 400 1.08 188 I
15 454 553 145 31t 952 2815 338 875 0.0 358 171 105 251 0.96 1.73 453 10.98 i.58 w
B EZ8 961 435 447 457 1184 558 681 .01 5264 177 285 1.81 450 35z 438 513 1.43 N
it 66 842 480 453 38 830 5143 B44 0.03 3010 174 286 2.36 ) 388 543 & 141 K
18 80 7.5 475 5.8 352 455 2711 781 .00 1640 81 i | 243 467 351 44.54 142 T.45 v
19 883 5233 837 828 320 414 1332 815 002 1248 202 400 2.08 £.54 440 2721 1.24 .40 o
20 655 2TE5 B4 4.3t 383 el ) THE T 002 518 182 134 2583 081 183 49 19 08z 157 v
21 44m 1315 538 4.13 341 341 609 820 002 4.68 202 115 271 1.16 174 2768 0.54 155 A
I BLET 1005 473 619 33 325 505 TED 002 8.05 184 347 24T 564 4.30 14.48 .15 1.40 A
23 M T.87 522 455 314 3673 4B5 T8 0.00 381 188 035 Z.57 1,06 171 243 0.7 1.64 ¥
24 1502 &.21 555 4.2 250 218 478 TaT 0.05 215 188 2.4 2.68 B35 480 T2 0.87 158 G
2% 128 587 579 4690 31z 08 473 BA45 0.02 3.8 212 080 2.35 1.38 1.85 871 .85 .50 G
2B Nm 7.35 543 2768 306 617 456 152 0.08 948 AR 282 291 558 427 25 0.00 156 E
27 367 I8 569 15,48 300 4.43 472 853 002 231 209 288 278 564 480 600 0965 1.69 A
2% M5 5.24 558 882 351 a8 483 MM 0.00 366 207 053 za3 1.19 184 821 078 157 L
23 1807 518 453 875 348 25 483 24.42 0.0 374 203 054 277 135 233 H.I7 0.00 1.68 v
W e E.24 BT% 585 340 328 EDE 1580 0.0 3.93 184 087 2,57 1.45 1805 20.55 0.7t .68 T
A 939 502 867 528 33 k) 452 3.6 0.01 365 213 082 310 1.28 1058 11.57 .74 1.50 L
3z BE3 682 487 G54 335 3.02 451 4494 0.04 230 198 287 3.05 551 881 826 0.00 1.70 L
33 840 6.69 G20 583 328 2482 478 2856 0.00 837 208 246 293 543 584 725 0.84 170 1
4 B32 4.5 541 484 g 1820 483 1718 0.00 .85 210 122 24T 131 258 2611 0.40 2.04 v
¥/ TTT 8.73 882 871 242 87z 452 1237 0.00 2.08 2238 258 2.28 572 4.7t 18.59 0.75 1936 ¥,
B 80D 5.38 583 4 81 324 554 487 10.85 0.00 165 1585 {152} 285 108 228 1158 08t 1370 P
T g 531 807 447 356 4.2 456 10.42 0:05 4.06 10 104 322 1.14 248 837 458 T w
38 BIE 5.14 554 435 344 364 438 9585 0.00 3.556 848 i1 3.23 1.10 1027 TG 387 417 ¥
38 805 £33 888 453 412 316 503 208 .03 3.81 834 B 1262 1.42 880 645 2.41 211 R
40 BE3 879 680 B2T 383 33 £54 954 oo 5.08 as2 31 25.35 818 831 613 1.72 234 R
41 TET B.OT 16.08 430 425 3.0z E16 £81 0.08 182 z0 087 20.53 1.32 4.04 EBE 128 215 F
42 T8 652 2325 588 377 231 518 872 0:00 .54 288 289 1251 £.45 5.58 558 1.8 2.05 F
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Tabela 5 - Sequenciamento de aminoacidos da cadeia de globina C (beta) por
degradacao de Edman.

ciclos A D E F H 1 K T ] T F ] R 5 T W ¥ Sequncia

T 12 i 7 125 050 L] TAT 1T B LE] 1% TET LE] 010 TIE ;

2 191 030 20 100 6709 043 0.4 £54 om 803 132 228 8.3 155 212 0238 078 H
330 030 ] 081 1615 088 0.00 034 000 084 075 0.00 0.65 035 Z.88 4121 054 w
4 EBx 050 1 114 345 0.28 0.58 078 000 075 075 0.18 0.84 052 277170 1785 040 T
5 4582 130 185 183 .58 o8z 188 2 00z 581 083 187 a.41 412 1831 452 03z A
6 233 10 047 209 0.94 1.08 13 314 00 812 085 212 0.22 387 .30 228 030 E
T 821 0% 5274 238 0.75 852 243 252 007 073 100 029 0.19 273 1.85 0.5 027 E
g 43 085 2831 208 0.57 070 4077 268 000 622 088 225 0.44 701 301 081 027 K
9 an 054 15.08 154 .20 058 238 451 o0 841 088 78 02 445 284 054 122 Q
0 258 100 728 143 017 .00 w4 s 200 582 162 T2 0.2 388 252 047 050 L
1254 121 328 122 160 702 534 1962 000 109 124 5.83 0.28 0,45 0,53 088 043 l
12 258 124 Z11 151 113 1825 1m 981 o 033 112 2.5 0.27 060 1396 084 04z T
13282 0ge 157 158 121 872 2.44 588 000 082 100 154 243 478 2.40 071 075 s
4 248 122 148 134 0.20 1330 188 283 002 472 107 270 124 821 880 100 070 1
5 28 123 254 211 0.78 1482 .82 162 200 101 141 a.78 0.60 185 258 852 o4 w
1% 1484 140 17 255 073 829 250 148 oo 610 111 276 0.62 262 351 662 02 A
17 1215 0. 076 185 0.57 4.58 14.59 383 002 107 119 0.71 0.30 0.59 1.05 254 072 K
B I 082 [eFc) 213 0.80 383 120 155 000 12 128 088 0.32 0.22 0.58 228 058 v
19 B3t 1252 08 23 082 282 12 247 030 0% 122 1.08 0.37 0.45 084 158 085 D
0 413 W0 075 233 .08 238 488 242 o0 102 123 052 0.37 047 052 134 082 v
2t 288 423 a7 23 0,56 1.87 350 352 a1 07 122 Q.75 0.74 208 0.79 115 083 %
22 357 205 ] 238 0.8 1.54 234 178 00 1 134 0.84 0.24 206 0.85 100 089 v
2 37 210 088 238 0.85 1.84 282 343 000 110 142 0.85 0.70 143 0.2 023 073 v
24 238 21 o77 240 0.87 1.78 247 147 0 111 150 074 0.38 1.08 0.84 017 088 G
25 283 = ot 243 0.73 T 215 358 00 1023 503 065 0.4 0.48 a.78 088 085 0
6 3 220 o8 23 0.8 138 642 337 004 110 562 0.5 0.38 058 0.85 08 05T K
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Tabela 6 — Sequenciamento de aminoacidos da cadeia de globina D (Alfa) por
degradacao de Edman.

[5] E F G H ] K L [ N G R 5 i ¥ w ¥ Ticia
2589 048 a7 127 047 085 1.14 088 D4z 161 1z 1.14 1.09 1 16361 176 (i3] v
2402 147 D48 .47 238 044 092 157.83 a0 o7 0.76 Q.58 0.37 088 B3Z 015 175 L
383 051 143 23T 0.99 o 134 SBE a0z 05z 0.43 T8 .16 B4 185 152 QES %
470 11540 188 119 TE 1.18 187 184 il 074 038 183 020 1230 1.28 154 111 E
10235 2340 8 1682 i. 1.18 304 128 902 058 035 0.53 .11 358 T4 125 QAT D
12688 55 275 5.00 181 0.87 150 106 002 752 434 018 B8.40 TE2 115 037 000 a]
3579 378 100 1687 .74 4.3 108.47 o200 004 QET 040 o o3 130 12 o040 142 K
1381 303 an 180 g 1.62 ITEE 25 1]} ] [1]d 038 160 083 0.95 181 039 043 A
480 224 an 170 T366 1.2 1420 207 000 082 114 165 047 058 157 11 (1133 H
530 175 319 .81 370 125 6.46 35T o7 080 1t 028 021 088 §1.72 040 0 v
482 169 684 158 1502 3.78 T4 am o2 285 055 0.00 0.47 13 31.68 o0 000 K
516 082 531 173 B.08 387 3987 387 0.00 {1t 07 106 Q.77 088 14.82 058 084 A
455 975 547 1.7 380 388 2025 412 a0z i) 968 @98 0.54 e 55.53 (1] 1) 0s7 v
437 065 423 g 34z 312 1008 3T 000 a3T 054 1.26 085 125 3413 34.50 108 w
478 082 g7 205 23z 3T 82T 35t 000 0Ba .05 288 .62 it 1680 22.52 103 A
401 584 e 246 n 321 470 345 00 1] 5488 005 069 112 a a0 [3:1] a
B4t 405 000 0.00 gl 3.43 57.60 318 000 243 2045 0:80 0.55 112 588 485 054 K
449 680 087 158 23 41 4188 228 o0 D34 8408 Q.97 048 118 444 Pt 082 @
452 442 130 23T 213 369 2180 000 002 L] 3500 Q.05 0.85 4118 452 000 000 i
224 301 37 432 23 B8 330 323 000 816 567 1487 28 15.08 287 085 137 Q
545 141 396 23z 240 5.96 358 344 900 OTs TAT: 1 27T 1.3 353 oD 124 A
644 100 353 z28 266 4.78 350 356 000 083 478 1.57 175 .83 378 0o 127 £
16.47 032 47 287 74 411 2381 a5 000 086 28T 1.8 129 423 61 000 082 D
790 073 455 250 ] 1274 332 383 000 953 200 117 073 258 85 ool 1 I
1837 088 1012 259 213 1348 258 338 o020 242 159 o7z 088 220 LE2 0o 080 F
1480 a7e 1329 2.89 235 1370 3.04 411 900 203 137 147 0.7 1.88 41 138 053 A
a3z 640 1306 ZET 250 1181 350 am 000 108 1.51 0.es 051 160 328 252 os7 E
28 2403 554 850 1200 2.56 254 .40 4.01 458 000 13 0.57 11 082 175 3.28 337 140 A
28 2487 58T 838 370 283 2.59 6.99 332 4000 Dod 104 0.5 118 082 178 338 127 112 L
N 2072 555 B84 1191 el ZEZ 583 318 1Z04 000 109 0.82 1.28 054 1.64 325 112 116 F
3t AT fovcd 457 33z 250 285 516 345 HLIT 000 101 oTe 7.0 065 i45 210 214 iie R
32 1422 348 002 1285 4.08 ZEE 4.30 333 135.93 000 108 107 e 108 348 333 000 132 L
33 2m 404 24 1559 270 301 488 328 15,95 000 118 068 071 063 141 000 a0 129 X
34 1092 484 182 1530 282 304 4.29 an 15.10 000 112 0.68 41 DET 4T 321 0 098 L
35 1374 415 1. 454 Z54 14 4.44 381 1921 000 11 05T T2 082 .31 3.42 0ol 118 X
36 . 45.68 430 121 1207 2.87 T 4,16 327 16.94 000 115 067 E5.58 067 143 356 058 115 H
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Figura 13. SequUenciamento de aminoacidos da cadeia A por degradagdo de

Edman. Estdo representados os cromatogramas de derivados feniltioidantoinas-

aminoéacidos (PTHAA) detectados durante os 10 primeiros ciclos de reagao de

degradacao de Edman.
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4.4 Caracterizacéo parcial da estrutura primaria interna de peptideos tripsinicos
das cadeias de globina de teil por espectrometria de massas e alinhamento das
seqUiéncias de aminoacidos N-terminal e internas pelo programa Fasts3 (EMBL).
Os peptideos tripsinicos de cada cadeia foram primeiramente mapeados
por espectrometria de massa em modo MS1 e cada ion detectado foi selecionado
para espectro de fragmentagao utilizando dissociagéo por colisdo induzida (CID-
MS/MS). MS1 fornece a massa dos peptideos e CID-MS/MS produz informagdes
estruturais através da deducéo da sequUéncia de aminoacidos pela interpretacéo
dos ions fragmentos do tipo b e y. O espagamento entre cada série de ions
representa a massa residual de cada aminoacido participando da seqléncia
(Anexo 1). A massa residual representa a massa molecular do aminoacido
subtraido de uma molécula de agua. A figura 14 apresenta 0 mapeamento
peptidico tripsinico obtido por espectrometria de massa de cada cadeia de globina
(A, B, C e D). Conforme o perfil de ions detectados para cada cadeia pode-se
afirmar que existe diferengas nas estruturas primarias entre as cadeias o (A e D),
bem como entre as cadeias 3 (B e C), e também entre si, cadeias a e 3. Portanto,
podemos concluir que a hemoglobina de teit &€ composta de quatro cadeias
diferentes que contribuem para formar a estrutura quaternaria tetramérica e a
determinacédo das combinagbes entre as cadeias o e B para a formagdo dos
respectivos dimeros poderdo ser estabelecidas quando as seqiéncias de
aminoacidos de todas as cadeias for completada. As tabelas 7, 8, 9 e 10
demonstram os resultados dos ions detectados. As tabelas 7 e 8 apresentam o

seqliénciamento de novo para diversos peptideos tripsinicos e foram utilizados
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para alinhamento com outras cadeias de globina utilizando o programa Fasts3

(EMBL) que ordena do N-terminal para C-terminal os peptideos contendo residuos
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de aminodcidos emparelhados a seqUéncia de outras globinas baseado em
similaridades e conservagao evolutiva de residuos de aminoécidos.
Globina — A («)
Globina Teiu fr-1RED&CARBOX, trypsin, POROS, 30ul 60%MeOH, 5% Formic ac, 0.3ml/h
GUSTAVO-TEIU-037 1 (1.044) 8m (SG. 3x0.30) Scan ES+
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Globina — D (&)
Globina Teiu fr-4 RED&IODOACETIC, trypsin, POROS, 30ul 60%MeOH, 5% Formic ac, 0.3mlh
GUSTAVO-TEIU-124 1 (1.034) 8m (5G, 3x0.30) Scan ES+
100 b 6.83e8
70.8
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%
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Globina — B (3)
Globina Teiu fr-2 RED&IODOACETIC, trypsin, POROS, 30ul 60%MeOH, 5% Formic ac, 0.3ml/h
GUSTAVO-TEIU-066 1 (1.035) Sm (5G. 3x0.30) Scan ES+
100 %2 5671, .5574 835.1._.835.5 3.37e8
c
%-
9956
0271, 1OHLE
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Globina Teiu fr-3 RED&IODOACETIC, trypsin, POROS, 30ul 60%MeOH, 5% Formic ac, 0.3ml/h
GUSTAVO-TEIU-088 1 (1.048) Sm (56, 3x0 30) Scan ES+
100 670.8 1498
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5033 a4 6714
8561 1006.1
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Figura 14. Mapeamento peptidico obtido por espectrometria de massas das
cadeias de globina A, B, C e D. Os peptideos foram obtidos por hidrélise
enzimatica de cada cadeia isolada com tripsina. As cadeias de globina foram
isoladas por HPLC fase reversa apods redugcédo com DTT e alquilagdo com &cido
iodoacético. a e b) Comparagdo entre as cadeias de globina o e ¢ e
d)Comparacao entre as cadeias de globina B.
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Tabela 7. Mapeamento dos peptideos da cadeia de globina A (o) por
espectrometria de massas. A Cadeia de globina A foi purificada por HPLC-fase
reversa, e submetida a hidrélise enzimatica com tripsina

m/z [H® M+H* m/z [H" M+H* Mr Seqliéncia de aminoé&cidos
red. ] nativ. ] mono- CID-MS/MS
& alqg. a isotopi
ca
409,8 +2 818,6 817,42 VDPVNFK
4450 +3 1383,
0
4711 +3 1411,
3
486,4 +2 971,8 970,52 LxLxHSTWSK
510,3 +3 1528,
9
537,0 +3 1609, 537,0 +3 1609,
0 0
549,7 +3 1647, 549,7 +3 1647,
1 1
592,3 +2 1183, 1182,6 LxFQVYASVEK
6 1
7058 +2 1410, 1409,6 FFHEVAFGLXSEK
6 8
647,7 +3 1941,
1
666,9 +2 1332, ...HVTLGADXR
8
7649 +2 1528, 1527,7 FFHEVQHAGLSEK
8 3
7919 +2 1582, 7915 +2 1582, 1580,7 [AE]JYNPLxVYLXAEGDK
8 0 6
805,0 +2 1609, XXXHLXEDGW[ALX]TR
0
813,2 +3 2437, 813,2 +3 2437, HLxPVFQDTLXADLXSDLXNNT
6 6 GVLxR
970,5 +2 1940,
0
1027, +2 2054, 1027, +2 2054,
6 2 6 2
1183, +1 1183,
6 6
1219, +2 2437, 1219, +2 2437,
2 4 2 4
1332, +1 1332,
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7 7

Nota: Lx (lle ou Leu) e residuos entre colchetes [ ] significa que a ordem nao pode
ser estabelecida a partir do espectro de massa de fragmentacao (cid-ms/ms).

A sequiéncia de aminoacidos N-terminal da cadeia A foi determinada por
degradacao automatica de Edman (Procise 491) resultando em identificacao da
posicao de 30 residuos de aminoacidos de um cadeia o de globina estimada em

141 residuos totais:

VLTADESKLLHSTWSKLGQHLEDLGGEALT

A cadeia de globina A (alfa) de teiu contendo N-terminal e peptideos tripsinicos

deduzidos a partir de cid-ms/ms foi submetido a alinhamento automatico utilizando

o programa Fasts3 (http://www.ebi.ac.uk/c). O resultado do alinhamento esta

demonstrado na figura 15 indicando que 58 residuos de amino&cidos
sobrepuseram a cadeia o de globina de Liophis miliaris com 65% de similaridade.
A cadeia alfa de L.miliaris possuem 141 residuos de aminoacidos e uma massa
molecular de 15889 (alquilada com &cido iodoacético) comparada a massa
molecular determinada por MS para a cadeia A de globina de Teiu que foi de
16187+0,98. Quando somente os 30 primeiros residuos de amino&cidos do N-
terminal de teit foram alinhados a cadeia o de L. miliaris, isso correspondeu a
50% de similaridade. Isso sugere uma grande heterogeneidade entre essas duas
cadeias alfa de globinas e talvez possa refletir em diferencas sutis na fungdo da

hemoglobina e sua estabilidade.
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>>UNIPFRCOT : HBAD LIOMI P16417 Hemoglobin subunit alpha-D { ({141 aa)
initn: 254 initl: 118 opt: 254 Z-acore: 60.0 bita: 74.3 E{): 3.5e-12
Smith-Waterman score: 254; 55.172% identity (65.517% similar) in 58 aa overlap (1-58:1-139)

10 20 30
Hb VLTADESKLLHSTWSKLGQHLEDLGEEALT ————————————————————————————
UNIFRO VLIAEDRRLLQASVGKLGCRLEDIGADATNRLLITFPQSKTYFSHFNLSPGSKDI IHQGE
10 20 30 40 50 &0

UNIFRO KVGEALDSALKHLDDIRGTLSQLSDLHAYNLEVDPVNFQLLSKCIHVSLATHLENEYSAS

70 &0 30 100 110 120
50

Hy  —————— FFHEVAFGLSEK

UNIFRO VILAWDEFLELVADVLSEKYR
130 140

Figura 15. Alinhamento do N-terminal da cadeia de globina A (o) de Teiu e
seqliéncias de amino&cidos internas obtidas por hidrélise com ftripsina.
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Tabela 8. Mapeamento dos peptideos da cadeia de globina B (B) por
espectrometria de massas. A Cadeia de globina B foi purificada por HPLC-fase
reversa e submetida a hidrélise enzimatica com tripsina.

m/z [H] M+H* m/z [H] M+H* Mr Seqliéncia de aminoé&cidos
red. & nativa mono- CID-MS/MS
alqg. isotépica
407,3 +3 1219,9 4073 +3 12199
513,9 +3 1539,7
503,9 +2 1006,8 1005,53 VLXASFGDAVK
534,9 +2 1068,8 1067,56 LxHVDPVNFK
557,1 +3 1669,3 557,1 +3 1669,3
583,9 +2 1166,8
590,9 +2 1180,8 590,9 +2 1180,8 1179,56 QLXxLXEDYTGNK
610,3 +2 1219,6 6104 +2 1219,8 1218,59 [EF]TPAHYVQK
629,4 +3 1886,2
646,0 +2 1291,0
676,7 +3 20291
685,1 +3 2053,3
7219 +2 14428 722,0 +2 1443,0 1441,79 [VGD]LXTTLXRVHFGK
7785 +2 1556,0 778,55 +2 1556,0
7944 +1 794,44
8351 +2 1669,2 8351 +2 1669,2 1667,95 LxLxGDVLXTTLXLXxAAHFGK
9950 +2 1989,0 9950 +2 1989,0
1002,1 +2 2003,2
1006,6 +1 1006,6 1006,6 +1 1006,6
1014,1 +2 2027,2 1014,0 +2 2027,0
1026,7 +2 20524
1073,2 +2 21454

Nota: Lx (lle ou Leu) e residuos entre colchetes [ ] significa que a ordem nao pode
ser estabelecida a partir do espectro de massa de fragmentacao (cid-ms/ms).

A seqliéncia de aminoacidos N-terminal da cadeia B foi determinada por

degradacao automatica de Edman (Procise 491) resultando em identificacao da

posicao de 42 residuos de aminoacidos da cadeia de globina estimada em 146

residuos totais:

VHWTAEEKQLIEHIWNKVDVAAIGGEALVTLLIVYPWTRRFF
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A cadeia de globina B (B) de teid contendo N-terminal e peptideos tripsinicos
deduzidos a partir de cid-ms/ms foi submetido a alinhamento automatico utilizando

o programa Fasts3 (http:/www.ebi.ac.uk/c). O resultado do alinhamento esta

demonstrado na figura 16 indicando que 87 residuos de amino&cidos
sobrepuseram a cadeia 3 de globina de Iguana iguana com 75% de similaridade e
80% de similaridade com L. miliaris com 77 residuos de aminoacidos sobrepostos.
A cadeia B de I. iguana e de L.miliaris contem 146 residuos de aminoacidos e uma
massa molecular de 16338 e 16052 baseado na seqliéncia de aminoé&cidos
(alquilagao com acido iodoacético), comparada a massa molecular determinada
por MS para a cadeia B de globina de Teiu que foi de 16346+0,56. Quando
somente os 42 primeiros residuos de aminoacidos do N-terminal de teid foram
alinhados a cadeia B de I iguana e de L. miliaris, as mesmas proporgdes de
similaridade sdo mantidas indicando uma conservagcao maior das cadeias de

globina do tipo B entre essas espécies.
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>>»UNIPRCT:HBB1 IGUIG FP18987 Hemoglobin subunit beta-1 (H (146 aa)

initn: 643 initl: 328 opt: 643 Z-score: 167.5 bits: 181.6 E{): 1.5e-44

Smith-Waterman score: 643; 73.563% identity (75.862% similar) in 87 aa overlap (1-87:1-130)

10 20 30 40
hb VHWIAEEKQLIEHIWNEVDVARIGGEALVTILLIVY PWTRRFF——————————————————
UNIFRO VHH'IAEEKQLI'IQVHGKI[NAQIGGEILACLLVVYPH'IQRFFPDFGNI.SNAAAICGNAKV

10 20 30 40 50 &0

50 &0 70
hb - VIASFGDAVE-——————————————————— LHVDPVNFELLGDVLITLLARHFGK

UNIERO E]!H'GEKVLI SFGDAVENLDNIEDT FAEI.SELHCDEIHVDPVNFRII.GNVHI’IRLM!HFGK
70 &0 40 100 110 120

g0
hb EFTPAHYVQEK

UNIFRO DFT PACHAA FOKLTGAVAHALARRYH
130 140

»>>UNIFROT:HBR TLIOMT P1£418 Hemnglobin subunit beta (Hemo (146 aa)

initn: 642 initl: 339 opt: 642 Z-score: 167.2 bits: 181.3 E{): 1.9e-44

Smith-Waterman score: 642; 80.519% identity (80.519% similar) in 77 aa overlap (1-77:1-120)

10 20 30 40
hb WAEEKQLIEHIHM(WIGGEALWEIWPWIRRFF ——————————————————
UNIERO WAEEKSAITAIWGKWIGGEALCRILIWPWIQRFH SFGNLSNARAIQSHAQV
10 20 30 40 50 a0
50 a0 70
hb - VLASFGDAVE----—--————————————— LHVDEVNFELLGDVLITLLARHFGE

UNIERO I@HGRK'J'E'IAFGDAR’IG‘IPEG’JKDT FAKLSELHC| DIG.HV'DF'JNFELLGQILIT‘\EAAHFGK
70 &0 40 100 110 120

UNIFRO DFTENVQAAYQKRLVIVVAHATAHQYEH
130 140

Figura 16. Alinhamento do N-terminal da cadeia de globina B (B) de Teiu e

seqliéncias de aminodcidos internas obtidas por hidrdlise com
determinadas por sequenciamento de novo por espectrometria de massas.
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Tabela 9. Mapeamento dos peptideos da cadeia de globina C (B) por
espectrometria de massas. A Cadeia de globina C foi purificada por HPLC-fase
reversa e submetida a hidrélise enzimatica com tripsina

m/z [HY] M+H* m/z [H] M+H'
red. & nativa
alq.
404,7 +3  1212,1
450,3 +2 899,6
457.4 +2 913,8
503,9 +2 1006,8
510,9 +2 1020,8
530,4 +2 1059,8
537,4 +2 1073,8
5499 +2 1098,8
606,5 +2 1212,0
670,8 +3 2010,4 670,1 +3 2008,3
683,4 +3 2048,2 6828 +3 2046,4
712,9 +3 2136,7
740,0 +2 1479,0
758,6 +1 758,6
785,0 +2 1569,0
872,0 +2 1743,0
835,1 +2 1669,2
856,1 +2  1711,2
885,1 +2 1769,2
899,7 +1 899,7
1005,6 +2 2010,2
1059,7 +1 1059,7

A sequiéncia de aminoacidos N-terminal da cadeia C foi determinada por

degradacao automatica de Edman (Procise 491) resultando em identificagao da

posicao de 26 residuos de aminoacidos da cadeia de globina estimada em 146

residuos totais:

VHWTAEEKQLITSIWAKVDVXVVGNK
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»>»SW:HBB2 NRJNE P22743 Hemoglobin subunit beta-2 (Hemogl (146 aa)
initn: 136 initl: 136 opt: 136 Z-score: 268.3 bits: 53.1 E{}): 1l.le-07
Smith-Waterman score: 136; B83.333% identity (91.667% similer) in 24 aa overlap (1-24:1-24

10 20
Sequen VHWIAEEEQLITSIWAKVDVEVVG]

SW:HBBE VHWSAEEKQLITSLWAKVDVPEVGAATLGEMMVMYEWIQRFFAHFGNLSGPSALCGHNEQWV
10 20 30 40 a0 a0

>»>3W:HEB1 TGUIG P139287 Hemogleobin subunit beta-1 (Hemogl (146 aa)
initn: 131 initl: 131 opt: 131 Z-score: 258.8 bits: 51.4 E{): 3.5=-07
Smith-Waterman score: 131; 65.385% identity (92.308% similar) in 26 aa overlap (l-26:1-26

10 20

10 20 30 40 a0 a0

>>»>5SW:HBB1 WAREX P158993 Hemnglobin subunit bete-1 (Hemogl (146 aa)
initn: 131 initl: 131 opt: 131 Z-score: 258.8 bits: 51.4 E{}: 3.5=-07
Smith-Waterman score: 131; 65.385% identity (92.308% similar) in 26 aa overlap (l-26:1-26

10 20
Sequen VHWIAEEEQLITSIWAKVDVEVVGNE

SW:HBE VHWIRAEEKQLICSLWGKIDVGLIGGETLAGLLVIYPWIQRQFSHFGNLSSFTATAGNEFREV
10 20 30 40 50 &0

Figura 17. Alinhamento do N-terminal da cadeia de globina C (B) de Teiu utilizando
o algoritmo do programa FASTA (EMBL). Conforme observado a cadeia C
apresenta 92% de similaridade com a cadeia beta de globina de /. iguana.

A cadeia C de teiu foi submetida a alinhamento da por¢ao N-terminal
utilizando o programa FASTA (EMBL), que demonstrou que a sequéncia N-
terminal € similar a porcado N-terminal de Iguana iguana (92%); Varanus
exanthematicus albigularis (92%) e de Naja naja (91%). Estes dados devem

permitir uma melhor correlagdao evolutiva das hemoglobinas em espécies

relacionadas.
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Tabela 10. Mapeamento dos peptideos da cadeia de globina D (o) por

espectrometria de massas. A Cadeia de globina D foi purificada por HPLC-fase

reversa, e submetida a hidrélise enzimatica com tripsina

m/z [HY] M+H* m/z [H] M+H*
red. & nativa
alg.
457 .9 +2 9148 4579 +2 9148
5144 +2 1027,8 5144 +2 1027,8
581,8 +3 1743,4 581,88 +3 17434
594 4 +3 1781,2
670,5 +3 2009,5 670,1 +3 2008,3
674,8 +3 2022,4
682,8 +3 2046,4
713,1 +3 2137,3 712,9 +3 2136,7
739,9 +2 1478,8 740,0 +2 1479,0
758,2 +3 2272,6 758,6 +1 758,6
785,0 +2 1569,0 785,0 +2 1569,0
872,0 +2 1743,0 872,0 +2 1743,0
1004,6 +2 2008,2 1004,7 +2 2008,4
1068,7 +2 21364
1118,2 +2 22354 1118,2 +2 22354

A seqliéncia de aminoacidos N-terminal da cadeia D foi determinada por

degradacao automatica de Edman (Procise 491) resultando em identificacdo da

posicao de 30 residuos de aminoacidos da cadeia de globina estimada em 141

residuos totais:

VLTEDDKAHVKAVWAQIQSTAPDIFAEALF

A sequéncia N-terminal da globina cadeia D (a) foi submetida a pesquisa no

programa FASTA (EMBL),

hemoglobina de [ iguana (86%),

onde foi
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encontrada uma similaridade com

Uromastix hardwickii (83%)

e Varanus



exanthematicus albigularis (82%). 1sso sugere que mesmo em espécies do mesmo
género ocorreram variagdes na estrutura primaria de cada uma das subunidades,
indicando talvez uma presséo evolutiva independente em cada um dos genes
correspondentes para cada cadeia de globina. Uma analise do habitat de cada
uma

>»SW:HBL]1 UROHE P159759 Hemoglobin subunit alpha-l (Hemog (90 aa)
initn: 103 initl: 103 opt: 109 Z-score: 204.3 bkits: 40.8 E{): 0.00038
Smith-Waterman score: 109; 54.839% identity (83.871% similar) in 31 aa overlap (1-30:1-30)

10 20 30

SW:HBA VLIDDDENHVEAIWGHV-SNNFEAFGAEALYRLFTAHPASKIYFSHFDLHENSAQIRIHN
10 20 30 40 50

SW:HBA XKVVDALTQAVNNLDDLSGAISKLSDLHAEK
a0 70 g0 ag

>>»>5W:HBA2? WARFEY P18981 Hemoglobin subunit alpha-2 {Hemog (141 aa)
initn: 107 initl: 107 opt: 107 Z-score: 197.7 bits: 40.2 E{): 0.000%
Smith-Waterman score: 107; 55.172% identity (82.759% similar) in 29 aa overlap (1-29:1-29)

10 20 30

SW:HBA VLIEDDENHVEGLWAHVHDHIDEIARDATTRMFLAHFASKIYFAHFDLSPONAQTIKAHGE
10 20 30 40 50 &0

»>»>5W:HBA1 TGOIG P18974 Hemoglobin subunit alpha-1 {Hemog (141 aa)
initn: 97 initl: 97 opt: 100 Z-score: 185.4 bits: 37.9 E{): 0.0043
Smith-Waterman score: 100; 50.000% identity (86.667% 3imilar) in 30 aa overlap (1-29:1-29)

10 20 30

SW:HBA VLIEDDENHIRAIWGHVDNN-PEAFGVEALTRLFLAYPATKIYFAHFDINPGSAQIKRHG
10 20 30 40 50

Fig. 18. Alinhamento da seqiéncia de aminodcidos da porgdo N-terminal da
cadeia de globina D de Teiu utilizando o programa Fasta (EMBL).

A utilizacao da espectrometria de massas (MS) para explorar similaridades
entre proteinas esta bem estabelecida na literatura, e é base do novo campo da
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quimica de proteinas, a protedmica. A utilizacdo de MS em conjuncao a dados de
seqUéncia de acidos nucléicos, banco de dados gendmicos, ja é considerado
rotina. Quando essa informacao ainda n&o esta disponivel, o sequenciamento de
novo se faz necessario, o que implica em um grande desafio, pois a interpretagao
dos espectros de fragmentacao pode levar a alguns enganos e parte da seqiéncia
de aminoacidos pode ser mau interpretado, requerendo extrema habilidade
pessoal na dedugdo dessa sequéncia. Porém com a exploragdo das similaridades
entre massas de cada uma das subunidades e em conjungcdo com as sequéncias
de aminoacidos N-terminal obtidas por método cldssico de degrada¢ao de Edman
foi possivel neste trabalho identificar cada cadeia quanto a pertencente ao tipo o
ou B e caracterizar parcialmente cada uma delas. Esses resultados abrem a
possibilidade do sequenciamento de aminoacido completo da hemoglobina do teiu
que devera ser realizado por degradagdo de Edman e poderao ter impacto na
comparagéo com hemoglobina de outras espécies quanto ao aspecto funcional e

evolutivo.
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a

cadeia
Cadeia
ConsSensus

B

Cadeia
cadeia
Consensus

10 20 30

I I I
VLTADESZELLHSTUIELGOHLEDLGEEALT
VLTEDDELAVEAVITAQTIOSTAPDIFAELLE
VLTaD#kahlhatWagigohaehigaELLy

10 an 30

I I I
VHUTAEEEQLITEHIWNEVDWVALATGZEALVTLLIV
VHUTAEEEQL ITE IWAENVDWVE W GPEELALLLFV
VHUTAEEEQL TehIWakVDVaa ' GgealaalLLiv

Figura 19. Alinhamento das sequéncias das cadeias a e 8 de teiu utilizando o
programa Multalign. Os caractereres marcados em rosa e letra maiusculas
mostram residuos conservados. Esses dados de alinhamento demonstram
uma maior conservagao da estrutura primaria das cadeias fs.

5. Discusséo
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Os répteis constituem uma classe de vertebrados com enormes diferencas
quanto ao habitat e comportamentos. Dentre eles, os pertencentes a ordem
Squamata (cobras e lagartos) possuem uma ampla distribuigdo geogréfica, e
podem sobreviver sob condi¢cdes de hipdxia, constituindo em notaveis vertebrados
da fauna terrestre (Abbasi & Brawnitzer, 1991).

Para compreensé@o das propriedades funcionais da hemoglobina, é de
fundamental importancia entendermos como o fosfato orgénico atua,
relacionando-os as propriedades alostéricas das hemoglobinas (Ogo, et al., 1984).
O ATP esta presente nos eritrécitos de todos os grupos de vertebrados, desde
agnatas até mamiferos (Bartlett & Borgese, 1976; Isaacks et al., 1978; Bartlett,
1982; Maginniss, 1985). FEritrocitos de anfibios podem apresentar altas
concentragdes de 2,3 BPG (Bartlett, 1976), enquanto que em grande numero de
espécies de peixes essas células possuem abundancia de GTP. Aves
embrionarias possuem 2,3 BPG como efetor alostérico principal até a eclosao,
momento no qual hd o decréscimo deste efetor e 0 aumento vertiginoso de inositol
penta e hexafosfato, presentes a partir dai em toda vida adulta do animal (Bartlett,
1982). Os crocodilianos possuem o bicarbonato de s6dio como efetor alostérico, e
gatos possuem hemoglobinas insensiveis a qualquer tipo de fosfato (Nikinmaa,
1990).

Os fosfatos orgénicos apresentam, de modo geral, afinidade preferencial
pela deoxihemoglobina, e sua ligagdo confere maior estabilidade da conformacao
T da hemoglobina tetramérica (Perutz & Brunori, 1972). Além dos fosfatos
orgéanicos, os protons também desempenham um importante papel no controle da

funcdo da hemoglobina na maioria dos vertebrados (Nikinmaa, 1990). Outros

75



fatores, tais como o di6xido de carbono, ions bicarbonato e cloreto, podem alterar
a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, mas geralmente seus efeitos sao
menos intensos.

Conforme mencionado anteriormente em hemoglobinas de serpentes
observou-se um comportamento dissociativo importante quando as mesmas
encontram-se no estado stripped, ou mesmo na presenca de ATP em pH alcalino
acima de 7,6, o qual o mesmo nao se liga. Esses dados foram mostrados através
de gel filtragéo, estudo com potencial redox e através de equilibrio com o oxigénio.
Como era de se esperar, a forma dissociada, dimérica ndo apresenta
cooperatividade e apresenta altissima afinidade por oxigénio. Além disso,
observou-se nessas mesmas espécies que a forma oxihemoglobina também se
encontra na forma dissociada, mesmo em altas concentracées de ATP, em
qualquer pH. As repercussbes fisiologicas, termodindmicas e evolutivas,
obviamente, foram consideradas importantes (Bonafe et al., 1999). Substituicoes
em dois residuos da interface af§ explicam estruturalmente tais achados. Tudo isso
motivou o presente trabalho, pois equivalentes substituicbes sdo observadas em
véarios grupos de ectotérmicos.

Deste modo, foram realizados experimentos para se analisar as
propriedades da hemoglobina do lagarto teiu (Tupinambis merianae) como o
estudo da curva de titulagdo potenciométrica, o efeito de ATP e pH, além das
propriedades de equilibrio com o oxigénio em diferentes temperaturas e
termoestabilidade da proteina. Para se estabelecer uma correlagéo estrutura-
funcéo foi feito um estudo das sequéncias das cadeias isoladas das globinas

desse lagarto.
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Os experimentos de potencial de éxido-reducao confirmam praticamente a
auséncia de cooperatividade para a hemoglobina stripped deste animal, sem a
transicéo da forma T para a R, comportamentos caracteristicas de mioglobina ou
de hemoglobina dissociada (Hewitt et al., 1972; Speros et al., 1991).

Os experimentos em equilibrio de oxigenagéo realizados a temperatura
constante, indicam que o ATP age intensamente como efetor alostérico neste tipo
de hemoglobina, diminuindo a afinidade pelo oxigénio e agindo como um
importante ligante heterotrépico. Além disso, os experimentos em equilibrio de
oxigenacdo em diferentes temperaturas, sugerem que pode ocorrer uma
diminuicdo da afinidade da hemoglobina pelo oxigénio em temperaturas altas,
como 40° C, o que facilitaria o descarregamento mais eficiente do gas nos tecidos
metabolicamente ativos, nos casos onde o animal encontra-se em atividade e/ou
exposto ao sol, pois os lagartos s&o helidfilos e ativos por natureza (Abe, 1977;
Andrade et al., 2004). Os resultados em termoestabilidade da proteina sugerem
que, pelo menos in vitro, a hemoglobina de T. merianae é relativamente estavel a
altas temperaturas. Considerando que a média de temperatura corporal deste
animal durante a atividade pode alcangar 38°C, a hemeproteina foi considerada
estavel, pois apdés uma hora de incubagdo a 40°C, ainda manteve suas
propriedades funcionais relativamente sem alteragbes. A realizagdo deste
experimento com a adigdo de 1 mM de ATP, n&o alterou a estabilidade da
proteina. A hemoglobina humana, por se manter em uma faixa de temperatura
bem mais limitada do que em répteis, se desnatura em menores variagdes de
temperatura do que estas encontradas para T. merianae (Schwantes, A.R,

comunicagao pessoal).
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A hemoglobina da maioria dos vertebrados € caracterizada funcionalmente
por apresentar efeitos alostéricos homotropicos (cooperatividade de ligagdo com o
O,) e heterotrépicos (efeito Bohr, efeito de fosfatos organicos, efeito de CO, etc).
A presenga simultdnea destas duas interagcdes apresentam vantagens para a
molécula de hemoglobina, possibilitando-lhe a realizagdo do transporte de O, em
condigbes metabdlicas das mais adversas. Assim, estas proteinas ilustram, néo
somente as possiveis variagbes dentro do aspecto geral dos mecanismos
alostéricos, como também, representam um caso tipico de adaptacdo molecular
aos diferentes requerimentos fisiolégicos.

Estruturalmente, a hemoglobina humana é constituida de quatro cadeias
polipeptidicas, 2 a e 2 B, as quais estdo associadas nao-covalentemente junto a
duas superficies distintas, designadas interfaces ouBs e o2, formando um
tetrAmero que apresenta peso molecular de 64 KDa.

A interface o1, formada pela atragéo eletrostatica entre as subunidades a,
positivamente carregadas, e B, negativamente carregadas, (Mrabet et al., 1986),
permanece praticamente constante durante a oxigenacdo da hemoglobina ou
durante a dissociagdo do tetramero em dimeros. Entretanto, a interface oufa,
move-se substancialmente durante a transicao T < R da proteina, a qual modula
a afinidade do grupo heme pelo oxigénio molecular dependente do
heterotetramero azB2, sendo responsavel pelo desencadeamento dos fendmenos
alostéricos, assim como pela integridade do tetrAmero (Perutz, 1970; Perutz et al.,

1982; Perutz & Brunori, 1982; Mrabet et al., 1986; Rao & Acharya, 1992).
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Assim, as alteragbes estruturais nas interfaces oayf2 podem levar a
dissociacao do tetrdmero em dimeros, eliminando a cooperativa interagdo entre
subunidades, com conseqliente perda das propriedades alostéricas das
hemoglobinas (Hewitt et al., 1972; Brittain, 1991; Speros et al., 1991; Ackers et al.,
1992; Shih et al., 1985).

Acerca desse assunto, os estudos das propriedades funcionais e estruturais
de hemoglobina mostraram que os resultados sao consistentes com a presenca
de subunidades diméricas nos eritrocitos de Tupinambis merianae. A proteina

isenta de anions apresenta alta afinidade pelo O, auséncia de cooperatividade (ny

= 1) e insensivel a concentragéo de ions H* comportando-se como proteina néo
alostérica. A determinagdo da massa molecular por gel filtragdo em resina
Sephadex G-100 apresentou um valor compativel com dimero de hemoglobina (32
000 Da).

Esta combinagao de caracteristicas € Unica, uma vez que a hemoglobina do
espécime em questao apresenta, em experimentos de oxigenagao na auséncia de

moduladores, valores de coeficiente de Hill igual a 1 (ny = 1). Entretanto, as

propriedades alostéricas podem ser restauradas pela adigdo de ATP a
hemoglobina, o principal nucleotideo intra-eritrocitario em T. merianae, onde se
verificou-se uma diminuic&o significativa da afinidade pelo oxigénio. Neste caso, a
proteina tornou-se cooperativa novamente em valores de pH inferiores a 7,8,

retornando ao valor de ny = 1 em valores de pH proximo ou acima do valor do

ponto isoelétrico da proteina.
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Neste sentido, a determinacdo da massa molecular da hemoglobina, na
forma desoxigenada e em presenga de fosfato orgéanico ATP, por filtragdo em gel
de Sephadex G-100 em pH 8,0 revelou ser tetramérica (=64000 Da). No entanto,
guando a hemoglobina foi aplicada nas mesmas condi¢gdes experimentais, porém
na forma oxigenada, emergiu da coluna em um volume compativel com forma
dimérica (=32000 Da).

A perda das propriedades alostéricas em valores de pH acima de 7,8 se
deve, muito provavelmente, ao enfraquecimento das interacdes eletrostéticas
entre os residuos de aminodcidos e o ATP, o que deve levar a dissociagdo do
tetrdmero em dimeros (Matsuura et al., 1987), uma vez que o sitio de ligacao de
fosfatos encontra-se no eixo de simetria entre as duas cadeias do tipo f3.

Nossos resultados sugerem que no mecanismo de transporte de oxigénio
pela hemoglobina, ha a transicao oxidimero«>desoxitetrAmero e isso pode ocorrer
em grande parte dos ectotérmicos, independentemente do habitat e de seu grau
evolutivo, uma vez que foi evidenciado tanto em espécies consideradas mais
primitivas como jibdia, Boa constrictor, quanto nas mais evoluidas como urutu,
Bothrops alternatus (Focesi et al., 1992; Oyama et al., 1993). Assim, a
hemoglobina na forma desoxigenada, apresentaria forma tetramérica em
conformacéao T, e a adi¢cao de oxigénio molecular a dissociaria em dimeros, sem a
passagem pela conformagao R.

Alternativamente, a presenca de hemoglobina dimérica desoxigenada no
lagarto poderia conferir a capacidade de ligar oxigénio com alta afinidade, mesmo
em condigbes de baixa tensdo de oxigénio, por exemplo durante a estivagao,

podendo realizar fungdo andloga a mioglobina, porém dentro dos eritrécitos.
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Assim, no sangue deste lagarto a ocorréncia de hemoglobina dimérica nao-
cooperativa, em condicdes de demanda metabdlica muito baixa, pode ter
relevancia fisiolégica. O efetor alostérico principal, o ATP, pode fornecer a
capacidade de adaptagcdo as mudangas nas condicbes ambientais através da
passagem da forma dimérica para tetramérica, modulando a afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio, através de altera¢cdes nos niveis intra-eritrocitarios de
polifosfatos orgénicos, ou de afinidade dos mesmos a hemoglobina, em alteragdes
importantes de pH.

De fato, estas duas alternativas podem ser propostas para explicar os
resultados obtidos: I) formagao de tetrdmero pela desoxigenagao dos dimeros, ou
seja, a forma dimérica existiria apenas na forma oxigenada e passaria a forma
tetramérica pela retirada de O, ou, Il) existéncia de dimeros desoxigenados que se
tornariam tetraméricos somente em presenca de fosfatos organicos. Até o
presente momento, foi evidenciada, por cromatografia em filtracdo em gel, a
transformacdo de hemoglobina oxigenada dimérica em hemoglobina
desoxigenada tetramérica, porém quando em presenca de ATP que apresenta
afinidade pela molécula desoxigenada, diminui cerca de 10 vezes a afinidade da
hemoglobina pelo O,. Entretanto, ainda n&o tinha sido possivel obter dados
experimentais para a comprovagao da ocorréncia de dimeros desoxigenados na
auséncia de ATP, devido a alta afinidade da forma dimérica pelo O..

Os resultados levam a hip6tese de que haveria um dimero oxigenado, de
alta afinidade por este ligante, que passaria para a forma tetramérica somente em
presenca de um efetor alostérico, neste caso apresentando uma baixa afinidade

por este ligante.

81



Tais caracteristicas se tornam essenciais quando consideramos o habitat e
condigbes de vida para tais Squamatas na natureza. Existiria uma hemoglobina
dimérica capaz de se ligar muito fortemente a moléculas ligantes, armazenando-as
até o momento em que fossem necessdrias ao organismo, tornando-se
tetraméricas pela acdo de um dos produtos formados pelo metabolismo celular
(ATP), facilitando a liberagéo deste oxigénio as células. A
disponibilidade de oxigénio e sua utilizagdo, variam extremamente entre os
répteis, devido a grande variedade de ambientes onde vivem. A classe apresenta
formas terrestres, aquéticas subterrdneas e arboricolas. A possivel presenca de
uma forma dimérica encontrada na hemoglobina de Tupinambis merianae, e
também encontrada em outras espécies (Matsuura et al.,, 1987; Bonafé et al.,
1999), nos despertou atencgao, pois dentro do modelo dimero-tetrdmero proposto
nesta tese, torna-se incontestavel que o surgimento dos répteis constituiu-se num
dos grandes eventos na histéria da vida na face da terra.

Considerando que os répteis foram um dos primeiros vertebrados
essencialmente terrestres, onde também n&o mais dependiam da agua para a
reproduga@o (como no caso dos anfibios), eles conseguiram seu sucesso evolutivo
enfrentando enormes variacbes no oxigénio ambiental e suportando intensas
variagbes climaticas. Deste modo, foram inUmeros os mecanismos de adaptagéo
que os répteis tiveram que “langcar mao” para contornar tais condi¢gdes oscilantes e
poderem ser encontrados atualmente em inUmeros habitats nos dias atuais.
Dentre estes mecanismos de adaptagdo molecular, a evolugdo da molécula de

hemoglobina deve ter sido importante. Deste modo, acredito ser da mais alta
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relevdncia o conhecimento da estrutura primaria da hemoglobina que serd
posteriormente correlacionada com dados funcionais.

Uma descrigdo da molécula de hemoglobina de T. merianae necessita da
andlise conjunta da estrutura e fung@o da proteina, que é essencialmente diferente
daquelas encontradas em aves, peixes e vertebrados superiores. Tal diferenca
justificaria o melhor entendimento da estrutura molecular, ja que o comportamento
funcional é bem diferente do encontrado para outros grupos de vertebrados. Na
intencdo de melhor conhecermos, em base estrutural, as suas caracteristicas
funcionais peculiares, passamos a determinar a estrutura primaria das globinas, o
que é muito importante para uma futura interpretacéo cristalogréfica desta
proteina.

A despeito de algumas variacdes, a primeira configuragdo da cadeia
polipeptidica descoberta em mioglobina de cachalote (Kendrew, 1960) foi
considerada como comum para todas as hemoglobinas, o que atualmente é
considerado correto, pois existem inUumeras semelhancas estruturais encontradas
entre as moléculas de hemoglobina nos diferentes grupos de animais. Portanto,
uma comparagao das sequéncias primarias entre os diferentes grupos de animais,
incluindo humanos, nos permite antecipar certas conclusdes a respeito da relagédo
entre estrutura e funcao.

Ap6s a remogao do grupo heme por acetona acida e a andlise dos
componentes do hemolisado de T. merianae por cromatografia de liquida de alta
eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC), verificou-se a presenga equimolar de

quatro cadeias polipeptidicas que foram caracterizadas arbitrariamente pelas
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letras A, B, C e D de acordo com a ordem de eluicdo em gradiente crescente de
acetronitrila (Matsuura et al., 1989).

A analise do conteudo de aminoacidos em cada uma das quatro cadeias
polipeptidicas demonstrou composigbes bem diferentes entre elas (dados nao
mostrados), sugerindo a heterogeneidade das cadeias, fato posteriormente
confirmado por experimentos em seqienciamento N-terminal individual.

A determinagao da sequéncia dos primeiros residuos do amino-terminal de
cada globina, mostrou a existéncia de duas cadeias do tipo alfa e duas cadeias do
tipo beta, por analogia as cadeias alfa diferentes, e betas, também diferentes,
encontradas na hemoglobina de Liophis miliaris (Matsuura et al., 1989). Deste
modo, apds a classificacado arbitraria, o tetrdmero de Tupinambis merianae nao
teria a forma ayB, apresentada pela hemoglobina humana e a maioria das
hemoglobinas de vertebrados superiores, mas sim a forma a1,02aB1aB24, ONde 0s
indices subscritos significam quatro cadeias diferentes, em comparagdo a
hemoglobina humana.

O fato do hemolisado de Tupinambis merianae apresentar quatro globinas
quimicamente diferentes (duas cadeias alfa distintas e duas betas também
distintas), pode acarretar uma grande complexidade para a proporcdo das
estruturas tetraméricas e diméricas, porque as globinas podem apresentar pelo
menos nove combinagdes diferentes para a conformacdo tetramérica e quatro
para a dimérica. Caracterizar os diferentes componentes torna-se um pouco
complicado, pois pode haver um equilibrio entre todas as conformagbes possiveis
e as formas intermedidrias podem se interconverter umas nas outras, e portanto,

as caracteristicas funcionais e alostéricas encontradas para este animal, devem
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ser o resultado do somatorio entre as estruturas diméricas e tetraméricas (Perutz,
1990).

Ainda nao se esclareceram as razdes pelas quais existem quatro cadeias
diferentes nestes animais. A causa mais provavel que uma das cadeias alfa e/ou
uma das betas sejam remanescentes embriondrias e que estas tiveram uma
grande importédncia em estagios anteriores a vida adulta do animal (Matsuura et
al., 1989). Pelas diferentes homologias encontradas entre as cadeias a e 3 de T.
merianae (30 e 65%, respectivamente) acredito que as cadeias B sejam
embrionarias e ainda estejam sendo sintetizadas no adulto. Para o embrido seria
mais vantajoso possuir cadeias diferentes entre si, e provavelmente com
diferentes funcdes, do que cadeias mais semelhantes que possam ter a mesma
funcionalidade, para poderem compensar as possiveis flutuagdes ambientais a
que podem ser sujeitas.

Se realmente alguma cadeia for embrionaria, as razées da permanéncia
destas hemoglobinas no lagarto adulto ainda continuam incertas. Humanos
adultos ainda possuem tragcos de hemoglobina embrionaria (E) em suas heméacias,
apesar da sintese destas cadeias serem diminuidas no momento do nascimento,
em detrimento das adultas. Apdés o nascimento a hemoglobina que predomina
(97%) é a hemoglobina A1 (alfa 2 : beta 2), seguida da hemoglobina A2 (alfa 2 :
delta 2), com concentragéo em torno de 2%, e da hemoglobina fetal (alfa 2 : gama
2) com concentragao em torno de 1%.

Outra possibilidade se baseia no fato de que todos os arranjos moleculares
tém a mesma probabilidade de ocorrerem em solu¢do, mas algumas formas néao

poderiam estar em concentragdes altas por razbes termodindmicas. Por exemplo,
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em peixes 6sseos ha a multiplicidade de componenentes hemoglobinicos, que
mesmo nao tendo propriedades funcionais distintas, os multiplos componentes
poderiam ter um importante papel na manutencao da solubilidade do sistema,
evitando assim, a precipitacdo de um componente, pois a hemoglobina existe
dentro do eritrécito, no limite da sua solubilidade, 5 mM (Perutz, 1970).
Especificamente no caso de hipdxia decorrente da estivagdo sazonal que os
répteis sofrem, somado ao padrdo de alterndncia da respiragdo durante a
dorméncia (Abe et al., 1999), pode ocorrer o aumento da quantidade de
desoxihemoglobina que é menos soluvel. Neste caso os varios componentes
diferentes em solugé@o poderiam dificultar a precipitagdo de algum deles dentro do
eritrocito, favorecendo deste modo, a eficiéncia da respiragcéo (Perutz, 1982).

Na impossibilidade de determinarmos a sequéncia completa das globinas
do teiu, os residuos responsaveis pela propriedades dissociativas da hemoglobina
de T. merianae nao puderam ser determinados. Consideramos importantes os
residuos que fazem contato com o grupo heme, no caso a posi¢cao 58 da cadeia, e
aqueles responsaveis pelo efeito Bohr alcalino, na posigéao 122. Mas encontramos
uma substituicao importante: uma das cadeias a possui na posi¢do 7 o amino4cido
Serina (S) ao invés de Lisina (K), o que se era praticamente invariavel em todos os
vertebrados estudados. Em Liophis miliaris esta posi¢ao também é substituida por
Arg (R), porém essa substituicao € bem menos importante, pois a natureza dos
aminoécidos é muito semelhante.

A andlise dos alinhamentos nos permite verificar algumas substituicdes nas
cadeias. O residuo a30 apresenta a substituicao E (Glu) — T (Thr) e o residuo 6,

considerado invaridvel, tem a substituigdo D (Asp) — E (Glu). Nas cadeias B, 16
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G (Gly)» N (Asn) e 38 T (Thr) — R (Arg). Estas posicdes, por serem
consideradas invaridveis nos animais analisados, certamente possuem uma
funcédo importante na hemoglobina de teiu ou nas caracteristicas peculiares

encontradas em outros animais (Matsuura et al., 1999).

6. Perspectivas futuras

Em funcdo dos dados peculiares obtidos e a possibilidade concreta da
inclusdo de mais um grupo de animais naqueles que possuem uma instabilidade
tetramérica, faz-se necessaria a completa elucidagao da sequéncia primaria desta
hemoglobina. Esta sequéncia facilitard a futuros estudos em cristalografia e em
modelagem molecular, metodologias adequadas para confirmar a dissociagéo da
hemoglobina em dimeros.

Como este estudo levantou a possivel presenca de hemoglobinas
embrionarias em Tupinambis merianae, futuramente pretendemos realizar a
analise funcional e estrutural deste tipo de proteina, e poder comparar com
sequéncias obtidas em outras hemoglobinas embrionérias pertencentes a répteis

Oou nao.
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Anexo |

As figuras suplementares S1 a S13 apresentam os espectros de massa
CID-MS/MS dos ions de peptideos detectados em MS1 para as cadeias de
globinas A, B, C e D de teiu apés hidrélise com tripsina e descritos nas tabelas 7 e
8. Os ions foram selecionados e fragmentados em um espectrémetro de massas
do tipo electrospray triple-quadrupole, mantendo-se fixo a pressdo parcial de gas
argonio de 4 x 10° mBar e energia de colisdo variavel entre 22 e 35 eV,
dependente da resisténcia do peptideo sendo fragmentado.

A interpretagéo do espectro de massa foi realizado utilizando o programa
Biolynx parte do software MassLynx v. 3.3 com ajuste manuais quando
necessario. A seqliéncia de aminoacidos de cada peptideo demonstrados nas
figuras suplementares foi efetuada pela dedugéo entre os espagamentos dos ions-
fragmentos do tipo b e y, que correspondem ao lado N-terminal e C-terminal do
peptideo respectivamente.

Globina Teiu fr-1 nativa, trypsin, POROS, 30ul 60%MeOH, 5% Formic ac, 0.3ml'h

GUSTAVO-TEIL-026 1 (1.024) Cn (Cen 4, 50.00, Ht}, Sm (8G, 2x3.00), Sb (15,10.00 ); 8m (86, 3x3.00) Daughters of 410ES+
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Associated Spectrum Datafile: GUSTAVO-TEIU-026

Mass Window = 0.80 amu, Threshold = 2.00%

Average Mass = 817.9252, Monoisotopic Mass = 817.4228

Residues: 1-7 proposed

N-Terminus = H, C-Terminus = OH

Fragment ions: Monoisotopic/Average (1750) m/z ratios with 1 positive charge(s).

a 72.1

187.1 284.2 383. 644.3 -

b 100.1 215.1 312.1 411. §72.3 -
& 1174 M. a8 e, §89.4 -
i 721 B8O 70:1 72 120.1 101.1
1 2 3 6 7
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7 3 5 2 i

X - 745.3 630.3 533.3 434.2 320.2 173.1
y" - 719.4 604.3 507.3 408.2 294.2 147.1
z - 702.3 587.3 490.3 391.2 277.2 130.1

Figura 81. CID-MS/MS do ion 410 [M+2H"*] da cadeia A
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Globina Teiu fr-1RED&CARBOX, trypsin, POROS, 30ul 60%MeOH, 5% Formic ac, 0.3mlh

GUSTAVO-TEIU-042 1 (1.073) Cn (Cen.4, 50.00, Ht),'Sm (SG, 2x3.00); Sb (15,10.00 ); Sm (3G, 3x3.00)
5

Daughters of 592ES+
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Associated Spectrum Datafile: GUSTAVO-TEIU-042
Mass Window = 0.80 amu, Threshold = 5.00%
Average Mass = 1183.3548, Monoisotopic Mass = 1182.6179
Residues: 1-10 proposed
N-Terminus = H, C-Terminus = OH
Fragment ions: Moneisotopic/Average (1750) miz ratios with 1 positive charge(s).
a 86.1 233.2 361.2 4603 623.3 694.4 781.4 880.5 1009.5 -
b 114.1 261.2 389.2 4B8:3 651.3 722.4 809.4 908.5 1037.5 -
€7 131.1  278.2 4062 505.3  &68.4  739.4 826.4  925.5 1054.5 -
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Ile Phe Gln Wal Tyr Ala Ser Val Glu Lys
10 9 8 7 3 5 4 3 2 g
% - 1096.5 948.5 B2l.4 72253 559.3 4882 40L.2 302l 173l
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£ - 1053.5 906.5 778.4 679.3 516.3 445.2 358.2  259.1  130.1
Figura 82. CID-MS/MS do fon 592 [M+2H"] da cadeia A
Globina Teiu fr-1 nativa, trypsin, POROS, 30ul 60%MeOH, 5% Formic ac, 0.3ml/h
GUSTAVO-TEW-028 1 (1.073) Cn (Cen.4, 50.00, HY); Sm (SG, 2x3.00). Sb (15,10.00 ), Sm ($G, 3x3.00) Daughtlers of 486ES+
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Associated Spectrum Datafile: GUSTAVO-TEIU-028
Mass Window = 0.80 amu, Threshold = 2.00%
Average Mass = 971.1245, Monoisotopic Mass = 970.5236
Residues: 1-8
N-Terminus = H, C-Terminus = OH
Fragment ions: Monoisotopic/Average (1750) m/z ratios with 1 positive charge(s).
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Figura 83. CID-MS&/MS do ion 486 [M+2H"] da cadeia A
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Globina Teiu fr-1 nativa, trypsin, POROS, 30ul 60%MeOH, 5% Formic ac, 0.3ml/h
GUSTAVO-TEIU-030 1 (1.073) Cn (Cen.4, 50.00, H); 3m (3G, 2¢3.00); Sb (15,10.00 ); Sm (SG, 3x3.00)

Daughters of TOBES+
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Associated Spectrum Datafile: GUSTAVO-TEIU-030
Mass Window = 0.80 amu, Threshold = 2.00%
Average Mass = 1410.5773, Monoisotopic Mass = 1409.6874
Residues: 1-12 proposed
N-Terminus = H, C-Terminus = OH
Fragment ions: Monoisotopic/Average (1750) m/z ratios with 1 positive charge(s).
a 120.1 267.1 404.2 533.2 632.3 703.3 £850.4 807.4 1020.5 1107.6€ 1236.8 =
b 148.1 295.1 432.2 Sel.2 660.3 731.3 E7E8.4 935.4 1048.5 1135.5 1264.6 &
c” 165.1 312.2 449.2 578.3 £77.3 T4E. 4 E85.4 852.5 1065.5 1152.6 1281.6 =
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4 - 1246.6 1099.5 962.5 833.4 734.4 §63.3 516.3 455.2 346.2 258.1 130.1
Figura 54. CID-MS&/MS do ion 706 [M+2H"] da cadeia A
Globina Teiu fr-1 nativa, trypsin, POROS, 30ul 60%MeOH, 5% Formic ac, 0.3ml/h
GUSTAVO-TEIU-031 1 (1.073)Cn (Cen 4, 50.00, Ht). Sm (SG, 2x3.00) Sb (15,10.00 ); Sm (SG, 2x3.00) Daughters of 7T91ES+
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Associated Spectrum Datafile: GUSTAVO-TEIU-031
Mass Window = 0.80 amu, Threshold = 2.00%
Average Mass = 1581.7277, Monoisotopic Mass = 1580.7617
Residues: 1-14 proposed
N-Terminus = H, C-Terminus =0OH
Fragment ions: Moneisotopic/Average (1750) miz ratios with 1 positive charge(s).
a 44,0 173.1  336.1  450.2  S47.2  660.3  759.4  922.5 1035.5 1106.6 1235:6 1292:6 1407.7 -
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Figura 55. CID-MS/MS do fon 791 [M+2H"] da cadeia A
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Globina Teiu fr-1 nativa, trypsin, POROS, 30ul 60%MeOH, 5% Formic ac, 0.3mlh
GUSTAVO-TEIU-024 1 (1.017) Cn (Cen 4, 50.00, HY); Sm (3G, 2x2 .00}, Sb (15,10.00 ); Sm (G, 2x3.00)

Daughters of 814ES+
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Associated Spectrum Datafile: GUSTAVO.TERLG34

Mass Window = 0.80 amu, Threshotd = 0.50%

Average Mass - 2438.7086, Monoisotopic Mass = 24372456

Residues: 1.22 proposed

N-Terminus = H. C-Terminus = OH

Fragment kans: Monoisotopic/Average (1750) miz ratios with 1 positive charges).
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Figura 56. CID-MS/MS do ion 814 [M+3H*] da cadeia A
Globina Teiu fr-1RED&CARBOX, trypsin, POROS, 30ul 60%MeOH, §% Formic ac, 0.3ml/h
GUSTAVO-TEIU-046 1 (1.078) Cn (Cen.4, 50.00, Ht). Sm (8G. 2x3.00); Sb (15,10.00 ); Sm (8G, 3x3.00) Daughters of 765ES+
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Associated Spectrum Datafile: GUSTAVO-TEIU-046
Mass Window = 0.80 amu, Threshold = 0.50%
Average Mass = 1528.6727, Monoisotopic Mass = 1527.7365
Residues: 1-13 proposed
H-Terminus = H, C-Terminus = OH
Fragment ions: Monoisotopic/Average (1750) miz ratios with 1 positive charge{s).
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3 2 3 1 5 1 7 g 9 10 % 4 12 13

Phe Phe His Glu Val Gln His Ala Gly Leu Ser Glu Lys

13 12 EE 10 8 g 7 (1 5 4 3 2 23

X - 1407.7 1260.6 1123.5 934.5 £85.4 T6T .4 630.3 5§53.3 502.2 383.2 302.1 173.1
>l - 1381.7 1234.6 1097.6 968.5 £69.4 741.4 604.3 533.3 476.3 363.2 276.2 147.1
z - 1364.7 1217.6 1080.5 951.5 E52.4 T24.4 587.3 S16.3 459.2 346.2 258.1 130.1

Figura 87. CID-M&/MS do ion 765 [M+2H*] da cadeia A
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Globina Teiu fr-2 nativa, trypsin, POROS, 30ul 60%MeOH, 5% Formic ac, 0.3ml/h

GUSTAVO-TEIU-053 1 (1.073) Cn (Cen 4, 50.00, HE): Sm (SG, 243 00); Sb (15,10.00 ). Sm (SG, 3x3.00) Daughters of 504ES+
100 a2 yE _ 1.77e6
185.0 794.6
L b2 y7
% B
85.8 119.9 2131 7236
. ab 2+ ¥5 ¥ ¥9
¥ y2 y'3 4604 4a95 63656 9076
146.9 262 374 3BIZypg N T 54 B48.4 7765 '
sl bbbt l el o L L1, S04 (800 | TRE S8 seee suis s
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Associated Spectrum Datafile: GUSTAVO-TEIU-053
Mass Window = 0.80 amu, Threshold = 1.00%
Average Mass = 1006.1520, Monoisotopic Mass = 1005.5389
Residues: 1-10 proposed
H-Terminus = H, C-Terminus = OH
Fragment ions: Monoisotopic/Average (1750) m/z ratios with 1 positive charge(s).
a 72.1 185.2 256.2 343.2 480.3 547.3 662.3 733.4 g32.4 =
b 100.1 213.2 284.2 37L.2 518.3 575.3 690.3 T61.4 g80.4 =
c B B R 230.2 301.2 388.2 E35.3 582.3 7074 778.4 B77.5 =
i 72.1 B86.1 44.1 0.0 120.1 30.0 BE.0 44,1 72.1 101.1
a3 2 5 4 5 & 3 g a8 10
Val Len Ala Ser Phe Gly Asp Ala Val Lys
10 o & ) & 5. 4 3 2. fou
X = 833.5 820.4 7449.3 662.3 515.2 458.2 343.2 272.2 1731
¥ = 8875 794.4 723.4 636.3 489.3 432.2 317.2 246.2 147.1
I = 890.5 7T 4 706.3 §19.3 472.2 415.2 300.2 229.2 130.1
Figura 58. CID-MS/MS do ion 504 [M+2H*] da cadeia B
Globina Teiu fr-2 nativa, trypsin, POROS, 30ul 60%MeOH, §% Formic ac, 0.3mlh
GUSTAVO-TEIU-054 1 (1.073) Cn (Can.4, 50.00, HI); Sm (SG, 2x3.00); Sb (15,10.00 ), Sm (SG. 3%3 00} Daughters. of 535ES+
100 b2 Y82+ _ 2.08e6
2512 47886 7
s31 B8
yT
T
4 : 8186
H - Y3y ¥E
j09p 1659 3 b3 4084 4eo 7196
‘ 2099 FHigo F N ls178 | se73 Eé’? Py b7 8 ve
; 264 : ; ; 7756 | 8283 922, 1060.7
l.'}.l'ﬂl |l||l Ll LI|! ‘l”'l‘ n!‘ <||‘I llllél Iuﬁ\ ||”\i| .I[| 1} I|I & gIT‘"? Iﬁl?ﬂﬁ‘/
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Associated Spectrum Datafile; GUSTAVO-TEIU-054
Mass Window = 0.80 amu, Threshold = 1.00%
Average Mass = 1068.2259, Monoisotopic Mass = 1067.5658
Residues: 1-9 proposed
N-Terminus = H, C-Terminus = OH
Fragment ions: Monoisotopic/Average (1750) m/z ratios with 1 positive charge(s).
a g86.1 223.1 322.2 437.2 534.3 633.4 T47.4 £94.5 :
b 114.1 251.1 350.2 465.2 562.3 661.4 775.4 922.5 =
"  131.1 268.2 367.2 48%.3 S578.3 6V8.4 TR2.4 939.5 -
i g6.1 110.1 72.1 gg.0 70.1 72.1 7.1 120.1 101.1
1 2 3 4 5 6 7 g 9
Leu His Val Asp Pro Val Asn Phe Lys
9 g 7 § 5 4 3 2 1
X - 9el.5 844.4 745.3 630.3 533.3 434.2 s20.2 173.1
¥ - 55.5 81e.4 719.4 604.3 507.3 408.2 294.2 147.1
i - 938.5 e01.4 702.3 S587.3 490.3 391.2 277.2 130.1

Figura 59. CID-MS/MS do ion 535 [M+2H'] da cadeia B
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Globina Teiu fr-2 nativa, trypsin, POROS, 30ul 60%MeOH, 5% Formic ac, 0.3mlh
GUSTAVO-TEIU-DS7 1 (1.018) Cn (Cen.4. 50 00, Ht). Sm (SG, 2x3.00); Sb (15,10.00 ) Sm (SG. 3x3.00)
5

100:

100

400

Associated Spectrum Datafile: GUSTAVO-TEIU-057

Mass Window = 0.80 amu, Threshold = 1.00%

Average Mass = 1180.2651, Monoisotopic Mass = 1179.5666

Residues: 1-10 proposed

N-Terminus = H, C-Terminus = OH
Fragment ions: Monoisotopic/Average (1750) m/z ratios with 1 positive charge(s).
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Figura 510. CID-M&/MS do ioh 591 [M+2H*] da cadeia B

Globina Teiu fr-2 nativa, trypsin, POROS, 30ul 60%MeOH, 5% Formic ac, 0.3ml/h

GUSTAVC-TEIU-058 1 (1.018) Cn (Cen 4, 50.00, Ht); Sm (SG, 2x3.00); Sb (15,10.00 ); Sm (8G, 3x3.00)
T2%.
4220

100

Residues: 1-10 proposed

200

H-Terminus =H, C-Terminus = OH
Fragment ions: Monoisotopic/Average (1750) m/z ratios with 1 positive charge(s).
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Figura 511. CID-MS/MS do ion 610 [M+2H"]
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Associated Spectrum Datafile: GUSTAVO-TEIU-058
Mass Window = 0.80 amu, Threshold = 5.00%
Average Mass = 1219.3476, Monoisotopic Mass = 1218.5928
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Globina Teiu fr-2 nativa, trypsin, POROS, 30ul 60%MeOH, 5% Formic ac, 0.3mlh

GUSTAVO-TEIL-060 1 (1.018) Cn (Cen.4, 5000, Hty, Sm (SG, 2x3.00), Sb (15.10.00 ); Sm (SG, 3x3.00) Daughters of 722ES+
100544 7225, y8 _  y9 _ 1.86e6
9578 T 10587
¥E
7436
b7 2+ b ¥10
% ¥3 b4 VT 117
3514 3854 856.6
4704
10407
133 a33d Y [resa0 12406 12966 1371114329
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Associated Spectrum Datafile: GUSTAVO-TEIU-060
Mass Window = 0.80 amu, Threshoid = 5.00%
Average Mass = 1442.6666, Monoisotopic Mass = 14417936
Residues: 1-13 proposed
N-Terminus = H, C-Terminus = OH
Fr: ions: Monoi sic/Average (1750) miz ratios with 1 positive charge{s).
a 72.1  129.1 244.1 357.2 458.3 559.3 672.4 B28.5 927.6 1064.6 1211.7 1268.7 -
b 100.1 157.1 272.1 385.2 486.2 587.3 700.4 B856.5 955.5 1092.6 1239.7 1296.7 -
€*  117.1 174.1 289.1 402.2 503.3 604.3 T17.4 B73.5 972.6 1109.6 1256.7 1313.7 -
i 72.1 30.0 88.0 86.1 74.1 74.1 86.1 129.1 72.1  110.1  128.1 0.0 101.1
1 2 3 4 5 6 7 8 3 10 11 12 13
Val Gly Asp Len Thr Thr Len Arg Val His Phe Gly Lys
13 12 11 10 ] 8 7 & 5 4 3 2 1
x - 1369.7 1312.7 1197.7 10B4.8 983.5 BB2.5 769.4 6€13.3 514.2 277.2 230.1 173.1
L 8 - 1343.7 1286.7 1171.7 1058.6 957.6 856.5 743.4 587.3 488.3 351.2 204.1 147.1
z - 1326.7 1269.7 1154.7 1041.8 940.5 £39.5 726.4 570.3 471.2 334.2 187.1  130.1
Figura 512. CID-M5/MS do ion 722 [M+2H*] da cadeia B
Globina Teiu fr-2 nativa, trypsin, POROS, 30ul 60%MeOH, 5% Formic ac, 0.3ml/h
GUSTAVO-TEIU-0B3 1 (1.019) Cn (Cen 4, 50.00, Ht): Sm (SG. 2x3 00} Sb (15,10.00 ). Sm (3G, 3x3.00) Daughters of 835ES+
100 a2 _ y10 _ 1.14e6
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Associated Spectrum Datafile: GUSTAVO-TEIU-063

Kass Window = 0.80 amu, Threshoid = 3.00%

Average Mass = 1668.9824, Monoisotopic Mass = 1667.9505

Residues: 1-16 proposed

N-Terminus =H, C-Terminus = OH

Fragment ions: MonoisotopiciAverage (1750) miz ratios with 1 positive charge(s).

a B6.1 199.2 256.2 371.2 470.3 583.4 #B84.4 7E5.5 BO9E.6 1011.6 10B2.7 1153.7 1290.B 1437.8 1494.9 -
b 114.1 227.2 Z84.2 §99.2 498.3 Bil.4  712.4 813.5 926.5 1089.6 1110.7 118L.7 1318.8 1465.3 1322.9 =
C 131.1 244.2 301.2° 4le.2 515.3 €28.4 7294 E3.5 943.6 1056.7 1127.7 1198.T7 -1335.8 1482.9 1539.9 =
i 86.1 86.1 30.0 gg.0 T2.1 86.1 74.1 4.1 86.1 26.1 44.1 44.1 110.1 120.1 300 101.1
1 2 3 4 5 & T & 9 10 i1 12 13 14 5 16

Len Lew Gly Asp Val Leu Thr Thr Leun Ile Ala Ala His FPhe Gly Lys

16 15 14 13 1 11 10 2 8 &) 6 g 4 3 2 1

x - 15€1.9 14%8.8 1411.8 1296.T7 1197.7 10e84.6 983.5 BE2.5 7604 6563 5B5.3 514.2 3TT.2 230.1 173:1
¥y - 1555.9 .1442.8 1385.8 1270.7 1171.7 1058.6 957.5 B56.5 T43.4 630.3 559.3 488.3 351.2 204.1 147.1
z - 1538.9 1425.8 136B.8 1253.7 1154.7 1041.6 940.5 B39.5 T26.4 613.3 542.3 471.2 334.2 187.1 130.1

Figura 513. CID-MS/MS do ion 835 [M+2H"'] da cadeia B
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