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1. INTRODUGAO

A transicao da wvida aquiatica para a terrestre entre os
anfibios tem sido objeto de muitos estudos e suas causas continuam
essencialmente discutidas. Estas transicoes em anfibios, ocorrem
em semanas ou em meses, oferecendo oportunidade daAavaliar 0 que
deve ter ocorrido em outros animais durante milhares de anos (Going
e Going, 1971).

As hemoglobinas de anfibios sao de interesge especial,
pois de um lado elas podem ajudar a esclarecer uma transigao evolu
cionaria entre hemoglobinas de peixes e de vertebrados aereos, por
outro lado, como & sabido, durante a metamorfose de girinos a hemo
globina larval & substituida por hemoglobina adulta; esta mudanga
molecular pode ser comparada 3 substituigao da proteina fetal para
a adulta observada em mamiferos (Chauvet e Acher, 1971).

A hemoglobina & uma proteina de vital importancia, pois
transporta oxigénio dos pulmoes para os tecidos especialmente para
as mitocondrias onde este gas & muito escasso. Como todas as pro-
teinas, a hemoglobina & constituida de aminoacidos interligados em
cadeias polipeptidicas. A hemoglobina humana & a que tem sido me-
lhor estudada (Perutz, 1978); sendo constituIda por gquatro sub-uni
dade polipeptidicas, cada uma com peso molecular 16.000, formada

por uma cadeia associada a um grupo prostetico denominado heme, que

consiste de um anel de protoporfirina IX contendo mno centro um ato



mo de ferro., Este atomo de- ferro esta coordenado aos quatro A&to-
mos de nitrogenio da protoporfirina, restando portando duas posi-
g¢oes de coordenagao livres, uma das quais pode captar o oxigenio.
Duas dessas sub-unidades sao denominadag cadeias alfa (a), cada
uma constituida de 141 resTduos de aminoacidos; as outras duas de-
nominadas cadeias beta (B), contém cada uma 146 residuos de aminod
cidos. A molécula assim formada esta intimamente ligada por inte-
ragoes nao covalentes (Stryer, 1975), constituindo o tetrimero.
Este pigmento respiratorio de tao grande importancia pa-
ra‘os seres vivos nao esta localizado restritamente em determina-
dos tecidos do organismo, embora sua distribuicao preferencial pa-
rega ser as células sanguineas. Na maioria dos mamiferos a hemo-
globina esta localizada em eritrdcitos nucleados ou nao. Apesar de
a sua distribuicao ocorrer normalmente no citoplasma, tem sido evi
denciada a sua presencga em nicleos de eritrocitos de sapos (Davies,
1961) e de tritao (Tooze e Davies, 1963). Estudos de difragdo de
raios X tem evidenciado a estrutura tridimensional de cadeias de
globinas, muito semelhantes aquelas o e B da humana, para:ChirMumms
(inseto) (Huber e colab., 1971), Clycera (anelideo) (Padlan e Love,
1968); bem como uma analise da seqliéncia de aminoacidos destas mo-
leculas tem confirmado esta homologia (Dayhoff, 1972). Todos os
anfibios apresentam eritrScitos nucleados, e a concentragao de he-
moglobina nestas células, € geralmente menor que nos mamiferos;
também tem sido evidenciada, particularmente para aqueles anfIbios

-

adaptados a vida terrestre, a presenga de eritrocitos anucleados,



se bem gue numa proporgao de 10% (Sullivan, 1974). Os eritrocitos
anucleados apesar de consumirem menos oxigénio szo melhores trans-
portadores de oxigenio que os nucleados.

Dentre as sessenta familias existentes de anuros, sao co
nhecidos cerca de 218 géneros e 2600 espécies (Porter, 1972). Ape
sar de morfolagfcamente similares, eles diferem entre si de acordo
com a necessidade de suportar algumas condigoes cdracteristicas de
habitat. Assim sendo, & Oobvio que surjam algumas diversificagoes
nos componentes da hemoglobina, como também que dentro de uma mes—
ma especie, ocorra alguma variagao de componentes entre a fase lar
val e a fage adulta. |

As hemoglobinas de anfibios tem sido estudadas, pbr va-
rios pesquisadores, com vistas a dﬁis objetivos principais; a ex-
planagao do seu mecanismo fisiolEgico'fundamental e a elucidagao do
fenomeno evolucionirio. Assim sendo, Pringle (1958) realizou um
trabalho no qual era observada uma comparacao fisioldgica deste
pigmento. Manwell (1960) bem como varios outros investigadorgs,
tem estudado as propriedades fisico-quimicas em certo grupo de
animais, onde as caracteristicas obseryadas tem sido: peso molecu-=
lar, forma cristal?na, afinidade pelo oxigenio, ponto isoeléetrico,
especificidade imunologica, bem como, estrutura e estabilidade qué
mica. Assim sendo, Sydentrycker (1956), Rodnan e Ebaugh (1957), Saha
e Dutta (1957), Dessauer, Fox e Ramirez (1957), Buhler (1959) e Foreman
(1960), tem efetuado estudos dessa natureza, usando as ﬁais diver-

sificadas técnicas, dentre as quais o método eletroforético tem si



do o mais utilizado. Dessauer, Fox e Ramirez (1957) trabalharam
com hemoglobinas de 86 especies de anfibios usando eletroforese de
papel e chegaram 2 conclusao de que a mobilidade eletroforética PO
de ser u;ilizada como caracteristica na‘classificagao de certas es
pécies. Rodnan (1957) efetuou a comparagao do padrao eletroforéeti
co da hemoglobina de varios vertebrados. Mainardi (1957) tambem
adotou este critério de comparac@o e concluiu que o modelo eletro-
forético varia de acordo com a posicdo sistematica da espécie, pos
teriormente ele pode confirmar suas conclusoes utilizando testes
imunologicos. Foreman (1960) apds investigar hemoglobinas de 21

~

espécies de mamiferos, concluiu que o modelo eletroforético pode
ser usado como criterio de classificagao quando duas especies sao
morfologicamente dificeis de distingao. Bertini e Rathe: (1962)
trabalharam com hemoglobinas de diversas especies de anuros e comn.
cluiram que o comportamento eletroforético pode ser considerado co
mo uma caracteristica bioquimica de individualidade especifica.
Muitas vezes as hemoglobinas de algumas espécies de anfi
bios podem sofrer polimerizagao por formagao de pontes de dissulfe
to (Riggs, 1964, Trader e Frieden, 1966). Assim sendo,
estas hemoglobinas polimerizadas podem alterar as propriedades ele
troforeticas que geralmente sao interpretadas como polimorfismo.
0 termo polimorfismo, entretanto, e comumente aplicado incorreta-
mente em dados de eletroforese; na realidade este termo seria cor-—

. . - - -
retamente descrito comoc uma varliagao genetica em uma egpecilie, e

nac simplesmente aplicado Aquela espécie, pelo fato de seu hemoli-



sado conter multiplos componentes (Sullivan, 1974), O tratamento
do hemolisado com mercaptoetanol e ditiotreitol, em pH acima de
7,0, tem sido utilizado com a finalidade de reduzir as pontes de
dissulfeto, impedindo assim a formacao de polimeros (Sullivan,
1974). A polimerizagao nao afeta as propriedades de oxigenacao de

Rana catesbeiana (Riggs, 1966).

Estudos funcionais e estruturais detalhados tém sido fei
tos mais freqlientemente com hemoglobina humana do que com outras
proteinas. Tres propriedades de particular interesse podem serx
observadas no equilibrio da hemoglobina com o oxigeénio: 1) a re-
versibilidade da ligagao do oxigénio; 2) a forma sigmoide da cur-
va de oxigenacao; 3) a dependencia da afinidade da hemoglobina pe

lo oxigénio, em fungao do pH (efeito Bohr) e de outros Ions.

Tal como a maioria dos compostos que contém ferro, o heme se ¢Om

bina com o oxigeénio tao firmemente que a ligaczao assim formada &
dificil de ser quebrada. Temos que levar em consideragao que o fer
ro pode existir em dois estados de oxidacao, assim sendo, o heme

ferroso reage com o oxigénio irreversivelmente produzindo o heme
ferrico, entretanto, quando o heme ferroso esta envolvido na cadeia
da globina, ele & protegido e sua reacao com o oxigenio & reversi-
vel. O efeito da globiné na quimica do heme, somente recentemente
tem sido explicado, com a evideéncia de que a cxiaagﬁo irreversivel
do heme ocorre por um mecanismo.que envolve um composto iﬁtermedié
rio (Perutz, 1978), no qual uma molecula de oxigénio forma uma pon

te atraves do atomo de ferro, entre dois hemes. A formacgao de tal



ponte pode ser justificada pelo fato de as cadeias polipept{dicés
se dobrarem e isolarem cada heme separadamente. Na proteina, o
ferro esta coordenado ao nitrogenio do aminocidcido histidina (atra=-
ves da sua quinta posic3o de coordenagao) o qual confere carga ne-
gativa ao metal, permitindo a este formar uma ligacao com o oxige-
nio.

A oxigenacao da hemoglobina pode ser representada atraves

da seguinte equagao de equilibrio (Riggs, 1951):
—_
(Hb)  + n O (8b0,)

2 v

aplicando a lei da acao das massas a este equilibrio, teremos:

(Hb02)n

(Hb) (PO

ou de uma forma geral,

y - = K (Po)"
(1 =¥
onde:
v = fragao de hemoglobina oxigenada;
(1 - y) = fragao de hemoglobina nac oxigenada;
K = constante de equilibrio;

POy = pressao parcial de oxigénio;



n = coeficiente de Hil1l,.

Quando plotamos um grafico da fracao de hemoglobina oxi-
genada (Y), contra a pressao_parcial de oxigenio (POZ)’ obtemos a
curva de oxigenagao da hemoglobina. O grifico obtido & em forma
de "s" (sigmcidal), que & a forma de curva ideal para a hemoglobi-

na representar o papel fisioldgico como transportador de oxigénio

no sangue; e em termos moleculares esta forma da curva significa
que a unifo do oxigénio‘a hemoglobina & cooperativa, isto &, a
uniao do oxigenio a um heme facilita a uni3o do oxigénio aos ou-

tros grupamentos heme. Esta uniao cooperativa & também chamada de
interagao heme-heme ou interagao homotropica.
A melhor demonstragao para interagcao heme~heme, &€ apre-

sentada por um grafico de log (¥ / (1-Y) contra log PO que daria

23
uma reta com inclinacae "n" (coeficiente de Hill), em homenagem ao
fisiologista A.V. Hill, Que foi o primeiro a tentar uma analise ma
tematica do equilibrio de oxigenio; (Brunori e colab., 1973). A
observagEO desta curva apresenta a vantagem de permitir a compara-
¢ao entre diferentes curvas de dissociagao, como também da uma des
crigao imediata do carater do processo de ligacao. Assim sendo,
para n = 1, implica que, para sitios equivalentes, nenhum efeito
de interagao esta presente e corresponde a uma curva de oxigenacgao
hiperbolica; =n > 1 corresponde a uma curva de oxigenagao de forma

sigmoidal e aponta a presencga de interacao heme-heme positivay

n < 1, pode indicar a presenca de sitios nao equivalentes (hetero-



genicidade intramolecular) ou interagao sitio-sitio negativa (n3o
ha cooperatividade).

Efetuando experimentos com hemoglobina humana, Bohr e
colab., (1904), observaram que a posigﬁé da curva de oxigenacao da
hemoglobina, depende da pressao parcial de gas carbdnico misturado
com o oxigénio. E chegou a conclusio de que quanto maior & pres-
sao parcial de CO2 mais deslocada para a direita estava a curva de
oxigenagao da hemoglobina. Posteriormente, Barcroft (1910), obser
vou que a curva de oxigenacao da hemoglobina era deslocada pela
presenca de qualquer acido e nao exclusivamente pelo gis carboni-
co. Assim sendo, o efeito Bohr atualmente pode ser descrito como
o efeito do pH do meio sobre a afinidade da hemoglobina pelo oxig§
nio, isto significa que o fendOmeno de ligacao do oxigénio nos si-
tios de ligacao (Heme), & afetado pela ligagao de prdtons em ou~
tros sitios (cadeia de aminodcidos na proteina),

As modificagoes na curva de oxigenacao produzida pela
presenga de gas carbdnico no sangue (efeito Bohr), & de grande im~
portancia fisioldgica. Nos pulmoes, onde existe bastante oxigenio
e pouco CO2 0 sangue tem mais afinidade pelo.oxigénio.h Quando o

sangue chega nos tecidos, onde ha bastante CO, e pouco . oxigenio,

2
ocorre o fenomeno inverso, isto &, o oxigenio & facilmente libera-
do. Assim sendo o efeito Bohr permite que a hemoglobina fixe basg-
tante oxigeénio nos pulmoes e o libere nos tecidos.

A grandeza do efeito Bohr pode ser avaliada atraveés da

expressao (A log PsO/A PH) . De acordo com o sentido deste proces



.91

so, podemos observar o efeito Bohr normal ou alcalino quando a afi
nidade da hemoglobina aumenta com o aumento do pH, ou ainda efeito
Bohr dcido ou reverso quando a afinidade da hemoglobina diminui com
o aumento do pH. O efeito Bohr alcalino, contribue para modifica-
coes conformacionais intra-cadeias, assim sendo, tanto a cadeia al
fa ( ¢ ) como a cadeia beta ( B ) participam na liberaciaoc de pro-
tons envolvidos no processo. De forma que a combinacao de estudos
quimicos e de difrac2o de Raios-X, tem identificado a histidina
146 da cadeia beta ( B ), e a valina 1 da cadeia alfa ( o ), como
responsaveis pelo efeito Bohr alcalino, com uma contribuigao de
75% e 25% respectivamente (Perutz e colab., 1968; Muirhead e colab.,
1970).

Por outro lado, provavelmente grupos carboxilicos locali
zados na cadeia beta ( B ), tem sido indicados como responséveisgg
lo efeito Bohr acido (Antonini e colab., 19655 Rossi-Bernardi,
e Roughton, 1967).

Em hemoglobinas de ras tambem tém sido determinado 0
efeito Bohr, bem como tem sido pesquisados os grupos responsaveis
por este efeito. Nos estudos de Witt e Ingram (1967),ltEm sido

mencionado que metade dos grupos amino terminais sao acetilados,.

Estes grupos sao encontrados na cadeia alfa da Rana esculenta (Chau_
vet e Acher, 1968). Desde gque o amino-grupo do residuo N-terminal
da cadeia alfa contribui com cerca de 1/4 dos protons Bohr:(Ferutz
e colab., 1969), o efeito Bohr seria reduzido na hemoglobina de

ra. Ele tem uma grandeza de -0,28 comparado com -0,6 a ~0,7 d o
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efeito Bohr da hemoglobina humana. Aproximadamente metade dos pré
tons Bohr vem da histidina C-terminal (146) da cadeia beta. Na deo
xihemoglobina este residuo forma ponte salina com o acido asparti-

co 94 da cadeia beta. Nas duas ras (R. catesbeiana e R. esculenta), o

acide aspartieco & substituido por asparagina ou glicina. Apesar
disso pode nao diminuir o efeito Bohr pelo fato de ser a histidina
desprotonada na conformacao desoxigenada (Perutz, 1970). Tambem

tem sido efetuados estudos com hemoglobina de girino de R. catesbeiana

na fase larval (Riggs, 1951 e 1965; Hamada e colab., 1964, Aggarwal
e Riggs, 1969). Apesar de ser comumente relatado que a hemoglobi-
na de girino carece de efeito Bohr, dados mais precisos obtidos por
Aggarwal e Riggs, indicam um efeito Bohr muito pequeno, -0,10 com-
parado com ~0,28, obtido para o animal adulto. Em informagoes par
ticulares, Riggs revela que a presenca ou ausencia de efeito Bohr
depende do tampao usado nos experimentos (Sullivam, 1974); e que a
afinidade de eritrocitos §u hemolisados para diferentes gspécies
de girino sao similares. Estudos da afinidade pelo oxigénio com o
componente isolado da hemoglobina de diversas especies de girinos,
nao tem sido efetuados pelo fato de que hemoglobinas de girinos se
dissociarem rapidamente e sua afinidade pelo oxigEnio‘depende mui-
to da concentraééo (Riggs, 1964).

Estudos efetuados com curvas de oxigenagao de hemoglobi-
nas revelam que a afinidade do sangue pelo oxigenio aumenta quando
as células vermelhas estao diluidas por hemdlise. Este fato levou

Barcroft a supor que alguma terceira substancia estaria presente na
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hemolise.

Uma série de investigagoes levou Chanutin e Curnish
(1965), a demoﬁstrar que o DPG pode formar complexos com a hemoglo
bina em solugoes de baixa forga idnica. Posteriormente, Benesch e
Benesch (1967), descreveram o efeito deste composto na diminuiggo
da afinidade da hemoglobina pelo oxigenio, este efeito foi em se-
guida confirmado por Chanutin e Curmish (1967). Assim sendo, es-
tes estudos permitem admitir que a afinidade da hemoglobina pelo
oxigenio e por fosfatos organicos & reciproco, tal como o efeito
Bohr (Beneéch e Benesch, 1974). Logo e de se esperar que a afini-
dade da hemoglobina pelo okigénio varie inversamente com a concen—
tragao de DPG. Assim sendo, & quase certo que o DPG, uma vez que
esta diluido na hemolise, seja a terceira substdncia de Bancroft,
responsavel pela diminuicio da afinidade da hemoglobina em células
vermelhas intactas.

Dentre os fosfatos organicos, existentes nas celulas ver
melhas, que podem diminuir a afinidade da hemoglobina pelo oxigEuo
nio, o DPG & o mais abundante, sua concentragao em eritrdcitos hu-
manos & aproximadamente igual a da hemoglobina humana,‘isto‘é, cer
ca de 5 mM (Rapoport e Guest, 1941)., O Qnico outro fosfato intra-
celular, presente em concentracao suficiente (cerca de 1,3 mM), pa
ra contribuir significativamente com a diminuigao da afinidade pe-
lo oxigeénio, & o ATP, entretanto sua afinidade pelo Ton magnesio
intracelular & tao acentuada, que praticamente seu efeito de dimi-

nuir a afinidade pelo oxigenio & eliminado no hemolisado total, de



vido haver formacao de complexo. Dal sentimos a necessidade de
observarmos seu efeito com hemolisados desionizados. (Bunn
1871a).

Nosso objetivo, mo presente trabalho, se prende & carac-

terizagao e identificagdao da hemoglobina de Leptodactylus labyrin-

thicus, Este anfibio de habitat semi-aquatico, & abundante na Améa
rica do Sul e na Australia, e as suas propriedades funcionais e
estruturais permaneciam desconhecidas. Existem informagoes, oriun

das da literatura (Darlington, 1957), de que a Rana catesbeiana ha

bita regioes onde nao existe a Leptodactylus labyrinthicus, sendo

portanto sugerido que existe uma competicao ecoldgica entre estas

duas especies, se bem que, ha varios anos a Rana catesbeiana vem

sendo aclimatada no Brasil.
Achamos portanto, de maior importancia um estudo sistema

tico da Leptodactylus labyrinthicus, tendo em vista a sua explora-

¢ao comercial aqui no Brasil, uma vez que se trata de uma espécie
comestivel que & popularmente conhecida como "Ra-pimenta", e encon
trada facilmente nas proximidades de lagoas, pantanos ou qualquer

outra fonte de agua parada.
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2. MATERTIAL E METODOS

2.1, MATERIAL BIOLJGICO

Os animais utilizados foram anfibios brasileiros, Lepto-

dactylus labyrinthicus (Sprix, 1824); trata-se de animais de gran

de porte, pertencentes 3 familia Leptodactylidade, pesando aproxi-

madamente 500g e coletados nas regioes proximas a Itapira - Sp. Es
ta espécieAé das maiores do seu generc, pois existem exemplarés
que chegam a pesar 900g e atingem at@ 20cm de comprimento. A re-
giao dorsal destes animais & de coloragao escura enquanto a regiao
ventral érmais clara., Sao dotados de glandulas que segregam uma
substancia que causa ardor gquando em contato direto com a pele hu-
mana, dail serem conhecidos como Ra-pimenta. Todos os experimentos
foram conduzidos com exemplares adultos recem capturados;, a fim de
evitar possiveis alteracoes metabolicas, que pudessem falsear os

resultados.

2.1.1 PREPARO DOS HEMOLISADOS

A coleta de sangue foi efetuada em animais previamente
heparinizados, por meio de injecao de heparina (Liquemine, Roche)

por via intramuscular, 15 minutos antes de serem sacrificados. Pos
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teriormente os animais foram sangrados via arco sist@émico esquer=-
do; o material foi colhido sem emprego de anestésico, em seringas
heparinizadas,-e em seguida transferido para tubos de polietilenco
contendo 0,5ml de heparina (500UI/ml) e solugao de NaCl 1,7%Z, con-
tendo EDTA 1lmM pH 7,0. Evitavamos assim a coagulaciao sanguinea e
eventual polimeri#aggo das hemoglobinas.

As hemacias foram separadas do plasma por centrifugacao
(Centrifuga "Sorvall” modelo RC-2B) a 2000 r.p.m. durante cinco mi
nutos. O sobrenadante foi desprezado e a lavagem das hemacias foi
processada trés vezes com a solugao de Ca6121,7z, contendo EDTA
lmM pH 7,0. As hemacias obtidas destas lavagens foram hemolisadas
com agua destilada, na proporgao de um volume de hemAcias para trés
de agua, e novamente centrifugadas, obtendo4$e assim, um hemolisa=-
do 1impido. Realizada a hemblise, o sangue hemolisado foi centri-
fugado; o precipitado desprezado e o sobrenadantte estocado em ge-
ladeira para posterior utilizacio.

Todas as operagoes foram realizadas i baixa temperatura

(42C) logo apds a coleta do material.
2.1.2 HEMOLISADOS ISENTOS DE IONS E MOLECULAS PEQUENAS
Para a preparacao de hemoglobinas "stripped", isentas de

fons e de moléculas pequenas como fosfatos organicos, foram utili

zados metodos descritos por Noble e Riggs (1976).
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Inicialmente, 10ml do hemolisado foram aplicados em uma
coluna Sephadex G-25 (15x2cm), previamente equilibrada com solugao
de EDTA 1lmM, pH 7,0 e eluidas na mesma solucae. O eluato obtido ,
foi entao submetido a uma série de colunas de troca ionica consti-
tuidas pelas seguintes resinas; Dowex l- X, na forma de acetato

8

{8x2cm):; Dowex 50 W- X4 na forma de NH4+ (8x2cm) e uma resina mis-
ta, Amberlite TIRC-50 na forma de H+; e IR-4B na forma de OH—, (20x

2cm), todas elas também equilibradas com solucao de EDTA 1mM pH

7’0.

2.1.3 SEPARACAO DOS COMPONENTES DA HEMOGLOBINA DE RA-PIMENTA

Para a separagao dos componentes da hemoglobina da Ra-pi
pimenta, o hemolisado total foi submetido a cromatografia em colu-
na de CM-celulose (34x2cm), equilibrada em tampao fosfato 10mM,
EDTA 1mM pH 6,4. Para tal, esta resina foi ativada passando pelo
seguinte processamento: inicialmente a CM-celulose foi deixada em
agﬁapara entumecimento por varias horas. Logo em seguida, fo?am
efetuadas lavagens na resina com trocas sucessivas de agua para re-
tirar as granulagoes mais finas, etapa que se estendeu por 24 ho-
ras. A CM-celulose foi submetida a leve agitacao com solsde NaOH
0,5M durante 1 hora, sendo entao lavada varias vezes com agua bi=-
destilada ate a mesma chegar a pH proximo a 7,0. Essa lavagem foi

efetuada com auxilio de um funil de Buchmer adaptado a uma bomba
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dé vVacuo. Posteriormente a resina ficou em contato com sol,. de
HBPO4 0,5N, enm agitagﬁo durante 1 hora. Repetiram-se as lavagens
até que o pH ficasse em torno de 6,0. Assim, a resina foi coloca-
da em tampaoc fosfato 10mM — EDTA ImM, chegando-se ao equilibrio
através de trocas sucessivas do tampao. A coluna foi montada man~
tendo-se a 49C,-através de circulagao, de agua refrigerada pela ja
queta da coluna de vidro. |

O hemolisado total a ser colocado na coluna foi dialisa-
do durante 12 horas a 49C, em tampao fosfato 10mM, EDTA ImM pH 6,4.
A eluicaoc foi feita no mesmo tampao em gradiente de pH linear en-
tre 6,4 a 8,0. O material eluido foi recolhido em tubos com auxi~
lio de um coletor de fragoes. A determinagao da hemoglobina em ca
da tubo foi efetuada em 540nm; foram colocados num grafico, absor-

bancia, em fungao do volume de cada tubo.

2.1.4  SEPARAGAO ELETROFORETICA DOS COMPONENTES DA HEMOGLOBINA

O comportamento eletroforetico das hemoglobinas foi estu

dado atraves da eletroforese vertical em gel de amido em camara, s¢

gundo esquema de Smithies (1959) com ligeiras modificagaes.; Para
a preparacao do gel foi utilizado o amido hidrolisado (Poulik,
1957; Smithies, 1959) e o tampao contendo: Tris~ hi-

droximetil aminometano 30,4mM, EDTA 1,2mM, acido borico 4,4mM, KON

0,017 pH 8,7. Como tampao de corrida, foi utilizado borato na con
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centrag§0 de 0,36M pH 9,1.

As amostras a serem analisadas foram dialisadas durante
12 horas no mesmo tampao usado para o gel. Minutos antes de serem
aplicadas as amostras, foram adicionadas as mesmas 0,0lml de solu-
cao de RCN 2% pH 7,0, para conversao das hemoglobinas em cianohemo
globinasg, |

Aplicou-se entao uma diferenga de potencial de 7 V/cm du
rante 6 horas. Decorrido esse tempo o gel foi cortado longitudi -
nalmente em duas partes, uma destas partes foi mergulhada em uma
placa contendo: 0,25g de benzidina, 75ml de metanol,  0,5ml de aci-
do acetico glacial, 0,1ml de peroxido de hidrogenio (130 volumes),
e cerca de 10mg de nitroprussiato de sdbdio. A solucao de benzidi-
na fol recem-preparada e utilizada com a finalidade de individuali
zar as hemoglobinas pela sua atividade peroxidasica. Apds 10 minu
tos de coloracao, o gel foi lavado com uma solugEo, contendo: 50ml
de eéter sulfiirico, 25mil de metanol e 2ml de perdxido de hidrogénio
(130 volumes).

A outra metade do gel foi corada com amido Black 10B pa-
ra proteinas. Esta solugao continha: 0,5g de amido black, 50ml de
metanol e 10ml de acido ac&tico. Como descorante foi utilizado so

lugao de acido acético a 7%. '

2,1.5 EQUILIBRIO ENTRE HEMOGLOBINA E LIGANTES
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Para o estudo da afinidade das hemoglobinas com o oxige~
nio empregou-se o metodo espectrofotométrico (Antonini e Brunori,
1971). Este baseia-se nas diferencgas espectrais entre as
formas oxi e desoxihemoglobina, em diferentes comprimentos de on-
da. Apresenta vantagens sobre o meéetodo gasométrico, principalmen-
te pela possibilidade de se construir uma curva de dissociagao com
grande variagao da concentracao de proteina, de 0,1 a 100mg/ml.

Geralmente, os estudos de equilibrio da hemoglobina, sao
efetuados com o oxigénio como ligante devido nao somente ao signi-
ficado fisiologico, mas, tambem, devido a facilidade com que a cur
va de dissociagao pode ser determinada. Em termos de equacgdo de
Hill, o equilibrio do oxig@énio & descrito como representando a coo
peratividade ou nao entre a proteina e o ligante.

Na analise espectrofotométrica das curvas de dissociacao
da hemoglobina, utilizou~se um tonometro construido segundo as in-
dicagoes de Riggs, com algumas modificacdes (Fig. 1), aparelho que
se mostrou adequado para estas analises. O tonOmetro consiste em
um tubo de Thunberg médificado provido de uma cubeta aptica de vi-
dro pyrex de capacidade para 4ml, com lem de caminho otico, acopla
da a uma camara dupla de vidro com capacidade gasosa de aproximada
mente 250ml, possuindo uma entrada na camara menor e uma torneira
com tres saidas na camara maior.

Experimentalmente, 2ml das solugoes de hemoglobina em
tampao fosfato 0,01M na concentragao final de 0,7mg/ml, foram in-

troduzidas no tonometro. No caso do equilibrio com ATP, a solugao
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Fig. 1. TonOmetro empregado para o estudo da afinidade da

hemoglobina com o oxigenio «
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de hemoglobina foi acrescida de ATP na concentracao final de 1mM.
Para o equilibrio com a soluc3o de hemoglobina "stripped", as amdi
tras logo apos serem deionizadas foram diluidas convenientemente e
introduzidas, na cubeta do tonbmetro; fézia—se passar nitrogenio
gasoso atraves do aparelho, de forma gque todo o oxigénio coordena=-
do a hemoglobina fosse arrastado, e a deoxihemoglobina assim obti-
da, foi submetida a um banho a 249C, sob agitacao, durante 10 minu
tos.

O espectro foi registrado em comprimento de onda entre
500 a 600nm, com o auxilio de um espectrofotometro (EspectrofotSmg
tro Zeiss, modelo DMR 21, acoplado com registrador). Uma vez obti-
do o espectro da desoxihemoglobina, injetava-se no tonometro, com
o auxilio de uma seringa calibrada, volume conhecido de ar e apos
equilibrio térmico a 249C, registrava-se o espectro. Mais 4 adi-
goes de ar foram efetuadas e os respectivos espectros foram obti-
dos. A Ultima operagao consistia em se fazer passar uma corrente
continua de ar através do tonametro, de forma a se obter completa
oxigenagao da hemoglobina e o espectro era registrade. Todo este
processo foi efetuado para cada pH. ]

Os calculos puderam ser realizados partindo-se das leitu
ras das absorbancias em tres comprimentos de onda correspondendo is
formas desoxigenadas em 555nm e oxigenadas das hemoglobinas, em
576 e 541 para a serie de curvas obtidas. As pressoes de oxigéenio
foram calculadas a partir da equagaoc Boyle-Mariotti para transfor-

mageos isoteérmicas:
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onde Pl € a pressao parcial de oxigenio; V1 0 volume do tonometro:
P, a pressao parcial de oxigenio na atmosfera (156mm Hg) e v, € o
volume gasoso injetado no tonometro.

Operagoes semelham tes foram efetuadas no hemolisado . to=-
tal, e no hemolisado "stripped", em presenga de tampao fosfato 0,1M;
no hemslisado "stripped" + ATP 1 mM e nos 2 componéntes mais con-

centrados, ou seja Hb1 e Hb2 em presenga de tampao fosfato e ATP

lli !

2.1.6 ESTUDO SOBRE O EFEITO DE BOHR

0 efeito Bohr & determinado experimentalmente por método
espectrofotometrico, fazendo-se uma avaliagao do pardmetro log L
(responsavel pela afinidade da hemoglobina pelo oxigénio 1ligante)
em fungao do pH, dentro de uma faixa de pH correspondente aos limi
tes fisiologicos. |

0 estudo_da curva de equilibrio, com o ligante oxigenio,
foi efetuado em presenca de tampao tris-lactato 0,1IM e numal faixa

de pH de 6 a 8. Este método também fornece informagoes a respeito

da interagao heme-heme (interacao homotrdpica).
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O efeito heterotrodopico do ATP sobre as hemoglobinas: Hb, »
Hbz e hemoglobina total, foi estudado atraves das curvas de equili
brio com o oxiganio em presenca de ATP lmM, em cada um dos tam-
poes: tris-lactato 0,1M e fosfato 0,1M numa faixa | de pH de 6
a 8, Por outro lado, o efeito do fosfato inorganico, foi estudado
através das curvas de equilibrio com o oxigénio em presenga de fos
fato 0,1M no tampao tris—lactato 0,1M em intervalo de pH correspon
dente aos limites fisiolGgicos.

0 efeito Bohr e determinado graficamente, colocando~se
em ordenadas os valores de log PSO e nas abs?issas os valores de

pH. 0 coeficiente angular da reta obtida corresponde ao efeito de

Bohr.

2.1.7 AVALIAGAC DOS PARAMETROS LOG P.. E DO COEFICIENTE DE HILL(n)

50

A determinagao dos valores dos parametros log P e coe-

50
ficiente de Hill (n), a partir dos dados experimentais de equili-
brio da hemoglobina com o oxigénio como ligante,-foi efetuada com
o auxilio de uma calculadora Sharp provida de um programa de qua-
drados minimos. Foram fornecidas 3 calculadora, os valores experi
mentais das absorbidancias das formas oxi e desoxihemoglobina, nos

comprimentos de onda 541, 555 e 576nm, de forma que puderaﬁ ser ob

Y
1 - ¥
a fracao da hemoglobina ligada ao oxigénio; posteriormente foram

tidos os valores dos parametros log onde Y representa
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Fig, 2 - Curvas espectrais da hemoglcbina em varios graus

de oxigenacao, em comprimento de onda entre 500

e 600 nm.,
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fornecidos os valores de log P02 correspondentes aos volumes de ar

¥
1~ Y
foi estabelecida atravées da calculadora que mediante o programa de

adicionados ao tonometro. A relacao linear entre e log PO

2’

quadrados minimos, forneceu os valores do coeficiente angular (n)
e do log PO, (log PSO)’ quando Y & igual a 0,5 (Y=50%). A tabela

T mostra os dados tipicos obtidos para o experimento da Fig. 2. E

Y
. 1 -7
va de oxigenagao da hemoglobina) para aquele experimento.

na Fig. 3 estao plotados os valores de contra log POZ(cug
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FIG. 3 - Curva da oxigenacao da hemoglobina,



W27,

2.1.8 HEMATOCRITO E DOSAGEM DE HEMOGLOBINA

A determinagao do hematdcrito foi efetuada com sangue re
cem-colhido e sem anticoagulante. As amostras de sangue foram in-
troduzidas em tubos capilares heparinizados, que apos serem veda-
dos em uma das extremidades foram submetidas a centrifugagao duran
te 5 minutos a 16000 rpnm. 0 volume de células vermelhas sedimenta
das foi expresso em termos de porcentagem por volume de sangue to-
tal.

A concentragao total de hemoglobina no sangue foi deter-
minada espebtrofotqmetricamente segundo (Antomnini e Brunori,
1966), utilizando o coeficiente de oxidag¢ao molar do grupo heme da
oxihemoglobina humana, no comprimento de onda de 415nm,

Um volume correspondente a 0,lml de éangue foi diluido
adequadamente e em seguida hemolizado em agua destilada e em solu-
gao 0,1M de carbonato de sodio, efetuando-se a leitura em 415nm.
Os calculos para a determinacao total de hemoglobina foram entao
baseados no coeficiente de extinggo molar (8415=125.103) do grupo

heme da oxihemoglobina humana.

2,1.9 DETERMINAQKO DO PESO MOLECULAR

0 peso molecular para as hemoglobinas foi determinado

atraves de cromatografia por exclusao molecular. A amostra fol



éplicada a uma coluna de filtracao em gel de Sephadex G-100
(75x5cm), previamente equilibrada com tampao fosfato 10mM e pH6.,6,
e eluida no mesmo tampic. A concentragao de hemoglobina, no elua-
to, foi entao determinada por leitura da absorbancia em 415nm.
Congiderando que o coeficiente de partigao, entre a fase

liquida e gel (KaV), & determinado pela equacao

Ve — Vo
Vvt - Vo

Kav =

onde Ve & o volume eluente, isto &, o volume de eluicao de cada uma
das fragoes cujos valores estao compreendidos entre Vo e Vt; Vo &
o volume total eluido com uma substancia, que @ completameﬁte ex—
cluida do gel e Vt & o volume total do leito do gel. Conhecendo-se
os valores dos coeficientes de particao (KaV) para varias substan-
cias de peso molecular ja estabelecidos, pode-se construir uma cur
va de calibragac para a coluna. Foram utilizadas as seguintes subs
tancias: mioglobina de cavalo (P.M. 16000); dimero de hemoglobina
humana (P.M. 32250); tetramero de hemoglobina humana (64500) e
hexoquinase de levedura (P.M. 102000), cujas KaV eram, réspectiva—

mente, 0,536; 0,420; 0,252 e 0,116.

2.1.10 PREPARAGAO DE GLOBINAS

As globinas foram preparadas pelo metodo descrito por
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Rossi.Fonelli e colaboradores (1958), no qual a oxihemoglobina ou
ferrihemoglobina sao tratadas com acetona gelada (-209C) contendo
2 a 3ml de HC1 2N por litro. Um volume de 10ml de cada proteina,
ne caso Hbl e Hbz, foi adicionada separada e lentamente sob
rigorosa agitagdo, a cerca de 300ml da solugao de acetona acida ge
lada. As globinas precipitadas foram coletadas em baixa temperatu
~ra, lavada 2 vezes, com acetona acida e entao dissolvida em quanti
dade minima de agua destilada. As proteinas assim dissolvidas fo-
ram entao dialisadas em baixa temperatura contra solugao diluida
de bicarbonato de sodio (aproximadamente 100 mg/l). Posteriormen-
te procedeu-se outra dialise contra tampao f&sfato 10mM pH 7 a 7,4.
As solucoes de globinas 1impidas de coloragao amareladas, na con-
centragao de 1 a 3%, foram dialisadas em agua destilada para remo-
¢ao de fosfato, centrifugadas e posteriormente liofilizadas. Antes
porem da liofilizacao, foram efetuados nos sobrenadantes, testes

espectrofotomatricos em comprimento de onda de 280 e 260nm, para

determinar a concentragao das proteinas.

2.1.11 SEPARAGAO DE CADEIAS o E B

Para a analise eletroforética das globinas o metodo usa-
do foi basicamente descrito por Orstein e Davis (1964) e Osborn

e Weber (1969), em gel de poliacrilamida a 10%.

A utilizacao do gel de poliacrilamida em presenga do de
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‘tergente anionico (SDS), apreSQntou uma melhor resolugao para.sepi
ragao, de proteinas nas suas sub-unidades em fungao do peso molecu
lar.

As globinas, em concentragoes variadas, (0,2 a 0,6mg/ml)
foram dissolvidas em tampao fosfato O0,1M pH 7,0, 17 de SDS, 1Z de
B-mercaptoetanol e 6M de uréeia, e incubadas a 379C, durante 2h. A-
pos a incubacao, as solugoes de proteinas foram dialisadas durante
16 horas, em temperatura ambiente contra tampao fosfato 0,01M pH
7,0, contendo 0,1% de SDS e 0,1% de B-mercaptoetanol. O tampao pa
ra a eletroforese foi o mesmo para ambas as cubas, sendo constitui
do de: 7,8g de NaHzPoaﬂzo;'38,6g de NaZHPOA. HZO’ 2g 8DS para o
volume de um litro, entretanto diluido 1:1 antes de ser usado.

Na preparacao do gel foram utilizadas 3 solugoes designa
das "A", "B", "C" e EDTA 0,003 g/ml. A solugao "A" era constitui-
da de 22,2 g de acrilamida e 0,6g de Bis-acrilamida dissolvida em
dgua destilada para o volume de 100ml. A solugao "B", era consti-
tuida por 18,57 de tris, 0, 4% de TEMED e 24ml de HC1l 1N. A solugao
"C" continha SOmenté persulfato de amonio 1,5%.

0 gel foi preparado algumas horas antes de ser iniciada
a eletroforese, nalproporgao de 2ml da solugao "A", 2ml da solugao
"B", 4ml da solugao "C" e 0,024mg de EDTA. Seis tubos fora@ usa-
dos na eletroforese sendo colocado 1Iml da mistura para cada tubo.
Os tubos apds a polimerizagao dos geles foram inseridos na cuba;
as amostras, previamente tratadas, em presenga de glicerol, foram

. . . . » - }
aplicadas na superficie do gel. Na cuba superior foi adicionadoao
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tampao, 0,2ml de azul de bromofenol. Esta solugao constituia a
frente do corante e era composta de: azul de bromofenol 0,57, 10ml
de tampao fosfato 0,IM pH 7,0 para um volume de 100ml.

Manteve~se a intensidade da corrente da ordem de 5mA por
tube, durante 2 horas.

Logo apos a eletroforese, os geles foram removidos cuida

dosamente dos tubos e colocados na solugcaoc de TCA 12,57, durante
60 minutos, sendo entao adicionado sobre eles gotas de comassie
blue 0,3%7. A coloracao foi mantida por 2 horas. Os geles foram,
em seguida; descorados com lavagens sucessivas de metanocl 14Y% e

dcido acético 7%, ate visualizacao das bandas.

2.1.12 EQUIPAMENTOS

Para as determinacgoes espectrofotométricas e utilizou-se
espectrofctometro Beckman, modelo DU, espectrofotometro Zeiss, mo-
dele PMQ-II ou modelo DMR 21,

Para os experimentos de equilibrio de oxigenégéo foram
utilizados dois tonometros conforme modelo Fig. 1.

Para efetuar os calculos utilizamos a calculadora eletr§
nica Sharp, modelo Compet 364-III,

As centrifugacoes foram feitas em centrifugas Sorval mo-
delo RC~2B e centrifuga Eppendorff 3200.

As pesagens foram efetuadas em balangas Metler, tipo 88§
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ou Sartorius, tipo 2443,
Os demais equipamentos usados foram fonte elé&trica Tho-
mas modelo 21, coletor de fracoes Buchler, lampada ultra violeta s

Mineralight UVSL-25.

2.1.13 REAGENTES

Os principais reagentes empregados foram: amido hidroli-
sado Smithies Connaught Medical Research Laboratories, resina CM-
celulose Sigma, resina DEAE*Sephadex A-50, Sephadex G-25~150 Sigma
e Sephadex G-100 Sigma, Dowex 1—X8 (acetato ) Baker AnalysedRemymt
Dowex SOWMXA (NH4+) Baker Ana}ysed Reagent, Amberlite Resin IRC-
50 (H') BDH e IR-4B (OH ) BDH.

Os demais reagentes foram produtos PA de procedéncia Sig

ma Mann, Merck, Baker ou equivalente.



.33.

3. RESULTADOS

3.1. SE?ARAQKO DOS COMPONENTES DAS HEMOGLOBINAS

0 hemolisado total foi submetido a cromatografia em colu
na de CM-Celulose, para a separacao dos componentes da hemoglobina
de Ra-pimenta. -

Aproximadamente 10ml do hemolisado total, contendo de 30
a 40mg de hemoglobina, por ml., foi cromatografado em resina catio
nica. O hemolisado, previamente dialisado contra tampao fosfato
10mM e EDTA 1mM em pH 6,4 foi eluido no mesmo tampaoc em sistema de
gradiente de pH. A Fig. 4 permite-nos observar trés picos, cujas
proporgoes eram constantes em diferentes hemolisados de animais
adultos individuais, submetidos a este fracionamento. O primeiro,
Hbo, foi eluido em pH 6,5 e reptesent&u 10%7 do hemolisado total. O

segundo, Hbl’ eluido em pH 6,9, representava 607, enquante o ter~
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do hemolisado total de eritrdocitos de um animal adulto.

3.2. COMPORTAMENTO ELETROFORETICO DO HEMOLISADO TOTAL DE ERITROCITOS DE

RA-PTMENTA

0 hemolisado total de eritrocitos, recem preparado, foi
submetido a eletroforese em gel de amido a 137 e pH 9,1. Antes, po
rém, foi adicionada pequena quantidade de KCN neutralizada, com a

finalidade de evitar polimerizagao das hemoglobinas. Apds um pe-
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Fig. 4. Cromatografia das hemoglobinas de Ra-pimenta

em coluna de CM-celulose, em gradiente de pH
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riodo de 6 horas de migragao eletroforadtica, o gel foi cortado len
gitudinalmente, conforme descrito, observando-se apds coloragao, a
presenga de tres bandas diferentes, conforme a Fig. 5a. De acordo
com a mobilidade anddica decrescente, estas bandas foram designadas

como componentes Hb Hb Hb

0’ 1 2°
Apds a separaggo dos coﬁponentes por cromatografia em
CMC, foi feita nova eletroforese nas mesmas condigoes anteriores e
os resultados mostram (¥ig. 5k} que Hbl apresenta so uma banda cor-
respondente 3 proteina mais anddica e Hb, também uma so banda com

menor mobilidade eletroforética no gel de amido.,

Em virtude de a hemoglobina designada de Hb, apresentar-

0
se em pequena quantidade, no hemolisado, cerca de apenas 10%, nao

foi possivel realizar qualquer estudo funcional.

3.3 PROPRIEDADES DE OXIGENAQﬁO DA HEMOGLOBINA DE RA-PIMENTA NO

HEMOLISADO TOTAL

O efeito Bohr na hemoglobina de Ra-pimenta, foi estudado
com o hemolisado "stripped"” em presenca de tris-lactato 0,1M, hemo
lisado total em ?resenga de fosfatoe 0,1M, hemolisado "stripped"
com ATP .1 mM na presenca de tampao tris-lactato 0,1M e na presen-
¢a de tampao fosfato 0,1IM. Os dados de ligacao da hemoglobina com
o oxigenio foram representados graficamente, colocando em um siste

ma de coordenadas cartesianas, os valores de log ?/(1—?) em ordena



Hbz
Hb
Hby

A B

+
A - Separagio eletrofordtica em gel de amido
do hemolisado total de Ra-pimenta.

B - Eletroforese em gel de amido dos compo-

nentes Hb}_ e Hbz separados por cromato-

grafia em CM~-celulose.
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das e log Poz nas abscissas. A afinidade pelo ligante, neste gra~
fico, & medida pelo valor de log P50 ou seja, o log da concentra-
cao do ligante livre que corresponde & metade da saturacao da hemo
globina (¥=0,5), portanto (Y/(1-Y)= 1. -

A tabela I1 e Fig. 6, mostram ' que . no - hemoligado
"stripped" da hemoglobina de Ra~pimenta, a curva de saturacgao da
hemoglobina pelo 0, nao depende da concentracao dos ions hidroge-
nio. O efeito Bohr foi proximo de zero, sendo considerado inexis-
Lente,

Quando expfessamos a grandeza do efeito de -0,07 entre
pH 7 e 8, calculando através dos valores de A log PSO/ A pH cu-
jos dados estao na tabela TITI.

0 valor do coeficiente de Hill, n, que e relativo ao grau
de interagao entre sitios de ligagao, estudado no intervalo de pH
entre 6,0 e 8,05, variam de 1,42 a 2,14, Os valores de n chegaram

a 2,0 em pH 7,5 indicando uma interacac heme-heme positiva.

3.4 EFEITO DO FOSFATO TINORGANICO SOBRE A HEMOGLOBINA DE RK*PIMEE

TA

No hemolisado total, e "stripped", foi estudado o efeito
Bohr em presenga de fosfato de sodio 0,1M. A grandeza deste efei-
to, entre pH 7 e 8, foi da ordem de -0,19 para o hemolisado "strip

ped” e de -0,22 para o hemolisado total. Estes resultados foram
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TABELA TII

Efeito Bohr e interacao heme-heme no hemolisado "stripped"

de eritrdcitos de Ra-pimenta, em presenca de tampao tris—lactato
0,1 M.
pH log P50 PSO n

6,0 0,9562 9,04 1,53
6,4 1,0179 10,42 1,89
6,5 0,9465 8,84 1,78
6,8 0,9528 8,97 1,58
7,0 0,9899 9,77 1,42
7,5 0,9795 9,564 2,01
7,65 00,9809 9,57 2,08
7,8  1,0039 10,09 2,14

8,05 0,8949 7,85 1,85
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Fig. 6. Efeito Bohr do hemolisado total em presenca de:
(Q) "stripped" tampao tris-lactato 0,IM; (@ )
tampac fosfato de sodio 0,1M; (A) "stripped"
tampao fosfato de sodio 0,1M; (A) "stripped"
tampao tris-lactato 0,1M com ATP lmM; (o)

"stripped'" tampao fosfato de sidio 0,1M com ATP
1mM.
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obtidos através de dados da tabela IIT plotadas na Fig. 6.

"n" (coeficiente de Hill) no  hemolisado

O0s valores de
"stripped", vafiam de 1,10 a 1,72, apresentando o valor maxime cor
respondente ao grau maximo de interagao heme-heme, em pH 6,8. En-
quanto que o valor maximo observado para PSO foi de 13,88 mmHg, re
gistrado em pH 7,0, Para o hemolisado total, tanto o coeficiente

de Hill (n) como o PSD apresentaram valores maximos em pH 6,4, da

ordem de 2,15 e 17,36mm Hg respectivamente.

3.5. EFELITO DO ATP SOBRE A.A?INIDADE DA HEMOGLOBINA DE RA-PIMENTA

Entre os fosfatos que contribuem éignificativamente para
modificar a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, estudamos o
efeito do ATP. Quando o hemolisado "stripped" estava em presencga
de ATP 1mM, a grandeza do efeito Bohr foi da ordem de -0,22(Fig. 6).
Por outro lado, quando este estudo era efetuado em tampao fosfato_
de sodio 0,IM, o efeito Bohr apresentava uma pequena variacao, is-
to &, da ordem de -0,24, O coeficiente de Hill (n) apfesentou um
valor maximo da ordem de 1,65 em pH 7,5, revelando uma  interacao
heme—-heme positiva.

Na Fig. 7 @ apresentado um grafico da percentagem de sa-
turagao da hemoglobina pelo oxigénio (%Y) versus a pressao parcial
de oxigenio (POZ)’ onde se observa um deslocamento da curva para a

direita, revelando uma diminuicao da afinidade da hemoglobina pelo
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oxigenio causada pelo ATP.

3.6 EFEITO BOHR E INTERAGAOQ HEME-HEME NO COMPONENTE Hb, DE RA-
PIMENTA

0 coé;onente Hbl que representou 607 do hemolisado total,
apresentou, na curva de equilibrio com o oxigénio‘ quando ausente
de moléculas e fons menores, em presenca de tampao tris, da ordeﬁ
de ~0,05, muito baixo, portanto. Entretanto, os valores obtidos
para o coeficiente de Hill (n), chegaram a variar de 1,54 a 2,55
entre valores de pH 6,0 e 8,05, indicando um efeito altamgnte coo
perativo entre os grupos heme. Verificando estes dados na tabela
IV, e Fig. 8, encontramos inclusive que o efeito Bohr, em ﬁreseg
ga de fosfato de sodio 0,1M, foi da ofdem de -0,14. O coeficiente
de Hill indicou uma uniao cooperativa positiva também em pH alcali
acisamente em pH 7,5 o valcr deste cceficiente foi de 2,27.
Em "stripped", este componente com ATP lmM, apresentou entre pH 7
e 8, um efeiéo Bohr da ordem de -0,15, enquanto que o coeficiente
de Hill apresentou seu valor maximo (2,14), em pH 6,3. A tabela

1V mostra estes resultados.
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1.5

0,5 A L :
6.0 7.0 8,0
pH
Fig

Efeito Bohr do componente Hb1 da hémoglobina
de Ra-pimenta: "stripped" tampao tris-lactato
0,IM (O); "stripped” tampao tris-lactato 0,1M

com ATP 1mM (A) e tampao fosfato 0,I1M (@).



Efeito Bohr e interacao heme-heme

TABELA IV
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para o componente Hb,

stripped tris-lac- tampao fosfato de stripped (tris-lacta-—
tato 0,1 M. sodio 0,1 M to 0,1M) ATP 1mM

pH log PSO ’PSO n log P50 PSO n log éSO PSO n
6,0 0,9727 9,39 1,94 1,1697 14,78 1,62 11,2119 16,29 1,64
6,3 1,1804 15,15 1,52 11,2214 . 16,65 2,14
6,55 0,9628 9,18 2,19 o B i
6,62 1,1535 14,24 1,63
6,85 1,1976 15,76 1,74
6,90 1,1741 14,93 1,97
6,95 1,0048 10,11 1,67 ‘
7,0 1,1767 15,02 1,68 1,1553 14,30 1,58
7,15 1,1471 14,03 2,05
7,25 0,958 9,08
7,4 1,0777 11,96 1,57 11,0864 12,20 1,52
7,5 _ 1,0622 11,54 2,27
7,55 0,9479 8,87 1,54
7,7 1,0577 11,42 1,98
7,8 1,0577 11,42 1,93
7,85 0,9079 8,09 2,55
8,05 0,9106 8,14 1,89
8,15 1,0224 10,53 1,44
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3.7 EFEITO DO pH E INTERACAO HEME-HEME PARA O COMPONENTE Hbz NA

CURVA DE EQUILIBRIO COM LIGANTES

Pela Fig. 9 podemos observar que o componente Hb corres

2
pondente a 307 do hemolisado total de Ra-pimenta, apresentou um
efeito Bohr, entre pH 7 e 8, da ordem de ~-0,17, com "n" variando
desde 1,35 a 1,57, em presenga de stripped tris-lactato 0,1M reve-
lando um efeito cooperativo positivo e apresentando seu valor maxi
mo em pH 7,6, conforme tabela V.

Quando em presenga de ATP, o efeito Bohr apresentou um
valor de -0,26, correspondéndo ao maior valor encontrado, para eg-
te efeito, entre todos os componentes. Os valores de "n" para es-—
te componente em presenga de ATP, variaram de 1,26 a 2,32, apresen
tando a melhor condi¢ac para interacao heme-heme em pH 7,05. Em
tampao fosfato de sddio 0,1M, os valores de "n" oscilaram entre

1,45 a 1,89, sendo que em pH 7,2 & que observou-se o seu valor ma-

ximo.

3.8. DETERMINAGAO DE HEMOGLOBINA E HEMATOCRITO

As determinacoes de dosagens de hemoglobina e hematocri-
to foram sempre efetuadas cada vez que um animal era sacrificado.
Utilizando-se o coeficiente de extincdo milimolar do heme da hemo-

globina humana em comprimento de onda de 415aM, a concentragao de

hemoglobina para a Ra-pimenta apresentou um resultado de 9g%.
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9, Efeito Bohr do componente Hb2 da hemoglobina de
Ra-pimenta: "stripped" tampao tris-lactato 0,1M
(O3 "stripped" tampao tris-lactato 0,IM com
ATP 1mM (A) e tampao fosfato 0,1M (@).



Efeito Bohr e interagc@o heme-~heme para o componente Hb

TABELA V
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2.

stripped tris-lac-’

stripped (tris-lacta

tampao fosfato de so-

tato 0,1 M, to 0,1M) ATP 1mM. dio 0,1M,
pH log PSO P50 n log pSO PSO n log P50 PSO n
5,8 1,1443 13,94 1,61
5,9 1,2958 19,76 1,51
6,0 1,0461 11,12 1,50
6,1 ' 1,1374 13,72 1,68
6,33 1,2577 18,10 1,79 '
6,5 1,0120 10,28 1,35 1,1055 12,75 1,75
6,83 1,1255 13,35 1,85
6,9 0,9680 9,29 1,44 1,0406 10,98 1,17
7,0 0,9533 8,98 1,48
7,05 * 1,1199 13,18 2,32
7,2 1,0799 12,02 2,11  1,0077 10,18 1,89
7,5 0,9345 8,60 1,71
7,6  0,9053 8,04 1,57
7,71 0,9666 9,26 1,61
7,9 0,7789 6,01 1,45
7,91 | 0,9978 9,95 1,26
8,0 0,8338 6,82 1,38
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Para a determinagcao do hematdcrito, o sangue recém cole-
tado, foi centrifugado em tube capilar conforme descrito anterior-
mente. O resuitado obtido corresponde a um volume de 247 das célg
las vermelhas sedimentadas. Para ambas avaliacoes foram efetuadas
varias determinagces paralelas, observando-se sempre os mesmos re-

sultados.

3.9 DETERMINAQKO DO PESO MOLECULAR POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAOQ

MOLECULAR

Como podemos observar na Fig. 10, a hemoglobina de Raz-
pimenta apresenta um uUnico volume de exclusao, correspondente a
6530ml, que proporciona um peso molecular da ordem de 64.500., Foram
utilizados como padroes referenciais: hemoglobina humana, miglobi-
na de baleia, etec. conforme descrito anteriormente, podendo ser ob
servade na Fig. 11, Os valores, acima citados, correspondem a unm
KaV da ordem de 0,286, indicando portanto a presenca de hemoglobi-
nas homogeneas. Assim sendo, podemos nos certificar qﬁe as Themo-

globinas nao se encontram dissociadas, ou polimerizadas.

3.10 SEPARAGAO DAS CADEIAS o E B

Com o objetivo de efetuar a separacao das cadeias a e B
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Fig. 10. Cromatografia da hemoglobina de Rﬁ—pimenta 

em coluna de Sephadex G-100 (75 x Scm).
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RN

11.

16900 32000 64.500 102000

P.M.

Curva padrao em coluna de sephadex G.100, cali-
brada com os padroes: Blue dextram 2.000.000; he
xoquinase 102.000; hemoglobina 64.500; mioglobi-
na 16.900; dimexro de hemoglobina humana 32.250 ;

hemoglobina de L. labyrinthicus 64.500, .




.52,

das globinas dos componentes de Hb, e Hb varias tentati-

2

vas foram realizadas para chegarmos a obter resultados satisfato-
rios. Experimentalmente, chegamos a uma nitida separacao das ca-
deias quando usamos as técmnicas descritas por Ornstein (1964) e

Osborn (1969), embora com modificacoes no gel de poliacrilamida a
107%.

As globinas correspondentes aos cbmponentes Hbl e Hb2 da

hemoglobina de.RE~pimenta, apdos serem incubadas, foram dialisadas
nas condigoes ja descritas (Osborn 1969) e submetidas a eletrofore
se em gel de poliacrilamida contendo SDS. Cuidadosamente aplica-~
das em um unico gel de poliacrilamida, as globinas foram submeti=
das a um campo eletrico de 5mA por tubo, durante duas horas. Apss

eletroforese, as fracoes Hbl e Hb, apresentaram duas bandas cada

2

uma. Quando misturadas, as duas fracoes apresentaram apenas tres

d

bandas, como podemos observar na Fig. 12. As bandas corresponden~
tes as cadeias o e B de cada fracao migraram diferentemente. Na

fracao Hbl a banda correspondente a cadeia o apresentou maior mi-

-~

‘gracao que aquela da fragao Hbz, sendo portanto, a cadeia ¢ da Hbl

de maior mobilidade anddica. A segunda banda das fragoes Hbl e
Hb2 cofrespoﬂdendo E‘cédeia B, tambem apresentaram mbbilidad&s di

ferentes., A cadeia B da HDB

1° migrou um pouco mais para ¢ polo po-

sitivo.

Nos tubos referentes as misturas (Hb + Hbz), observou-se

1

que as duas primeiras.bandas correspondentes as duas cadeias o e B,

apresentaram mobilidades equivalentes aquelas das fragoes Hb e

1

-

-



Perfil Eletroforetico da separagao de cadeias o e B

-,

em gel de ‘poliacrilamida.

A - mistura das globinas.

B -~ cadeias «a e B das globinas correspondentes
mogleobina Hbl.

C - cade-ias o e B das globinas correspondentes

moglobina Hbz.




CS&'

e Hbz. A terceira banda apresentou-se maior, acreditando-se que

sejam as duas cadeias B as sociadas, uma vez que 81 e 82 apre-

sentou praticamente a mesma mobilidade.
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4. DISCUSSAQD

Estudos comparativos entre hemoglobinas de anfibios tem
se revelado muito iteis na elucidacao de adaptacoes moleculares des
tas proteinas de acordo com © meio ambiente em que vivem os ani-
mais. Dentre os anfibios h3 espécies muito terrestres e muito aqua
ticas com outras intermediarias e mesmo numa mesma espécie ha fases
de vida agquatica (girinos) e terrestres (adultos). Desta forma as
propriedades funcionais da hemoglobina devem estar adaptadas para
cada uma destas situagoes e partindo-se da premissa que variacoes
estruturais devem estar envolvidas nas variagags funcionais e rela-
¢ao estrutura~fungao podera ser delineada por estes estudos.

O fato das hemoglobinas destes e outros animais se apre-
sentarem em formas multiplas, pode parecer a primeira vista adapta-
gges moleculares na proteina respirataria para exercer as fungSes
em diferentes condigoes relacionadas com habitat. Contudo, o a;ha~
do comum de grupos tiois acessiveis, por exemplo, poderia explicar
esta multiplicidade de formas através de associagao, dissociagao mo
leculares, e um nuimerc alto de componentes poderia ser devido a hi-
bridizacao molecular. E muito dificil decidir, pois, sobre multi-
plicidade de formas das hemoglobinas.

Em nosso estudo com Leptodactylus labyrinthicus anfibio

de habitat semi-aquatico, atraves de tecnicas de eletroforese e
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cromatografia, encontramos multiplicidade de hemoglobinas. Os trEs
componentes por nd0s caracterizados, apresentaram no seu conjunto
mobilidade anddica maior que outras espécies do mesmo genero carac
terizadas também em eletroforese de gel de amido por Dessauer, Fox
e Ramirez (1957). A variacgao no numero de componentes em anfibios
esta ainda concordante com viarias observagoes na literatura (Des-
sauer, Fox e Ramirez, 1957). Assim, Meirelles, Ogo e Focesi (1976},

em seus estudos com Pipa carvalhoi, anfibio de habitat agquatico,

caracterizaram nas mesmas condicoes eletroforeticas, a presenga de
guatro componentes no hemolisado total. Baglioni e Sparks (1963)

identificaram em girinos Rana catesbeiana, anfibio de habitat ter~

restre, tres componentes de hemoglobina por eletroforese em gel de
amido, e concluiram que os hemolisados de girino naoc apresentaram
os mesmos componentes gue os do animal adulto,

A identificacao do nimeroc de componentes de hemoglobi-
nas, parece apresentar certa importancia quando se deseja efetuar
um estudo comparativo, desde que critérios sejam estabelecidos co-

mo: i) definicao sistematica das espécies; 1i) fase evoluciona-

s

ria, ii) o tratamento - -adequado das amostras, tais como, as condi
coes de tamponamento a fim de se evitar principalmente a redugao de
pontes de dissulfeto que poderiam ser responsaveis por granées mo-
dificagoes nas propriedades eletroforéticas como discutido, Riggs
(1964), Trader, Wortham e Frieden (1963).

Outro aspecto interessante seria a possibilidade da mes-

ma proteina se apresentar em miltiplas formas como discutido imnclu
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gsive como dimeros, octameros, etc. Em nossos estudos com hemoglo-

bina de L. labyrinthiecus, constatamos a presenga exclusiva da for-

ma tetramérica com peso molecular por volta de 64.000 daltoms. Es
tes resultados sao compativeis com aqueles obtidos para varias es-

pécies adultas, tais comoc, Rana categbeiana, R. grylio, R. pipens

e T. temporaria, cujo pesc molecular e cerca de 68.000 (Tentori,

Vivaldi, Carta, Salvati, Sorcini e Velani, 1965).

Anilises das alteragoes alostérica em hemoglobinas torna
possivel avaliar a influéncia de diferentes efetores na regulagao
das propriédades funcionais das diferentes hemoglobinas. 0 efeito
regulador proporcionado por varios anions tem sido investigado por
muitos pesquisadores. O0Os fosfatos organicos, em particular, sao
conhecidos atualmente como importantes moduladores da fungao da
hemoglobina (Benesch e Benesch, 1974). Esses efetores alostericos
diminuem a afinidade da hemoglobina pelo oxigenio se ligando prefe
rencialmente & conformacao desoxigenada. No estudo de hemoglobi -
nas de todos os vertebrados tres tipos de fosfatos organicos tem
sido considerados como estando presentes nos glébulos vermelhos:
DPG, ATP, THP. Todos eles diminuem a afinidade éa hemdglobina hu-
mana pelo oxigeénio, e presumivelmente apresentam o mesmo mecanismo
molecular de acao (Benesch e Benesch, 1974).

Analisando-se os resu}tados dos estudos de propriedades
funcionais das hemoglobinas verificamos que a afinidade pélo oxi=-

génio apresentada pelo hemolisado de L. labyrinthicus, em termos

de pressao parcial de oxigenio para meia saturagao (PSO), em pH
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7,0, apresenta para o hemolisado "stripped", um valor de 9,7mm Hg
(tabela TIII). Quando a amostra, nas mesmas condigoes (Fig. 6), foi
tratada per ATP em concentragao saturante (1 mM), houve um acrésci
mo no valor de PSO (13,28 mmHg), nao tao significante como o obser
vado em outras espécies (Meirelles, Ogo e Focesi)(1976). K, em pre
senga de fosfato inorganico, o valor de PSO’ atingiu niveis ligei-
ramente superiores a 13,88 mmHg, mostrando um efeito heterotrépico
positivo, efeito este que se acentua por ATP.

Outro parametro considerado em estudos comparativos de
hemoglobinés e o efeito Bohr. Mais espacificamente-em hemoglobinas
de mamIferos, tem~se investigado com maior intensidade este efei-
to, que consiste na variagao da afinidade da hemoglobina pelo oxi-
genio em funcao da variagao de pH. Consideram-se 2 tipos de efei~-
to Bohr: um alcalino, normal expresso como = AH (variacgao do contgﬁ
do de protons pela hemoglobina quando esta se liga ao oxigenio) e
outro acido (+AH) ou efeito Bohr reverso. No primeiro, grupos imi
dasois da histidina proximal participam efetivamente, enquanto que
no reverso aminodcidos carboxila terminal tem participacao maior.
Os nossos achados mostram gue os valores do efeiéo Bohf entre pH 7
e 8 encontrados foram —0,07 e -0,22 (Fig. 6), respectivamente, pa-
ra o hemolisado total "stripped" e na presenca de ATP. A avalia-
cao deste efeito para o componente 1 (Hbl) que se encontra na pro-
porgcao de 60%7 do hemolisado, apresentou, nas mesmas condigges expe
rimentais descritas, valores de -0,05 e -0,15 respectivamente, en;

quanto que péra o componente 2 (Hbz) que corresponde a 307 do hemo
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lisado, este efeito foi de -0,17 e ~-0,26. Os dados obtidos com os
componentes Hbl e Hb2 na forma "stripped" ~0,05 e -0,17 comparados
com aqueles dorhemolisado total -0,07 levam a conclusio obvia que
€ o componente Hbl que contribue mais para o efeito final do hemo-

lisado total "stripped". Na presenga do fosfato organico, Hb, mos

1 =

tra um aumento de cerca de tres vezes nos valores do efeito Bohr
enquanto que para Hb2 a resposta no efeito Bohr & de apenas cerca

de 0,05 que mostra mais uma vez a participacao efetiva de Hb no

i

hemolisado total. Lancando mao de dados oriundes da literatura Pa

ra as hemoglobinas de Pipa carvalhoi, (Meirelles, 1976), observa-

mos que os resultados concernentes ao efeito Bohr sao da ordem de
~0,06 ("stripped") e de -0,46 (com ATP); enquanto que dados relata

dos para a Rana catesbeiana, (Riggs, 1951), revelam valores do efei

to Bohr de -0,29 ("stripped") e -0,29 (com ATP). Comparando-os es
tes dados com aqueles por nodos obtidos para a Ra-pimenta, & possi-
vel observar que, em termos de efeito Bohr, o comportamento da he-

moglobina de Ra-pimenta & semelhante ao da Pipa carvalhoi para o

hemolisado "stripped" como tambem, que a agao do ATP em ambos 0s
casos, conduz a um aumento (em termos absolutos) do efeito Bohr,
se bem que para a Pipa este aumento 2 mais significativo. Entre-

tanto, com relagao aos dados da Rana catesbeiana observamos que o

ATP nao provoca qualquer alteragiao no efeito Bohr.
Se & possivel aventar hipoteses com estes resultados po-
deriamos assumir que Hb, de Ra-pimenta se aproxima em suas proprie

dades funcionais aquelas da hemoglobina de P. carvalhoi, 1isto &,
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efeito Bohr quase nulo na forma "stripped" e resposta a fosfato
significante. O componente Hb2 por outro lado se assemelha mais a

hemoglobina de Rana catesbeiana, isto &, possue pequeno efeito Bohr

e quase ausencia de resposta a fosfatos organicos. Sendo a Ra-pi-
menta, um anfibio de habitat semi-aquatico; poderiamos sugerir que
a presen¢ga de dols componentes com propriedades funcionais distin-
tas, isto &, um deles caracteristico de animais de vida aquatica e
outro semelhante dquelas hemoglobinas de animais de vida terres-—
tre, facilitaria ao animal a descarga de oxigenio tecidual em con-
digoes ambientais distintas, secas ou uUmidas.

Finalmente, com a presente tese iniciamos estudos estru-
e Hb, de Ra-pimenta procuréndo pu-—

1 2

rificar as globinas destas proteinas. Pela analise eletroforetica

turais dos dois componentes Hb

em gel de poliacrilamida das globinas de ambos componentes, pode

ser observada a presenga de cadeias de 2 tipos: o e B (os simbo-

~

ios g e B foram utilizados convencionalmente) com mobilidade ele

troforética distintas nas condigoes descritas. Assim, estrutural-~

mente,os dois componentes analisados seriam formados por dois ti-

1 1 2 2
pos de cadeias, Hb, por- o1 B: e a fracao Hb2 dp Bs. Verificando os

1 |
resultados apresentados na Fig. 11~-B e 11~C notamos que a diferen-
¢a de mobilidade eletrofor@&tica entre as cadeias a; e a» e bem
mais acentuada que entre as cadeias B; e B, , fato que se confir-
mam ao realizarmos a eletroforese da mistura, onde no campo elét;é

co ha nitida separagao entre as cadeias a , enquanto que as cadeias

8 se deslocam praticamente com mesma mobilidade dando origem a pra
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ticamente uma so banda (Fig. 11-A). Pode-se .discutir, a partir des
ses dados, a hipotese das cadeias "B" serem estruturalmente seme-
lhantes, ficando portanto, as diferengas de comportamento funcio-
nal discutidas no presente trabalho, reiacionadas com as diferen~
tes cadeias o. Evidentcmente para se elucidar melhor essa hipote
s, § necessario efetuar estudos ﬁais detalhados de estyutura, co-
mo mapeamento dos peptideos obtidos por digestao triptica das glo-
binas, analise dos aminodcidos N e C terminais, determinagao da
composicao de aminoacidos, etc. Tais estudos especificamente es-
truturais est3o em andamento e possivelmente contribuirao mais efe
tivamente para trazer a 1u# mais nuances na relagao estrutura-fun-

¢ao entre hemoglobinas.



.62,

5. RESUMO

Algumas propriedades estruturais e funcionais da hemoglo

bina de Leptodactylus labyrinthicus, anfibio de habitat semi-aqua-

tico, foram estudadas tanto nc hemolisado total como em componen-

tes. A separagao do hemolisado total foi obtida através de croma-

tografia em CM-celulose, identificando-se trés componentes designa

dos de Hb Hb, e Hb

0’ 1 2°

respectivamente, resultados esses concordantes com agueles poste-—

correspondendo as proporcoes de 10, 60 e 30%

riormente obtidos em gel de amido.

As propriedades de oxigenagao foram avaliadas por método
espectofotometrico, e a afinidade da hemoglobina pelo oxig@nio, ex
pressa em termos da pressao pércial de oxigeénio para meia satura-
cao (PSO)' Foi observado que o hemolisado total nao apresentou e-
feito Bohr, enguante, dos dois componentés estudados somente, aque
le correspcndente;13oz(Hbg)apnamntmgeﬁeito Bohr normal ou alcalino.
0 efeito causado pelos fosfatos, organicos e inorganicos, foi ob-
servado tanto para o hemolisado total como para os componentes Hbl

e Hb Verificou-se que estes efetores provocaram um aumento no

g
efeito Bohr e uma diminuigao na afinidade pelo oxigenio, nap afe-
tando, entretanto, a interacao heme-heme significantemente.

Um estudo estrutural foi iniciado, com a obtencgao das
globinas dos componentes Hbl e Hb2 e posterior SEparagéo e compara

gao das cadeias @ e B desses componentes atraves de eletrofbrese
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em gel de poliacrilamida. Os resultados indicaram que possivelmen

te as cadeias B sao similares.

s
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6. SUMMARY

Some structural and functional properties of hemoglobin

components of Leptodactylus labyrinthicus, a brazilian amphybian

which lives in a semi-aquatic habitat, were studied in the present
paper. "

The total hemolysate was resolved into three components,
in CM-celulose cromatography. These components were identified as
Hbo, Hbl and Hbz, accordingly to the results in starch gel electro-
phoresis. The tree components are present in the proportion of
10, 60 and 307 respectively.

The oxygen binding properties were studied using épmxro—
metric methods, and the oxygen affinity of the hemoglobin was
expressed as the oxXygen partial pressure to obtain 50% of saturation
(Pqé)‘ The total hemolysate didn't present Bohr effect, although

-

Hb2 (307 of the total hemolysate) showed a normal Bohr effect. Both
major fractions Hb1 and Hbz as well as the total he%klysate ﬁmwed'
phosphate effect, either by organic or inorganic phosphates. This
effect was an increase in Bohr effept with a decrease in oxygen

affinity, without notable changes in heme-heme interactions.

A structural study was iniciated with the globins of the

two major components Hbl and Hbz. The o and 8 chaing : of these
globins were separated in polyacrylamide gel electrophoresis and
compared. The results indicated the possibility of the 8 chains

were similar for both globins.
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