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RESUMO

Foram vrealizados estudos funcionais das hemoglobinas de cinco
espécies de serpentes com o objetivo de verificar a exist®ncia ou n%o do
fentmeno de transic¥o molecular oxidimero-desoxitetr3mero descrito na
hemoglobina de Liophis miliaris®. As espécies de ofidios selecionadas
para este trabalho vrepresentam diferentes habitats e comportamentos,
sendo quatro delas achadas na nossa fauna (Crotalus durissus terrificus,
Bothrops alternatus, Oxyrhopus trigeminus guibei e Mastigodryas bifossa-
tus) e uma no sudeste asiatico (Acrochordus ‘javanicus). Os hemolisados
analisados por isoeletrofocalizac¥o mostraram a existencia de pelo wmenos
dois componentes principais em todas as espécies, o que foi corroborado
pela determinagd® do nimero de globinas. O ponto isoelétrico das hemo-
globinas é elevado (pI¥8).

As propriedades funcionais dos hemolisados das espécies brasileiras
coincidem em linhas gerais com o padrXo descrito para a hemoglobina de
L. miliaris, o que.pode ser resumido como segues i) o efeito Bohr alcali-
no na auséncia de ATF é menor do que o medido em hemoglobina humana Aj
ii) a ligac2o de 0= nas mesmas condigWes mostrou baixa cooperatividade
dependente do pH, tornando-se n2o cooperativa (nso=1) em pH elevado; iii)
na presenca de ATP as propriedades funcionais mudaram significativamente,
diminuindo consideravelmente a afinidade por 0= e aumentando tanto o
efeito Bohr quanto a cooperatividade; iv) a afinidade por 0: permaneceu
sensivelmente maior ainda em pH elevado. 0 hemolisado da serpente
aqudtica A. javanicus, por outro lado, na austncia de ATF, mostrou maior
afinidade pelo 0z, maior cooperatividade (que também mostra dependéncia
do pH) e um efeito Bohr de -0,46. Na presenga do efetor a afinidade por
0~ é maior do que nas espécies brasileiras, e em pH abaixo de 7,0 a
cooperatividade é menor do que na auséncia de ATP.

A elevacdo da temperatura dos equilibrios com 0= de 20 para 30%C
mostrou, do ponto de vista da variagdo da entalpia, uma menor sensibili-
dade do hemolisado na presenga de ATP, particularmente nas espécies
brasileiras (euritérmicas).

Experiéncias de cinética rapida (dissociagXo de 0=, combinagXo com
€0 e recombinacdo com CO apbs fotblise) mostraram a presenga de signifi-
cativa proporgdo de espécies moleculares compativeis com dimeros em todos
os hemolisados. A existéncia de formas tetraméricas e diméricas em
transic¥ molecular tem também como apoio evidéncias obtidas em ultracen-
tri fuga anali tica, por filtrac%o em gel e por estimativas de parametros
do modelo MWC.

Entre as hemoglobinas de vertebrados a transic2 dimero- tetramero
achada em of{dios parece, assim, constituir um elo na evolug¥o desde as
formas primitivas monoméricas até as superiores tetraméricas. Tal fentme-
no parece estar presente tanto em of{dios considerados primitivos como B.
constrictor (FOCESI et al., 1992) e A._javanicus, quanto nas espécies
mais evoluidas, representando possivelmente uma vantagem fisiolbgica para
esses animais.

1 MATSUURA et al., Comp. Biochem. Physiol. 86A, 683-687, 1987.



ABSTRACT

The present work represents functional studies performed on the
hemoglobins from five snake species with the purpose of verifying the
presence or not of the molecular transition phenomenon between oxydimers
and deoxytetramers described in Liophis miliaris®. The snake species
selected represent different habitats and behaviors. Four of them are
commonly found in Brazil (Crotalus durissus terrificus, Bothrops alter-
natus, Oxyrhopus trigeminus guibei and Mastiqodryas bifossatus) and the
other one is from the southeast of Asia (Acrochordus javanicus). The
analysis of the hemolysates by isoelectric focusing showed the existence
of at least two maior components for all the species, what was verified
by the determination of the number of globin chains. The isoelectric
point of these hemoglobins is high (pI>8).

The functional properties of the hemolysates of the brazilian
species are similar to those described for L. miliaris Hb, and could be
summarized as follows: i) the alkaline Rohr effect in the absence of ATP
is lower than in human hemoglobin A; ii) O binding in the same condi-
tions showed low cooperativity that is pH dependent, becoming non-coaper-
ative (neso=1) on higher pH values;y iii) in the presence of ATP large
changes are observed in the functional properties, decreasing signifi-
cantly the O-~affinity and increasing both the Rohr Effect and the
cooperativity; iv) the Oz-affinity in the presence of ATP remained
considerably higher even at high pH. On the other side, A. javanicus’
hemolysate in the absence of ATP presented higher O0O=-affinity (also pH
dependent) and a Bohr effect of -0.446. 1In the presence of the effector
the Ox-affinity is still higher than for the brazilian species, and at pR
less than 7.5 the cooperativity was lower than in the absence of ATP.

An increase of the temperature of O-—-equilibria from 20 to 302C
showed, from the standpoint of enthalpy change, a lower sensitivity of
the hemolysates in the presence of ATP, especially for the brazilian
species (eurythermals).

Rapid kinetics experiments (0O»-dissociation, CO-combination and
CO-recombination after flash photolysis) showed for all the hemolysates
the presence of significant proportion of molecular species compatible
with dimers. The existence of tetrameric and dimeric forms in molecular
transition has also support obtained with analytical ultracentrifuge, gel
filtration and by estimatives of the parameters of the MWC model.

Snake hemoglobins seem to constitute, among vertebrates, an inter-
mediate stage on the evolution between the primitive monomeric forms and
the evolved tetrameric proteins. This phenomenon appears to be present
in ophidia considered as primitive like B. constrictor (FOCESI et al.,
1992) and A. javanicus, as well as in the evolved species, maybe repre-
senting a physiological advantage for those animals.

2 MATSUURA et al., Comp. Biochem. Fhysiol. B86A, 683-687, 1987.
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I - INTRODUCRO

i) Hemoglobina: estrutura fundamentél

A hemoglobina é o pigmento respiratdbrio mais importante
e de maior distribuic3o na natureza. Sua func8o primordial é
oAtrénsporte de oxigénio (0z) e gas carbdnico (COz) entre os
" meios ambiente e interno tanto em vertebrados gquanto em
invertebrados (moluscos, artrdpodes, anelfdeos). A hemoglobi-
na pode, ainda, ser encontrada em vegetais (leguminosas,
alfafa), e em microorganismos como fungos (leveduras), protoQ
zoarios (Paramecium, Tetrahymena) e bactérias, tendo sido
propostas varias hipbteses para a sua func8o nesses organis-
mos (SCHMIDT-NIELSEN, 1975;° RIGGS, 199l1a). Segundo LANDSMANN
et al. (1986) os genes de globina podem estar amplamente
distribuidos em plantas mais evoluidas, e possivelmente
tenham sido derivados de um ancestral comum entre animais e
vegetais. As hemoglobinas, independentemente de sua origem,
possuem subunidades de estrutura semelhante & mioglobina, o
reservgtbrio de oxigénio dos musculos. Em invertebrados ha
tanto hemoglobinas que possuem elevado peso molecular de
varios milh8es de daltons (com até 100 subunidades de globi-
na) quanto hemoglobinas de baixo peso molecular, em quatro
padr8es basicos propostos por VINOGRADOV (1985). As hemoglo-
binas de vertebrados em geral s8c tetraméricas, com duas

cadeias alfa (e¢) e duas beta (8) com peso molecular em torno



De acordo com HOCHACHKA et al. (1973), n&%o had melhor
exemplo de adaptac&c biogqudmica ao ambiente do que a hemo-
globina de vertebrados, a qual tem servido de modelo para o
estudo de protefnas alostéricas em geral e tem sido deno-
minada "enzima honoraria”. Esta denominac8o baseia-se,
segundo RIGGS (1991b), na auséncia de atividade catalftica
por um lado e por &a molécula possuir todas as propriedades
esperadas: para uma protef na regulatdbria por outro (cabe aqui
observar que a hemoglobina apresenta algumas atividades
catalf ticas, peio menos Iin vitro).

Didaticamente a molécula de hemoglobina possui além da
parte protéica (globina) um grupo prostético constipuido de
protoporfirina IX ligada a Fe2+. Para melhof enfocar o pro-
blema discutiremos resumidamente estes aspectos.

A porc8o protéica é a responsavel pelas diferencas
observadas nas propriedades funcionais das diversas hemoglo-
binas, em func&o da composicdo de aminoadcidos. Segundo PERUTZ
(1979) em hemoglobina de Ascaris tem se encontrado a maior
afinidade por oxigénio, enquanto que em algumas hemoglobinas
de peixes em pH baixo teriam sido registradas as menores
afinidades pelo gas, com uma variac8o entre elas de 250 mil
vezes.

De forma geral, a protefina presente em vertebrados é

constituida de quatro cadeias de globina: duas &« e duas 8

identicas entre si (fig. 1). As cadeias &@ e B diferem na



‘Béqﬁencia priméria e no numero de reéiduos; em geral as alfa
possuem 141 enquanto as beta 146 aminoBcidos.. EATON (1880)
divide os resf duos de hemoglobina do ponto de vista funcional
em cinco categorias: a) resf duos que formam uma fenda hidro-
fbbica para o heme, a qual evita a oxidacBo do atomo de
fepro de FeZ+ para Fe3+ (estes resfduos também transmitem

mudancas estruturais causadas pela oxigenac8o ou desoxige-

Xa 32

ALPHA:

Figura 1 Molécula de hemoglobina mostrando as quatro
globinas (2 &« e 2 B), e o8 contatos interdiméricos e¢i181
e ¢182 (PERUTZ, 1978).



nacéo do heme para o contato «ifiz, b) resi duos da interface
a€1P3=2, c) aminoﬁcidqs no contato @iBi, d) resfduos da cadeia
beta envolvidos na ligaclo de fosfato, e e) aminofacidos que
participam do efeito Bohr (efeito do pH sobre a afinidade por
oxigénio, a ser discutido no 1 tem seguinte).

As globinas @¢. e B 8&%o constituidas de sete e oito
segmentos helicoidais respectivamente, denominados com as
letras A até H, e os resf duos recebem um ntimero de acordo com
a sua posic3o em relagdo ao grupo N terminal. Existem também
segmentos n&8o helicoidais que s&o denominados NA (correspon-
dentes aos resfduos N terminal), AB, CD,’até GH e HC (para a
carboxila terminal) (PERUTZ, 1979).

Quanto ao seu grupo prostético podemos esclarecer que as
porfirinas té&m a capacidade de se combinar com {ons meta-
licos. No caso da hemoglobina o &tomo & ferro como vimos, o
qual liga-se simultaneamente a quatro nitrogénios pirrdlicos
que o mantém no plano do heme F(Fig. 2). As duas valéncias
restantes est@o situadas uma de cada lado do plano do heme.
A gquinta posicBo de coordenacdo do heme conecta-se- com a
globina através da histidina proximal (F8). A sexta valéncia
liga uma molécula de oxigénio (0z) que por sua vez interage
com um outro resfduo de histidina chamado distal (E7).

o) atomo de ferro do nficleo do heme se mantém no estado
ferroso (Fe<+) durante os processos de oxigenac8o e desoxige-
nac8o, devendo permanecer nessa condic8o para apresentar suas

proprriedades funcionais. A oxidac@o do ferro (Fe2+ -> Fe3+)



produz

realizar a oxigenacsg de

a chamada metemoglobina

(Hb+ ou Met-Hb),

&
forma reversivel.

incapaz de_

Na hemacia, um
sistema enzimdtico reduz é pequena quantidade de Met-Hb que é

formada in vive para a forma ferrosa.

O
o—cP= E ‘:?-—o
) o
\ heme
Fe His F8

‘Figura 2 NUcleo heme mostrando os contatos com
os reefduos mails importantes citados no texto
(RIGGS, 1891b).

No estado ferroso a hemoglobina pode ligar 0=z, CO e NO.

Os derivados correspondentes 83p denominados de oxiemoglobi-

na, carboxiemoglobina e

nitrosoemoglobina respectivamente.

~ Quando oxidada, a Hb pode combinar-se com VBrios 4&nions:



cianeto (CN—-), azidsa (Nfs), tiocianato (SCN—), fluoreto (F—),

H=S, OH—-, etc.
i1i) Propriedades funcionais

A funcdo fundamental da hemoglobina como dissemos & o
transporte de oxigénio nos animais das superf[cies deAtrocas
' gasosas até os tecidos segundo a seguinte reacBo reversfvel:
a 2B2(heme) + 402 == e=@=(heme-0z2)a
desoxiemoglobina = oxiemoglobina
A ‘curva de saturac8oc da hemoglobina tetramérica de
vertebradosl & sigmoidal, o que permite sua saturacdo por Oz
quase completa a nfvel pulmonar, e facilita §ua liberac&o em
valores de tens#o de ghs encontrados aos nfveis teciduais
(Fig. 3). Este comportamento sigmoidal demonstra, ainda, a
existéncia de interac8o ou cooperatividade entre - as subu-
nidades durante a. interac8oc com o Oz. Esta cooperatividade
advém de mudancas conformacionais entre duvas formas da mesma
espécie molecular com diferente afinidade pelo Oz, isto €,
a desoexi e oxiemoglobina. A medida da cooperatividade é
expressa por uma unidade empd{rica calculada por Hill na
seguinte equaclo:
Y = K.pO2» / (1 + K.pO2n)

onde "Y" é a saturac8o fracional com Oz, “K”" & a constante

1 Algumas Hbs tetraméricas de invertebrados parecem né&gp
apresentar cooperatividade (Garey et al., 1984).

6



de equilfbrio representando a afinidade pelo gbg, “pOz2" é a

pressdo parcial de Oz (em mm Hg) e "n” é o chamado "coefi-

ciente de Hill". Na ausé&ncia de interacdo 6u cooperatividade

entre as subunidades "n" assume o valor de 1, como é o caso

da mioglobina ou de hemoglobinas diméricas2, cuja curva de

VENOUS ARTERIAL
PPE'SSURE PRESS;JRE

<~ MYOGLOBIN

=~ Hb

“
o

%saturation

50 100

O, Tension (mnmHg)

Pso Myoglobin Pso Hb

Figura 3 Curvas de saturac8,; da hemo-

globina e da mioglobina mostrando a
forma diferente decorrente da coopera-
’ c8o entre as subunidades (HOCHACHKA et

al., 1973).

oxigenac80 (saturac8o versus a press8o parcial de

hiperbolica (Fig. 3).

O0=z) é

O outro parémetro que caracteriza o comportamento fun-

2 Existem excecBes em Hbs diméricas de invertebrados,

cujos

estudos mostram ligac8io cooperativa decorrentes de particularida-

des estruturais (Royer et al., 1985; Tyree et al., 1987).
7
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cional da hemoglobina é o "Pso”, Qque corresponde & press8o
parcial de oxigénio necessaria para saturar 50 %X dos sftios
de ligacB8o0 (hemes), equivalente a "Km"” (constante de Micha-
elis), usada para enzimas. O Pso é usado na pratica como
medida da afinidade da Hb por oxigénio, com a ressalva evi-
dente de que 0 Ppso é. inversamente proporcional & atividade;
quanto maior for o .valor de Pso, menor serd a afinidade da
hemoglobina pelo O=z. Ambos os parametros podem ser calculados
a partir do "Grafico de Hill", gque é a representac8o grafica
de uma curva de oxigenac#io onde cada ponto representa um par
"log Y/(1-Y)" versus "log pO=2" (Fig. 4). "Y" e "pOz2" tém o
mesmo significado antes descrito. A figura também mostra
graficamente como 880 feitos os calculos dos valores da
tangente "'n” da curva, a que deve ser calculada em torno de
50 % de saturac8io (LEVITZKI, 18978). Nessa condic@o log
(Y/(1-Y))=0 e "Pso” é a pressdo parcial de Oz correspondente.
A cooperatividade neste trabalho serad representada por "nso".

Evolutivamente, a hemoglobina adquiriu a capacidade de
receber e responder a estimulos do seu ambiente, tais como
COz, pplifosfatos orgénicos, protons, etc. Estas propriedades
fizeram aumentar sua efichcia no transporte de oxigénio pela
interac8o da hemoglobina com o seu microambiente (o interior
do eritrbcito). As diferencas estruturais entre hemhcias com
aparelhagem celular completa e as de mami feros, possibilitam,

4s primeiras maior capacidade para a regulacioc do suprimento

de oxigénio para o8 tecldos, através da interac8o com o=s



metab®dlitos intracelulares. Os moduladores tém em geral
afinidade preferencial pelo estado desoxigenado ou "tenso” da
hemoglobina chamado “estado T" (de acordo com o modelo de
Monod et al., 1965), e a sua ligac8%o confere uma maior esta-
bilidade a esta forma, o que dificulta a passagem pard o)

estado "relaxado” ou oxigenado (estado R).

p(mm Hg)
0.l \ 10 100 1000
L] T L)
|
3 | 499.9
I
|
|
2 | {99
|
|
!
= | 190
5 I >
= o
E o
o 0 1%°
k<]
-1 410
|
-2} | 41
|
L kP
_3 1 ,! !/I L °.|
-1 o ' 2 3
tog p0>

Figura 4 Gr&fico de Hill (log [Y/(1-Y)]
vse. log POz) mostrando como s8o deter-

minados o “log Pso” e a cooperatividade
"nso” (IMAI, 1981).



Agindo dessa forma, oe moduladores ou “efetores hetero-
tropicos” diminuem a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio
(moduladores negativos). Estas substancias sﬁov capazes de
modificar o comportamento funcional da hemoglqbina por se
ligarem a sftios que n&o o heme. Os polifosfatos orgénicqs,
protons, cloreto, bicarbonato, uréia, s8o exemplos de efeto-
res heterotr6picos. Recentes pesquisas apontam, ainda, para o
efeito da Bgua de solvatac8o na regulac8o alostérica (COLOMBO
et al., 1992).

Dependendo do grupo animal, diferentes moduladores foram
selecionados evolutivamente: 2,3-DPG em mamf feros, IHP em
aves e ATP em vertebrados ectotérmicos, constituem os princi-
pais. Dentro do iltimo grupo, temos ainda outros efetores:
guanosina trifosfato (GTP), 2,3-DPG, inositol pentafosfato
(IPP), etc. (BARTLETT, 1980; PERUTZ, 1884). Entre os peixes
parece existir uma relac8o entre as condi¢des habituais de
oxigenac®o da agua e o tipo de nucleotfdeo trifosfato (NTP)
predominante em seus eritrbcitos (WEBER et al., 1888). Em
crocodilos a modulac3o & feita pelo fon bicarbonato (JELKMANN
et al., 1980; BAUER et al., 1981; PERUTZ et al., 1881),
enquanto que em Sgqualus acanthias (tubar8o) ¢é feita pela
uréia, que age como modulador positivo (WEBER et al., 1988).

A selecB80 de diferentes agentes moduladores se enquadra
dentro das adaptacles qualitativas exploradas por animais.
ectotérmicos (WEBER et al., 1988). Outras formas de adap-

tac8io incluem:

10



- variagbes na concentracdo de hemogiobina na hemacia,

- varia¢®es do hematbdcrito,

- concentrac8o de metemoglobina na hemacia {embora GRUCA
et. al., 1980, questionem os altos valores de Hb+ achados em
répteis considerados saudaveis),

- nbmero de grupos sulfidrf licos,

- existéncia de isoemoglobinas, etc.

Em termos moleculares ha, ainda, maiores possibilidades
adaptativas, envolvendo mecanismos de associac8o-dissociacéo
em diversas escalas:

- hemoglobina monomérica (forma oxigenada) em lampréia
(BRIEHL, 1963),

~ existéncia de dimeros e tetr@meros na hemoglobina
adulta de Sgua ant in wvitro (apbs tratamento com
B-mercaptoetanol 0,1 M) (FYHN et al., 1975),

- agregac8o de tetrameros em hemoglobina desoxigenada de
Rana catesbeiana (ARAKI et al., 1974; TAM et al., 1983),

- transicBo dimero-tetrémero na serpente semiaqubtica
Liophis miliaris (MATSUURA et al.,-1987) bem como em outros
off dige (BONILLA et al., 1982; FOCESI et al., 1992).

0 efeito especifico da diminuic8c da afinidade por
oxigénio produzido pela ligaca@o de prbotons denomina-se “Efei-
to Bohr”. Fisiologicamente é de grande importéncia, uma vez
que em condi¢des de acidez facilita a liberacdo de Oz para os
tecidos. A forma mais simples de calcular este efeito foi

proposta por WYMAN (1964):
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AH+* = - @ log Peso / © pH = (H*HbOz - H+Hb)

e correlaciona a afinidade por oxigenio com o numero de
protons H* trocados por heme com o solvente durante a oxigé—
nacao (a hemoglobina libera prdtons quando se oxigena) segun-
do a seguinte reac3o:
Hb + Oz #= HbO=2 + H+

H+HbOz2 e H+Hb indicah 6 ntimero de prdtons ligados a oxi e
desoxiemoglobina respectivamente, em termos de equivalentes
por heme. WYMAN (1964) descreveu o processo como sendo devido
a mudancas nas constantes de ionizac%o de determinados grupos
da hemoglobina durante o processo de oxigenac8o. Qualquer
grupo da hemoglobina que muda o seu pK entre os estados
oxligenado e desoxigenado participa do efeito Bohr, n8&o tendo,
necessariamente, uma contribuic80 particularménte especi fica
para o efeito observado (BUSCH et al., 1980). Essas alte-
racdes ocorreriam gracas as cargas eletrosthticas desses
BRrupos, devido As mudancas conformacionais da hemoglobina
(BUCCI et al., 18985).

A ligac8o de polifosfatos 4 desoxiemoglobina ocorre na
cavidagde central entre as cadeias B, envolvendo na hemoglo-
bina humana (que liga 2,3-DPG) o8 e¢-amino grupos da valina @
1, o8 1imidazb6is das histidinaes 8 2 e o e¢-amino grupo da
lisina 882 (BUSCH et al., 1990). Em peixes telebsteos os
resf duos que participariam da ligac8o de ATP apresentam
algumas modificacBes (PERUTZ et al., 1982).

A hemoglobina também participa do transporte de COz dos
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tecidos para o8 pulmBes e do equilibrio écido¥bésico do
sangue. O transporte de anidrido carbbnico, além do mecanismo
claesico de tamponamento da hemoglobina, ocorre também por
sua combinac8o com grupos @ -amino n8o carregados da hemoglo-
bina, formando carbaminoemoglobina. A reac8o global mostra
que a combinacdo do .COz & hemoglobina d&-se da seguinte
forma:
Hb-NHz = Hb-NHz + H+
Hb-NHz + COz = Hb-NHCOO—- + H+

Aproximadamente 0,15 moles de COz combinam-se por heme &
oxiemoglobina e 0,40 & desoxiemoglobina (RIGGS, 1972). A
ligac%o do COz aos grupos €-amino das cadeias @ diminui o
efeito Bohr como demonstrado por KILMARTIN et al. (1969)
porque ocorre liberacBo de prbtons, como mostrado no esquema
acima. A combinac&o do COz por este mecanismo & hemoglobina e
outras proteinas do sangue é responsvel por uma parte subs-
tancial, embora n8o a principal, do transporte desse composto

(RIGGS, 1972; HOAR, 1983).

iji - Modelos tedricos

A existéncia de dois estados com diferentes afinidades
em relacBo ao ligante Oz na mesma espécie molecular tem
levado os autores a proporem modelos que Justificassem este
comportamento, desde longa data. Entre os diversos modelos

propostos o8 de ADAIR (1925), de MONOD, WYMAN e CHANGEUX ou
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‘MWC (1865) e o de Koshland-Némethy-Filmer ou KNF (1866) s&o
os mais universalment¢ aceitos para & hemoglobina e até o
presente 830 usados como ferramenta tebGrica para explicar
efeitos alostéricos de varias proteinas (IMAI, 1973; LEVITZ-
KI, 1978; CHIEN et al., 1980; WEBER et al., 1987; JENSEN et
al., 1987; SODE, 1881). O primeiro modelo concebe o processo
de oxigenacso em passos éohsecutivos entre a desoxi e a
oxiemoglobina. O modelo MWC, por outro lado, é o que parece
ser mals aceito, e postula a existéncia de duas formas mole-
culares em equilfbrio: uma tensa "T" com baixa afinidade
pelo Oz e outra relaxada "R" de elevada afinidade pelo gas.
A oxigenac8o deslocaria o equilibrio T = R no sentido da
forma "R", enquanto gue a ac3o dos efetores alostéricos em
geral ocorreria pelo deslocamento do equilibrio nsé sentido
inverso, estabilizando a forma "T". O modelo KNF propde a
existéncia de apenas uma conformagdo no estado n8o ligado,
com inducdo de mudancas estruturais pelo ligante.

Entretanto, a existéncia de apenas 2 estados tem se
revelado insuficiente & 1luz dos conhecimentos atuais, e
divers¢s pesquisadores tém tentado propor modelos baseados no
MWC e no KNF que incluiriam pelo menos mais um estado com

propriedades intermediarias (ACKERS, 1990; RIGGS, 1991b).

iv - Hemoglobina sob o ponto de vista genético e evolu-
tivo

As globinas constituem claros exemplos de evolucspo por
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duplicac8o génica e evolucdo divergente, e o passo fundamen-
tal para o aparecimento de heterotetrBmeros (constituidos por
dois tipos de globihas) fol a duplicac8io que originou os
genes que codificam as cadeias e e @, passo este da maior
import&ncia para o desenvolvimento de hemoglobinas capazes de
suprir as necessidades fisiolbgicas de animais de grande
porte e talvez para a conquista do ambiente terrestre (THOMP-
SON, 1980). Segundo LI (1983) e ZUCKERKANDL (1965) o controle
de hemoglobinas por genes duplicados facilitaria o refinamen-
to da func8o protéica, uma vez que cada gene se encontraria
sujeito a diferentes mutac8es. |

Concomitantemente, a evoluc&o implicou na diminuic8@o do
peso molecular das hemoglobinas e no seu confinamento no
interior-de eritrbcitos (SNYDER, 1977).

A evoluc8o de hemoglobinas de invertebrados teria envol-
vido, de acordo com RIGGS (1981b): a) duplicac8o génica, b)
obtenc8o da seqliéncia necessérié para a secrecdo de hemoglo-
binas extracelulares, ¢) mutacdes resultantes em substitui-
cles, delecdes e insercdes, e d) perda de éxons. EATON- (1980)
propds, que a evolucBo verificada em vertebrados desde as
hemoglobinas monoméricas até as tetraméricas teria ocorrido
pela seguinte série de eventos: a) duplicacBo génica dando
origem as globinas & e B primitivas, b) mutacdes que origina-

riam o ddmero €182 capaz de ligar o oxigénio cooperativamen-
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te3 (transic&o oximonémero-desoxidimero), c¢) evolucBo do
contato @1Bi1, o que permitiria o aumento da cooperatividade,
e d) desenvolvimento dos resf duos responsaveis pelo efeito
Bohr e ligac3o de fosfatos e de outros anions.

Em termos moleculares, o gene de globina (estudado em
rato) possui trés &xons e dois introns. Esta estrutura esth
presente em todos os genes de vertebrados e no gené do oligo-

queto Lumbricus terrestrig. Os genes de globina do inseto

Chironomus, por ' outro lado, n8o apresentam introns (RIGGS,

1991a). O &xon central codifica os resf duos correspondentes a
ligacéo da protefna com o nficleo heme, bem como a gquase todos
o8 contatos interdiméricos g 182. O terceiro &xon & responsa-
vel pelos amino&cidos dos contatos @181 (enpre as cadeias ¢ e
3 de cada dimero) é, Juntamente com o primeiro, codifica a
maioria dos resf duos envolvidos com o efeito Bohr e & ligac#o
do 2,3-difosfoglicerato (BLAKE, 1983).

Na perspectiva de separar os diferentes dominios na
molécula de hemoprotefnas, CRAIK et al. (1981) e DE SANCTIS
et al. (1986) através de aclo enzimatica sobre a apoemoglobi-
na e apomioglobina respectivamente, conseguiram isolar o
fragmento correspondente aproximadamente ao &xon central.
Este apresenta propriedades de ligac& do nlcleo heme e
possul propriedades funcionais semelhantes &4s da proteina

nativa.

3 A cooperatividade advém neste caso da transic8p entre as
formas moleculares monoméricas e diméricas.
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Os trabalhos de ARGOS et al. (1979), mostrando a analo—
gla existente em relactio ao é&xon central de .globinas e dos
cltocromoe be e 0551, sugerem que estas moléculas possam
derivar de uma hemoprotefina primitiva codificada pelo seg-

mento citado.
v — Hemoglobinas de ofidios

As serpentes (Reptilia, Squamata) constituem um grupo
numeroso de grande interesse para o estudo das relacBes entre
fisiologia e meio ambiente, uma vez qué, sem abandonar um
padr&o morfologico comum, as diferentes espécies de offdios
conquistaram os mais diversos ambientes terrestres e aqudti-
cos exibindo grande variedade de comportamentos. De acordo
com BELLAIRS (1870) os off dios tiveram uma radiac8o adaptati-
va bem sucedida, se comparada com a de outros grupos animais
que adotaram um . padr3o corporal semelhante (como alguns
lagartos, amfibios &podes ou as enguias) e que no entanto
vivem restritos a certos habitats. -

As serpentes tém mostrado a existéncia de hemoglobinas
mbltiplas, fato comum em muitos outros grupos animais e que
origina-se de genes alélicos e n8o alélicos (THOMPSON, 1980).
As hemoglobinas de off dios tém sido objeto de diversos estu-
dos tanto do ponto de vista de suas propriedades funcionais
(SULLIVAN, 1967; SCHWANTES, 1972; DUGUET et al., 1975; MACMA-
HON et al., 1975; FOCESI et al., 1980; SEYMOUR et al., 1981;
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BIRCHARD et al., 1984§ FRIEDMAN et al., 1985; MATSUURA et
al., 1987; ©SODE, 1991; FOCESI et al., 1992) quanto da sua
estrutura primadria (DUGUET et al., 1974; NAQVI et al.,
1987; MATSUURA et al., 1989; ISLAM et al., 1890).

Os estudos preliminares da hemoglobina da serpente
semi-aquatica Liophis miliaris (OGO et al., 1979; MATSUURA et
al., 1980) mostraram as seguintes caracteristicés: a) alta
afinidade por oxigénio e valores baixos de cooperatividade na
auséncia de ATP gque diminuiam com o pH até se tornarem iguais
a 1; b) baixo efeito Bohr; c) alteracdes significativas tanto
da afinidade por oxigénio gquanto da cooperatividade e do
efeito Bohr na presenca de concentrac3o saturante de ATP; d)
comportamento cromatografico e eletroforético particular.

A partir de estudos de cromatografia de filtrac&o em gel
(MATSUURA et al., 1987) foi determinado que: a) a forma
oxigenada isenta de fosfatos apresentava volume de eluicéao
compati vel com dimeros de hemoglobina humana (PM = 32.000
daltons), e b) a forma desoxigenada na presenca de IHP 1 mM
era eluida em volume compatfvel com o tetr@mero da mesma
hemoglobina (PM = 64.000 daltons). A partir destes achados,
que corroboravam o8 estudos funcionais, foil proposto que
ocorreria a transic@o entre duas formas moleculares da hemo-
globina desta serpente.

Os mecanismos alternativos propostos para a transiclo
di mero-tetr8mero foram dois:

I)
2(aB) + ATP = ¢>B>T-ATP
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&2B2T-ATP + Oz #= &2B2R-0z2 + ATP

e 2B32R-0z = 2( &)

1I)
2(af) = a2B2T

e efB2T + Oz == 2(a3)-02

As interessantes propriedades desta hemoglobina justifi-
caram a determinac8o da sua seqiiéncia primaria (MATSUURA et
al., 1988). Foi determinado ainda gque o hemolisado de Liophis
miliarig possui quatro cadeias de globina diferentes entre si
em iguais propor¢Bes: 2 tipoe e 2 tipo B. A seqliéncia de
aminoacidos de duas dessas globinas (uma de cada tipo) mos-
trou, entre outras, duas modificacBes significativas na
interface interdimérica € i18=z. Os resfduos de acido glutémico
das cadeias B:Glu-B101(G3) e Glu-B43(CD2) se encontram subs-
tituldos por Valina e Treonina, respectivamente, o qﬁe leva-
ria, de acordo com os autores, a uma diminuic@o da atrac8o
eletrostatica por substituic@o de duas cargas negativas e
poderia explicar a maior tendéncia & dissociacg@o do tetrémero
desta hemoglobina. O #@&cido glutédmico B101 est& envolvido na
estabilizac30 do tetrémero de Hb por relacionar-se com o
reef duo « 94Asp e «a96Val na desoxi e com a «94Asp na oxiemo-
globina (McDONALD et al., 1985). A cadeia tipo &« mostrou,
ainda, a substituicsio da histidina distal (E7) por uma gluta-

mina.
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vi - Objetivos deste trabalho

A nossa estratégia geral para o estudo das hemoglobinas

de serpentes tem por objetivo fornecer uma melhor compreensdo

das relacBes entre a -fisiologia e ecologia desses répteis e
as caracteriéticas de. suas hemoglobinas. Tal enfoque vai de
encontro ao conceito, explicitado por PERUTZ (1984), de
adaptac80 ao nivel molecular (species adaptation at the
molecular level),

A partir dos achados particularmente interessantes na
espécie Liophis miliaris nos pfopusemos o estudo de hemoglo-
binas de outras espécies de offdios, com o objetivo de veri-
ficar a existéncia ou n8o de proteinas semelhantes, isto é
que apresentem transic8o oxidimero = desoxitetramero bem
como a possivel relac8c com os hébitos e ambientes em que
vivem.  Isso envolveu o estudo das hemoglobinas de espécies
associadas com diferentes h&bitats e comportamentos:

- Mastigodrvas bifossatus (Colubridae), conhecida como
“jaracucu-do-brejo”, animal muito ativo e agressivo, embora
n8o pegonhento, gque habita a4 beira de cursos de &gua e banha-
dos.

- Crotalus durissus terrificus (Crotalidae), “casca-
vel”, tipico predador de espera, peconhenta, terrestre.
Habita locais secos.

— Bothrops alternatus (Viperidae), “urutu”, também

considerado como predador de espera, espécle peconhenta,
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terréstre, habita locais imidos como arrozais e banhados.

- Oxyrhopug trigeminus guibeji (Colubridae), "falsa-co-
ral”, n3o peconhenta, terrestre.

- Acrochordug Javanicus (Acrochordidae), encontrada no
sudeste asidtico. Animal 1ento,‘ nd8o peconhento, de habitat
totalmente aguatico.

Procuramos contribuir assim'para o melhor conhecimento
das hemoglobinas de offdios que sem dUvida, como veremos,
representam um élo de ligac8o entre as hemoglobinas de verte-
brados primitivos e as daqueles mais evolul dos e seguramente
podem lancar luzes para a melhor compreens&@o da evolucdo das

espécies.
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IT- MATERIAIS E MRERTODOS

i) Obtenc&o e manutenc8o dos animais - Off dios tropicais
de diferentes espécies foram obtidos do. Instituto Butantan
(S8o Paulo), e do Departamento de Zoologia da UNICAMP. Acro-
chordueg javanicus foi adquirida comercialmente nos Estados
Unidos. Sempre foram utilizados animais adultos.

Quando foi ' necess&rio manter animais no laboratbrio,
foram utilizados tanques de vidro contendo ou n#o reserva-
torio de agua. Alimentac8o adequada a cada espécie era ofere-

cida periodicamente.

ii) Coleta dé¢ sangue e preparacdo do hemolisado - Os
animais eram anestesiados por imers8o em banho de gelo e em
seguida era injetada heparina (500 u.i./ml/Kg) dissolvida em
soluc8io isotdnica . por via subcuténea e o sangue era obtido
por punc8o da aorta dorsal usando seringas heparinizadas. As
hem&cias eram lavadas cinco vezes em 20 volumes de soluc#o
salina,gelada (1,7 %) contendo EDTA 1 mM. O hemolisado era
obtido por lise das hembcias em 5 volumes de fgua desionisada
contendo EDTA 1 mM. A suspensd3o resultante era centrifugada a
27.000 g. durante 20 minutos para a remoc8o de partficulas de
membranas e organelas em geral. O sobrenadante era dialisado
durante 20 horas a 42C contra tamp3o Tris-HCl 10 mM pH 8,3

contendo EDTA 5 mM.
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iii) Preparac3o do hemolisado isento de fons e moléculas
orgénicas de baixo peso molecular - O hemolisado era passado
duas vezes através de coluna de troca ibnica Amberlite MB-3
de 5 x 30 cm e concentrado através de ultrafiltros (Diaflo
-YM—10 ). O8 hemolisados "stripped” eram estocados em tamp&o
Tris-HC1 10 mM pH 8,3 contendo EDTA 1 mM e mantidos congela-

dos em nitrogénio 11 quido até o momento de uso.

iv) Analiseée e separac@o de componentes - Eletroforese
dos hemolisados fol feita em géis de poliacrilamida a 10 % a
temperatura ambiente (HAMES, 1981; GOLDENBERG, 1890). As
amostras foram tratadas com ditionito de 8®dio (1 mg/ml),
monoxido de carbono (por passagem do ghs sob?e a amostra) e
g -mercaptoetanol (0,05 % v/v), para estabilizac8o. O tamp8o
(Tris-glicina 50 mM pH 8,3) continha @-mercaptoetanol na
mesma concentracdo das amostras. Hemoglobina humana HbAo
purificada foi usada como controle.

DeterminacBes do ntimero de globinas foram feitas utili-
zando géis de poliacrilamida a 15 % em pH 3,2 (BRUMMEL et
al., 1970). As amostras foram tratadas com solucBes de: acido
acético 2,3 %, uréia 4,7 M previamente desionisada e f#—-mer--
captoetanol 0,33 M (concentracdes finais) a 3™C durante 30
minutos. HbAo e sBuas respectivas cadeias @ e B8 isoladas foram
utilizadas como controles.

Isoeletrofocalizac8o foi realizada por trés métodos: a)

“alftica em gel de poliacrilamida (RIGHETTI, 1990), com
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amostras tratadas com mondxido de carbono ou mantidas desoxi-
genadas pela adic8%o de ditionito de sddio (1 mg/ml) baseando-
-nos no método proposto por Pharmacia para isoeletrofocali-
zagc8o0 em tubo (gel rods); b) preparativa em coluna refri-
gerada LKB de 110 e 440 ml (BONAVENTURA et al., 1981), com
amostras mantidas como carboxiemoglobina, (CO-Hb) utilizando
anfolitos das faixas de 3,5 a 10 e de 7 a 9 misturados em
partes iguais e c¢) preparativa em gel de agarose (CANTAROW,
1982), com amostras na forma de carboxiemoglobina e anfblitos
na faixa de 3,5 a 10 e de 7 a 9 misturados em iguais pro-
porcBes. Este Gltimo permitiu a separacdo das bandas de
hemoglobina e a extrac#@o das protefinas do gel a serem utili-
zadas em experimentos de cinética rapida. As amostras foram
mantidas na forma de CO-Hb durante o processo de extracio e
depois, para posterior utilizacdo.

No hemolisado de M. bifossatus foi investigada a 1i-
gac80 de ATP pelos componentes hemoglobinicos presentes no
hemolisado através de cromatografia de afinidade. Utilizamos
ATP-agarose Sigma (insolubilizado em agarose a 4- %). A 1li-
gac8o ,com desoxiemoglobina foi feita dentro de tondmetro,

checando pela absorba&ncia da hemoglobina no sobrenadante.

v) Analise espectrofotométrica de curvas de dissociacfo
de oxigénio
Para o estudo das propriedades funcionais da hemoglobina

fol utilizado o método espectrofotométrico-tonométrico de
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acordo com RIGGS et al. (1956) e ROSSI-FANELLI et al. (1858).
Tal método baseia-se nas mudancas espectrais que ocorrem na
faixa visfvel durante a passagem da hemoglobina do estado
desoxigenado para o oxigenado ou vice-versa (figura 5).

O espectro btico de hemoprotelnas é& derivado primaria-
"mente de transiobes de elétrons § da porfirina e parcialmente
de transic3o eletrdnica entre o %atomo de ferro e a porfirina

(IIZUKA et al., 1870).
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Figura 5 Espectro da oxi e desoxiemoglobina e
passos intermediBrjios (ANTONINI et al., 1971).

A solucap de hemoglobina ¢é primeiramente preparada por
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ajuste da sua concentrac8io e adic8o0 do tamp8o e reagentes. A
seguir é medido o pH e a soluclio é colocada num tonémetro.
As leituras de pH foram corrigidas prara a temperatura das
experiéncias usando o coeficiente fornecido por GUEFFROY
(1978) para tamp¥o Tris e confirmado experimentalmente por
nbs: dpKa/”2C = -0,031. A forma desoxigenada & obtida por
alternéncia de ciclos de vacuo e passa gem de nitrogénio, ou
simplesmente por passagem desse ghs durante tempo suficiente.
0 tondmetro é entdo imerso em banho de temperatura cons-
tante (em geral 202C) até atingir o equilibrio entre as fases
gasosa e lfquida. A cada 10 minutos foi feita a leitura de
absorb&8ncias entre 500 e 600 nm e a adi¢cdo de um volume
conhecido de ar com auxflio de uma seringa. Em geral adota-se
para o calculo dos paraémetros funcionais a variacéo das
leituras em 541, 560 e 576 nm. As adicBes de ar prosseguem
até se obterem graus elevados de saturacso, quando o tondme-
tro é aberto para.a leitura final correspondente & oxiemoglo-

bina (100 % de saturac8o). A press8o parcial de Oz em cada

adic80 é calculada através da seguinte equacéo:

%02 x (TB+273.15)/(TA+273.15) x PB - CT x PVH20 x U

log pO=z =
(VT- VA)

onde “VT" e "VA" s80 os volumes do tondmetro e da amostra em
ml. respectivamente, "TB"” e "TA" s&o as temperaturas do banho
e do ambiente (em 2C), “PB" é a press3o barométrica em mm Hg,
"CT" &€ a correc8o para a temperatura, "PVH20" a press@o de

vapor de @gua, e "U” a umidade relativa. A saturac8o parcial
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correspondente a cada adic8io é calculada considerando a
diferenca total de absorbéncias entre as formas deoxi e
oxigenada, sendo calculada por redra de trés simples em cada
passo de acordo com a variacdo nas leituras nos trés compri-
mentos de onda citados. Todos estes’passos 880 realizados
por programas adequados escritos em linguagem “"Basic” para
espectrofotémetro Hewlett-Packard 8451A (MARSHALL, dadoes né&o
publicados) e em “Turbo-Basic” (de nossa autoria). Ambos os
programas -incluem representacso grafica de Hill e regressdo
linear para o calculo dos parémetros funcionais "Pso” e "nso”

descritos anteriormente.

vii) Estudos de cinética rapida de dissociac&o de oxigé-
nio e recombinac8o de monoxido de carbono - Descrevere—‘
mos aqul o princdfpio dos seguintes métodos: fluxo interrompi-
do (stopped flow) e fotbOlise com 1luz de alta intensidade
(flash rhotolysis) (ANTONINI et al., 1971). O primeiro
método foi wutilizado na realizac8o de trés experimentos
diferentes: 1) dissociac8o de oxigénio (oxygen-off), 1ii)
combinac8o com CO (CO-combination) e iii) mudanca brusca de
pH (pH-jump). Na figura 6a estld esquematizado o aparelho de
fluxo interrompido. As solucdes a serem misturadas s&o colo-
cadas em suas respectivas seringas. As solucdes s8o a seguir
forcadas a entrar numa cémara de mistura em alta velocidade
por acdo de um pist&o, e o fluxo €& bruscamente interrompido.

As mudancas que acontecem na c8amara s8o seguidas com o auxi -
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lio de um monocromador que permite deteccdp rapida conectado
a um computador4, o que possibilita o estudo. das curvas de
progresso das reacOes que ocorrem em curto perfodo, da ordem
de milisegundos. Em geral o curso das reacles é seguido em
437,5 nm, onde existe um ponto isosbéstico entre tetrameros e
d meros desoxigenados (BONAVENTURA et al., 1874).

No caso do estudo da dissociac80 do Oz, em uma das
seringas €& colocada a solucd3o de oxiemoglobina e na outra uma
solucBo de agente redutor ditionito de sbdio (1 mg/ml). Para
a combinac&o com CO, a primeira seringa contém uma solucdo de
desoxliemoglobina, enquanto que na segunda seringa é colocada
uma soluc8o de mondxido de carbono (250 pM). Para o estudo do
efeito da variac@o brusca do pH a segunda seringa tem uma
soluc8o tamp8o de pH elevado (Tris-HCl pH 9) com ditionito de
s80dio. No nosso caso estudamos o efeito da mudanca de pH
sobre a amostra desoxigenada, e ambas as seringas continham
ditionito de s8bdio (1 mg/ml). Em todos os casos a concen-
trac80 da hemoglobina em solucdo foi cuidadosamente determi-
nada. A reacdo pode ser esquematizada como segue:

Fe + X =FeX , onde "Fe" representa a hemoprotefma, "X" o
ligante especifico, "kon” a constante de velocidade da asso-
ciac8 e "korse” a correspondente a dissociacBo. A constante
de equilibrio "K" é& dada pelo quociente: K=kon/Korr, €

[FeX]=[FeX]o .e~kont assumindo gue a reac8o é de primeira

4 Na ilustrac8o original de ANTONINI et al. (1971) a letra
' representa um osciloscbpio e uma cémera.
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ordem. Entretanto, se na soluc8io estiverem presentes concomi-
tantemente tetr&meros e dimeros, teremos duas fases, onde os
primeiros ser%o a fase rapida e os segundos é 'lenta, de
acordo com o seguinte esquema:

HbO=z (tetrémeros) = Hb + Oz (fase rdpida)

2HbO2z (d meros) «= 2Hb (d fmeros) + Oz == Hb (fase lenta)

Neste caso o.célculo da velocidade de dissociacdo é feito
considerando duas reacdes de primeira ordem simultaneamente,
devendo ser calculado o quanto aporta cada uma delas & curva
experimental. A equac8o usada é a seguinte:

A = Ac.n.e~k1t 4 A,.(1l-n).e k2t
onde “Ao" é a absorb8ncia no tempo zero, “n” é a percentagem
da fase rapida, "k1" e "k2" s8o as velocidades de cada fase,
e "t" o tempo. A constante de associdac8o dimero-tetrémero &
calculada pela seguinte fbrmula:
Ka4.,2= n / (1-n)2 [Hb]

onde [Hb] é& a concentrac&o final de hemoglobina (heme).

A associac®o de dimeros desoxigenados produz um fendmeno
chamado “deriva” (drift), verificado em hemoglobina humana
muito .diluida ou em outras hemoglobinas com tendéncia a
dissociacB0o em di meros (BONAVENTURA et al., 1974).

A fotoblise com flash, por outro lado, baseia-se no fato
de que a ligacZd0 do CO & hemoglobina & fotodissocifvel. A
quantidade de energia necessaria a4 fotodissociac@o depende do
ligante. No nosso caso utilizamos este método para o estudo

da recombinacfic de CO com a hemoglobina apbs a aplicacdo de
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um flash & solucap de carboxiemoglobina. Esta reacBo é muito
rapida, e a deteccBo & feita pelo mesmo sistema acoplado a
computador citado previemente. A figura 6b esquematiza o
aparelho de fotblise com flash. Um aparelho para fotblise
consiste de a) uma fonte _de luz intensa para produzir a
fotodissociac8o, b) uma cela para conter a amostra, c) uma
fonte de luz para a observac8o de mudancas de absorbéncia da
amostra, d) um dispositivo para selecionar o comprimento de
onda para o feike de observac8o, e e) um sistema de detecc8o
que transforme mudancas dependentes do tempo na intensidade
de luz transmitida pela amostra apbs a fotblise em sinais
elétricos capazes de serem registrados (SAWICKI et al.,
1981).

" Por ac8o da luz incidente ocorre a dissociacéé do ligan-
te de acordo com a reac8o:

FeCO -(hwv)--> CO + Fe

que é revertida apbs o flash.

Neste caso temos duas fases: a fase rapida devida & pre- -

senca de dimeros (alta afinidade), e a 1lenta a-tetrameros.
Este raciocdnio também aplica-se &s experiéncias de combi-
nacdo com CO, embora neste caso a hemoglobina parte da forma
desoxigenada (tensa), enquanto que na fotblise a mudanca do
estado "R" para o "T" ocorre apenas parcialmente (R. CASHON,
comunicac8o pessoal).

A constante de associac8o dimero-tetr@mero é calculada

através da seguinte equac8o: Ka.2 = (1-n) / n2 Hb , onde 'n"
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e "Hb"” tém o significado antes cifado (pag. 29 ).
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Figura 6 a) Aparelho de fluxo interrompido b) Aparelho

de fotbjlige. A amostra é colocada em "V'. O pulso de
luz é originado em "F*, “M" & o monocromador, "A” & o
amplificador, e "0 o microcomputador (ANTONINI et al.,
1971) -

viii) Efeito da temperatura sobre a afinidade das
hemoglobinas por oxigénio

Os valores da variac®c de entalpia aparente (AH) asso-

-

clada & ligac8o de oxigénio foram calculadas de acordo com a
eguac3o de Van't Hoff (BULL ,1964):
log Kri/Krz = - (AH/4,575) ((T1-T2)/(T1T=2))
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Utilizamos as constantes da Lei de Henry calculadas por

BROUWER et al. (1988)8 para transformar os valores de Pso em

constantes de associacag,, Através de estimativas dos paréme-
tros do modelo de Adair realizadas com curvas de oxigenac8o
calculamos que os valores de Pso foram muito prbximos da

pressdo mediana Pm (Pm ' = (k1kék3k4)'1/4).‘

ix) Estudos de sedimentac3o em ultracentrfi fuga analf-
tica - Foram realizados em ultracentri fuga analf tica Beck-
man Modelo E, usando uma cela de dois setores a 202C. A
velocidade de rotac8o foi de 40.000 r.p.m. e a sedimentacé@o
foi monitorada com auxflio de um registrador em papel (scan-
ner), com intervalos de 8 minutos entre o8 registros. Qs
coeficientes de sedimentac#o forém calculados usando um
programa BASIC (MARSHALL, dados n&o publicados), corrigindo
o8 valores para a densidade e viscosidade das solucles. As
soluc®es de hemoglobina eram preparadas nas mesmas condicdes
das destinadas a estudos funcionais, para termos de compa-

rac8o.

x) Filtracdo em gel - Foram realizadas vhrias determi-
nacdes de peso molecular por filtracdo em gel utilizando
Serhadex G-100 e colunas de 1,5 x 90 cm de acordo com o
método utilizado por MATSUURA et al. (1987). O tamp8Bio utili-

zado foi Tris-HCl 50 mM com EDTA 1 mM. N8o foram usados

B 1,77.10-8 e 1,42.10-8 a 20 e 302C respectivamente.
32



agentes redutores para evitar a formac8o de pontes dissulfe-

to.

xi) Estimativa dos parametros dos modelos de Adair e
MWC - Dados de ligac8o de oxigénio obtidos experimentalmen-
te foram testados sob a btica dos modelos formulados por
ADAIR (1925) e de MONOD, WYMAN e CHANGEUX (1965). Para a
estimativa dos parametros foram utilizados pares de dados de
saturac&o’fracional "Y" e de pressd@o parcial de Oz obtidos em
diversos pHs e na presenca ou n38o de ATP 1 mM. O ajuste dos
modelos foi avaliado através de um programa de estimativa de
parémetros por minimos quadrados ("MINSQ", de MIcromath Inc.,
UTAH, 1988), procedimento seguido por varios trabalhos com
propbegitos semelhantes (IMAI, 1973; CHIEN et al., 1980; WEBER

et al., 1987).
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II - ~ RESULTADOS

i)‘EBtudos eletroforéticos, de isoeletrofocalizacag e de
separacdo de componentes

As analises eletroforéticas ém gel de poliacrilamida
mostraram uma Unica banda para os hemolisados de L. milijaris,
C.d., terrificus e A. Javanicus. Para os demais hemolisados
fdram observados dois componentes (figura 7). As determi-
na¢cBes do ntimero de globinas revelaram para A. javanicus duas
bandas, e quatro para as demais espécies (figura 8). A andli-
se mostra que uma das bandas do hemolisado de A. javanicus e
duas em B. alternatus s@o mais largas, podendo conter mais de
um componente. A comparac8o destas anfdlises com os resultados
da eietroforese n&o foram consistentes e deverfo ser discuti-
dos. Através de experimentos realizados em HPLC (cromatogra-
fia em fase reversa) fol confirmado o nlmero de cadeias de

globina para M. bifossatus (MATSUURA, comunicag¢#o pessoal).

No hemolisado de B. alternatus, entretanto, foram determina-
das oito globinas (FOCESI et al., 1992).

Os experimentos realizados em isoeletrofocalizacédo
analf tica com CO-Hb mostraram para todos os hemolisados dois
componentes principais e varias bandas secundarias que n8o
foram consideradas (figura 9). As amostras mantidas em con-
dicd3o desoxigenada pela adic8o de ditionito de sbdio apresen-
taram apenas duas bandas bem rf tidas com algumas secund&rias

pouco definidas. A figura 10 mostra o perfil de eluicso e a
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aparéncia dos componentes hemoglobf nicos do hemolisado de M.

bifossatus em coluna de isoeletrofocalizac#o preparativa. Os

componentesg principais mostraram plI muito prboximo: 8,02 e

8,07

=

=
=
=
I

Figura 7. Padrao eletroforético das carboxiemoglobinas de B.
alternatus (BO), M. bifossatus (MA), C.d. terrificus (CR),
O.t. guibedi (O0X), L. miliaris (LI) e Hb humana (HBAo).

Figura 8. Determinacas do numero de globinas por eletro-
forese desnaturante em gel de poliacrilamida. Os simbolos
mantém o mesmo significado da figura anterior.
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Figura 9. Isoeletrofocalizacds analltica em poliacrila-
mida das carboxiemoglobinas das mesmas espécies citadas na
figura 7.

J I |

- ‘ Viazy 28,1991
:_j V.,' :}c:?O
e A’ 3.5 A
1 .-"
L4 .-IIT‘
;r;wfﬁmffy' <
Lz |l
| T LmzarD
: q ;
b ik g |

- j‘l ol % B

e, < —— T 1L

Wéﬁ Fr Maosligodryos bifossotus Hemoglobin: Iscelectrofocusing I

1 = '.-k—-.:i._‘_.}_._{.._ Ampholing 7—9

=5 1 ! ‘T 12 I.E as

. ’ £ L, @

— b — s — ]

[ \ : "_‘ o84 a0

) - 1 ( i os

S | I
o | £ b > o4 {78
AT .
Z — ’ PP ol 7.0

0 5 1D 15 ZD 25 M) 33 40 a5 50 535 BO B3
S 50, 9 Froctions (1 mi/tube)
Figura 10. Isoceletrofocalizaca, preparativa em coluna dos

componentes hemoglobinicos (
satus. a) aspecto da coluna,

CO-Hb) do hemolisado de M. bifos-—
e b) perfil de eluic8o das Hbs.

36



ii) Estudos funcionais

O comportamento da afinidade por oxigénio a 20°C em
funcso do pH nos hemolisados das cinco espécies "brasileiras”
mostram um padrdo semelhante na auséncia de ATP (figuras 11 e
12), embora os valofes de afinidade sejam ligeiramente dife-
rentes para cada espécie. A afinidade aumenta na medida em
que diminui a concentrac8o de prdtons (os valores de log Pso
diminuem éom a elevac8o do pH). O efeito Bohr calculado entre
PH 7 e 8 é menor do que o descrito para Hb humana (AH+= -0,95)
embora o valor varia segundo a espécie (tabela I). Podemos
observar que o hemolisado da cascavel (C.d. terrificus)
apresenta o menor valor e A. Jjavanicus o maior. A cooperati-
vidade do processo de oxigenac&o (expresso como nso) € O seu
comportamento em relac8o & variac8o de pH para as mesmas
espécies sdo mostrados nas figuras 11 e 12. Nos hemolisados
de quatro espécies os valores diminuem com o pH, atingindo a
unidade ou valores muito proximos desta. O comportamento do
hemolisado de C.d. terrificus diferencia-se dos demais no
sentido de que o8 valores de cooperatividade, apesar de
diminuirem com o pH, permanecem em torno de 2. O hemolisado
de A. Javanicus, por outro lado, mostrou afinidade por Oz
sensivelmente maior e também maior cooperatividade (figura
12).

Na presenca de ATP em concentracsp saturante (1 mM) a

afinidade por oxigénio e a cooperatividade mudam significati-
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vamente em todos os hemolisados (figuras 11 e 12). A variac8o
de Pso em cada pH é& diferente de acordo com a eépécie (tabela
II). Nos hemolisados das serpentes brasileiras a curva de log
Pso vs. pH obtida na presenca de ATP mantém-se significativa-
mente mais elevada em relac& & obtida na auséncia do efetor
até pH 8. Isto reflete uma maior afinidade da Hb relo efetor,
talvez decorrente de reefduos que permenecem carregados no

i tio de ligac8o apesar do pH elevado.

Tabela I. Efeito Bohr (A log Pso / A pH) entre pPH 7 e 8 nos
hemolisados de seis espécies de serpentes na auséncia e na
presenca de ATP 1 mM a 20 e 302C. A concentrac3o de Hb foi de
40-60 uM (heme) em bis-Tris/Tris—-HCl 50 mM.

M+ (sem ATP) | AH* (com ATP)| Temp. (2C)

-0,35

38

L. miliaris -0,40 -0,50 20

M. bifossatus -0,30 -0,46 20

-0,16 -0,22 30

Cc.d.terrifi- -0,11 -0,39 20

cusg -0,07 -0,37 30

B. alternatus -0,29 -0,50 20

-0,21 -0,51 30

0.t. guibei -0,28 -0,56 20

: -0,17 -0,43 30

A. javanicus -0,42 -0,86 20
-0,94



Tabela II. Pso e cooperatividade (nso) nos hemolisados de
seis espécies de serpentes na auséncia e na presenca de ATP 1
mM. APso = Pso com ATP/ Pso sem ATP. Concentrac8io da Hb: 40-
60 pM (heme) em bis-Tris/Tris-HC1 50 mM a 20%C.

condicdes

Hemolisado

L.miliaris 2,6 2,0
10,0 3,8 3,4

pH 8,5 0,5 1,1

" 4+ ATP 1,8 3,6 2,1

M.bifossatus | pH 6,5 3,1 2,2
" + ATP 15,1 4,9 3,1

pH 8,5 0,8 1,1

“ + ATP 4,2 5,1 3,0

C.d.terrifi~ | pH 6,5 1,4 2,7
Eg_g;_ * + ATP 11,5 893 3!4
pH 8,5 0,8 1,9

" + ATP 2,7 3,4 3,0

B.alternatus | pH 6,5 2,4 2,6
" 4+ ATP 15,4 6,5 2,4

pH 8,5 077 1’0

" 4+ ATP 2,1 3,2 2,3

0.t.guibei pH 6,5 2,4 2,6
" + ATP 14,0 5,4 3,1

rH 8,5 0,7 1,0

" + ATP 1,6 1,6

A. javanicus | pH 6,5 1,0 3,5
" +ATP 13,8 2,0

0,2 2,4

0,4 2,8
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Iasto sugere que a afinidade por Oz na presenca do efetor
é consideravelmente menor mesmo em pH elevado, o que sugere
que existam resf duos carregados positivamente no sfitio de
ligacsio de fosfato ainda no pH elevado. Este fato ja tinha

sido observado por FOCESI et al. (1980) nas hemoglobinas de

L. miliaris e H. modestus em experiéncias de cinética rapi-
da. Em A, Jjavanicus, por outro lado, a afinidade por Oz na
presenca e na auséncia de ATP s8o aproximadamente iguais em
pH elevado (figura 12). O efeito Bohr aumenta consideravel-
mente (tabela I), atingindo o valor mais alto no hemolisado

de A. Javanicus, cerca de duas vezes malor em relaclo aos .-

demais. O efeito de polifosfatos orgénicos na afinidade por
oxigénio mostrou, em todos 08 hemolisados, diminuic&o maior
na presenca de IHP do que para ATP nas mesmas concentracéeé
(figura 13). No hemolisado - de M.bifossatus fol determinada
também a ac8o de 2,3-DPG, o que se mostrou menos efetivo do
que o obtido com ATP (fig.13). Os resultados de estudos
funcionais adicionais podem ser considerados em 1tens que
rassamos a relatar:

a) 'Propriedades funcionais dos componentes - Foram reali-
zados equilibrios com oxigénio dos componentes isolados por
isoeletrofocalizac®o do hemolisado de M.bifossatus em pH 7,1
e 8,6, nas mesmas condi¢Bes usadas para o hemolisado total.
Em pH 7,1 os valores de afinidadeke cooperatividade para a Hb
I foram Pso = 1,21 mm Hg e nso = 2,20 respectivamente. Para a

Hb 11 esses valores foram Pso = 1,46 mm Hg e nso = 2,41. Em
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pH 8,6 Pso foi 0,62 mm Hg e nso = 1,29 para a Hb I, enquanto
que para a Hb II os respectivos valores foram 0,67 mm Hg e
1,40. A |

b) Efeito de cloreto - A figura 14 mostra o efeito de dife-
reﬁtes concentra¢tes de cloreto sobre as propriedades de
ligac8o de oxigénio em tamp8o HEPES 50 mM pH 7,3 do hemolisa-
do de B, alternatus. A afinidade por Oz diminuiu 3,3 vezes
quando a concentra¢c8o de Cl- aumentou de 10-4 até 1,0 M, a
maior concentracd8o investigada. A cooperatividade aumentou de
nso = 1,67 para 2,37.

c) Efeito da concentrac8io de hemoglobina - Estudamos a va-
riac8o0 da afinidade por oxigénio e cooperatividade do hemoli-
sado de O.t. guibei sem ATP com menor concentrac@o de hemo-
globina: 8 uM como heme. bsamos dois tampdes: HEPES e bis-
Tris-HC1l, ambos 50 mM para os pHs menores de 7,5, e HEPES e
Tris-HCl na ﬁesma concentrac8o para pH acima daquele valor.
Em pH 6,1 a cooperatividade em ambos os tamples foli nso= 2,0,
enquanto que a afinidade permaneceu aproximadamente inaltera-
da, em torno de 2,0 mm Hg. Em pH 7,8 a afinidade aumentou,
diminuindo a Pso para 0,48 e 0,57 mm Hg para Tris e HEPES,
respectivamente. Ao mesmo tempo, a cooperatividade em ambas
as amostras se tornou nso = 1,0. Em concentra¢ctes de Hb mais
elevadas os resultados obtidos foram: Pso= 2,95 mm Hg e Nso=
2,82 em pH 6,2, e Peo= 0,67 mm Hg e nso= 1,31 em pH 7,9. O
que represgenta, para as amostras em tampbes bis-Tris e Tris,

uma elevac3o da afinidade por Oz de 1,6 e 2,7 vezes em pHs
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Figura 14 Efeito de cloreto sobre a afinidade (log Pso) e
cooperatividade (nso) do hemolisado de B. alternatus a

202 em tamp&o HEPES 50 mM pH 7,3. [Hb] 50 M (heme).

baixos ‘e altos respectivamente.

d) Efeito da temperatura - Quando os equilibrios de Oz com os
hemolisados foram realizados a temperatura mais elevada
(302C), a afinidade por oxigénio na auséncia e na presenca de
ATP diminuiram consideravelmente para todas as espécies. Esta
diminuic8o foi maior para o hemolisado na auséncia do efetor.

A figura 15 mostra a variac®o da entalpia (AH) associada &
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mudanca da afinidade por Oz. Os valores obtidos na auséncia
de ATP mostram uma tendéncia a se elevarem proporcionalmente
ao pH. Na presenca do fosfato; entretanto, o comportamento
varia segundo a espécie. Nos hemolisados de M. bifossatus,

C.d. terrificus e B. alternatus os valores tendem a diminuir

com a elevacsio do pH; em O.t. guibei e A. javanicus, por

outro lado, eles aumentam.

iii) Cinética rapida

A tabela III mostra os dados referentes aos experimentos
de fluxo interrompido (stopped flow) nos hemolisados e compo-
nentes hemoglobf nicos isolados de M. bifossatus, C.d. terri-
ficus, B. alternatus, O0.t, guibei e A, Jjavanicue. Em pH baixo
(6,2) e na auséncia de ATP, as curvas s8o bifasicas com
excec8o de C.d. terrificus, que mostra apenas uma fase lenta.
O carater biféisico mostra a presenca de duas formas molecula-
res: uma que libera Oz mais facilmente e compativel com
tetra8meros (fase rapida), e outra que o faz 1lentamente (com-
pativel com dmeros). Em pH mais elevado novamente aparece o
comportamento bifasico na maioria dos hemolisados, e a pro-
porc8io de fase rapida aumenta nos hemolisados de M. bifossa-
tus e O0.t, guibei. Nos demais hemolisados a fase ré&pida
diminui (em B. alternatus) ou desaparece (em C.d. terrificus
e A. javanicus).

Ao mesmo tempo, a velocidade de dissociac8io diminui, o

que reflete a maior afinidade por 0Oz nesse pH. A magnitude da
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variactio em func8o do pH foi dependente da espécie estudada.

Na presenca de ATP a proporc80o da fase rapida eleva-se
em todos os hemolisados que mostram caradter bifasico, o que
reflete a estabilizac8o da forma tetramérica. Os percentuais
de fase r&pida.sao maiores em pH B8,2 e a velocidade de disso-
ciac#io de Oz diminui nos hemolisados de M. bifossatus, B.
alternatus e 0O.t, gujbei. C.d. terrificus por outro lado,
praticamente 80 apresenta a fase rapida, e em A. javanicus em
pPH elevado nd@o foi constatada a presenca de fase r&pida.

Os componentes isolados por isoeletrofocalizac8o mostram
apenas uma fase com valores de dissociacBc de Oz compativeis
com a fase lenta antes descrita (tabela I11). A dissociac8o
mostra também ser dependente do pH e da espécie.

A figura 16 mostra um exemplo do fendémeno de deriva
descrito no carf tulo II, observado em pH elevado nos compo-
nentes hemoglobtinicos isoclados de todos os hemolisados estu-
dados. As hemoglobinas de A. Jjavanicus apresentaram a maior
deriva. Com o objetivo de confirmar este achado realizamos
experiéncias de variac8o brusca de pH (pH-jump) ja descrita,
na qual comprovamos o fenbmeno. Uma observac@o interessante
realizada nessa ocasiBo foi a auséncia de pontos isosbésticos
entre dimeros e tetrémeros desoxigenados na faixa de Soret.
Hemoglobina humana HbAo n8o apresentou deriva nas mesmas
condi¢cBes experimentais.

Na tabela IV s&% mostrados os dados de combinac&o do

hemolisado e hemoglobinas de M. bifossatus com CO. O hemoli-
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sado isento de fosfatos mostra um malor percentual de fase
rapida (atribuida'a dimeros) em pH elevado, enquanto que o
obtido apbs passagem por DEAE-Sepharose apresenta apenas fase
rapida. As Hbs separadas por isoeletrofocalizacéo, por sua
vez, apresentam em pH elevado pequena proporc8o de fase
lenta.

A tabela V refere-se aos dados de recombinac8o com CO
apbs fotblise (flash photolysis) nas Hbs isoladas em isoele-
trofocalizacd8o das Qinco espécies mencionadas na tabela IV.
Os dados mostram para todas as espécies variac8o da velocida-
de de recombinac3o com o pH, principalmente em A. Javanicus,-
e a elevac38o da proporcéo da fase rapida (atribuida a dime-
ros) a pH mais elevado.

iv) Estudos de sedimentac8o em ultracentri fuga analfitica

De acordo com ANTONINI et al. (1971), os valores espera-
dos do coeficiente de sedimentac8io para tetrémeros de Hb
humana situam-se entre 4,13 e 4,60 s.8. Os valores para
tetrémeros de outras espécies animais 880 compatfveis com
essa faixa. Os valores atribuidos a H meros variam de 3,47 a
3,79 8. Os resultados obtidos por nbs com HbAo confirmam os
valores antes citados para tetr8meros.

Os dados obtidos com os hemolisados de todas as espécies
de offdios oscilaram entre os valores esperados para dmeros

e tetrameros, incluindo valores intermediarios. N&o foi

8 expresso em Svedbergs (1 s. = 1013 gegundos).
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Figura 16 Deriva observada em fluxo interrompido (O=z-off)
nas Hbs de M. bifossatus em Tris-HCl1l 50 mM pH 8,5.

achada uma tendéncia clara em relacdo ao pH, embora os valo-
res sugerissem maior dissociac&@o em pH acima de 7,5. A figura
17 mostra graficamente os wvalores de sedimentac&o determina-
doeg no hemolisado de M. bifossatus.

Nos varios experimentos que mostraram resultados inter-
mediarios foram observados alguns comportamentos interessan-
tes. Em alguns casos os valores de migracdo variavam entre os

esgperadoe para ddmeros e tetrlmeros, e em outros a migrac8o
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inicial era compativel com dimeros, passando depois a se
comportar como tetr&meros. Por hltimo, em outras experiéncias
a mesmaiamostra mostrava, em experimentos diferentes, valores
compatf veis com dmeros em uma ocasi®o e com tetrémeros em
outra. Um exemplo disto constitui é determinac8o dos valores
de sedimentac®o dos componentes hemoglobinicos de M. bifogssa—
tug. A HbI mostrou valores compatfiveis com tetrémeros, en-
quanto que a HbII apresentou valores de tetrémero num experi-
mento (4,32 8.) e de dmero em outro (3,64 s8.).

Outra observac8o interessante é o formato da frente de
migrac¥o registrado no scanner obtido - em algumas experién-
cias?7 (Fig. 18). A forma da frente de migrac8 sugere a
existéncia de dois picos unidos por espécies com migrac#o
intermediaria fruto de um equilibrio entre dimeros e tetré;

meros.
v — Filtrac&&o em gel
Os resultados mostraram em resumo: a) valores compatf-

veis com dmeros (nos hemolisados de L. miliaris, C. durissus

terrificus e B. alternatus), b) valores compatfveis com

tetrémeros (nos mesmos hemolisados, testados em condicdes
semelhantes) e ¢) uma mistura de ambas as formas. A figura 19

mostra um exemplo deste iltimo comportamento observado em

7 Quando os resultados apresentavam valores de migrac8o
situados entre os esperados para dimeros e tetr&meros.
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Figura 17 Valores de sedimentaca, em ultracentr jfuga

anal ftica no hemolisado de M. bifossatus. bis-Tris/Tris-
HCl 50 mM a 20%. "T" e "D" : wvalores esperados para

tetrémeros e d Imeros respectivamente.

experiéncias realizadas em Sephadex G-100 com oxiemoglobina.

Em alguns hemolisados foili observada a migrac8o de um

pico que eluiu no volume de exclusdo da coluna. Tal fato
acontecia em hemolisados de C. d. terrificus e B. alternatus
apds varios dias sob refrigerac8o, refletindo, pressumivel-

mente, a polimerizac3o de tetrameros por pontes dissulfeto.

vl - estimativa de parametros dos modelos de Adair e MWC

O modelo de Adair n8o se mostrou adequado para a des-—
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Figura 18 Padrogg de migrac8o0 registrados em scanner e
observados no hemolisado de L. miliaris em tampdo Tris-
HC1 50 mM pH 8,5 a 20%C.

cric&8o do compoftamento das hemoglobinas testadas, uma vez
que a variacd8o das constantes (Ki a Ka) nd3o exibe um padrao
coerente nas diferentes situacBes. Este comportamento seria
esperado na presen¢ca de dmeros, dada a extrema sensibilidade
deste modelo em relac3o a fenbmenos de dissociac8o em subuni-
dades.

Os estudos de ajustamento ao modelo MWC, por outro lado,
mostraram qQue as propriedades funcionais das hemoglobinas
estudadas podem ser representadas em linhas gerais dentro dos
pressupostos desta hipbtese, embora seria necessario formular
uma derivacso do modelo original para uma analise mais apura-
da. Os dados obtidos s8%o mostrados na figura 20.

Pode ser observado que na auséncia de ATP a constante
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Figura 19 a) Perfil de eluicag das hemoglobinas de L.

miliaris, B. alternatug e C.d. terrificus em Sephadex
G-100. b) Hemoglobina humana e Azul Dextran. Condic¢des:
Tris-HC1 50 mM com EDTA 1 mM, 25%2C.

alosté;ica "L" & baixa e diminui com a elevacdo do pH. Na
presenca deste fosfato os valores aumentam significativamen-
te, e 80 decrescem em pH elevado. Os valores estimados das
constantes K'R e K'T variam com as condic8es experimentais,
fato n3o contemplado no modelo MWC original e Jj& observado

por varios autores (KILMARTIN et al., 1978; IMAI, 1983).
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TABELA III

Constante ' de velocidade de dissociac8p de primeira ordem, k-’
para as hemoglobinas de cinco espécies de serpentes determi-
nado por espectrofotometria de fluxo interrompido a 20RC. A
concentrac8io final de hemoglobina foi 10 M (heme) em todas
as experiéncias. Os tampBes foram bis-Tris-HCl 0,05 M pH 6,2
e Tris-HC1l 0,05 M pH 8,2. Hb I e 11 880 os componentes isola-
dos por isoeletrofocalizac&o.

Mastigodryas bifossatus

PROTEINA pH k1 k2 Fase rapida Ka,2
(seg™) (seg~1) (fracao) (M)
Hemolisado - 6,2 61,40 23,95 0,27 9,07.10°
sem ATP 8,2 41,20 11,97 0,60 3,75.10°
Hemolisado 6,0 82,30 16,90 0,87 5,15.10°
com ATP 8,0 46,75 ase 0,97 1,08.10°
Hb 1 6,2 19,73 0,00 “ee
sem ATP 8,2 18,79 0,00 can
Hb II 6.2 19,895 0,00 .
sea ATP 8,2 19,06 0,00 “us

PROTEINA pH ki k2 Fase rapida Ka, =z
(seg™') (seg™%) (fragcdo) (M=)
Hemolisado 6,2 23,48 1,00 -
sem ATP 8,2 16,35 0,00 B sew
Hemolisado 6,0 42,10 e 0,95 3,80.107
+ ATP 8,0 31,40 ens 0,92 1,44.107
Hb I 6,2 15,70 0,00 “ene
sem ATP 8,2 14,30 0,00 cas
Hb II 6,2 16,49 0,00 cea
sea ATP 8,2 15,56 0,00 ces

55



Bothrops alternatus

PROTEINA pH k1 k2 Fase rapida Ka,=2
(seqg™ ) (seg—*) (fracao) (M=)
Hemolisado 6,2 40,15 17,80 0,79 1,79.102
sem ATP 8,2 24,20 9,15 0,649 7,18.10%
Hemolisado 4,0 98,20 - 23,90 0,80 2,00.10°
+ ATP 8,0 40,20 aee 0,92 1,44.107
Hb I 6,2 19,88 0,00 e
sem ATP 8,2 15,68 0,00 cun
Hb II 6,2 25,56 0,00 .
sea ATP 8,2 16,72 0,00 -

s o aras e i S o e e o o e S S o ekt Gt At o ke o e Y e P LM T ek U S S D Sa o v e PeOR M M4 e S S S S S S S S0 it MY Saip P S0y o S e ag ot baat b e e e -

Oxyrhopus trigeminus guibei

PROTEINA pH kl k2 Fase rapida Ka,=
(seg™*) (seq™1) (fracdo) (M-1)
Heaolisado 6,2 44,03 25,10 0,32 6,92.10°
sem ATP 8,2 41,05 10,30 0,68 6,64.10%
Hemolisado - 6,0 147,40 61,90 6,59 3,91.10°
+ ATP 8,0 50,80 - 0,96 6,00.107
Hb I 6,2 22,79 0,00 ces
sem ATP 8,2 20,28 0,00 enw
Hb II 6,2 24,12 0,00 eon
sen ATP 8,2 20,39 0,00 -

et e e e S ot e o ete e e W Srin S0 G440 S840 S e GANY Y G e 09 A s D A S G e R R e 4R AT S4ak Seie e e S S M St S e S o S T - T o S o ——
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PROTEINA — pH ki k2 Fase rapida Ka,=
(seg™) (seg™?%) (fragao) (M=)

Heamolisado 6,2 32,00 15,20 0,81 2,24.10°

sem ATP 8,2 7,00 0,00 ces

Hemolisado 6,0 132,30 68,95 0,67 6,15.10°

+ ATP 8,0 10,10 0,00 -

Hb I 6,2 13,81 0,00 cee

sem ATP 8,2 95,41 0,00 sen

Hb II 6,2 13,01 0,00 cee

sea ATP 8,2 5,66 0,00 caa



TABELA IV

Combinag2o de monbxido de carbono com hemoglobina de M.bifossatus deter-
minada por espectrofotometria de fluxo interrompido a 20°C. As condigbes
530 iguais As citadas na tabela anterior. A constante de 2% ordem, 1°(10°
M-t.seq™*), foi calculada dividindo a taxa de variagdo observada pela
concentracao final de monbxido de carbono.

Proteina pH 11- 12° frac8o da. fase Ka.2
rapida (M—1)
‘"Hemolisado 6,0 0,31 0,09 0,82 2,68.104
sem ATP 8,2 0,47 0,15 0,86 1,89.104
Hemolisado 6,0 0,30 1,00 .
sem ATP 8,2 0,45 1,00 .-
apbs DEAE -
Ho I 6,0 0,31 1,00 ...
sem ATP 8,2 0,51 0,13 0,81 2,90.104
Hb II 6,0 0,31 1,00 ...
sem ATP 8,2 0,51 0,13 0,62 9,89.104



TABELA V - Recombinac3o de monoxido de carbono com hemoglobi-
nas de cinco espécies de serpentes na auséncia de ATP apbs
fotblise com flash. Todas as condi¢des s8o as mesmas descri-
tas na tabela anterior.

rapida (M-1)

8.2 0.82 .. 0.91 1,09.104
Hb II 6,2 0,54 0,41 0,18  2,53.10€
8.2 0,82 1.00 DO

Hb I 6,2 0,45 1,00
8,2 0,73 1,00

Hb II 6,2 0,44 1,00 .o
8,2 0,75 1,00 ..

Hb I 6,2 0,72 0,39 0,58 1,25.108
8,2 1,18 0,26 0,74 4,75.104

Hb II 6,2 0,45 0,39 0,29 8,44.108
8,2 0,75 1,00 .

Hb I 6,2 2,81 1,01 0,22 1,61.108
8,2 2,36 0,85 0,60 1,11.108
Hb II 6,2 2,96 1,20 0,24 1,32.108
8,2 2,56 0,90 0,56 1,40.108

Hb I 6,2 .o 0,31 0,04 6,00.107
8,2 3,23 0,65 0,37 4,60.108
Hb II 6,2 .. 0,41 0,07 1,90.107
8,2 2,20 0,54 0,31 7,18.108
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Iv DiIscussXko

De modo geral as propriedades funcionais dos hemolisados
de serpentes analisados na auséncia de ATP mostraram: i) um
efeito Bohr alcalino menor do que o calculado para a hemoglo-
bina humana, ii) dependéncia da cooperatividade em func#o do
pH principalmente na forma isenta de fosfatos e em alguns
casos também na presenca de concentrac8o saturante de ATP, e
iii) alterac®es significativas da afinidade por oxigénio e da
cooperatividade na presenca de ATP em concentrac8o saturante.
Estas propriedades funcionais observadas coincidem em linhas
gerais com as descritas na hemoglobina de Liorhis miliaris,
com algumas ligeiras particularidades para cada espécie. No

presente trabalho, contudo, obtivemos um maior efelto Bohr em

I,. miliaris do que o descrito por MATSUURA et al. (1987). A

hemoglobina da espécie Acrochordug javanicus, espécie comple-
tamente aquatica e considerada primitiva (SEYMOUR, 1881),
apresenta um efeito Bohr significativo. Segundo SEYMOUR et
al. (1981) tal efeito Bohr seria extremamente benéfico ao
animal, uma vez que sua hemoglobina possul elevada afinidade
por oxigénio e esta permitiria a captac8o de 0Oz a partir da
agua (esta espécie &€ capaz de efetuar trocas gasosas pela
pele). Por outro lado o efeito Bohr facilitaria sobremaneira
a descarga do gs aos tecidos.

O efeito de ATP sobre a afinidade produzindo um decrés-

cimo significativo da afinidade por oxigénio (tabela 1II)
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sugere que as constantes de associag¥8o destas - hemoglobinas
pelo efetor alostérico sejam consideravelmente elevadas. Tal
fenOmeno teria por objetivo, In viveo, assegurar- a liberacgédo
de Oz para os tecidos, uma vez que o gradiente do gas entre
os vasos sangiineos e as células é consideravelmente maior em
répteis do que em mamf feros devido & menor densidade capilar
(POUGH, 1880).

Estudos realizados com hemoglobinas de serpentes ja tém
descrito um baixo efeito Bohr e dependéncia da cooperativida-
de em relacdo ao pH. Assim, DUGUET et al.(18975) acharam em
Vipera aspis um efeito Bohr de -0,1 entre pHs 7 e 8. Os dados
obtidos por SEYMOUR et al. (1975) trabalhando com sangue
total de serpentes marinhas, mostra valores de efeito Bohr
muito baixos ou ausentes e valores de ©pH de 7,41 e 7,00 em
repouso e apdos exercicio respectivamente. O baixo efeito
Bohr teria aqui também efeito benéfico evitando que a afini-
dade em pH %@cido diminua demais a ponto de prejudicar a
oxigenac8o do sangue. Isto constituiria wuma vantagem em
animais com mistura varifivel de sangue venoso e arterial,
como 6 o caso das serpentes, apbs esforco ffsico continuado,
quando o8 niveis de lactato podem aumentar significativa-
mente. Neste particular, os trabalhos de RUBEN (1876, 1879)
mostram estreita relac3oc entre os habitos e a capacidade de
efetuar metabolismo anaerbbico. As espécies M. bifossatuse e
L. miliaris seriam consideradas como forrageadores ativos

(racers), capazes de sustentar atividade elevada durante
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longos perfodos. C. durissus terrificus e B. alternatus
seriam dois tipicos predadores de espera (sit-and-wait preda-
tors), capazes de efetuar curtos perfiodos de atividade inten-
sa, € o8 demais seriam consideradas como sendo animais lentos
(s8luggish). |

SHIH (1985) cita tres mecanismos capazes de alterar o
efeito Bohr alcalino: a) modificac8o dos resf duos envolvidos
no efeito, b) alteracl8o dos aminobcidos do sftio de ligacédo
de efetores, e c¢) mudanca extrema do equilfbrio T =R no
sentido do "R", com perda de cooperatividade. MATSUURA et al.
(1989) determinaram que tanto o8 reefduos envolvidos com o
efeito Bohr quanto com a ligac8io de fosfato 8se encontram
‘preservados em duas globinas de L. miliaris. A terceirsa
opc8o é a mais plausfivel causa do baixo efeito Bohr, léQando
em considerac8o a tendéncia dessa hemoglobina em se - disso-
ciar. O efeito Bohr aparente seria originado pelo equilfbrio
de associac8o dl mero-tetrémero, o qual aparenta ser dependen-
te do pH (maior dissociac8o quanto maior o pH) e das con-
dic8es in vitro (a associacdo em tetrémeros & proporcional a
concentracdo de anions no meio).

A dependéncia da cooperatividade em relac8Bo ao pH apre-
sentado por todos os hemolisados estudados na auséncia de ATP
e por alguns ainda na sua presenca, pode, & 1luz do modelo

descrito na hemoglobina de L. miliaris, ser considerado como

mais um indicativo da ocorréncia de fendémenos similares de

dissociac8o-associac8o. Em pH baixo os wvalores de cooperati-
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vidade situam-se em torno de 2 ou até acima desse valor,
diminuindo com a elevacdo do pH até se tornarem n=1, proprio
de protefnas n#%o cooperativas. A dissociac@o do tetrémero
leva 3 auséncia de cooperatividade porque elimina as mudancas
de estrutura gquaternaria que acompanham a oxigenacdo, e ao
- mesmo tempo, a afinidade por Oz aumenta, por n#o existirem
restricBes estruturais (RIGGS, 1991b). Este comportamento &
tf pico de hemoglobinas dissociadas em dimeros. Como Jj& tem
sido extensivamente descrito na literatura, a cooperatividade
e a afinidade por oxigénio s8o indicativos da estabilidade da
molécula tetramérica, embora moléculas muito estabilizadas
(em termos do estado "T") apresentem baixa cooperatividade,
e afinidade muito baixa por oxigénio. RIGGS escreveu em 1972
que a cooperatividade em.hemoglobinas de vertebrados inferio-
res é freqiientemente dependente do pH, n8o existindo naguela
época uma explicac¢8o satisfatbria para tal observacéo.

Por outro lado, os resultados obtidos nas experiéncias
de cinética rapida mostram a existéncia de proporc¢des signi-
ficativas de d meros tanto na dissociac8o de oxigénio (0O=2-
-off) «quanto na combinac3o e recombinac8o de CO (CO-on). Os
dados relativos & combinac®0 e recombinacdo da hemoglobina
com CO mostram, como esperado, uma maior proporc8o de dimeros
no pH mais elevado. Isto reflete o comportamento esperado de
acordo com o8 equilfbrios com oxigénio e também tem como
subsf dio a) as estimativas dos parémetros do modelo MWC (em

especial a constante alostérica "L”) que mostram, principal-

* 62



me--te na auséncia de ATP, os valores de L muito baixos e
diminuem ainda mais com a elevac3o do pH. Isto. sugere que a
proporcdo de moléculas »no estado "relaxado” é muito elevada
em relac8o aquelas no estado "T", aumentando ainda mais em
func8o do pH; b) as determinacdes dos valores de sedimentacgdo
em centrifugd analf tica, que apesar de n#o apresentar uma
clara tendéncia em relac8io ao pH mostram que existem molécu-
las com migrac3o compativel com a de dimeros e também valores
intermediarios que sugerem equilfbrio entre dimeros e tetréa-
meros e possf vel dissociac3o em pH elevado; c¢) diferentes de-
terminac®es de peso molecular de hemolisados por filtrac8o em
gel (na auséncia de ATP) em que obtivemos valores de eluicdo
compatf veis com tetrameros, com dimeros e . em alguns casos
obtivemos mistura de ambos. Os dados obtidos com a disso-
ciac80 de oxigénio em M. bifossatus e Q, t. guibei, contudo,
mostraram maior proporc&io de dimeros em pH mais baixo na
forma isenta de fosfatos, contra o esperado.

Tais dados sugerem a existéncia de fendémenos de asso-
ciacdo-dissociac8o entre as formas diméricas e tetraméricas,

o que poderia ocorrer segundo o esquema seguinte (simplifica-

do):
Ka,2R
€ 2B82R-02 3 z2(€3)-02
1 1
L | k|
l Kaq,2T |
& 28=T = 2( &)

As caracteri sticas deste mecanismo poderiam ser resumi-
das como segue: a) nas hemoglobinas de off dios.-estudadas em
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nossas  condicbes experimentais existiriam pelo menos duas
formas moleculares basicas:

- tetré@mero "T" na forma desoxigenada na presenca de
fosfato que durante a oxigenac®8o muda para o estado "R"”. Esta
- forma também existé na auséncia do efetor, pqrém em muito
menor proporcdo.

- dimeros na forma oxiéenada na auséncia de fosfato. Na
rresenca do efetor a sua concentrac8o dependeria da relacéd@o
polifosfato:tetrémero de Hb. Possivelmente o8 dimeros também
existam na forma desoxigenada, em pH elevado, como sugerem as
experiéncias de combinac8o com CO.

As formas intermedidrias em equilibrio com as anteriores
encontradas nos estudos de filtrac3o em gel e de sedimentacéo
evidenciariam uma interconversso entre ambas.as formas antes
citadas.

De acordo com o modelo descrito por EDELSTEIN (1979) as
propriedades da hemoglobina poderiam ser descritas pelo
seguinte sistema:

(¢2B2)T «<— L —> (ea=2Bz)R

. K4.‘>\ AAL.zR

2(eB)
onde "L" & a constante alostérica (L=(ez282)T/(e=2B2)R) e Ka.2
com os fndices "T" e "R" representa as constantes de disso-
ciac8o tetrémero-dimero dos estados T e R, respectivamente.
Segundo este esgquema, L teria o seu»valor alterado através da
variacso das constantes de dissociac8o tetramero-dimero dos

estados T e R. Considerando que L=Ka,2R/Ka.,2T, o maior wvalor
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de L em pH baixo seria devido & elevada dissociac8o das
moléculas no estado R, ou seja, na forma oxigenada, e/ou &
diminuic8o do valor de K4,2T. Em pH mais elevado, o vaior de
L diminuiria pelo aumento relativo da constante de disso-
ciac8 do estado T (desoxigenado). A elevac8o do pH desesta-
bilizaria a forma T como comprovado em hemoglbbina humana. por
CHU et al. (1981,1882), produzindo a dimerizac8o ainda da
forma desoxigenada, como sugerido pelas experiéncias de
combinacd de CO com a hemoglobina de M. - bifossatus. Os
valores de K4,z obtidos por cinética rahpida sugerem que a
principal variac%o em func&o do ©pH ocorre na Ka,2T. Os valo-
res estimados da constante alostérica "L" também apbiam esta
idéia.

A ocorréncia de fenémenos de associag8o-dissociag8o in
vivo tem sido proposta por alguns autores. Ja em 1965 RIGGS
afirmava que pelo menos a maioria (se n8o todas) as hemoglo-
binas tetraméricas existiriam em equilibrio com suas subuni-
dades, embora tal equilibrio estivesse deslocado no sentido
do tetrémero. MATSUURA et al. (1987) consideraram que a
existéncia do mecanismo de associac@o-dissociacdo descrito em
L. miliaris possuiria vantagens adaptativas para essa espé-
cie. Mais recentemente PERRELLA et al. (1990) afirmam que a
assimetria existente entre as interfaces €18z e €181 levariam
4 dissociac8o do tetrémero na interface &1z em condic¢des
fisioldgicas. Os fUltimos autores também consideram a exis-

téncia de diferentes re-arranjos moleculares ainda em hemo-

. : 65



globinas simétricas devido aos diferentes estados de ligacdo
dos d meros.

Na presenca de ATP o comportamento funcional muda signi-
ficativamente em todos o8 casos, e a elevac8o notoria da
cooperatividade, a diminuic30 da afinidade por oxigénio e o
‘aumento do valor da constante alostérica "L" s3c compat{veis
com formas tetraméricas. MATSUURA et al. (1987), trabalhando

com hemolisado de L. miliaris em filtrac8o em gel na presenca

de IHP, obtiveram peso molecular de 64 Kd (tetrémero). Além
do efeito especi fico de fosfato causado pela 1ligac8o dessa
molécula ao seu sftio especifico entre as cadeias bets,
parece existir um efeito de cloreto. Este fon foi capaz, em

hemolisado de B. alternatus, de elevar proporcionalmente &

sua concentracdo tanto os valores de Pso (diminuindo a afini-
dade por oxigénio) qgquanto de cooperatividade (nso). Esse
comportamento foi observado até a concentra¢8o de cloreto de
1 M, condic3o na qual a hemoglobina humana & dissociada pelo
fon (FARMER et al., 1982). Tal comportamento poderia derivar
de uma interac3o com cargas positivas na interface €1z, onde
os &nions aumentariam a atrac8o interdimérica e estabiliza-
riam a forma T, ou de um efeito do Cl- sobre a agua de solva-
tac8o, afetando o equilibrio dd mero-tetrémero no sentido da
tetramerizacso (M.F. COLOMBO, comunicac¢@o pessoal).

Sabe-se que o cloreto afeta as constantes de equilibriq
dd mero-tetré&mero de hemoglobina humana, principalmente Ka.2R,

a constante referente & oxiemoglobina (CHU et al., 1981). O
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efeito de cloreto observado n%o é comparavel, contudo, com o
observado por FRONTICELLI et al. (1984) em hemoglobina bovi- -
na, onde o fon exerceria o papel de efetor alostérico em
lugar de fosfatos.

A existéncia de hemoglobinas mhltiplas em serpentes e em
outros répteis tem sido desérita em varios +trabalhos (DES-
SAUER et al., 1957; SCHWANTES, 1972; SULLIVAN, 1974). Este
fato é considerado como sendo uma vantagem adaptativa, uma
vez que capacitaria a resposta do sistema respiratbrio a
diversas situacBes fisiolbgicas (POWERS, 1974; POUGH, 1980).
A existéncia de fendmenos de dissociac8o. permitiria, teorica-
mente, a formac8o de diferentes configuracSes tetraméricas de
acordo com a situacd3o fisiolbgica. A‘ ocorréncia de tal fend-
meno in wvive configuraria wum novo mecanismo de controle da
atividade de proteinas alostéricas, e a elucidag8o do seu
controle mereceria estudos aprofundados.

Em todas as espécies foil determinada por isoeletrofoca-
lizac8io a existéncia de pelo menos duas hemoglobinas princi-
pais nas amostras desoxigenadas e presentes aproximadamente
nas mesmas propor¢des, o que seria o esperado de acordo com
as determinac®es do nUmero de cadeias de globina. As amostras
analisadas pelo mesmo método na forma de carbdxiemoglobina
mostraram varias bandas, o que pressumivelmente & devido a
fendmenos de dissociag8o. As analises eletroforéticas, por
outro 1lado, revelaram escassa resolucdo. De acordo com

DESSAUER et al (1957) os padrdes eletroforéticos de hemoglo-
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binas de serpentes n3o seguem padrSes mendelianos, uma vez
que “fenbtipos esperados” 880 claramente ausentes. Esta
observac#o poderia estar refletindo fenémenos de associac8o-
—-dissociacdo em outras espécies de offdios.

Efeito da temperafura

Os animais ectotérmicos sofrem forte press&io seletiva
sobre as propriedes funcionais de suas hemoglobinas. A afini-
dade por oxigénio dessas proteinas (usualmente expressadas
em termos - da Pso) tem de ser compativel com a temperatura
ambiental a a disponibilidade de Oz (HOCHACHKA et al., 1973).
Uma vez que a oxigenac8o da hemoglobina é uma reac8o exotér-
mica, a elevac3o da temperatura produz, seguindo o principio
de Le Chatelier, a diminuic8o da afinidade pelo gas (WOOD,
18980). A variac8o aparente da entalpia AHapp péde ser consi-
derada como resultado de dois processos exotérmicos: por um
lado AHintr (calor intrinseco de oxigenac8io) e AHaor (calor
de soluc@o do Oz) e, por outro, a liberac8o endotérmica de
efetores de Hb tais como protons e fosfatos (WEBER et al.,
1988; SODE, 1991).

Analisando os resultados em termos da variac8o de ental-
pia "AH”, +também conhecida como "calor aparente de oxige-
nacdo” (POUGH, 1980), vemos que a variac8o da temperatura
sobre a afinidade por oxigénio mostrou um maior efeito no
hemolisado na auséncia de ATP, comparado com as amostras na
prresenca do efetor, nos quais a ligacBio do fosfato reduz a

AH, uma vez que essa reac8o também é exotérmica (WOOD, 1980;
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WEBER et al., 1988). Supde-se que uma menor sensibilidade da
afinidade por Oz estabiliza as propriedades - funcionais da
hemoglobina de animais ectotérmicos face a mudancas externas
da temperatura. Uma maior sensibilidade da afinidade, por
outro lado, ajudaria na oxigenac8io tecidual gquando a tempera-
tura aumenta (POUGH, 1980).

Para os hemolisados das espécies terrestres na presenca
de ATP, a variac8o de AH diminuiu com a elevacdo do pH, com
excecfio do hemolisado de O.t. guibei, no qual AH pareceu
rermanecer mais ou menos constante e aumentar levemente em
func&o do pH. Os valores em pH 7,5 permaneceram, contudo, -

abaixo de -4 kcal/mol. O hemolisado de A. - javanicus, por

outro lado, apresentou valores de AH maiores em pH 7,5{
chegando a —B-kcal/mol. Acima e abaixo desse ©pH os valores
permaneceram aproximadamente constantes. Os valores menores
de AH achados nos hemolisados das espécies de h&bitat terres-
tre e sujeitas, portanto, a variacdes significativas da sua
temperatura corporal, representariam uma protec&o contra a
variac8o brusca das propriedades funcionais da hemoglobina,
como Ja foi discutido. B interessante lembrarmos também que,
uma vez que a oxigenacdo é um processo exotérmico, a Hb
libera calor dos tecidos nos pulmdes, e como sugerido por
WEBER et al. (1988), uma menor AH contribuiria para a conser-
vac8io da temperatura corporea. A. javanicus, por outro lado,
€ uma espécie agultica que vive em extremos de temperatura

relativamente estreitos, o que a caracterizaria como sendo
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"estenotérmica”. Talvez, neste caso, a maior senéibilidade a
temperatura (expressa como AH) represente uma vantagem adap-
tativa para este ofidio. Outros exemplos de maiores valores
de 4H em animais estenotérmicos s8o citados por WOOD (1980).
O mesmo autor cita valores entre -9 e -14 kéal/mol para
endotermos (mamd feros).. POWERS (1980), entretanto, afirma
que tais observacles n3o constituem regra geral, mostrando
algumas excecOes.

GREENWALD (1971), trabalhando com sangue total da ser-
pente Pituophis catenifer affinis Hallowell (gopher snake),
encontrou um efeito significativo da temperatura sobre a
afinidade por oxigénio. Usando os seus dados calculamos que
AH seria de -6,8 kcal/mol, valor compatfvel com nossos dados

na presenca de ATP em M. bifossatus em pH 6,5 e com A.

javanicug em toda a faixa de pH testada. Nas demais espécies
achamos valores inferiores. O comportamento das hemoglobinas
analisadas sugere gQue in vive, a oxigenac8o n8o seria preju-
dicada por -uma diminuic38o significativa da -afinidade por
oxigénio, enquanto que a nfivel tecidual a liberacdo do Oz
seria facilitada, principalmente em M. bifossatus, espécie
muito ativa. O decréscimo da afinidade por Oz teria também
por objetivo a manutencd@o do gradiente entre os vasos e o8
tecidos para compensar o maior consumo de oxigénio a nivel
tecidual em virtude da temperatura (SCHMIDT-NIELSEN, 1975), o
que pode duplicar entre 20 e 30%C, como mostra PYE (1973).

Mudancas na afinidade por oxigénio em hemoglobinas de
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off dios est8o estreitamente relacionados com a atividade do
animal. Como animais ectotérmicos, eles tem um  certo grau de
controle da sua temperatura corporal através de modificacBes
comportamentais (POUGH, 1980). Esta abilidade, entretanto, &
limitada pélo eféito de fluctuacdes externas da temperatura,
e as serpentes tentém evitar valores extremos. Segundo POUGH
(1976), a capacidade fracional de Oz do sangue de offdios é
maxima em temperaturas médias da faixa de atividade (activity
temperature range), diminuindo em temperaturas prbdximas dos
extremos. Isto pode estar relacionado & habilidade destes
animais de alterarem a viscosidade e hematbcrito dependendo
da temperatura, de forma a otimizar o transporte de Oz. De
acordo com G. PUORTO (comunicac%o pessoal) 20 e 30%C poderiam
ser consideradas temperaturas proximas dos limites de ativi-
dade intensa para as espécies no nosso pafis. Em 302%C nbs
achamos uma diminuic&8o do efeito Bohr para o hemolisado na
presenca e na auséncia de ATP. Isto evitaria wuma mudanca
extrema '"'para a direita” (right shift) da curva de oxige-
nac8o quando ocorresse uma elevag8o da temperatura corporal
do offdio, o que seria prejudicial para a oxigenac8o da
hemoglobina, como comentado anteriormente. Isto seria claro

em C. durissus terrificus, animal que devido ao seu habitat

pode experimentar varlac®es consideraveis de temperatura
durante o dia e praticamente n8o apresenta efeito Bohr. Deve
ser lembrado, contudo, que animais com perf odos de aclima-

tac8o apresentam valores de - AH menores aos achados in vitro,
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como mostrado por WOOD (1880).

Conclusbes

Finalmente, a presente tese procurou contribuir para o
estudo de hemoglobinas de serpentes e de fato constatou que
as presentes em offdios ém sua grande maioria possuem pro-
priedades absolutamente diversas das de outros vertebrados.
Propriedades que consistem fundamentalmente na transicdo
oxidf mero == desoxitetrémero durante o transporte de oxigénio
e pode sugerir serem estas hemoglobinas um elo na evolucéo
entre as formas presentes em vertebrados primitivos (com
transic8o entre formas diméricas e monoméricas) e mais evo-
luidos (com formas tetraméricas estaveis). Este mecanismo
parece estar presente em offdios independente do seu grau
evolutivo, uma vez que foi demonstrada a sua existéncia tanto
em espécies consideradas evoluidas quanto nas tidas como

primitivas como B. constrictor (FOCESI et al., 1992) e A. ja-

vanicus.
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