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I - 1 HEMOGLOBINA: ESTRUTURA

O termo hemoglobina foi usado pela primeira vez por
Hoppe Seyler (1864) gue descreveu o pigmento vermelho nos eri—é
trocitos & observou as caracteristicas de‘absorgéo optica desta-
hemeproteina na sua forma oxigenéda. Stokes (1864) notou gue a
~desoxigenagac produzia mudancas espectrais em relag ao a forma
oxigenada observada por Seyler,

A ligagao reversivel com o oxigénio pela hemoglobi
na foi analisada guantitativamente no final do século por um gru
po de fisiologistas que inclui: Bohr, Krogh, Barcroff e Haldane.
Em 1852 o cromdoforo da hemoglobina foi isolado na forma de clo-
reto de hemina (Teichman, 1852), Durante o ano de 1920 o grupoe
prostético contendo ferro foi exaustivamente investigado e a sin
tese do grupo heme foi realizada por Fisher (1929). Logo se tor-
nou aparente gue esta porfirina era o grupo prostético naoc sb da
hemoglobina como também de outras proteinas respiratdrias como a
mioglobina e alguns citocromos (Haurowitz, 1928). Quando a natu-
reza do grupo prostético foi completamente elucidada foi possi-
vel um melhor entendimento de sua relagdao com a proteina globi-
na. O fato do grupo heminico conter ferro confere & proteina a
propriedade de se combinar reversivelmente com o oxigénio, o que
consiste a base de sua fungdoc fisioldgica de transportadora des-
te gas (Keilin, 1951). A capacidade de ligacao reversivel com o
oxigénio depende de interagdes especificas do grupo heme com a
proteina, gue envolvem o atomo de ferro e parte da porfirina for
mando complexos octaédricos de coordenacdc com diferentes ligan-
tes na guinta e sexta posigdes. A guinta posigao de coordenacio

do ferro é ligada covalentemente ao residuc da histina proximal




(Fg) e a sexta pode estar ocupada pelos ligantes oxigénio, mond-
xido de carbono, agua ou radical hidroxila,etc. Fisiclogicamente
o ferro se mantém no estado reduzido (Fe++) e pede estar ou nao
ligado ao oxigénio. No estado ferroso, o Fe++pode se ligar a ou-
tros ligan%es como NQ, isocianato, compostos aroﬁéticos ni£fosos
dando derivados correspondentes. Como resultado da autoxidagao
ou exposicao a agentes oxidantes o ferro & oxidado a Fe+++ . ou
forma férrica. Neste caso ele poderz estar ligado a radicais hi-
droxila, azida, fluoreto, cianeto, imidazol, etc , mas nao e
mais capaz de ligar 0,-

Na hemoglobina desoxigenada o ferro & penta coorde
nado e a sexta posicao de coordenagao permanece vazia: © COmMPOS-
to & paramagnético. Nesta situagao de alto spin o atomo de ferro
se mantém fora do plano do heme de 0,3 a 0,7 2 {Love et alii,1971}.
Na hemoglobina oxigenada, a sexta posigao de coordenacao esta
ocupada pelo oxigénic e o composto & diamagnético. Nesta situa-
¢ao de baixo spin, o ferro se mantém no plano do anel porfirinico.

A formagao de um complexo reversivel hemoglobina/
oxigénio & a propriedade funcional prim8ria das heme proteinas
respiratdorias. Outras heme proteinas, comoc por exemplo as peroxi
dases, quando expostas em seu estado ferroso ao oxigénio, sao
rapidamente oxidadas. A base extrutural para a estabilidade do
complexo hemoglobina/oxigénic & a presenca do meio altamente hi-
drofobico ao redor do heme. Estudos de cristalografia mostraram
que as regides das cadeias polipeptidicas que envolvem o grupo
heme s3o ricas em residuos de amino acidos nao polares e sao fre
guentemente invariaveis. A presenga do imidazol como ligante do
ferro na posigao proximal parece ser também necessaria para esta

estabilidade. A ligagdo com a histidina proximal & constante em



todas as heme protelnas respiratorias e guando hi substituigao
deste residuo, a propriedade de ligagao com 6 oxigénio & perdida
(Antonini, 1974). © residu? de histidina distal & ainda contri
buinte para esta estabilizacao, pois quando ocorre subétitﬁigao
a taxa de‘autoxidagéo.da heme proteina aumenta consideravelmente
(Caughey, 1967). Tridimensionalmente esta proteina globular toma
a forma de um tetraedro irregular sendo gue o grupc heme posicio
na-se na superficie de cada cadeia polipeptidica, guase nas ares
tas do tetraedro (Perutz, 1965). As sequéncias de amino adcidos
nas posi¢oes criticas das cadeias o e B, se mantém quase invaria
veis em diferentes espécies assim os residuos carboxila termi-
nais sio Arg. Tyr. para a cadeia o e His - Tyr para as cadeias §.

As hemoglobinas de mamiferos contém geralmente dois
tipos de residuos sulfidrila: grupos reativos gue ocupam a posi-
cdo CysB93 (Riggs, 1951) e grupos SH nic reativos nas posigoes
Bll2 e al04. Quanto 3 estrutura secundaria, a hemoglobina em seu
estado nativo se encontra 75% na configuragadoc de o hélice. Este
alto conteflido de a hélice em comparacao com outras proteinas glo
bulares simplifica a determinagao da estrutura tridimensional da
hemoglobina. Apds a remogao do grupo heme, © coﬁteﬁdo de o héli-
ce decresce para 50% (Beyckock et alii.,1l967}. Em alguns segmen-—
tos das cadeias polipeptidicas a interrupgao da estrutura em «
hélice & devido & presenga de residuos de prolina. A&  estrutura
gquaterndria & atribuida a forma tetramérica onde as cadeias a e
B s3ao mantidas unidas através de ligagoes nac covalentes. Os con
tatos entre as cadeias similares o-o; B—$ Sac menos numerosos gue
agqueles entre as cadeias nao similares. Dois tipos de contatos
sao distintos entre as cadeias a e fB: oq Bleeal 82. Pelas consi-

deragdes de simetria e interface o; B; & estruturalmente idénti-



ca a a, 82 e a interface 0y 62 e identica a oo Bl. Ag sub-unida-
des da hemoglobina interagem uma com a outra por intermédio de
ligagoes relativamente fracas, nac covalentes, como forgas de
Van der Waals e pontes de hidrogénio. Em condicdes fjisiolOgicas

a oxihemogiobina se dissocia sucessivamente em dimeros.

2af

4 B
Aidissociagao simétrica ocorre na interface a; B, dando dois di

meros idénticos oy 82 e aZBi (Rosenmeyer & Huenms, 1967).
I — 2 PROPRIEDADES FUNCIONAIS DA HEMOGLOBINA

Durante longo tempo a natureza da interacao da he-
moglobina com oxigé&nio foi tema de varios debates.

Em 1908 Wolfgang Ostwald admitia a hipOtese que mo
léculas de oxigénio se tornavam aderentes 3 extensa superficie
da molécuia da hemoglobina por algum tipo de atragdo elétrica,
Em 1912 Peters iniciou um estudo de quantificagao do conteldo
de ferro e oxigénio em eritrdcitos. Neste procedimento o ferro
heminico era oxidado por adigao de ferricianeto e o oxigénio 1li
beradc era medido manometricamente. O contelldo em oxigénio esti-
mado por Peters era 0,975 moles de oxigénio por mol de ferro. Es
ta relagdo estequiometrica indicava que o oxigénio reagia com a
hemoglobina em sitios especificos.

A demonstra¢ao da habilidade da hemoglobina em cap
tar ou liberar oxigénio a pressoes fisioldgicas deste ligante &
expressa pela curva de dissociagao da hemeproteina com o oxigé-
nio. ¢ aspecto sigmdide desta curva foi obtido em 1930 por Bohr
e seu significado fisioldgico posteriormente aceito. Nas pressoes

de oxigénio encontradas nos pulmoes a hemoglobina (nas hemacias)



se torna 97% saturada com ¢ oxig&nioc. Assim sendc, o sangue de
individuos normais com uma concentragdo de hemoglobina 15g/100 ml
poderia transportar 20 volumes de oxigénio por 100 ml.Na pressao
de 40 mmHg a hemoglobina se encontra 75% saturade ( pressao no
leito capilar artério—venoso} e & portanto capéz de 1liberar pa—'
ra os tecidos 4,5 volumes de oxigénio por 100 ml. A forma carac-—
teristica da curva de dissociagao da oxihemoglobina de mamiferos
reflete a presenca de um fendmeno de interagao entre os diferen-
tés sitios ligantes na mol&cula. O pré-requisito essencial para
a cooperatividade na molécula & a presenca de mais gue um sitio
ligante {(Adair, 1925; Pauling, 1935; Wyman, 1948; Weber, 1965 &
Antonini, 1971}. A oxigenagao de cada heme (sitio ligante) no te
tramero aumenta a afinidade dos hemes remanescentes para 0 OXi-
génio implicando em cooperatividade nas subunidades da hemepro-
teina.

Em 1890 Hiifner, assumindo gue a reagac oxigénio/he
moglobina fosse de natureza unimolecular, obteve para a curva de
dissociagdao um aspecto hiperbdlico, como o gque se da com a mio-
glcbina (que possui s& um sitio ligante). Todavia, antes que se
tivesse estabelecido a estrutura tetramérica da hemoglobina A.V.
Hill (1910) propds uma expressio empirica para o equilibrio da

hemoglobina com o oxigénios

Hb + n O Hb(Oz}n

2

sendo a constante de dissociagao Kd.

Hb POZ

Kd=
H: + Hb(oz)

e a fragao de saturagao: Y

Hb (05)
n

Hb + Hb(oz)n




assims;

1-Y K4
a valores de:
Y =20,5 \
P02 = P50
- n
Kd = {P50)
portanto
v PO, B
log— = n log — : equagao de Hill,
1=y P50

Se as medidas de equilibrio sao graficadas de acordoc com a egua-
cao de Hill tendo-se log Y/1-Y em ordenadas e log PO, em  abcis
sas, um grafico linear & obtido. O intercepto em X desta reta no
valor de ¥ = 0,5 fornece o valor de Pzo (quando 50% das moléculas
se encontram oxigenadas e 50% dos sitios ligantes nac se acham
ligades ao oxigénio. A inclinagdo desta reta n & uma medida da
cooperatividade das subunidades, Algumas vezes a proteina mesmo
na forma tetramérica nac apresenta cooperatividade (por exemplo:
hemoglobina H (84) (Benesche et alii.,l961), variantes de Hb com
alta afinidade pelo oxigénio como as hemoglobinas anormais Bethesda
e Kempsey ou ainda hemoglobinas quimicamente modificadas como as
tratadas por bis maleimida metil eter (Simon & Konigsberg,1966);
ou por l-fluor-2,4-dinitrobenzeno (Neer & Xonigsberg, 1968).

Uma estimativa da energia livre de interagao pode
ser cobtida através do grafico de Hill como demonstrou Wyman (1964).
Seneéa inclinagéo da reta, em gualquer ponto a energia livre

aparente de interacdoe neste ponto & equivalente a:

RT 1
AFi = — ~ (1 - —H_)
y (1-y)




Esta equagéo.mostra que para que AFi nio se torne
infinita, n tende 3 unidade em valores extrémamente baixos ou
altoa da saturacao. Isto rgalmente ocorre para © equilibric das
heroglobinas de mamiferos com o oiigéhio.

' Um vélor minimo estimado da energia de interacao

destas hemoglobinas que se pode obter pelo grafico de Hill & de

cerca de 3 Kcal/mol de 0, (Wyman, 1964).
I - 3 CINETICA DO SISTEMA COOPERATIVO

A reacao da hemoglobina com o oxigénio ou outros
ligantes tem sido analisada em termos da equacac proposta por
Adair (1925) quando a combinagéo reversivel com o oxigénio nos
quatro sitios ligantes pode ser representada pelo esquema:

Aq By Ay
Hb(0,) + 30, Hb(0,), + 20,

Hb + 402

Ry

Hb (0 Hb(02}4

23 0y

as constantes de Adair sao dadas por:

Aj= ———— ; A,= ———————— ; A,=
1 Hb.p 2 Hb (0,) .p 3 Hb (0,) ,.p
Hb (0,) 4
A4=
Hb(02)3-P

A curva de equilibrio € o grafico da fracao de sa-
turacdo dos sitios ligantes com o oxigénio, y, em fungdo da pres
sao parcial de oxigénio, -PO,. Expressando-se a concentracgao rela
tiva das moléculas de hemoglobina ligadas com zero a guatro molé
culas de oxigénio em termos de equacao de Adair, a fragao de sa-

turagao dos sitios ligantes y pode ser expressa:




(Agp + 2 Byhgp2 + 3 ByAjhy 3 4 4 AyAyRgR, 4)

4 (1 + A, + AA. 2 + AAA. 3 + AA

1p T A1Pop 18283p 182838 p %)

k

.Se y € o nimero médio deimolécﬁlaé de oxigénio ligadas por molé-
cula de hemdglobina
y = 4y

Se as constantes de associagao intrinseca sao desiguais e se a
constante de associacgao para a zltima etapa de 1igag§o com © OXi
génio & maior que a da primeira etapa, a curva de equilibrio e
sigmbide, mostrando gue a filtima mol&cula de oxigénio se combina
mais facilmente com o cxigénio do que a primeira. A reatividade
dos sitios ligantes para o oxigénic sao influenciadas pela pre-
senga dos sitios ligantes ja ocupados pelo oxigénio mostrando in

teragao cooperativa entre os sitios ligantes.
I - 4 HEMOGLOBINA: PROTEINA ALOSTERICA

A hemoglobina pode ser considerada o exemplo tipi-
co de uma proteina alostérica. Neste caso, a ligagao de um deter
minado ligante a um sitio altera a afinidade para o mesmo ligan-
te em outro sitio da molecula.

Normalmente, nas proteinas alostéricas, existe uma
modificagdo conformacional nas etapas sucessivas de ligagado com
ligantes especificos e interagdo entre as subunidades, implican-
do num mecanismo de cooperatividade. Estas interagbes sao ditas
homotrdpicas. Quando estas interagoes ocorrem com ligantes  que
nio se ligam no sitio especifico, sao ditas heterotrdpicas.

Varios modelos foram propostos para explicar a ba-

se molecular do controle alostérico. Monod,Wyman,Changeux (1965 )




sugeriram para 0 caso da hemoglobina gue esta poderia exispir em
equilibrio entre dois estadds conformacionais: forma T {tensa)ocu
R (relaxada). Na auséncia de um ligante especifico, por exemplo
o oxigénio, as moléculas da hémeproteina poderiam existir em
gqualquer &é% duas conformagoes e com suas afinidades pelos ligan
tes proprias. A inﬁeragéo do ligante a uma subunidade resultaria
em uma transicao conformacional sendo que a afinidade das subuni
dades ainda nao ligadas mudaria abruptamente. Assim, o equili-
brio entre as duas conformagoes & marcadamente alterado pela in-
teracao de qualguer subunidade com um ligante.

No modelo proposto por Koshland, Nemethy & Filmer
(KNF) 1966 a ligacao de um ligante a cada subunidade da molécula
resultaria em uma modificagdo na estrutura terciiria daquela sub
unidade. A alteracgao conformacional afetaria a afinidade das sub
unidades seguintes para o mesmo ligante. Este modelo de ajuste
induzido resulta em varias especies de conformacao intermedidria,
dependendo do nimero de sitios ligantes na molécula. Dos estudos
com hemoglobina varias evidéncias experimentais apoiam um ou ou
tro dos modelos propostos.

No modelo M.W.C. as constantes de equilibrio para
as formas R e T na presenga de oxigénio Kt e Kr e a constante
alostdrica L (que expressa a razao entre onlimero de moléculas na
forma T e na R) sac as trés variantes independentes gue descre-
vem este postulado de simetria. A mudanga conformacional envolve
a proteina como um todo e esta transicao de uma forma para outra
& essencialmente um processo de tude cu nada gue tem por finali-
dade manter a simetria na interacao entre as subunidades. Esta
teoria simplifica a interpretagao dos efeitos cooperativos que

adveém da interacgao homotrdpica. ¢ aumento progressivo da afinida




de pelo oxigénio ocorreria em fungado da mudanga transiciconal da
estrutura T, com baixa éfinidade pelo ligante, para a estrutura
R, de alta afinidade.

As bases estruturais para o modelo MWC foram sbhti-
das pelos trabalhos de Perutz et alii. (1970} dquando, utilizando
-se de métodos de cristalografia em Raios-X,encontraram duas es-
truturas diferentes para oxihemoglobina e a sua forma desoxigena
da, correspondentes aos estados R e T respectivamente.

A combinagao da desoxihemoglobina com o oxigénio
produzia um desvio na regiZo helicoidal de 2 a 3 nm e uma mudan~
¢a na inclinagao do plano do heme em relagao & globina. Estas
modificagoes eram acompanhadas por diminuigao do distanciamento
entre as cadeias B de cerca de 6,5 nm e um aumento na distancia
entre as cadeias o de cerca de 1 nm (Muirhead et alii., 1967}-.
Esta mudanga envolve também o contacto entre as cadeias, princi-
palmente a, e Bl. A cavidade central aparece maior na forma de-
soxi ou T, do que na forma ligada ou R (Perutz, 1970). A regido
&€ compactada de forma que a reqgido CDa de uma cadeia ajusta ~ se
dentro da-regiao FG de outra. Durante a transicac T+ R o atarra-
chamento entre CDo e FCB muda de modo gue as pontes de hidrogé-
nio ligandc Asp Gl(94)g ao residuo AsnC, (102)8 sao deslocadas
por outra ligagao entre cos residuos TyrC, (42)o e AspC, {99) B
{Fig.l) . Finalmente, grandes diferengas sao observadas na regiao
dos residuos C terminal. Na aesoxihemoglobina as tirosinas(HG2 )
ocupam cavidade entre as hélices F e H, e seus grupos fendlicos
sac ligados por pontes de hidrogénio as valinas FGg. Os residuos
C terminal sdo limitados pela participacao nas pontes salinas.
Na oxihemoglobina os grupos fendlicos da Tyr HC, sao ejetados de

suas cavidades e as pontes salinas s3o rompidas (Fig.2).
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_ll._

ModificagSes nos contactos o, e 82 na oxigenaggo. 0 con
tacto move-se de uma area a outra envolvendo deslocamen
to de uma ligacao por ponte de hidrogeénio para uma se-
gunda ligagao deste tipo. As outras ligacoes sao de na-

tureza nao polar ( Morimoto, 1971).
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FIG.2 - ModificagOes na estrutura terciaria produzidas pela

transicao da forma oxigenada para desoxigenada. Na oxi-
hemoglobina (A) o atomo de ferro esta no planc do heme,
tracionando o residuo His FS para cima, enquanto Arg HC3
gira livremente. Quando o oxigénio sai (B) a helice E e

tracionada para dentro e a helice F move—se para baixo,

formando uma cavidade entre ela e a helice H. O grupo
fenolico da Tyr HC, pode ocupar esta cavidade (C) e
assim sua entrada puxa o residuo Arg HC, para dentro,

de modo a formar as pontes salinas (Charache, S. 1974).
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A sequéncia destes eventos seria iniciada pela com
binacaoc do atomo do Fe'' com o oxigénio. Quando isto ocorre, ©
raio atdmico do Fe'' decresce, e o coloca em sitqagao de Dbaixo
spin onde nao ha elétrons:néolémparelhados, e c Fe'' nivela-. se
no plano do anel porfirinico. Este movimento & suficiente pafa
mudar a distdncia entre o heme ligado a histidina proximal e o
proprio plano do anel porfirinico, iniciando~se as modificacoes
gque levam a transicao T +R.

Na deoxihemoglobina a histidina distal BE; e a va
lina BE;; blogueiam o acesso rapido do oxigénioc para o ferro he-
minico. Comparativamente a cavidade do heme na cadeia o desoxige
nada & mais aberta, induzindo espago adequado para a ligagao com
o oxigénio. Alguns dados funcionais _ apoiam esta evidéncia
(Lindstron et alii., 1972; Henry & Cassoly, 1973).

A transicao na estrutura guaternaria T>R  prova-
velmente ocorre de forma abrupta pela ruptura sucessiva das pon-
tes salinas que estabilizam a forma T e secundariamente devido a
compressac imposta na interface entre as subunidades oy 82. Ha
alguma evidencia experimental gue o "click" na estrutura quater-
naria ocorre apds o0 terceiroc oxigénio ter sido ligado ( Gibson &
Parkmust, 1968; Caldwell et alii.,1971 e Salhany et alii.,1l972).

Perutz et alii. (1972, 1974) mostraram por métodos
de ressondncia magnética e Opticos que a ligagao da hemoglobina
resulta em uma diminuicac no estadc de spin dos grupos hemes nao
ligados. A mudanca T + R abre as cavidades dos hemes nao ligados
aumentando sua afinidade. Todavia, Hensley et alii., 1975 nao

encontraram esta correlagao entre conformagao da hemoglobina e o

estado do spin do ferro heminico.
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I - 5 FATORES QUE AFETAM A TRANSICAO T + R

Efeito Bohr

Em 1304 Christian Bohr relatou que a posicioc da
curva de equilibrio da hemoglobina com oxigé&nio era sensivel a
mudangas na pressido parcial de didxido de carbono.Posteriormente
evidenciou-se que é 002 tinha um duple efeito. De um lado, o co,
pode ligar-se diretamente a hemoglobina formando compostos carba
mino. Em condicoes fisioldgicas, somente 10% de CO, produzido . nos
tecidos & transportado como compostos carbamino com a hemoglobi-
na (Bauer & Schroeder, 1972). Um outro aspecto do efeito do CO2
sobre a curva de equilibrio & um efeito indireto ou seja um efei
toc de pH. Assim, em pH fisiolégico existe uma variagao inversa
P02 e pH (Efeito Bohr alcalino).

O efeito Behr pode ser considerado um exemplo de
fungao "ligante". Asgim:

Hb (C

Hb + 402 2)4

+ gt + H'

I

HbH + 402 —_—— Hb H(02)4

0 equilibrio demonstrado horizontalmente represen-
ta a oxigenagao da hemoglobina e pode ser demonstrado experimen-—
talmente medindo-se a curva de dissociacgao em diferentes valores
de pH. As reagoes mostradas verticalmente representam a protona
¢ao da oxi e desoxihemoglobina. Este equilibrio pode ser medido
diretamente por titulagao. Wyman (1964) expressou gquantitativa-

mente estas interagoes em termos da seguinte equagac:




sut

pPH =
Sy

onde: vy = fracao de
P = pressao [

Em condigges fisioldgicas de pH

Alog P50

ApH

Portanto, para a
hemoglobina, 4 x 0,6 ou 2,4 pro

0 modelo de Perut
gquimica para o efeito Bohr alca.
da hemoglobina poderiam ser mai:
desoxigenada.

Cerca de 50% do e
na entre o grupo imidazcl protor
duo carregado negativamente do 2
tin & Rossi Bernardi, 1969). Out
tes salinas entre o grupo N-tern
o residuo C-terminal de outra ce
evidenciou estas ligagbes por di
I - 6 INTERAGAO DE HEMOGLOBINAS

Os experimentos de
a afinidade da hemoglobina pelo
¢a ionica da solugao. Em 1961 Ro

ram em detalhe o efeito de varie

nais da hemoglobina.
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>3 p}

>H
Iracao
11 de oxigé&nio ;

& 7,6) o valor:
+ 6

do de 4 moles.de 0, & deoxi-
poderiam ser liberados.

70} prevé uma base estereo-
onde guatro grupos acidicos

illmente protonados na forma

Bohr & devido a ponte sali-
la histidina Bl46 e o resi-
34 na mesma cadeia { Kilmar-
25% seriam atribuldos a pon-
protonado de uma cadeia o e

Todavia, Fermi 1975 nao

10 de Raios-X.
FOSFATCS ORGANICOS

roff (1928) demonstraramque
nio depende em parte da for
anelli & Antonini investiga

s nas propriedades funcio-



O eritrdcito hum:
um polifosfato intermediirio n:
cerato {2,3—-DPG). Sua concentr:
te a concentragac de hemoglobir
Benesch e_benesch demonstraram
¢cao da hemoglobina. |

O 2,3-DPG se ligsz
estequiométrica de 1:1., A const
para o 2,3-DPG & de 2,5 x 10" °u
de pH e forga idnica, o 2,3-DPG
inegpecificamente & oxi ou deso
se comporta como um efetor alos
da hemoglobina com relagac a ca
identificagac do sitio de ligac
foi estabelecida por Arnone, 19
buem com as cargas positivas pa
as cargas negativas do polifosf
e os grupos imidaz6licos da His
0 2,3-DPG se ajusta na cavidade
na e & coordenado com os residu
da Lys E F(82),. Na transicao «
move para fora justamente com a

Esta interagdo cor
conhecida como prova da estrutw
Dados experimentais utilizando :
"spin labels" estao de acordo cc

1971, 1872).
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sntéem altas concentragoes de

glicolitica o 2,3-difosfogli

e

da ordem de 5 mM, equivalen
n 18673 Chanutin e Curnish;

2ito deste polifosfato na fun

:soxihemoglobina numa relacgao
de equilibrio de dissociacao
condigoes de baixos valores
ltros polianionsg se ligam
wglobina. Portanto,c 2,3-DPG
‘0 quando modifica a fungido
o e liberagao de oxigénio. A

2,3-DPG com a  hemoglobina
ssim, os residuos que contri
interagao eletrostatica com
ac o grupo amino da val NaI (8)
143}8. Na desoxihemoglobina
ral da molécula de hemoglobi
ima e com o residuo € - amino
trutura T para R a valina se
ce He o0 2,3-DPG @ liberado.
ssfato organico pode ser re-
aternaria de dois estados.
Jos de 2,3-DPG marcados com

e modelo (Ogata & McConnell,



Efeito do ATP

Este polifosfato
seritrocitos. Normalmente sua cor
2,3-DPG, e tambdm & um forte moc
na pelo 02 (Benesch & Benesch, 1
Bunn et alii., 1971). Tedavia, c¢
dade por cations divalentes, a m
fato se acha na hemi3cia ligada a
et alii.,1971; Berger et alii.,l
senta efeito significante na oxi
&nion que diminue a afinidade da
cloreto {(Antonini et alii.,1971):
c1” diferem parcialmente daguele:
alii.,1976}. Policarboxilatos co:
carboxilato, benzeno, 1,2,3,4,5-"
pazes de induzir modificag¢des no
afinidade da hemoglcbina pelo oxi

Recentemente estude
adenina dinuclieosideo fosfatos (b
influéncia destes compostos na ct
¢ao da hemoglobina (Focesi, 1981)
¢oes menores que o 2,3-DPG na hen
nismo regulatdrio, por interagir
idénticos ao de fosfatos.

Ainda polisulfatos
dextran e heparina) modificam as
moglobina decrescendo sua afinida

alii., 1977).

"acao & cerca
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sgundo mais abundante nos

de 1/4 a do

r da afinidade da hemoglobi

Chanutin & Curnish, 1967 ;
+ ATP possui uma alta afini-
concentracao deste polifos-
‘magnésio (Rose, 1968; Bunn
O complexo ATP-Mg nao apre
‘a0 da hemoglobina. Qutro
'globina pelo oxigénioc & o
s sitios de ligagdo para o
a o 2,3-DPG {(Bonaventura et
trato, propanc, 1,2,3-tri-
carboxilato sac também ca-
librio T +R e diminuir a
> (Desbois et alii.,1974).
o efeito de nicotinamida
e NADP) e demonstrou-se a
le equilibrio de  oxigena-
:as coenzimas em concentra-
poderiam prover um meca-
tios també&m nac totalmente
moleculares ( sulfato de

‘iedades funcionais da he-

Jo oxigénio ( Amiconi et



aumentc do pH do

sangue

inibicao da 2,3
DPG fosfatase;
aumento do 3-PG

diminuicao da

Hipoxi:

1
aunmento dc

da hemac

aumento do
DPG e 3-PG

aumento da

decomposicao

do 2,3-DPC tese do 2,
aumento da
centragao
DPG

FIG.3 - Esquema de mecanismos pre

de 2,3-DPG-induzidos pel:
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aumento da\Hb
[ g

diminuicao do 2,3
DPG livre(ligacao
com a Hb de

‘escape do produto
inibitério da DPG

mutase

+1s para aumento dos niveis

“3xia ( J.pUhm).



I - 7 A AFINIDADE DA HEMOGLOBII

SIGNIFICADO "in vivo")

O reguerimento de
damente suﬁrido pelos eritrdcite
mente em transportadores passive
cao da curva de dissociagao da I
& controlada em primeira instanc
com fosfatos orgdnicos, principe
condigoes clinicas em gue hi um
oxigénio, um incremento da conce
te desvio para a direita da curs
liberacao tecidual deste gas. Un
tuagao acima & a condigao de hir
propostos para esta adaptagido ou
de 2,3-DPG {Fig.3). A hipoOxia &
alcalose respiratdria, gue estin
trado que no homem (Lenfant et a
Gerlach, 1971) condigoes de hipd
taxa de 2,3-DPG se a alcalose fo
de desoxihemoglobina nos estados
de 2,3-DPG livre nas hemacias, o
fatbr inibitdrio que o 2,3-DPG e
Assim, o aumento da sintese de 2
¢ao facilitaria a liberagao do o

Ainda com relagao
postos cronicamente a mondxido d
vados deste polianion (Dinman et

ciencia congénita de diaphorase

LO OXIGENIO: (CONTROLE E

‘3nic pelos tecidos & adegua-

> nao se constituem simples

‘iller et alii.,1970).A posi

tocbina de individuos adultos
:la interacao da hemoglobina
e pelo 2,3-DPG. Em varias

1ito da demanda periferica de

- ;aoc de 2,3-DPG acompanha es-—

dissociacao facilitando a

aspectos que descreve a si-

Dols mecanismos tem sido
1, aumento da  concentragio
i mente acompanhada de uma

. glicOolise. Tem sidc demons
1971) e em animais (Duhm &

guda nao induzem aumento na

- yvenida. Ainda com aumento
ipdxia decrescem os niveis
ccasiona a liberagao do

. sobre sua propria sintese.

G induzido pela desoxigena-
io necessario.

iveis de 2,3-DPG,animais ex
bono apresentam niveis ele-
.+1970). Pacientes com defi

etahemoglobina redutase



NAD dependente) apresentam um aun
IIVersmold et’alii.,iQ?Bl. Cutras
¢as pulmonares crdnicas (Oski et
(Eaton et élii;,l968); doen¢as h
piruvato guinase (Delevoria et a.
dos'nivéis do 2,3-DPC e tornam a
gao de oxigénio. Esta relacio enf
dissociagao da hemoglobina & de {
vio na pressao parcial de oxigéni
corresponde a uma mudanga de 4,2(
eritrdocitos. Todavia, em algumas
posta nao ocorre como por exemplc
nas transfusces de sangue estocad
drome respiratdria (Muller et ali
niveis de 2,3-DPG sdo baixos e po
para a esquerda na curva de disso

Qutro aspecto inter
nante na curva de afinidade & dad
tragao média corpuscular da hemog
bina pelo oxigénio decresce com o
alii.,1%969). Embora uma correlaca
1871)

sido proposta, (Bellinghan,

ainda incerto.
I - 8 MECANISMOS BOMEQSTATICOS
A liberagao de oxige

da por tres variaveis independente

equagao de Fick:

‘ragoes clinicas como

-+ ra 50% de sitios

.. 2ta entre P
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de 70% nos niveis de 2,3-DPG
doen-
-+19689); doengas cardiacas

cas e deficiéncia da enzima

1963) levam a modificacgdes

Jlobina mais apta a libera-

- iveis de 2,3-DPG e curva de

precisdo gque 1 mmHg de des

ligantes

- .es de 2,3-DPG por ml de

.¢Oes especificas, esta res

vatologia do chogque séptico,
em recem nascidos com sin-
70) . Nestas condi¢oes  os

orrer inclusive um desvio

0.
“te que poderia ser determi

.0 Indice (MCHC) ou concen-

‘a. A afinidade da hemocglo-~
'nto do MCHC ( Benesch et
50 © MCHC tenha

significado funcional &

>ara o8 tecidos & governa-

* podem ser expressas pela



VQz =

onde-voé'é a guantidade de oxigé

quantidade em ml de O, ligado po
turada; Q & o fluxo sanguineo e .
de saturagég de oxigénio arteria

A concentracao de |
te do balangc entre a eritropoie:
aumento da massa das células san:

na representa um fator important«

baixo conteiidoc de oxigénio. O flr

do orgao & controladoc por uma cor

rais e hormonais. Alteragoes no i

ou tecido suprem as demandas metc.

exemplo, no exercicio muscular vi:

diaco acompanha a facilitacgao de
trabalho.

0 39 termo da equag
pressa quantitativamente a libera
moglobina durante o fluxo sanguin
sa. Este parametro depende da cur
na que determina a quantidade de
liberada por uma determinada pres

digoes fisioclogicas a curva de di

O sangue se apresenta quase total

em sua circulacao pelos pulmoes;
pilares sistémicos o aspecto da c¢

uma grande gquantidade de oxigénio

1,39.0.Hb (S .

diferengas na pressao parcial des

génio seja liberado no plasma e

.iberada (1/min};

- ntragoes

-2]-

-

1,39 e a

-2 hemoglobina totalmente sa

2 5,70, sao as porcentagens

. rtério-venosa.

- lobina no sangue & resultan

1 destruigao da hemidcia. ©

i 15 mediada pela eritropoiti

idaptagao de situagoes de
inguineo para um determina-
1 relagdo de fatores neu-
para um determinado Orgao
ras de forma apropriada,por
30, © aumento do débito car
 fluxo para o musculo em

» Fick (SaO2 - Sv—Oz) ex-
‘racional de oxigénio da he
. artéria para a parte veno

dissociacac da hemoglobi-

. nio do sangue gue pode ser

arcial de oxigénio. Em con
agao & de tal natureza que
saturado com o oxigenio
te o fluxo atraves dos ca-
de dissociagao prediz gue
ser liberada com peguenas

5. Isto permite gue o oxi-

suficientemente



g

altas para prover um gradiente
& Forster, 1967, estimaram que
de oxigénio nas hemicias & de ¢

2'8

lulas deve ser varidvel depende

do plasma. O gradiente de PO

sejam: fluxo sénguineo capilar,
difusao e atividade metabdlica
transporte de oxigénio dentro d
sao limitado.

Misculos esguelét
tragao de mioglobina dentro do
sua alta afinidade pelo oxigénit
ca oxigénio. A pressaoc de oxigd
diaca tem sido estimada como sei
Sabe-se que cerca de 0,5 mmHg &
mitocondrias isoladas (Chance ei
oxigenio cai a valores de 0,1 mr
Assim o oxigénio se encontra sen
drial. Os mecanismocs homeostdtic
aunmento do débito cardiico; uma
sao artério-venosa ou ainda modi

curva de dissociacao.
I - 9 INTERAGCAO DE DROGAS COM H
A escolha da molec

farmacolOgico de receptor de dro

por Clark (1937}). Neste termo Cl
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i ado dentro das células. Lawson

‘apilares teciduais a tensao

de 1 mmHg maior gue aquela

o plasma e o interior das cé

e diferentes fatores quais

-:idade capilar, barreira de

2lulas. Em muito tecidos 0

: Iulas & um processo de difu-

2> cardiacos tém alta concen-

- lasma das células; devido i
"1 hemeproteina capta e esto-
‘:ntro da célula muscular car
2 5 mmHg (Cobunr et alii.,1973).

:rido para a respiracao de

.+»1962). Quando a tensdo de
respiracgao celular cessa .
Mm excesso ac nivel mitocon-
raliaveis sao portanto um
wicao na diferenga da pres

‘ac na forma e posicdo da

LOBINA

€ hemoglobina como modelo
oci postulada inicialmente

rediz gue a hemeglobina pro



ve um modelc de valor inestimiy
por ser uma proteina ativa fisi
ocasionadas quando existentes p

A hipoOtese de int
pecifico de estrutura complemen
Langley.

Beddel et alii.,
to para sintese de novos compos
hemoglobina e modifica-la funci

No caso especific:
ao sitio molecularmente conheci-
com o 2,3-DPG. Neste contexto a
mente aceita pois criticas fora
cula de hemoglobina nac estid su
meleculas vizinhas, como um rect
brana. Mas em outros aspectcs a
ceptor oferece varias vantagens
em forma altamente purificada;
teina sao bastante conhecidas;
lador fisiolbgico e a identific:
de hemoglobina sao fatos ja est:

A inovagao do grug
Stammers, Goodfort) foi na estr:
postos, gue nao eram andlogos de
dades fisico-quimicas especiais

nico da meolécula de hemoglobina.
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ra estudar a acac de drogas

camente e que as nodificagoes

c.am ser medidas diretamente.

o de drogas como receptor es

»i proposta ja em 1828 - por

utilizaram—-se deste concei-

c1e poderiam interagir com a

- znte.

:rmo receptor se restringia
hemoglobina para interacgao
1 de Beddel nao foi pronta-
:as no sentido de que a molé
as mesmas interagoes  com
farmacolOgico ligado & mem-
lLha da hemoglobina como re-
1 obtencao da hemeproteina
sstrutura e fungao desta pro
‘ungao do 2,3-DPG como modu
lo sitio desta na molécula
ridos.

Wellcome R.F. (Beddel.Brown,
1 da sintese dos novos com-

DPG mas que tinham proprie-

interacao com o sitio anio-



Os novos compostos

sulfonic acids II e IIT).

'selecionados a partir da estrutu
tor produzem o efeito bioldgico :
.afinidade da hemoglobina pelo ox:
te por estudos de NMR (Brown et
(Fig.4).

Outro aspecto reler
drogas tem sido o de modificagao
dade de esclarecer estruturalment
desta proteina (Antonini et alii.
vista a hemoglobina poderia sofre
lucionariam aspecteos funcionais i
perimentacaoc neste sentido que s¢
gia: anemia falciforme.

A falcizagao das he
meira vez em 1910 por Herrick gue
hemdcias em um esfregago de sangu
da falcizacao ou nao sobre a oxig

da por Hahn & Gillespie em 1927.

.. etizados ( bis-aryl-hidroxi

) cron
SO4H
—CH,—CO, H
\-?H0H
S04 H

sitio de ligacdo ou recep-

" 1do ou seja a diminuigao da

> interagindo comprovadamen

1977) no sitio do 2,3-DPG

de interacao hemoglobina e
.ca da molecula com finali-
lpos essenciais na funcgao
'l}. Sobre este ponto de
lificagoes "in vivo" gue so
antes. Um dos grupos de ex

desenvolvido &€ o da patolo

s fol observada pela pri-
rvou a forma nao usual de
um paciente. A dependéncia

o e desoxigenacao foi nota
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sitipo receptor do 2,3-DPG.

0 observado por Arnomne{l1972),
composto I.

composto II.



A siclemia ocorre
dores de hemoglobina § guando ux
por agido glutdmico na sexta pos
tem, sido correlacionados com o f
ganica, 2,3-DPG, PCO2 e mesmo a
Nagel & Bookhin, 1974; Masys et .
¢ao quimica da hemoglobina S; pa
estudada como forma terapdutica.
ram o uso de cianato de sédioc co
et alii. (1974) nostraram que a |
milada na posigao N-terminal da
risticas para gelificag%o; enquat
dos grupos N-terminal das cadeia:
polimerizagdo. Entretanto Bensch
sultados conflitantes com os de 1
pos N-terminal com piridoxal fosf

A polimerizacao da
nada (T) se constitue no processc
falciforme (May, 1976; Finch et ¢
tituigao da valina por acido glut
superficie da molécula acarretand
coidal desta regiao (Yang, 1975).
ra T com rompimentos de ligagoes
posto para a uréia na prevencao d
1973).

Ainda dentre outras
globina tem—se as gue saoc obtidas
grupos sulfidrila. Assim a reagdo

dissulfetos (cistamina e dimetil

_26_

.macias de individuos porta-

.. 3uo de valina & substituido

da cadeia B. Varios fatores

no da falcizagdo: pH, forca

(Paniker et alii., 1972 ;

. +1974) . Portanto a modifica

© .tar a falcizagldo tem.  sido

11 & Manning (1971) propuze

- :nte anti-falcémico. Nijkan

obina seletivamente carba- .
L o apresenta ainda caracte
& a carbamilagac seletiva
istram menor tendéncia a

dii. {1974) encontraram re-—

quando do blogueio dos gru

rlobina $ na forma desoxige
wénico primidrio na anemia
1%73; Dean, 1978). A subs-
| na posicao Bg ocorre  na
| perda de estrutura heli-
isestabilizacdo da estrutu-

[fobicas foi omecanismo pro-

cizagao (Murayama et alii.,

ficagoes quimicas da hemo-
reagentes especificos para
2 o grupo SH (B 93) com

I-cystine) induz modifica
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¢oes na hémoglobina que apresenta propriedades funcionais dife-
réntes daquélas da heﬁoglobina A {(Antonini, 1977).

Esta modificagao induzida pela cistamina levou
(Benﬁeard et alii.,l978} a utilizad-la como inibidor do processo
de falcizagaoc. A ligacao cistamina-hemoglobina & desfeita na pre
senga de glicose e NADP” e envolve os sistemas enziﬁéticos gluta
tiona-redqtase e metahemoglobina—redutase.

Outro reagente tiol gue inibe o falcizagao & a
N-maleimidometil ester (Zack, 1975) porém embora esta substincia
aumente a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio existe uma dimi
nuigao na cooperatividade das hemicias tratadas. O mecanismo pro
posto para a aga@o destes reagentes tidis & a formacdo de pontes
mistas e uma modificagao conformacional que resultaria na estabi
lizagao da estrutura quaternaria (forma R) Hassan (1976).

Outro agente modificador da estrutura e fungio da
hemoglobina € o diclorometano (DCM}; este solvente industrial ii
ga~se a hemoglbbina A e §, reduzindo o transporte de oxigénio pa
ra estas hemeproteinas modificadas, a baixas pressdes deste 1i-
gante., A interacgao desta droga se faz em sitios estabelecidos
(Schoenborn et alii., 1976) (Fig.5).

Modificagdes nos grupos N-terminal da hemoglobina
foram encontrados por Currell et alii., 1979, que estudaram a
acao do 2.metoxy 5.nitro-pone. Este reagente liga-se especifica-
mente a grupos NH2 livres produzindo residuos N-nitroponyl que
ocasionam um dramatico aumento da afinidade da hemoglobina pelo
oxigénio. Por outro lado, observou-se gue pacientes portadores
de diabetes apresentavam um componente de HbA denominado Hb Aic
em concentrag¢oes elevadas. Este componente consiste em uma hemo-

globina medificada por reagao de grupo N~terminal da cadeia B
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FIG.5 - Representagao esquematica da estrutura da desoxihemogla.
bina apos Fermi (1975) = Cadeia a;: contorno salido for
te; o,: contorno solide leve; 81: contormno achureado
forte; 82: contorno achureado fraco: A ligagao do diclo
rometano nos sitios D1 (proximo ao reslduo Trp l4o) e
indicada como cruzes. As helices sao indicadas por le-

tras mailsculas. As regioes entre helices sao indicadas

por letras maiusculas duplas {(Schoenborn B, 1978).




com uwm composto de baixo peso molecular que dava origem a uma ba
se de Schiff (White, 1972). Esta ﬁemoglobina.glicosilaaa apresen
ta uma afinidadg menor pelo oxigénio e uma menor sensibilidade a
agao do 2,3-DPG (Fliickiger, 1976). A presen@a de glicose no re-
siduo N—tefminal da cadeia iﬁterfere com © aceséo do 2,3-DPG ao
sitio anidnico deste polifosfato na confofmagéo T da proteina.

Outro agficar, a glicose 6-P também pode se ligar a
hemoglobina e formar uma liga¢do estabilizadora adicional entre
seu grupo fosfato e a proteina (Haney, 1976). A partir do conhe-
cimento do efeito da glicose estudou-se a modificagao ocasionada
pelo gliceraldeido (Manning, 1978) nas propriedades funcionais
da hemoglobina. Estudos com gliceraldeido 14C mostraram que 3 a
4 moles deste reagente era incorpo:ado por mol de hemoglebina .
ApOs redugao'com'?’HNaBH4 e hidrdlise acida cerca de 2 moles  de
N-glicerolisina por mol de Hb foram encontrados.

Em 19?3, Oelshegel er alii. estudando deficiencia
de zinco em casos de anemia falciformé, Qbservaram o efeito do
zinco sobre a afinidade da hemoglobina humana. Gilman et alii.,
1977 confirmaram este efeito e sugeriram gue © sitio para liga-
¢ao com © zn't envolve grupos vizinhos a cisteina g93.

Outros efeitos de modificagao da funcionalidade da
hemeproteina ocasionados por drogas sao tidos como indiretos ou
seja, ndo h3 interagdo hemoglobina/droga. Pode-se citar o empre-
go de altas concentracoes de corantes iodados usados como con-
trastes de radiologia {(Rosenthal et alii., 1973) . Estes agentes
sao anions relativamente impermeaveis que diminuem o© gradiente
de pH entre o interior e exterior da hemacia e aumentam a afini-

dade da hemoglobina pelo oxigénio.
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O agente ﬁ blogueador propanolcl diminui a afinida
de da hemoglobina pelo oxigénio, gquando pré;incubado com as hema
cias por causar um efluxo de K e assim causar uma diminuigao de
pH dentro da célula devido 5.alterégéb nc equilibrio de  Donnan
(Agostini et alii., 1973).

A adrenalina pode causar'um desvio para a direita
na curva de oxigenacao por aumentar o nivel de 2,3-DPG em hema-
cias de ratos. O mesmo pode ocorrer seguido & administragao de
hormonio de tireoide (Duhm et alii., 1969).

andrdgenos poderiam também ocasionar modificagoes
funcionais da hemoglobina por alterar os niveis deste polifosfa-
to (Gorshein, 1974; Smolin, 1975).

Ainda a afinidade de hemoglobina pelo oxigénio po-
de ser alterada quando és hemacias sao submetidas a ambientes hi
pefbéricos (5 Atm) Kiesow et alii., 1973. Todavia este mecanismo

nac e ainda conhecido.
T - 10 METABOLISMO DA HEMACIA

A hemicia & a razao fundamental na eficiéncia do
transporte de oxigénio dos pulmoes para os tecidos e do CO, na
diregao inversa.

O eritrdcito adultoc tem uma organizagao relativa-
mente simples: uma membrana metabolicamente ativa,circundando um
citoplasma homogénio gque contém 34% de hemoglobina e cerca de 2%
de proteinas nac heme como a anidrase carbdnica e enzimas glico-
1iticas. As obrigacdes metabdlicas da célula vermelha sao bastan
te limitadas, quais sejam: a) manutengdo da bomba sddio-potassio

com a finalidade de prevenir a lise coloide osmotica; b) manuten




cao da hemoglobina em seu estado reduzido {ferroso) desde que a
forma oxidada & incapaz de se ligar ao oxigénio; c) reparo da
membrana por acilacao de fosfolipideos (Shohet et ali;.,1968) e
protegao da membrana e interior contra stress oxidarte.Estas fun
¢coes sao anmpanhadas por pouco gasto ehergdtico ée ATP e equiva
lentes de reducgao provinientes de NADH e NADPH.

Durante a maturacao na medula Ossea, as células
vermelhas perdem suas organelas e assim a capacidade de respira-
cao mitocondrial e de sintese de &cidos graxos e protelnas. So-
mente duas vias metabdlicas sao ativas nos eritrdcitos: a de
Embden-Meyerhof e o desvio das pentoses. Sobre condigdes fisiold
gicas a glicose & o Unico substrato importante para o metabolis-
mo. A glicose & metabolizada na hemacia a lactato principalmente,
metabdlito gue se difunde livremente para fora da cé&lula. Do pon
to de vista metabélico o 2,3-DPG & o intermedidrio mais importan
te sintetizado na hemacia a alta concentracac. O nivel deste po-
lifosfato & determinado por trés fatores: a) a velocidade de for
magﬁo de seun substrato l,3-DPG;_b) a quantidade relativa de 1,3-
DPG gue se destina ac "shunt" de Rapoport-Lueberring e aguela
com destino a4 via glicolitica; c¢) a velocidade com que este meta
bolito & hidreolizado.

As implicacdes deste polifosfato e sua importancia

fisioldgica foram ja comentados.
I - 11 MEMBRANA DA HEMACIA

Os principais componentes da membrana do eritroci-
to humano: lipidiocs, proteinas e carboidratos constituem aproxi-

madamente 41% (5,3 x 10 1g/célula); 52% (~6,6 x 10 °g/célula)
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e 7% (~ 0,8 x 10 g/célula) do total da massa da membrana
(Juliano, 1973). |

Os lipidios constituintes da membrana pertencem a
tres classes (Nelson, 1972; van Deenen et)aiii., 1574): |

: 1. Lipidios neutros: Esta fragcao guase que éxclusi

vamente de colesterol nao esterificado contribui‘com 25 a 29% do
total de lipidios.

2, Fosfolipidios: Contribuem com 50 a 55% do total
e pertencem principalmente as seguintes classes de acordo com a
caracterizacao de séu grupo polar. a) Glicerofosfolipideos; fos-—
tatidilcolina (?C);.fosfatidiletanolamina (PE}; fosfatidilserina
(PS); fosfatidilinositol (PI) e acido fosfatidico (PA). b) Esfin
golipidios (esfingosina); esfingomielina (Sph).Quantitativamente
PC, Sph, PE e PS sao predominantes. A diversidade dos fosfolipi-
dios nao s se prende a cabega dos grupos polares mas também a
regido apolar. Os &cidos graxos na membrana de eritrdcitos podemn
variar nas cadeias de 16 a 24 atomos de C e de zero a 6 duplas
ligagoes (usualmente Cis) por cadeia (Nelson, 1972). As cadeias
alguilas dos PC e em particular esfingomielinas saoc mais satura
das que aquelas dos PE e PS. Esfingomielinas sao caracterizadas
por grande conteldo de cadeias longas de acidos graxos{20 atamos C).

3. Glicolipidios: Constituem—-se em 5 a 10% do to-
tal de lipidios da membranas, e consistem de uma mistura apolar
(esfingosina + 1 acido graxo usualmente de cadeia longa e alta-
mente saturado) (Ando & Yamakawa, 1973), ligadas a um oligosaca-
rideo variando no nimero de unidades monossacarideos.

Constituintes protéicos da membrana - A solubilizacao de membra-

nas isoladas por sddio duodecil sulfato (SDS) e subsequente ele-~

troforese em gel de poliacrilamida tem demonstrado a presencga de




15 a 20 frag6es'de polipeptideos (Lenard, 1970; Fairbanks et alii,
1971; Knufermann et alii.,1875; Anselstetter et alii., 1975 ) .
Algumas das fragaes.de polipeptideos contém de 20 a 60% de car-
boidrates (Fujita et alii.,1975) que podem ser corados em acido
periddico e reagentes de Schiff.

Estado fisico e arranjo dos constituintes das membranas - Uma to

pografia funcional da membréna do eritrdcito requer informagao
sobre o arranjo, comportamento dindmico e interrelacao de seus
elementos. Inicialmente a idéia da disposigao dos lipideos em bi
camadas vem das experiénciasﬁde Gorter & Grendell (1925). Micro-
grafias eletrdnicas de membranas bioldgicas indicavam uma regido
de baixa densidade eletrfnica de cerca de 5 a 10 nm compreendida
entre duas regioes de mais alta densidade eletrdnica;observagoes
gue levaram Danielli & Davson (1935) a propor um modelo em que a
regiao de baixa densidade eletrdnica se constituiria em uma bi-
camada lipidica coberta por proteinas. Todavia, o conceito de mo
saico fluido lipideo-proteina para membranas {Fig.6) ja previsto
por Mond 1927, elaborado em detalhe por Wallarch et alii., 1966,
e notavelmente por Singer & Nicolson (1972) tem sido presentemen
te o mais aceito. Neste, as caracteristicas mais importantes sao
as seguintes: a) os lipideos anfipaticos da membrana plasmatica
sao arranjados em bicamadas, com as regioes hidrofobicas  volta-
das para o interior. O conceito de arranjo em bicamadas para as
membranas de eritrdocitos se tornou comprovado por dados espec—

troscdpicos demonstrando a grande semelhanga entre camadas arti-

ficiais duplas de fosfolipideos e a membrana eritrocitaria. A
analise de Raios-X indica a presenga de uma bicamada lipidica
com uma cavidade central hidrofdobica e uma espessura de 45 a

55A (Wilkins, 1971; Stannoff, 1975). Evidéncias de um arranjo or
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FIG.6 — Modelo de mosaico fluido de membrana ( Singer et alii,

1972).




denado de cadeias paralelas de ﬁidroqarboneto perpendiculares a

superficie de membranas adveio das experiéncias-com acidos gra-

x08 e esEerais marcados com nitrdxido por estudos de ressonancia

eletrdnica paramagnetica (REP) (Hubellet'alii., 1969; Landsbeyer
] .

et alii., 1971); b) as proteinas estdo dispostas em relacgdo a bi

camada lipidica de dois modos ;-

1) Proteinas intrinsecas significando que sao par-

cialmente embebidas no interior das membranas hidrofdbica e per-
manecem nesta posigac principalmente pelas interacgoes hidrofdbi-
cas com os lipIideos enguanto que outros segmentos sao expostos:
na superficie da membrana e na fase aquosa ( Singer & Nicolson,
1972; Capaldi & Green, 1%72). Um caso especial deste tipo sac as

protelinas membrana "spanning".

2) Proteinas extrinsecas ou periféricas que est&@o
fixadas na regiao superficial das proteinas intrinsecas da mem-
brana ou nas cabegas dos lipideos por todos os tipos de intera-
cao também caracteristicas para a ligagao de proteinas sollveis
isto &, polar, estereoespecifica, forcas apolares ( Singer &
Nicolson, 1972; Singer, 1974}.

Este aspecto dualistico que nao exclui alguma so-
breposigao no arranjo dos dois tipos de proteina & refletido na
grande variedade de procedimentoc regquerido para solubilizagao
dos diferentes tipos de proteinas da membrana de éritrécitos. De
vido a presenca das proteinas intrinsecas-e extrinsecas a espes-—
sura total da membrana pode exceder consideravelmente a espessu-
ra da bicamada lipidica comc tem sido indicado por estudos de
Raios—-X (Fineau et alii., 1975)}.

Regido lipidica (Arranjo transverso)- Os amino fosfolipideos car

regados (PS, PE) da membrana de eritrOcitos estac localizados pre
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ferencialmente no citoplasma, enguanto que os neutros ( PC, -5ph)
na fase onsta. Estaé observagoes vieram de resultados experimen
tais pelo uéo de marcadores amino—reagentes como o formilmetio—
nil sﬁlfoné mefilfosfato {Bretscher et alii., 1972) dque reage
com PE em "bhosts" mas ndo com c&lulas Integras. As técnicas de
marcadofes avaliaveis s© detectam estes dois amino fosfolipideos
PE e PS. A aplicagao de fosfolipases oferece possibilidades mais
amplas. A aplicagao séquencial de fosfolipase Az.e esfingomieli-
nase (Verkley et alii.,1l973) prové a mais cénveniente evidéncia
da assimetria de foéf&lipideos na membrana de eritrbcitos humanos,

Um maximo de 48% de fosfolipideos tétais que pode-
riam constituir um dos lados da bicamada, saoc degradados compre-
endendo f6%3de PC, 82% de esfingomielina e 20% de PE. Experimen-
tos com quebra de lipidios externos em "ghosts” "inside out" re-
selados (Zwall et alii.,1975) quantitativamente dao suporte a es
te conceito de assimetria. Por outro aspecto, fosfolipideos vol-
tados para o lado externo da membrana sao resistentes d& acao de

certas fosfolipases na célula integra embora prontamente ataca-

dos em "ghosts".

A estabilizagao desta assimetria dos lipidios é
feita por interagao lipidio/proteina presumivelmente no lado in-—
terno da membrana. Glicolipideos sao também dispostos de forma
altamente assimdtrica. Desde gue os glicolipideos sao especial-
mente esfingolipideos, presupde-se que a disposigao assimetrica

da esfingomielina confine os esfingolipideos na camada externa

da membrana.
A disposigdo transversa do colesterol & ainda um
problema em discussiac; analises recentes por fratura por resfria

mento de uma camada de eritrdcitos (Fisher, 1876) fornece alguma




evidéncia de gue o colesterol poderia se localizar preferencial-
mente do lado externo.

Regiao lipidica (Arranjo lateral) - Nas bicamadas fluidas tais

como nas membranas de eritrogitos os constituintes tem uma mobi-

| i B

lidade'latéral bastante alta.

Regido lipidica (Estado fisico) - Os fosfolipideos em presenca

de excesso de agua formam estruturas ordenadas por exemplo: bica
madas (Luzzati, 1968; Tardieu et alii., 1973) com propriedades
dependentes da temperatura e da natureza anfipatica e flexibili-
dade inerente a estrutura da cadeia hidrocarbonada.

Na variagao das temperaturas biologicamente rele-
vantes estas estruturas organizadas podem estar presentes, ou em
um estado Qe "gél" no qual as moléculas tem um alto grau de 1i-
berdade, maior que em um cristal sdlido, ou em um estado crista-
lino liquido, que combina um alto grau de flexibilidade, liberda
de rotacional e mobilidade lateral de uma Gnica molécula com a
preservagao de uma estrutura ordenada na camada interna do lipi-
deo (Traflble, 1971; Chapman, 1975). A transicao entre as duas fa
ses ocorre a temperaturas caracteristicas dependendo da natureza
da regido polar e apolar dos fosfolipideos.

Regiao protelica {Arranjo transverso) — A disposicao das protel-

nas das membranas relativas a bicamada lipidica tem sido investi
gada pelo uso de marcadores ou de enzimas proteoliticas. Com
esta metodologia se prova um arranjo transverso de pelo menos
cinco fracgoes proteicas, denominadas PAS ~l1l.a 4 e a banda 3
(Fairnbanks et alii., 1971). Poclipeptideos adicionais parecem
ser accessiveis de ambos os lados da membrana principalmente as

bandas 2.1 ¢ 2.6 (Staros & Richards, 1974).
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O arranjo de glicoghorina ( PAS 1) relativa ao do-
minio lipidico foi estabelecido por Segres£ et alii (1973 ) uti-
liz%ﬂdo—se de lactoperoxidase, pafa degradagao proteolitica par-
cxal; 0 segmento N-terminal da cédeié peptidica que carrega ¢!
residuo  de carboidrato parece estar dirigido para o lado exte-
rior da membrana engquanto que.o residuc C-terminal se projeta pa
ra o espago citoplasmatico. O segmento que ancora a molécula na
cavidade hidrofdbica contdm uma alta proporgdo de amino  acidos
hidrofobicos e imita a bicamada lipidica por uma série de re-
gides polar—apolar-polar.

Regifa proteica (Arranjo lateral) - A disposicao lateral das pro

teinas "spanning" no plano da membrana e sua interagcaoc com pro-
teinas extrinsecas tem sido estudadas por microscopia eletrdnica
de resfriamento e uso de reagente "cross—linked".

Regifo proteica (Assimetria) -~ O aspecto de distribuigao hetero-

génea no plano de membrana tem sido objeto de varios estudos
principalmente guanto a separagao lateral de fases de lipideos
(Philips et alii., 1970) ou lipideos e proteinas promovidos por
acdo de temperatura, presenga de Ions ou pH, quando o método de
marcadores de spin vem sendo utilizado (Kleeman et alii.,1876) .

Interacdo: lipideos-proteina - Proteinas intrinsecas da membrana

em virtude de sua localizacdo na regiao lipidica interagem com
os lipideos circunvizinhos. Como consequéncia, oS lipideos da
membrana podem modificar as propriedades das protelinas da membra
na e vice-versa. A partir de numerosos estudos torna-se eviden-
te que as funcdes de transporte e enzimaticas das proteinas de-
pendem da presenga de fosfolipideos com requisitos variaveis con
cernentes & cabeca polar e & regiao apclar de molécula ( Coleman

1973; Fox & Tsukagoshi, 1973).
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A interagao.com proteinas torna os lipideos ligados
incapazes de participar em t:ansiQSes tefmotrapicas. Este efeito
t%p_sido utilizado para estimar guantitativamente a guantidade
Ae lipideos afetados por interégéo'hidrofébica com a proteina in
tegral. Es'tes valores sac representades como 12% de lipideos imo
bilizados em membranas de_efitrécitos (Mc Jamghlin et alii, 1975} .
A influéncia de protelnas na disposicao dos lipideos de membrana
& ainda indicada por modificagOes marcantes na acessibilidade de
marcadores e fosfolipases aos fosfolipideos apds perturbagﬁo da
proteina da membrana por alcoois ou reagentes SH (Haest é[ﬁwﬁcke,

1975).

Movimentos dos componentes das membranas - ¢ estudo da mobilida-

de dos componentes das membranas, tanto lateral (Frye et alii.,
1970) como transversal (flip-flop) {(Lenard et alii.,1976) tem-se
desenvolvido consideravelmente. Experimentos de ressonéancia mag-
netica eletrdnica (Scandella et alii.,1l972) e microscopia de
fluorescéncia (Frye et alii.,1970) tem indicado que os diferen -
tes componentes das membranas se deslocam no planc da - membrana
com diferentes coeficientes de difusao que dependem do peso mole

cular, do comprimento e do tipo de membrana.
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OBJETIVOS

As drogas dipiridamol e papaverina possuem efeito
farmacolégico comum qual seja o de vasodilatagao. O mecanismo
proposto para este efeito & o da nediagdo por_édenosina { ambas '
inibem a captagéo deste nucleosideo por células cardiacas e
ghosts (Schrader et alii.,1l972). Por outro ladé, existe um incre

mento de PO, no sangue do "sinus coronariano" na  administracgao

2
destas drogas em pacientes humanos anestesiados ( Heistradur et

alii.,i964}.

| Foi nosso interesse no presente estudo verificarmos,
"in vitro", as alteragoes no estado biofisico da membrana da he-
macia, bem como analisarmos as propriedades funcicnais da hemo-

globina, na presencga destes vasodilatadores.
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ABREVIATURAS

i adenosina trifosfato

2,3 difosfoglicerato

. . T ]
dipiridamol (2,27,2 ,2 . ,4-8 dipiperideno pyrimido

5,4 pyrimidina 2,6 aiyldimetrolo tetraethanal) (Fig.3).
papaverina (6,7 dimetox% l-veratryilsoguinoline) (Fig.2)
4-maleimido 2,2,6,6 tetfametil piperidinoxil
iodoacetamida

nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

2,6 diclorofenocl indofenol

tris hidroximetilaminometano

1 anilino naftaleno 8 sulfonato

fosfogliceromutase

gliceraldeido fosfato desidrogenase

3 fosfogliceraldeido

5-doxyl esteriaco
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MATERIAL E METODOS
1 - PREPARACAO DO HEMOLISADO

0 sangue era colhido da veia inferior do brago de
individuoé normais (portadores de hemoglobina A) na bresenga de
anticoagulante: heparina ou solugio de Acido citrico-dextrose .
Procedia-se A centrifugagao a 2000 rpm (sorvall §S534) por 5 minu
tos a 4°C a fim de separar o soro e células brancas.h seguir sus
pendiam-se as hemacias em solugdo salina fisioldgica e lavava-se
por centrifugagdo a 5000 rpm por 3 vezes. A hemdlise era  entao
obtida adicionando-se agua destilada 3s células vermelhas (3 V/V}.
O hemolisado era separado por centrifugacac a 10000 rpm guando O

sedimento era constituido por detritos celulares € memnbranas .
2 - PREPARO DE AMOSTRAS ISENTAS DE COFATORES

rmostras de hemoglobinas isentas de cofatores eram
obtidas pela passagem da amostra por uma coluna de Sephadex G25
de 15x15 cm, montada em agua bidestilada, e pela passagem suces-=
siva em colunas trocadoras de fons. Estas colunas de troca ioni-
ca eram Dowex 1-Xg (H3COO_), Dowex 50W {NHZJ e mistura de Amber-

lite TRC-50 (H') e IR-4B (OH ).
3 - CURVA DE EQUILIBRIO DE OXIGENAGAO
0 estudo de equilibrio da hemoglobina com o ligan-

te oxigénio foi feito pelo método espectrofotométrico onde eram

calculados os valores de n (coeficiente de Hill) e Py, | pressao
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de oxigénio onde metade das moléculas estao na forma de oxihemo-
globina) através da diferenga entre as absorbincias das formas
oxi é desoxihemogiobina a 550, 577 e 540 nm, e em fungéo QP volu
me de ar adicionado. Em um tondmetro de vidro, previamente aferi
. 3
do eram Colocados 3 ml de solugao de hemoglobina isenta de cofa-
tores, diluida em tampao bis-tris lactato 0,05 M pH variando de
5,5 a 8,0, de modo gue a solugao ficasse com a hemoglobina em

5

concentragac final da ordem de 5 x 10 “M. Pela passagem de nitro

génio no tondmetro se conseguia a amostra na forma desoxique era
lida por:varredura de 500 a 600 nm registrando-se as absorban-
cias com auxilio de um registrador acoplado a um espectrofotome
tro. Apds o registro da desoxihemoglobina, adicionava-se no tond
metro um volume conhecido de ar, deixando-se ¢ tonOmetro em ba-
nho maria a 37°C por 10 minutos, com agitacao. Apds o eguilibrio
térmico, novamente se registrava as absorbancias nas mesmas con-—
digoes anteriores. Esta operagdo (com novas adigdbes de ar) era
repetida por 4 a 5 vezes. Finalmente o tondmetro era aberto e se
fazia passar um corrente de ar por 1 a 2 minutos a fim de se
obter a forma oxihemeglobina que também era lida e registrada de
500 a 600 nm. .

Os calculos foram feitos utilizando-se a somatdria
das diferengas das absorbancias (nos tr@s comprimentos de onda )
de cada adig&o de ar com a da desoxihemoglobina sendo este valor
na forma oxi correspondente a saturacgao total, calculou-se as
porcentagens de saturacao (y)} de cada adigdo em fungiao do valor
ao gual se atribuiu 100%. Os valores log ; / 1=y foram calcula-
dos e registrados em grafico em fungao de log PO, ( logaritmo da
pressac de oxigénic) onde se pode obter log P50 e n, ou sinples-

mente calculando estes pardmetros, por regressao linear utilizan
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do;se os dados log v / 1-y e log PO,.

' ¢ leg P50 corresponde ao intercepto do eixo X onde
se obtém a pressdo suficiente para 50% de saturac3o e n corres-
ponde a fangente da reta obtida. Pela regressac linear log P50 =

X 1 N . .
- a/be n=D>b onde: a = coeficiente linear

It

j b coeficiente angular

4 - PREPARACAO DE GLOBINA

i Apohemoglobina foi preéarada a partir de amostras
de hemolisados provenientes de sangué de individuos normais (he-—
moglobina A), estocadas a 4% por periodo de no maximo 1 semana.

0 procedimento para obtencao da globina foi basea-
do no metodo de Rossi Fanelli (1958) e consistia no seguinte: um
volume x de proteina em &gua (concentragao aproximadamente 3% )}
foi adicionada lentamente com agitagdao vigorosa a cerca de 30 vo
lumes de acetona acida gelada (—ZDOC contendo 2 a 3 ml de HC1
2 N por litro de acetona). A apohemoglobina precipitada foi cole
tada por centrifugagao 5000 rpm (5834) 10 minutos a 4°c, tratan-
do-se o precipitado com acetona acida tantas vezes quanto neces-
sArio até obtengao de um precipitado branco ligeiramente amarela
do. O precipitado foi dissolvido em um minimo volume de agua des
tilada e dialisado contra solug@o de bicarbonato de sddic ( 100
mg/l) por cerca de 2 horas, e subsequentemente diaglisado contra
tampio fosfato 0,0L M pH 7,0 por 12 horas. Durante a Gltima dia-
lise contra fosfato uma parte da proteina precipita (globina des
naturada) e & removida por centrifugagao a 10000 rpm (SS34) a
4°¢ por 10 minutos.

4 solugdo de globina (1 a 3%) amarelo-clara foi
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estocada em refrigerador por pericdos até uma semana. Esta solu-
¢ao origina produto de reconstituicao indistinguivel da hemoglo-
bina original nas suas propriedades fisico-quimicas guando recom
binada.

i

5 - TITULAQEO DE GLOBINA COM HEMINA

A preparagac de solugao de hemina foi feita dissol
vendo 6,52 mg de clorchemina em 2 ml de NaOH 1 N e completando
para 10 ml com tampac fosfato 0,1 M pH 7,0.

A reconstituicao da hémeproteina'a partir de apohe
moglobina foil feita pela titulacao com hemina. A capacidade da
apoheﬁoglobina de recombinar-se com hemina foi testada acompa-
nhando-se a absorbincia a 405 nm em fungao da quantidade de he-
mina adicionada a uma guantidade fixa de apoproteina(Rossi Fanelli,
1958) . O ponto de equivaléncia em termos de hemina adicionada
coincide com a concentragao de sitios ligantes calculados com ba
se no coeficiente de extingao 12400/cm2/m mole a 280 nm.

Todas as medidas espectrofotométricas feitas a tem
peratura ambiente foram feitas em poucos minutos devido a insta-

bilidade de apohemoglobina a temperaturas abaixo de 10°c.
6 - TITULACEO DE METAHEMOGLOBINA A COM HIDRGXIDO DE SODIO

Hemoglobina A "stripped" foi equilibrada com tam-
pao bis-tris 0,05 M pH 7,4. Posteriormente a hemoglobina foi oxi
dada a forma férrica (Fet™ ) pela passagem em uma soluna de . Se-
phadex G25.equilibrada com'KBFe(CN}s. Metahemoglobina {8, 0x lO_SM

em heme) foi titulada opticamente em um espectrofotdmetro Zeiss




DMR21 a temperatura ambiente. O aumento do pH pela adigao - de
NaOH 0,1 M foi determinado com um pHmetro digital. O aparecimen-
to de ponto isosbéstico indica a auséncia de formac3o de  novas

»

especies de metahemoglobina. ;

ta
1

7 - OXIDAGCAO DE OXIHEMOGLOBINA

A autoxidagao da hemoglcobina foi seguida espectro-
fotometricamente na regiao do visivel, incubando-se a proteina
(5 x 10”°M) em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, a temperatura ambien
te a diferentes intervalos de tempo dependendeo do tratamento a
qué foi submetida a hemoglobina.

A obtengao de hemoglobina na sua forma ferrica fi-
nal foi feita pela adigao de ferricianeto de K em excesso.

A taxa de formagao de metahemoglobina foi calcula-
da a partir do tempo zero onde a absorbancia em 576 mu correspon
dia a 100% da forma oxi, antes da adicao de gqualguer droga ‘a ser
estudada. ApOs determinado intervalo de tempo foi adicionado fer
ricianeto de K, e feito espectro da amostra (hemoglobina de for
ma férrica que corresponderia a 0% de forma oxi). Para cada in-
tervalo de tempo o decréscimo da absorbancia a 576 nm correspon

dia a uma porcentagem de oxidagao.

O calculo da constante cinética de oxidagao da he-
moglobina foi feito na calculadora Sharp modelo Compet 364F onde
se calculava a fungao 1n 100/100-x onde x & igual a porcentagem
de oxidagao no tempo t' e o coeficiente angular da reta determi-
nada por estes valores em cada intervale de tempo. A constante
cindtica da reacao (X') correspondia ao coeficiente angular da

reta.
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8 — DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE DO SISTEMA DE METAREDUTASE

Cinco ml de sangue eram coletados em 30 ml de NaCl

0,9% com vigorosa agitagao a: fim de se evitar coagulagao. A sus-

: K]
pensdo de células vermelhas era lavada por 4 vezds com solugao
salina por centrifugagao a 2000 rpm (Sorvall S55-34).

A hemoglobina contida nc sangue de individuos nor-
mais era transformada em hemoglobina férrica por tratamento com
NqNO2 (0,1%), e apds 5 minutos as hemicias eram lavadas por 5
vé;es por centrifugagac a fim de fetirar o excesso de nitrito.0s
efitrécitos tratados com nitrito eram suspensos em 10 voiumes
(V/V) de salina,em tampac tris 0,01 M pH 7,4 e incubados a 37° ¢
em um banho maria com agitagao, na presenga de ar. Em cada expe-
rimento 2 ml de suspensao de c@lulas eram incubados com glicose
(0,01 M) ou lactato (0,02 M) na presenca de azul de metileno
(2 x 107°m).

A mudanga no contelidc de hemoglobina férrica era
acompanhada espectrofotometricamente a 540 nm em um espectrofo-
tometro Zeiss-DMR—Zl, em aligquotas de 0,2 ml de suspensao de he-
macias gue eram coletadas a diferentes intervalos de tempo e he-

molisadas com agua destilada. As porcentagens de hemoglobina fér

rica remanescente eram calculadas segundo Rossi Fanelli et alii.

(1957).
9 - ENSAIO DE NADH DIAPHORASE I EM ERITROCITOS

A determinagao da atividade da diaphorase I foi
feita segundo método de Scott, E.M. (1960), onde 5 ml de sangue

eram colhidos em solugaoc acido citrico-dextrose (ACD). Procedia




-gse & lavagem das células vermelhaé por centrifugagao, apds reti
rada do soro, utilizando-se lb volumes de‘Solugéo‘de tampao sali
na—fosfato;(PBS). Era adicicnado a suspensao de hemacias um igual
volume de, solucac de PBS contendo nitrito de sddio 1%, incuban-
do—se.;or‘20 minutos. Apas este tempo as hemacias eram lavadas
por 5 vezes com PBS 10 volumes, até remogao completa do nitrito.
A 0,1 ml de hemacias contendo hemoglobina Fe+ffEra adicionado
1,5 ml de agua destilada a fim de se proceder a hemdlise centri-
fugando-se a suspensac por 1 minuto a 5000 rpm (Sorvall 88 34 )
a fim de remover detritos celulares.

O contelidc de metahemoglobina nc hemclisado foi de
terminado medindo-se a absorbancia a 600 mp.

A cada uma das duas cubetas foi adicionado 50 ml
de tampao t¥is 1 M, 100 ml de EDTA 0,05 M, e 50 ml de DCCP 1,2 x
10_3M. Na cubeta de ensaio era adicionadc um volume de hemolisa-
do correspondente a 3,25 mg de metahemoglobina, e agua destilada
para um volume de 2,98 ml. Na cubeta correspondente ao branco
omitia—se o hemolisado. A ambas as cubetas eram adicionados 20ul

3M. A absorbancia a 600 mu era determinada em

de NADH 8,8 x 10
um espectrofotdmetro Zeiss DMP-21, a intervalos de 3 minutos. ©
nivel de diaforase no hemolisado era expressco com a mudanga na

absorbancia por minuto.
10 - CAPTACAC DE PAPAVERINA POR ERITROCITOS

A suspensao de hemacias em tampao tris HC1 20 mM,
NaCl 0,15 M pH 7,5 era feita para um hematdcrito previamente es-

tabelecido.

A papaverina apresenta a intervalos de pH 6.0 a 7,0




um pico de absorgao maxima a 250 nm. O logaritmo do coeficiente
de exting¢ao molar corresponde a 4,75.
' Inicialmente foi feita uma curva padrao de solugao
de ?AV em tampao para estabg}eoer o intervalo de linearidade. .
suspensido de hemacias era adicionada solucac de PAV de concentra
955 conhecida determinada'espectrofotométricamente;“e inéubava
-se por tempos diferentes a temperatura ambiente. A diferentes
tempos aliquotas eram retiradas, centrifugadas a 16000 rpm {Eppen
dorf) por 3 minutos. O sobrenadante era diluido convenientemente
1 .
e iido em um espectrofotheﬁro Zeiss PMQZ a 250 nm.

A porcentagem de captagao era estabelecida em fun-
gdo do AA 250 nm em relagao ao tempo zero. Um controle,suspensao
de hemacias na auséncia de droga era feita concomitantemente a
partir de estabelecido um tempo de mixima captacao; procedia- se
a0 mesmo ensaio para diferentes concentragaes de droga, mantendo

-se a suspensao com um mesmo valor de hematdcrito: .

11 - CAPTACAO DE ANS POR ERITROCITO

A porcentagem de captacao de ANS (1 anilino nafta-
leno 8-sulfonato} foi feita de acordo com o procedimento . de
Fortes, G (1974).

Sangue fresco colhido em heparina era lavado por
centrifugacao em solugdo de NaCl 0,9%, e as hemacias obtidas res
suspensas em tampao tris HC1 20 mM, NaCl 0,15 M pH 7,4.

Um ml de suspensao de hemacias; 4 ml do meio de in
cubacao (tampdo tris HC1 20 mM, NaCl 0,15 M pH 7,4); 25 ul ANS.
Incubava-se a diferentes tempos 0 a 60 minutos a 37°C em banho

maria com agitacaoc continua. Retirava-se aliguotas de 0,4 ml nos




diferentes tempos. Centrifugava-se em Eppendorf (iEOOD rpm) por
3 minutos. Retirava-se 20 ul do scbrenadante e adiciona—sé a 2ml
de N;butanol. A captagao d& ANS era acampanhada por leituras de
fluorescéncia em um espestrofluorimetro Aminco Bowman, é 360 nm

1

1 1, . - .I. ~ . ~
comprimento ‘'de excitagao e 500 nm comprimento de emissao.

12 - AVALIACAO DA TURGECENCIA DE HEMACIAS (TRATADAS COM DROGAS)

EM DIFERENTES CONDICOES.

Oéaumento de volume de hemacias pode ser acompanha
do espectrofotometricamente a 656 nm. A diminuigao da turbidez
da suspensao reflete em um decréscimo da absorbancia neste com—
primento de onda, sendo este indice utilizado para avaliagao da

integridade da membrana.
13 - ALTERACODES MORFOLOGICAS NOS ERITROCITOS

Com a finalidade de acompanhar alteracoes morfold-
gicas induzidas por droga (PAV) em eritrdcitos foi utilizada a
técnica de microscopia de fase.

EritrScitos humanos normais (hematbcrito 10%) foram
incubados em condigfes isotdnicas a temperatura ambiente com di-
ferentes concentragoes de PAV, em diferentes tempos. Em cada tem
po uma aliquota da suspensao de hemacias foi observada sob mi-
créscopia de fase, e.fotografada em campos tomados ac acaso,para

posterior mensuragac do didmetro eritrocitarioc médio. O aumento

final utilizado foi de 17360 X.
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14 - CURVAS DE HEMOLISE

ApGs obtengao de hemacias, ressugpendia—se em solu
gao salina 0,15 M (1/2) V/V. | | |
| Aliquotas de 0,1 ml desté suspensao eram nistura-
aas com 5 ml de solugao de NaCli 0,1%, 0,35%, 0,4%; 0,5%, 0,62 e
gh,BS% e deixadas a temperatura ambiente por 15 minutos. As amos-
gtras eram entac centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos. O con-
tetdo de hemoglobina no sobrenadante era determinado espectrofo-

tometricamente a 576 nm. A porcentagem de hemdlise era calculada

assumindo como 100% o valor encontrado para a suspensao de hema-

cia a 0,1% de NacCl.
15 - PREPARACAO DE MEMBRANAS DE ERITROCITOS

0 metodo utilizado foi de P.Kommer (19280).

Sangue de doador normal (hemoglobina A) era retira
do em tamp3o citrato dextrose (ACD). As células eram lavadas por
duas vezes em 5 volumes de KC1l 130 mM, tris 20 mM pH 7,4 a 4°c a
5000 rpm (Sorvall SS34). As ceélulas brancas foram removidas. As
hemacias empacotadas e lavadas foram lisadas com Agua bidestila-—
da por 5 minutos a 4°C. Bs membranas foram sedimentadas dentro
de 10 minutos a 12000 rpm (Sorvall 8S534). Adicionava-se cerca de
200 ml de solugao KC1 520 mM, tris HC1 80 mM pH 7,4 a fim de res
taurar a isotonicidade. O procedimento litico foi repetido cerca
de dez vezes até as membranas aparecerem esbranguicadas. O sedi-
mento f£inal foi coletado em XKC1 130 mM, tris HCL 200 mM pH 7,4 e

levado a um volume final de 100 ml.
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16 - DOSAGEM DE ATP NO SANGUE E EM SUSPENSKO DE HEMACIAS

A enzima fosfoglicerato quinase (PGK) cataliza a

. seguinte reacao:
o 4

. 1 _ PGK
(1) ATP + 3-~fosfoglicerato &

ADP + 1,3-DPG

A enzima gliceraldeido fosfato desidrogenase tam-

bém presente na mistura de reagdo, cataliza a reagao seguinte:

GAPD . +
{2} 1,3-DPG + NADH =~ gliceraldeldo-3-P + NAD + Pi

Pela determinagao do decréscimo de absorbancia a

340 nm, que € resultante de oxidacao do NADH, se obtém o conteG-

do de ATP presente.

A dosagem do contelido de ATP em suspensao de eri -

trbcitos, e sangue foi feita segundo o método de Adams (1963).
17 - DOSAGEM DE 2,3-DPG NO SANGUE E EM SUSPENSAOC DE HEMACIAS

0 2,3-DPG & enzimaticamente hidrolizado a  acido
3-fosfoglicérico (3-PGA) e fosfato inorganico (Pi). A enzima gue
cataliza a reacao estd presente em preparagoes de fosfogliceromu

tase e & a 2,3-DPG fosfatase. O acido 2-fosfoglicdlico & neces-

sario como catalizador da reacgao.

2,3-DPG fosfatase
2,3-DPG — 3-PGA -+ Pi

2~fosfoglicdlico

0 contelldc de 2,3-DPG pode ser determinado atraves

da dosagem colorimetrica do Pi.

A dosagem de 2,3-DPG no sangue foi feita de acordo
com o método de Kevt, A.S. (1966} e o conteldo de Pi foi determi

nado pelo método de Fiske & Subbarow (1925).




18 - METODO DO MARCADOR DE SPIN

. 0 métedo de marcador de spin, consiste no emprego

de ym& molé&cula sonda, atraves de cujo éspectro de ressonancia
paramagnégiCa eletrénica (RPE) se procura obter informagoes de
caracter estrutural ou conforﬁacional do sistemaao qual a molé-
cula sonda se encontra ligada. Esta possibilidade de obtengao de
infbrmagéo a respeito de transicoes conformacionais se deve ao
fato da ressonidncia paramagnética eletréniqa ser uma técnica que
opera na regiao de micro ondas (9, 24, 35 GHZ) d; espectro ele-
tromagnético (Carrington et alii., 1967), o gue corresponde a

frequéncia de movimentos translacionais, rotacionais e segmen-—

tais das estruturas em estudo.
19 —~ RADICAIS NITROXIDO

0 desenvolvimento da quimica do radical NO serviu
de fundamento ao método de marcag¢ao de spin originalmente pro-
posto por (McConnell, 1965) e que hoje & bastante empregado em
fisico-quimica e biologia molecular (Berliner, 1276). Este méto-
do consiste em colocar o radical com um grupo NO estavel no sis—
tema em estudo seja por meic de uma reagao que leva a ligagao co
valente a uma molécula do sistema, seja simplesmente introduzin-
do o radical no sistema estudado no gual ele & dissolvido sem
uma ligac¢do permanente as suas moléculas (sonda de sgpin). Como a
maioria dos sistemas estudados sdo diamagnéticos o sinal de RPE
do fragmento NO & o {nico sinal presente.

A ressonancia paramagnética eletrdnica & uma téc-

nica espectroscdpica que depende da presenga de radicais livres




e se baseia na apllcagao de um campo magnético H , sob agac do
gual os niveis de energia do momento magnetlco de spin (MS) 5¢e
tornam divergenteg (Fig.l- ) (Wertg et alii., 1972}, se agora fox
aplicada a energia adequéda (hu ) & possivel induzir a transigao
entre os ébis niveis. Esta_absorgao de energia vail gerar um es=
pectro gue normalmente & registrado na forma da derivada da pri;
meira absorcio. A andlise da posigao das linhas e da forma  das
linhas em sistemas isotropicos pode dar infofmagaes sobre veloci
dades do momento do marcador, sobre a estrutura, ordem, velocida

de e polaridéde do sistema estudado.

20 - ESPECTRO DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA DE

NITROXIDOS.

A energética das transigoes envolvendo momento mag
netico de spin pode ser representado através da hamiltoniana de

spin que & expressa:

I — B

=]

(1) ﬁ% = ﬁ E é. + S. N.ﬁ.§N.I + 5 troca +-}@ dipolo

onde o 19 termo representa a interacdo eletronica do tipo Zeeman,
o 20 a interacdo hiperfina (spin eletronico-spin nuclear), o 39
a interacao entre o spin nuclear e O campo magnético ( gque & des
prezivel nas condigdes normais do experimento de RPE) e troca
e }% dipoleo representam as energias envolvidas em interacgoes en
tre eldtrons livres, que sO ocorrem em bi ou poli radicais em
concentragoes elevadas de monoradicais.
?@ troca depende da interpenetragao dos orbitais
dos radicais e f@ dipolo depende da geometria do sistema uma
vez que envolve uma dependéncia angular. Na equagao (1) H & o}
e By sAc os magnetons eletrdnico e

vetor de campo magnetico, B,
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ngclear respectivamente, EN € o fator de desdobramento nuclear
de Zeeman,_é e o tenso? g do elétron, 5 €& o operador de momento
énguigr de s?in nuclear e T ( ou A }) @ o tensor do desdobramento
hiperfino. |

Em radicais nitrdxide, a maior parte da densidade
eletronlca esta locallzada no atomo de nitrogénic.o 1sotopo mais
abundante do 14N possui spin nuclear = 1 (I=1) podendo na pre-
sencga de um campo magnético apresentar tais valores para © momen
to magnético de spin nuclear (MI =-1,04 1). A interagéo entre
o spin nuclear e o' spin eletrdnico da origem ao desdobramento hi
perfino (29 termo aa egquagao 1l). O spin nuclear % 1 (I=1) causa
o desdobramento de cada nivel energético de spin eletrdnico em
trés (Fig.lb ). Portanto, na auséncia de interagdo do spin ele-
troinico, (}@1nxmﬂ e f@ dipolo = 0) podem-se observar tré&s tran-
sigbes, uma vez que somente transicdes com AM, = 0 sao permiti-
das. A separagao entre as linhas & o desdobramento hiperfino
(Schever & Shirley, 1979).

Para os radicais nitrdxido livres utilizados no
tratamento de membranas de eritrdcites os termos da hamiltoniana
de spin sao:

;@ = BSgH + SAI
onde $ e I sao operadores de spin eletrdnico e spin nuclear, H &
o vetor do campo magnético € g e A sao os dois tensores que des-
crevem a interagao do elétron ndo emparelhado com O campo maghé—
tico e com momento magnético nuclear do nitrogénioc. Devido a
anisotropia de g e A os espectros -cbservados sao dependentes da
liberdade de movimentacao do marcador de spin. £ usual a medida

deste parametro em termos de tempo de correlagéo { Sanderberg et

alii., 196%).
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EQUIPAMENTOS, REAGENTES

Reagentes

* ’ .
os marcadores de spin: I5 15 © NEM provieram de Syva Corp.
Palo Alto, California. Os demais reagentes utilizados provieram

|
.de Sigma, Merk, Pharmacia Fine Chemicals.
Equipanentos

Tondmetro: c&lula de Pyrex da Beckmann,parte volumétrica e monta

gem executada no Instituto de Quimica - UNICAMP.

Espectrofotdmetros:

Varian serie 634
Zeiss - PMQII ou DMR 21

Espectrofluorimetro Aminco Bowmann

Centrifuga

Sorvall modelo RC-2B

Eppendor £ 3.200

Balanca analitica

Metler, 885

Sartorius 2443

Espectrometro de EPR da Varian de Banda X - Instituto de Duimica

e Fisica, Universidade de S3o Paulo.
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Energia dos estodos
de Spin Eletrdnico

H
0 .
Campo Maognético

Absorgdo

|
|
0 |
f i RPE
1
|
|
I
!
|
| f
: Primeira Derivada
) :

. de Absor¢io de RPE

FIG.la - Desdobramento dos niveis de energia do spin eletronico
em presenga de um campo magnetico. Us espectros de RPE
registram, em geral, a derivada primeira da absorgao.

m
Ms I
+1
0
-1
Energia dos estodos da Spin
Elatrénico - Nuctear
-1
| | 0
| | h v +1
| { 5 — |
i AT
| e J
' ;Desdobrumento : :
S | Hiperfino /) |
Primeira | [
Derivado
‘_"—b'
Compo Magnético
FIG.1b - Desdobramento dos niveis de energia do spin eletronico

para um atomo com Spin nuclear (I)=1. A separacaoc en-
tre as linhas espectrais mede o desdobramento hiperfi-
no.




FIG.3 - Formula estrutual do dipiridamol .
H3 CO
N
. N
@ H3CO
P Papaverine
; Hz CO CHy
H3CO

o

CHy ~ CHy OH
HOH,C—H, C\ /e
\
CHy— CH, OH

HOH,C —H,C”

Dipiridamol

FIG.2 - Formula estrutural da papaverina.
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RESUTLTADOS
1 -~ PROPRIEDADES ESPECTRATS

! Os espectros de absorgac de solugao de hemoglobina
tratadas pelaé drogas, foil determinado com a finalidade ‘de se
verificar se havia deslocamento dos ﬁicos de absor¢ao maxima 577
e 541 nm na forma de oxihemoglobina. Modificagoes ou deslocamen
tos destes picos podem ser visualizados quando a hemoglobina e
tratada, por exemplo, com derivaaos nitreosos aromaticos (Selreler,
1950), ou ainda com alkylﬂiéociaﬁato (Antonini et alii., 1971) .
Outras drogas gue possam afetar a curva de equilibrio de oxigénio
como os compostos sint@ticos: bis-aril hidroxi, sulfonic-icidos,
(Beddel et alii, 1979) ou ainda reagentes especificos para grupos
SH (Garil et alii., 198l) nao promovem deslocamentos nos picos
da regiao visivel. A Fig.l mostra os espectros de absorgao de so

2M pH 7,0, isen-

lugoes de hemoglobina em tampdo -tris-~HC1 5 x 107
tos ou tratadas pelas drogas. Como se pode visualizar n3o -.exis-
tem modificagSes espectrais (600 a 500 nm) causadas pela presen-

¢a das drogas nas concentragoes maximas em que foram utilizadas

para experiéncias de egquilibrio.
2 = EQUILIBRIO DA HEMOGLOBINA COM O LIGANTE OXIGENIO

Un dos parametros utilizados para determinagdo da
afinidade da hemoglobina com o ligante oxigénio & a pressao des-
te ligante para saturagao de 50% dos sitios ligantes da hemoglo-
bina (PSO). Outra estimativa que se pode obter das curvas de equi

librio & a interagdo heme-heme dada pelo valor de n (coeficiente




FIG.1 - Espectros de absorgdo de solugio de

500 nm, em tampao fosfato 0,1 M ph

1. hemogleobina controle
2, bhemoglobina tratada com PAV

3. hemoglobina tratada com Dip
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hemoglobina de 600 a
7,0

(2 x 10'4M)
2,5 x 10" %)




de Hill). Para observarmos o efeito que as drogas dipiridamol, e
ou papaverina pudessem ter em relagao a afiniﬁade da hemoglobina
pelo‘oxigénio procedemos ég_experiéncias de equilibric de oxige-
nagao (descrito em Métodgs). Estas experiéncias foram efetuadas
em'cﬁndigaés'diferenté; com relagdo 3 incubagdo com as drogas ou
seja: 1) ‘as hemacias foram pré tratadas e posteriormente obtinha
—se hemolizado para as experiéncias de equilibrio. 2) a solugao
de hemoglobina "stripped" era diretamente incubada com as drogas.
As figuras 2 e 7 mostram curvas de equilibrio de oxigenagao. A
obtengéoéde hemolisado a partir de doador sadio ( portador de he
moglobing A) era feita por lavagem sucessiva de hemdcias, hemdli
se "stripped" em coluna de Sephadex G25. O hemolisado "stripped"
assim obtido era incubado por 15 minutos a temperatura ambiente
com diferentes concentragaes de papaverina, posteriormente o pH
era ajustado e procedia-se ao equilibrio de oxigenacgao. Como. se
pode notar na figura 2 ha um deslocamento para a direita na curva
de dissociagao quando os valores encontrados bara P50 foram
1,69 mm de Hg (controle), 3,3 mm de Hg (hemolisado tratado com
PAV 4,4 x 10"5M} e 3,6 mm de Hg (hemolisado tratado @ com PAV
8,7 x lO_SM) . Os valores de n se mantiveram em torno de 1,55 (con
trole) e 1,93 (tratados).

Na figura 3: curva de equilibrio de oxigenacgaoc de
hemolisados obtidos de hemidcias previamente tratadas com papave-
rina por 60 minutos e 25°C ;uma suspensac de hemacias em -salina
era tratada por-diferentes concentragoes de papaverina;3,1x10"4M
e 7,3 x 10_4M, as heméciaé eram lavadas para retirar excesso de
droga e obtinha-se o hemolisado por lise em agua destilada. Este
hemolisado em tampac tris HCl ou bis tris lactato tinha o pH

ajustado para o valor adequade e procedia-se a determinacao do




FIG.2 - Plot de Hill:
e hemoglobina controle stripped

(Sephadex G25)

o hemoglobina tratada com PAV
(4,4x10 21) ;

o hemhglobina tratada com PAYV
(8,7x107 ")

em tampao tris HC1 5X10?2M pH 7,2

log——

0,5

- 0,54

0,5

|
1,0 log FO,




._63_

+1

Iog POZ

FIG.3 - Curva de equilTbrio de oxigenagao de hemolisados obtidos
de hemacias previamente incubadas com a droga por 60 mi-
nutos a 25°¢

O hemoglobina controle

e hemoglobina obtida 2 partir de suspensao de

hemacias tratadas com 3,1x10_4M PAV

O hemoglobina a partir de suspensi3o de hemAcias

tratada com 7,3x10‘4M PAV

em tampao bis tris lactato 5x10—2M pPH 7,3
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equilibrio. Nesta figura, podemos notar gue a curva de dissocia-
cao tem-um deslocamento para a esquerda gquando os valores de Pry
foram os seguintes 3,9 mm de Hg (controle), 2,5 mm de Hg ( trata
do com 3,1 x 10_4M) e 1,9 nm de Hg (tratado com 7,3 x 1074 M) .0s
valores de 'n 1,45 (controle) e 1,65 (tratadosf.

Com a finalidade de avaiiarmos o efeito de papave-
Lina em hemolisadog obtidos a partir de portadoreé homozigotos
de hemoglobina $S; estudamos o efeito de diferenteg concentragoes
de PAV e de 2;3-DPG_(1 mM} em hemolisados "stripped" em Sephadex
G25. A figura 4 indica um grafico de Hill para hemolisados 58S
"stripped" em Sephadex G25 incubados com PAV 8,8 x 10—4M,l,&{uf%ﬂ

3 3

Me 2,2 X 10 °M por 15 minutos e 2,3-DPG (1 mM) ;em tam

2

1,6 x 10
pao bis tris lactato 5 x 10 M, pH 7,0. Os valores encontrados
foram os seguintes: para P50 2,23 mm de Hg (hemolisado ‘controle)
5,62 (Tl); 6,16 (Tz}; 7,2 (T3) e 11,4 im de Hg {(para o hemolisa-
do incubado com a 2,3 DPG). Os valores de n, todavia foram de
ordem de 0,97 a 0,92.

Para nos certificarmos se havia ou nao um efeito
do dipiridamol sobre a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio,
efetuamos experiéncias de equilibrio de oxigénio com hemolisados
provenientes de hemacias pré tratadas com Dip, em hemolisados in
cubados diretamente com a droga por tempo determinado, a diferen
tes concentracoes da mesma.

As figuras 5 a 7 expressam os resultados obtidos .
Na fig.5: Uma suspensac de hemacias (em salina ) foi incubada com

5 4 4

diferentes concentragaes de Dip : 9 x 10 M, 1,8x10 M,3,6x10 "M

por 30 minutos a 25°C. para a mesma suspensao havia um controle.
ApOs lavar as hemacias com NaCl 0,15 M para retirar excesso de

droga, obtinhamos a solugdo de hemoglobina por hemdlise em &gua
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FIG.4 - Curvas de dissociagao de hemoglobina S com o ligante
oxigenio
O controle stripped
n @ a tratada com diferentes concentragoes de PAV
o tratada por 2,3-DPG (1l nM )
em tampad bis-tris -5x10—2M pH 7,2




FIG.5 - Grafico de Hill, para hemoglobina humana obtida a partir
de suspensao de hemZcias tratadas com diferentes concen-
tracoes de Dip a 37% por 30 minutos,

Concentragao de hemoglobina: 3 x 10 °M

N C = controle

° T1= hemoglobina tratada com Dip 9x10_5M

5 T2= hemoglobina tratada com Dip 1,811044M

o T3= hemoglobina tratada com DRip 3,6%x10 M
em tampao Bis Tris lactato 5x10—2M pH 7,2




destilada. O pH do hemolisado era ajustado e a curva de dissocia

géo era obtida. Os valores encontrados para P50 foram:0,77 mm Hg

{controle}; 0,75 mm de Hg (Tl); 0,70 mm de Hg (T2) e 0,67 mm Hg
- '

(T3). Os valores de n foram de 1,7 a 1,2 (para os ' hemolisados

tratados). )

'Na figura 6 observamos gue quando ¢ hemolisado éra
tratado com d;%erentes concentracgoes de Dip ( 4,4 x 107° M e
1,5 x 10_4M) ﬂavia um deslocamento para a direita da curva - de
afinidade sendo o log de PSO: 0,45 {controle), 0,56 (TlJ e 0,62
{Tz) 0os valores de g'encontrados foram de 2, 2.

Péra a hemoglobina "stripped" em Sephadex G25, e

SM, podemos verificar pela fi

tratada com Dip 2 x 10 °M e 4 x 10~
gura 7 um desvio também para a direita, com diminuic3o da afini-
dade da hemoglobina pelo oxigénio que & expressa pelos valores

de P50 de 1,9 nm de Hg a 6,3 mm de Hg. Os valores de n encontra-

dos foram menores gque 1, tanto para o controle como para os tra-

tados.
3 - TITULACﬁO DE GLOBINA PURIFICADA, COM BEMINA

A reconstituicao da hemoglobina na forma férrica
pocde ser obtida pela titulagao estequiométrica de globina com he
mina {(Antonini et alii., 1%63). O ponto final de equivaléncia
corresponde a 4 hemes por 64000 g de protéina, independentemente
de ser meso, deutério, cloro ou hematohemoglobina.

As figuras 8 e 9 mostram curvas de titulacao de
globina purificada tratada por Dip ou PAV com hemina.

Quando a glohina (8 x lO_BM) foi incubada com papa

verina (6 x 10_4M) por 15 minutos a temperatura de 4°C e poste-
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FIG.7 - Grafico do equilibrio de dissociagio da hemoglobina com

o oxigenio.

N Hemoglobina stripped (Sephadex (25)

® Hemoglobina
O Hemoglobina

em tampao tris HCl 5 x 10-2M PH 7,0

tratada com Dip (4 x 10

tratada cem Dip (2 x lO_SM)

SM)
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riormente foi titulada com hemina, houve um deslocamento do pon
to final de titulacao, quando o niimero de equivalentes de hemina
foi feduzidd de 4 para 2. Entretanto, o tratamento de globina
(2,5 x 10—5M) com dipiridamel (1 x 10“4M) mostrou o mesmo }ponto

- : ] b
final de eduivaléncia do que o da globina sem tratamento com  a

droga.
4 - TITULAQ@O ALCALINA DE METAHEMOGLOBINA

A observagao de que é hemoglobina anormal Kansas
em condigoes especiais em sua forma férrica apresentava uma mis-
tura de espécies desta forma uma de baixo spin e outra de alto
spin mesmo na auséncia de inositol hexafosfato (Peisach, 1975 )
detectavel por titulacdo alcalina possibilita a utilizacgao desta
metodologia para identificagao de diferentes espécies molecula-
res da forma ferrica.

Na figura 10 temos dois espectros de titulacido al-
calina de hemoglobina férrica (uma contreole) e outra tratada com
papaverina (6 x 10_4M). Em ambos os casos detecta-se a isosbesti
cidade no decorrer da titulagao nao havendo portanto formagio de
novas espécies moleculares de forma f2rrica mesmo em presenca de
droga.

A tabela 1 analisa as variagaes de absorbancia a

550 nm em funcao da variacdo de pH.
5 — FORMACAO DE METAHEMOGLOBINA

A observagao de que hemeclisados tratados por Dip

(nas conecentragoes utilizadas nas experiéncias de equilibrio )
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FIG.8 - Titulagao de globina purificada em meio acido, com clorohemina, em tampao

- ... Fosfata 6,1 M pH 7,0

@ Globina controle (8 x 10_5M)

© Globina previamente tratada com PAV (6 x lD_éM)
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FIG.9 - Titulagao de globina com hemina

e slobina (2,5 x 10”°M)
o globina tratada com Dip (1 x 1OF&M)

em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0
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apos tempos superiores a 5 horas apresentavam caracteristicas es
pectrais de metahemoglebina, nos levou a determinagéo desta ciné
tica, utilizando concentragaes de dipiridamocl maiores que as uti
lizadas para as experiéncias de equilibrio.

-~ Assim, na figura 11, temos espectros de absorcgao de
hemolisado tratado por dipiridamol (0,9 x lO_3M) em diferentes
tempos. As constantes cinéticas para a formagao de metahemeglobi
na foram log K = 00,0013 (para ¢ hemolisado tratado) e 1lég K =

0,0007 { para o controle ).
6 — SISTEMA DE METAREDUTASE

Modificagdes quimicas de cadeias laterais da hemo-
globina, por reagentes especificos como o 2 metoxi-nitropone, cu
ainda modificagoes de grupos sulfidrilas por formagao de dissul-
fetos mistos na posigao 893 podem ocasionar modifiéagaes funcio-
nais quanto d afinidade da hemoglobina modificada e alteragao de
algumas propriedades inerentes 3 hemacia como a do sistema de
metaredutase. Torna-se de importanpia testar portanto a eficien-
cia deste sistema com hemacias suﬁ@etidas a tratamento com dro-
gas. Na figura 12 podemos observar gue hemadcias tendo como subs-
trato glicose ou lactato (produtores de equivalentes de redugao:
NADPH ou NADH onde foi adicionado o ﬁeceptor artificial de elé
trons azul de metileno sao capazes de%reverter ou reduzir a meta
hemoglobina fOrma%g relo trataﬁento;com nitritd de sddio.

A velocidade de reducao e mesmo a taxa de metahemo
globina reduzida a oxihemoglobina se ehcontra alterada em hema-
cias tratadas por papaverina'em ambos os casos ( lactato ou gli-

cose) . A taxa de redugao para hemadias tratadas tendo como subs-—

4
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TABELA 1

Anilise da titulagao de hemoglobina férrica

em 550 nm

Volume (p11)
(NaOH 0, 1IM)

0
5
10
15
20
25

30

2550 nm

PH
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! T
600 500 X Nm

FIG.11 - Espectros de absorcao de hemoglebina tratada com dipi-
ridamol 5 x 10_4M em fungao do tempo.
Zzero, 5, 15, 30, 45, 60, 80, 120 minutos
17 e 24 horas

A curva inferior se refere ao hemolisado tratado por

ferricianeto de potiassio.




trato glicose foi 0,003 min_l (p<0,001) enquanto que para o con-
trole 0,009 min—; e guando o substrato_foi'lactato este valor foi
0,001 min_l para o tratado, e 0,002 min'—l para o controle.

» Para avaliarmos se esta inibigao do sistema de re-

dutase ;e processava em fuﬁééo da inibigao da enzima NADH dia-
phorase ou pela insuficiéncia na produééo de equivalentes reduzi
dos, por exemplo, pela inibi¢ac da entrada dejsubstrato glicose
ou lactato na hemicia procedemos ao mesmo expérimento de efici-
encia do sistema nos utilizando de fluoridizina (1 mM) inibidor
especifico para a entrada de glicose,

:Pela figura 13 podemos notar que tanto fluoridizi-
na guanto papaverina se comportam de forma semelhante, quando se
varia a concentragao de glicose, a taxa de inibicdao em presenca
de fluoridizina foi de 67%. Entretanto quando se testa o hemoli-
sado a atividade de NADH diaphorase I, pela adigao de equivalen-
tes reduzidos, os valores encontrados para a taxa de redugao fo-
ram o8 mesmos para o controcle e tratado ou seja, r= 0,015 min_l.

Em outro aspecto relativo a hemicia foi feita uma
estimativa da permeabilidade da Papaverina, utilizando-se a pro-
priedade espectral da droga.

A figura 14 registra a porcentagem de captagaoc em

fungao da concentracac da droga ensaiada.
7 = CAPTACAO DE 1 ANILINO 8 NAPTALENO-SULFONATO

A utilizacao de corantes anidnicos, POr exemplo, o
1 anilino 8 naptaleno-sulfonato como sondas de fluorescéncia per
mite o estudo de alteragdes a nivel de membranas das hemacias em

suas regides hidrofdbicas (Rubacalva et alii., 1969).




FIG.12 - Redugao de metahemoglobina em fungao do tempo.

o Controle (substrato glicose)
O Hemacias tratadas com PAV (glicose)
® Controle (substrato lactato)

® Hemdcias tratadas com PAV {(lactato)
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FIG.13 - Velocidade de redugdo de metahemoglobina em fungao da

variagao de substrato (glicose).
O Controle
® Hemacias tratadas com PAV

O Hemacias tratadas com fluoridizina
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FIG.14 - Curva de captagao de papaverina por suspensao de

hemacias.
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A figura 15 mostra os resultados ohtidos para cap-
tagao de ANS por hemacias controle, e tratadas com papaverina.
Existe um acréscimo na captagao com refer@ncia as duas  fases
inicial e final. O aumento da permeabilidade ao ANS, foi analiza

]
do posteriormente em funcio da concentragao de droga utilizada.

8 - ATIVIDADE HEMOLITICA

Tem sido evidenciado gue varios agentes como anes-
tésicos, kianquilizamtes e antinflamatorios nao esterdides indu-
zem modificagoes nos eritrdcitos na dependéncia de suas concen-—
tragaes (Seeman, 1972). Sabe-se ainda que modificagdes de inten-
sidade -de fluorescencia de marcadores como O ANS, guardam uma re
lagao com a atividade hemolitica destas drogas.

A atividade hemolitica do dipiridamol e da papave-
rina & demonstrada na figura 16, guando se verifica a diferenga
em relagao ao maximo de efeito para diferentes concentragles des
tes agentes.

Um outro sistema de avaliagdo de modificagoes nao
drasticas como a hemdlise pode ser observado nas figuras 17 e 18
quando através de medidas do Indice de turbidez podemos avaliar

o grau de turgescéncia, ocu aumento de wolume das hemdcias trata-

das.
9 — RESISTENCIA OSMOTICA

Os resultados da figura 19 demonstram que hemacias
pre tratadas com concentragoes de papaverina 2,5 mM induzem @ a
hemdlise ndo s em condigoes isotdnicas como aumentam a fragili-

dade osmbtica a partir de solugoes de NaCl 0,6%.
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FIG.15 - Curva de captacgao de 1,8 ANS por hemacias.

X Controle

O Tratadas com PAV, em funcao do tempo
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FIG.16 - Curvas de hemolise em

PAV e de Dip,
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FIG.17 - Avaliagao de turgescencia de hemacias suspensas em
salina.

A Controle

O o Tratadas com diferentes concentragoes de

papaverina
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FIG. 18 - Avaliacao da turgescencia das hemacias tratadas por

dipiridamol.
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FIG.19 - Curva de fragilidade osmotica
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O Hemacias tratadas com PAV 2 x 10_31{
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FIG.20 - Curva de captagao de 1,8 ANS por hemacias em funcao da

concentragao de PAV.
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Para concentracgoes de papaverina de 1 mM o compor-

+ mento & semelhante ao controle. Dentro desta caracteristica de

modificagéo de permeabilidade ou aumento da fragiligade s re-

sultados da figura 20 demonstram a correlagao entxe a atividade
3

hemolitica 'e permeabilidade ao composto 1 anilino § naftaleno sul

fonato.
10 - ALTERAGOES MORFOLOGICAS

A figura 21 mostra as alteragoes da forma das hema
cias, guando incubadas com papaverina 2,8 mM a diferentes tempos.
As modificac¢oes ocorrentes foram vizualizadas em microscopia de
fase e a alteragao de volume ocasionada pode ser vista conforme

a tabela 2.
11 - CONCENTRAQKO DE FOSFATOS INTRA-ERITROCITARIA

A determinagao de conteldo de 2,3-DPG e de ATP em
suspensao de hemacias tratadas pelas drogas, foi feita por méeto-

do enzimidtico. As concentragoes encontradas em ambos oS casos es

tac na tabela 3.

12 - UTILIZAGAQ DE RADICAIS NITROXIDO PARA DETECCAQ DE

ALTERAGCOES EM MEMBRANAS DE HEMACIAS

0 metodo de marcadores de spin tem sido  aplicado
para detecgao de alteracoes de membranas e mesmo para mostrar
mudancas de conformagao de proteinas constituintes da mesma.

A estrutura do marcador lipidico utilizado 15 10 ©

mostrado na figura 22,
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TABELA 2

Estimativa do diametro

rentes tempos.

medio de hemAcias incubadas

com diferentes concentragoes de

PAV em dife

TEMPO

0
5
10
15
20
30

CONTROLE

7.8

I+

1.0

|
-

(W]

I+

0,53

PAV (1, 7mM)

I+

PAV

10,13
10,37
10,30
10,30
9,83

(2,8 nM)

k%

H

0,38
1,38
AR
0,84
Rk
0,77
1,23

%

+

1+

&k

1+

|
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TABELA 3

Concentragac eritrocitiria de fosfatos orgianicos: ATP e 2,3-DPG

VALORES DE ATP ~ VALORES DE 2,3-DPG
(umoles /100 ml) (Umoles/ml ) g _
Sangue total ~Suspensao S Sangue total Sﬁ;pensgo
Controle 48,16 19,69 ° 1,25 1,0
PAV | 36,27 7,9 1,25 0,2
Dip 42,31 15,99 1,25 0,4

_'[6_
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Os espectros foram obtidos no espectrdmetro E-9 da
Varian de banda X (Bioflsica USP, Sao Carlos). As amostras foram
colocadas em qélula plana de quartzo, e as medidas feitas a tem-

k]

peratura ambiente. As experiéncias foram feitas com nivel de si-
‘nal 5-103j‘m0dulagéo de IG ou 1,6G, poténcia de microondas 10 mW
em banda X, isto &, frequénecia 9,1G HZ e campo magndtico 3.300
Gauss.

0O marcador 15’10 foi dissolvideo em metanol, e di-

luido em salina 0.9%. Na figura 22 temos um espectro de ressonan

cia eletromagnética, de hemdcia Integra marcadas com I; 14- |
r .

As hemacias lavadas em NaCl 0,9% foram suspeﬁsas
em salina (V/V) e a 1 ml desta suspensao adicionou-se 20 pl de
marcador diluido em salina. Incuba-se por 1 hora a 3700, lava-se
as hemiacias por duas vezes, e tira-se o espectro.

Na figura 23 temos um espectro de ressonancia de
hemacias Integras marcadas com NEM*.'Nesta figura o sinal deNEM*

10

é praticamente livre; e o= 2.10° seg., enquanto gue na figura

24 gquando pré tratamos as hemdcias com NEM, ou IAA ha o apareci-
mento do sinal imobilizado I

Nas figuras 25 e 26 temos a comparagao dos parame-
tros utilizados (Il e 12) para o pré tratamento de hemacias com
as drogas PAV e Dip, guando nos utilizamos do marcador lipidico

*

e 197 ©u guando nos utilizamos do marcador proteico NEM .
o F
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FIG.25 - Correlagao do parametro 11/12 em fungao de concentragao

de drogas PAV e Dip. Hemzcias Integras tratadas com as
drogas por 1 hora a B?OC, lavadas, incubadas com ITAA -
per 1 hora a 370C, lavadas e incubadas por 1 hora com

* )
NEM lavadas em salina.
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DISCUSSAOD

1 - bAPACIDADE DE TRANSPORTE DE OXIGENIO: CURVAS DE EQUILIBRIO
HEMOGLOBINA/OXIGENIG.
. i

Dentre os parametros da capacidade de transporte
de oxigénio se leva em consideragao prioritariamente a concentra
cao de hemoglobina ou valor:do hematdcrito. Todavia o igualmente
importante fator de capacidade de liberacao de oxigénio ou seja
o valor de P50 e a guantidade de hemoglobina em sua  forma de
alta afinidade (R) e baixa afinidade (T) nac tem sido avaliadas
rotineiramente devido a dificuldade de modificacgao artificial
destes parametros. Em trabalhos mais atuais, neste sentido, ha
duas propostas fundamentais: a) a tentativa de suprir a demanda
de oxig@nio em condigOes em que as respostas homeostaticas({ 2, 3-
DPG, pPH e COZ} s3c ineficazes, neste caso a sugestao tem sido a
de fusio de veslculas lipidicas unilamelares com hemdcias  para
incorporagdo do inositol hexafosfato (IHP) (Gersonde & Nicolau,
1979); b) por outro lado hd a proposicao do grupo de pesquisado-
res da Wellcome R. (1977) em modificar a molé&cula de hemoglobina
através de interagido com drogas gue ocupariam o sitio  anidnico
de polifosfatos. As drogas sintetizadas (derivados de bis-aril -
hidroxisulfonic acidos) satisfazem as condigoes de desvio da cur
va de dissociacao da hemoglobina para a direita a exemplo do efei
to do 2,3-DPG. Contudo os aspectos da utilizagao destas  drogas
com a finalidade de aumentar a liberagao de oxigénio tecidual
ainda se acham em debate.

Situacgoes de ineficacia da resposta reguladora do

2,3-DPG s3o detectadas em defici&ncias hereditarias da enzima he




xoquinase (Pelivoria & Papadbupolos, 1870}, doengascxuﬁﬁacas cia—
noticas e doencga pulmonares cranicas (Oski ét alii.,l969) ,anemia
(Faton et alii.,1968), tirotoxicoses (Muller et alii.,1970) cho-
gue. séptico, transfusdo de sangue estocado em prematuros { Muller
Iet alii.,1970) e nos casos de hipofosfatemia (Marshall et alii.,
1971) etc. Ainda o aumento da concentragac de cations nos eritrd
citos pode ocasionar uma diminuigao da{afinidade pelo oxigénio
(Sommerkaing et alii.,1961). Esta corrélaqéo foi também descrita
por Waldeck et alii (1967).

ainda com relagao a propriedades funcionais ou des
vios da curva de dissociagao para a direita pode-se citar as he-
moglobinas anormais est@veis. | Hemoglobina' Titusville { 294

Asn) (Scheineder et alii.,1975); hemoglobina Providence

Asp

Asn) (Charache et alii., 19753);hemoglobina Agenogi

(82 Leu

(B90 Glu —— Lys)} (Tmai et alii.,1970); hemoglobina Kansas( B102

Asn —— Thr) (Reissman et alii., 1961); hemoglobina Beth Israel
(Rl02 Asn Ser} (Nagel et alii.,1976); hemoglobina Yoshizuka
(Bl08 Asn — Asp) (Isamura et alii.,1969). Em gqualguer destes as
pectos de mudangas estruturais em diferentes residuos, se acha

alterada a estrutura T que se encontra em maior estabilidade que
conformagao R.

Em contrapartida as alteragoes estruturais em hemo
globina de alta afinidade pelo oxigénio, como ~“as hemoglobinas
i mpesy {(Bunn et alii.,1l974) ou Bethesda - (Olson et alii., 1972 )
romovem uma menor estabilidade da forma T e consequentemente.um
desvio para a esquerda na curva de dissociagao. Alteragoes arti-
ficiais da curva de dissociacac refletidas na mudanga de Py PO~
dem ser observadas em pacientes submetidos a injecao de contras-—

tes radioldgicos do tipo Renovist (Rosenthal et alii.,1975)quan-
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do hé um aumento de afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, ge-
rando portantc uma menor iiberagéo de oxigénio tecidual.

Ainda, as modificacoes quimicas de hemoglobina nos
dois grupoé tiéis réativos 893, podem promover alteragoes funcio
ﬁais da hemoglobina, quantoc & afinidade e cooperatividade.

Riggs {1954) mostrou que um grande nﬁmero.de rea-—
gentes tidis que se ligam a§Cys B93 aumentam a afinidade e dimi-
nuem © efeito Bohr, enquénto que a cooperatividade da molecula
se achava diminuida, por exemplo, guando ¢ reagente era glutatio

na oxidada (Huisman,: 1962).

I

A reatividade da cisteina B93 depende todavia da
conformagao da hemoglobina tetramérica. Na hemoglobina deoxigena
da os grupos tidis tem uma menor reatividade do gue na conforma-
cao R (Bush, 1962).

Derivados de cisteina e cistamina foram estudados
pelo grupo de Anteonini (1979); (Garil.et alii.,198l)compararam as
propriedades de 21 reagentes tidis quanto a alteragao de proprie
dades funcionais da hemoglobina em fungao das diferencas de dife
rentes reatividades dos grupos SH 893, analisando a velocidade
de ligacio da hemoglobina em solugdo ou na hemacia integra - e
efeitos sobre a oxidagao ou formagao de metahemoglobina.

A reatividade dos grupos amino livres das cadeias
laterais podem, por exemplo, guando na formagao de derivados do
2-metoxi-nitropone, levar a um aumento dramatico da afinidade pe
lo oxigénio sem alteragao de outras caracteristicas  funcionais
(Currel et alii., 1978}).

Alteracdoes da afinidade por mecanismos indiretos
podem ser vistos em desiquilibrios idnices, comoc por exemplo na
liberagao acentuada de k' das hemdcias por drogas do tipo propa-

nolol (Agostini et alii., 1973).
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L infusdo de nitroglicerina por via intra- corona-
riana promove um aumente significativo nd PSO coronariano venoso
(Ga;fet.et alii., 1975)sem gque haja um aumento de P02 coronaria-
no artefial, tendo isto como significado que existe um acréscimo
de 18% na gvaliabidade de oxigénio. Todavia, a administragao de
nitroglicerina via sublingual (Manchester et alii., 1972) nao
leva a um acréscimo no Péo quando as determinagaes foram feitas
em sangue venoso periférico. Assim sendo para a nitroglicerina
haveria a liberagdo de uma substincia ou metabdlito do miocardio
gue seria rapidamente degradado, respensavel pelo aumento de PO,
coronariano.

Este mesmo tipo de efeito tem-se observado em pa-
cientes com enfarte agudo do miocardio, ou ainda em casos de an-
gina, quando ha um deslocamento da curva de afinidade para a
direita sem correlagao com os niveis de fosfatos organicos, ou
modi ficac3o de pH (Shappell et alii.,1970).

Em termos ainda de modificagdes indiretas poderia-
mos citar aguelas gue promovem estimulo da via glicolitica e con
comitante aumente de 2,3-DPG. Um exemplo deste mecanismo seria o
da agao de andrdgenos (progesterona) guando se observa um aumento
na produgéo de lactato, e 2,3-DPG, com resultante diminuigéo da
afinidade da hemoglobina (Molinari et alii., 1973). Por outro la
do, inibidores da via glicolitica, por exemplo da enzima glice-
raldeido-3~fosfato desidrogenase, como O iodoacetato promovem O
efeito oposto (Engel et alii.,1268).

Os nossos. resultados demonstraram modificagoes nas
curvas de dissociagao que a principio parecem contrastantes ou
seja quando a hemoglobina se encontra em solugao e em presenca

das drogas haveria uma diminuigao da afinidade da hemoproteina
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pelo oxigénio e uma relativa diminuigao do valor de n.

Dada as estrufuras quimicas das drogas empregadas,
talvez pudéssemos aventar uma possibilidade de interagao do dipi
ridamol (que funcionaria como polianion em fungao de seus radi-
cais hidroxila) com os sitios de polifosfatos. Para tanto, deve-
riamos contar com metodologia adeguada com o gue tem sido. feito
com as drogas sintéticas_ensaiadas por Goodfort et alii., (1978 ).

Por outro lado, para a papavé}ina, de inicio, este
mecanismo de interacac estaria totalmente afastado pois esta se
comporta mais exatamente como cation.

A eventualidade de ocorrer uma ligacao inespecifi-
ca do tipo hidrofdbica entre as drogas e a hemoproteina nos pare
ce o mais corretoc. Sugerimos investigar esta possibilidade, nos
utilizando do recurso, de a partir de nitrosil hemoglobina veri-
ficarmos se realmente ocorreria uma maior estabilidade da confor
magao quaternaria T.

Por outro lado, a incubagao de hemacias com as droc
gas, pelos nossos resultados e outros da literatura demonstram
grandes modificagoes com relagao a permeabilidade das membranas.
Quando tentamos verificar da correlag@o entre estas alteracgdes e
a funcao da hemoglobina obtivemos dados de desvio da curva de
dissociagao para a esquerda, sem grandes alteracoes na cooperati
vidade.

Nos pareceu mais adequado verificarmos os niveis
de fosfatos organicos destas hemacias submetidas a tal tratamen-
to, para explidarmos 0o efeito do aumento de afinidade, uma vaz
que as mudancas de permeabilidade poderiam levar a efeitos indi-
retos sobre os niveis de fosfatos. A diminuigao destes niveis por

nos encontrada, seria suficiente para promover este desvio visto
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que para um decréscimo de 420 mp moles por ml de células sangui-
neas de 2,3-DPG (pL 0,001) existe num desvio na curva de satura-
cao eéuivalente a 1l mm de Hg (Miller et alii.,1970). De qualgquer
forma nao se pode afastar a possibilidade de inibigéo‘de enzimas
da via glicolitica com repercussdc na concentragao de fosfato in-
traeritrocitaria. Mas para esta possibilidade teriamos gue proce
der a incuba¢ao com as drogas por tempos maiores { 4 a 6 horas )

tal como ocorre cém o efeito observado para fluoreto de sb6dio ou
todoacetato. Neste mesmo aspecto, tempos maiores de incubagao po
deriam possibilitar eventualmente ac invés de decréscimo dos ni-

veis de fosfatos um incremento na concentragac dos mesmos,se nos

reportarmos ao aspecto seguinte: concentragoes menores de 2,3~

DPG liberam a inibigao da enzima fosfoglicero mutase e aceleram
a sintese de novo deste polifosfato.

Portanto, preferimos constatar este resultado sem
discutirmos ¢ mecanismo pelo qual ele se manifesta, e simplesmen
te sugerimos a possibilidade de alteracao de permeabilidade da
membrana da hemacia como fator de importa@ncia na regulagac da

afinidade da hemoglobina.

Inicialmente em Resultados, nos referimos a possi-
veis interacgoes diretas ou indiretas sobre a hemoglobina na for-
ma R, atraves das andlises das propriedades funcionais.

Em sequéncia achamos interessante analisarmos a
interagﬁo se houvesse, com a hempglobina na forma férrica (FéFH}.
0s resultados de titulagiao alcalina de hemoglobina férrica  por
metodos espectrofotométricos, nos puderam indicar qua a princi-
pio ndo hi alteragdo aparente ou formagao de novas espécies mole

culares de metahemoglobina, mantendo-se em ambos 0s casos ( tra—-

tadas por Dip ou por PAV) a mesma isosbesticidade da hemoglobina
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sem tratamento. Uma forma mais elegante de obtencao destes resul
. - . +++ ~
tados seria a de acompanhar o sinal do Fe por ressonancia ele
tromagnética como tem side feito para as hemoglobinas anormais
que apresentam dois valores distintos, de pK na titulagao alcali

"

na; com duas espécies moleculares de alto spin. Os experimentos

r

relativos a taxas de o?idagéo, para © dipiridamol se basearam em
uma observagao casual de gue amostras de hemoglobina tratadas pe
la droga, quandb guérdadas por periodo de 6 a B8 horas apresenta-
vam visualmente caracteristicas de metahemoglobina. A tentativa
de se comprovar esta oxidagao que & um processo lento( K =0,0013
min-l) foge aos objetivos do presente trabalho.

A fim de verificarmos a ocorréncia de mudangas dra
maticas na apoproteina, procedemos a sua reconstituigao na forma
férrica. Estes resultados quais sejam a nao interferéncia do Dip
neste processo, e o deslocamento do ponto esteguiométrico quando
a globina era tratada por papaverina, nos indicam gque existem di
ferengas guanto a possiveis modificagoes entre as duas drogas
analisadas. E nosso interesse no futuro evidenciarmos a possi-
vel interagao hidrofobica da papaverina com -a apohemoglobina
através da observagao do efeito Cotton por dicroismo circular,

onde com certeza poderiamos concluir com base no conteiido de «a

hélices nas globinas modificadas, a interagéo sugerida.

2 - HEMACTAS

Uma das funcdes metabOlicas das hemécias de impor-

tincia & a manutencao de hemoglobina em seu estado reduzido (Fe' ')
: e . :

desde gue sua forma oxidada (Fe ) & incapaz de se ligar ao OXi

génio. Fisioldgicamente s© 1% do total de hemoglobina  presente
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em eritrdcitos normais se encontra na forma oxidada ou metahemo-
globina, devido a capacidade dos eritroécitos em reduzir a avtoxi
dagéé expontdnea (Scott, 1968)., Dos possiveis caminhos metabdli-
cos para a reducao de metahemoglobina “in vivo™, o maié importan
¥ .

te & 0 queienvolve uma desidrogenase NADH. Muitas pﬂqxxﬁgaes tem
sido aventadas de que a via glicolitica em especial a reagao en-
volvendo a gliceraldeido-3-P-desidrogenase & a principal fonte
de NADH utilizado para a redugcao enzimatica da glicose. Um dos
aspectos que reforga esta proposicac & a de gue nas hemacias tra
tadas com nitrito de sddic guando incubadas com glicose, ha acumilo
de piruvato em guantidade equivalente a2 de metahemoglobina redu
zida. A redugao de metahemoglobina em eritrocitos tratados por
nitrito incubados com glicose & blogueada por iodoacetato &S Nao
por fluoreto de sddio (Gilson, 1948).

Um outro possivel caminho para reducao da metahemo

globina & o postulado por Kiese (1944):

NADPH U . azul de metileno ——=—#= metahemoglobina

NADPH desidrogenase

A estimulacgdo da redugdo da metahemoglobina seria
dependente da formagdo de NADPH gerado na via das pentoses. Toda
via, esta sequnda opgao parece nao ser de importancia fisioldgi-
ca visto que deficientes em glicose~6-P-desidrogenase apresenta
ram niveis normais de metahemoglobina (Koster, 1872) e mesmo de-
ficientes na redutase NADPH, apresentaram capacidade de redugao
da metahemogliobina QUando seus eritrdcitos foram tratades por ni
trito e incubados com glicose (Sass et alii., 1967} .

Todavia, se o sistema de metaredutase se encontrar

blogqueado, ha uma repercussac funcional surpreendente,qual seja
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a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio aumenta (Bunn et alii.,

0s reagentes sulfridila do tipo cistamina afetam o

)

sistema de metaredutase de uma formé discieta (Antonini et alii.
1977} edalﬁeram-a propriedade funcional de hemoglobina modifica-
da o mesmo ocorrendo com o reagente amino especifico metoxi ni-
tropone (Currel et alii.,1978). Quando analisamos a ‘eficiencia
do sistema de metaredutase em eritrocitos tratados com nitrito,
anteriormente pré tratados {(por papaverina) verificamos uma ini-
bicao de cerca de 50% guando o substratc comogfonte de poder re-
dutor era glicose. Com relagao ao lactato como substrato, obser-
vamos também uma inibicdao (10%). As taxas de reducac de metahemo
globina apresentam velocidades da ordem; (0,003 min_l.para glico
se e 0,02 min Tt para lactato.

A observagdoc de que encontramos inibigao com ambos
os substratos nos leva a supor uma dificuldade de transporte dos
proprios subtratos e ndo efetivamente inibig¢ao de uma das desi-
drogenases envolvidas. Isto se pode evidenciar de duas formas:
1) gquando a atividade enzimatica foi ensaiada nos hemolisados for-
necendo-se NADH, encontramcs 0s mesmos valores de r (taxa de re-
ducao) para os tratados ou nao por papaverina; 2) de outra for-
ma poderiamos testar a eficiéncia do sistema nos utilizando de

uma droga que inibisse a entrada do substrato, no caso,glicose,

como obtivemos com a fluoridizina.
3 - MODIFICAGCOES DA HEMACIA INTEGRA

O problema de como os eritrdcitos de mamiferos man

tém sua forma discOide tem sido objeto de muitas especulagoes
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desde gque se descobriu que esta habilidade & uma propriedade in-
trinseca da membrana (Deuticke, 1968).

Durante os iltimos anos se tem acumulado evidén-
cias de que os niveis de ATf {(Gardos et alii.,1966) e provavel—
mente o Ilon Ca++ (Weed et alii.,1968) estao enveolvidos na manu-
tencdo da forma normal da hemdcia. Por outro lado a  composigao
lipidica da membrana parece exercer um papel funéamental(Murphy,
1965). A forma dos eritrdocitos & mantida através de um equili-
brioc entre forcgas divergentes que noderiam originar formas ditas
crenadas, formas em calice, ou ainda forﬁas turgidas ( Fugil et
alii.,1978).

Compostos de natureza anfipatica levam a modifica-

cao da forma normal da hemicia. Entre muitos, o dipiridamol e a

papaverina induzem esta modificacac de forma desistabilizando o

equilibrio e levando a formas crenadas (agentes com grupos pola-
res anidnicos como o dipiridamol) ou a formas ditas internaliza-
das gque podem se reverter em formas tirgidas (como os gue possuem
um grupo cationico exemplo: papaverinaj. 0s nossos resultados ine
rentes a esta modificacac, foram os de encontrar uma relacao
dose x efeito, e tempo de incubacao com a droga. Observamos due
o efeito se manifesta imediatamente depois da droga ter sido adi
cionada a suspens3c de hemacias e quelé concentragao dependente.

Uma das teorias que explicam as modificagoes de
formainduzidas por agentes anfipaticos & a de Shietz et alii . ,
1974. De acordo com eles, as drogas catidnicas permeavels se in-
tercalam principalmente no interior da membrana, na bicamada li-
pidica devido & sua interagéo'com o grupo acidico da fosfatidil
serina, causando expansio deste segmento de membrana;para as dro

gas anidonicas ocorreria o contrario devido & repulsao com os gru
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pos acidicos, ocorrendo uma modificagido diversa na forma da he-
macia. A interagdo com grupos acidicos da fosfatidil serina ou

com sitios diferentes deste podem levar a modificagdes na permea

bilidade a &nions pelas células vermelhas. Com os doig agentes

éstudados-é conhecido o fator inibitOrio gque excercem sobre o
transporte :de fosfato; e mesmo sobre écidos;carboxilicoé como ©
lactato (Deutcke, 1970). A inibigao & predominantemente ndo com-
petitiva para a maioria dos agentes e uma das propostas para es-—
te mecanismo & a hipdtese de Gerhardt et alii.,1973 que implica
nun decréscimo na d%néidade de carga fixa. Todavia, em termos mais
estruturais, alguns inibidores poderiam afetar a permeabilidade
a anions por pertubar a regiao de interacao lipideo proteina de-
vido"a_sua incorporagao nas regioes hidrofobicas da membrana.

Outra hipOtese na mudanca de permeabilidade seria

a de modificagao no potencial da membrana (Singer, 1973).

Pér outro lado, muitas das caracteristicas estrutu
rais e propriedades funcionais das membranas biolOGgicas dependem
da presenca de regibes apolares dentro da mesma. A permeabilida-
de a diferentes moléculas tem sido:portanto correlacionada com a
sua solubilidade em solventes apolares. Portanto, a formacao de
regioes hidrofobicas & devida & presenca de altas concentracgoes
de fosfo;ipideos de natureza anfipatica, que em solugao aguosa
s3o orientados de forma a gue as cadeias de acidos graxos sao0
distanciadas da égué através de contatos de Van de Waals e 0S
grupos polares sao dirigidos de forma a ter um maximo contato com
a agua (Lenard et alii., 1966).

O acesso a estas propriedades das regides apolares
das membranas tem sido feito pelo uso de sondas de fluorescéncia

tipo 1,8 ANS {Rulbacalva et alii.,19%69) por exemnlo, a papaveri-
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na, em hemacias, modifica as caracteristicas de captagao desta
;pnda em hemacias integras. A maioxr captagao observada para o ANS
em presenca de papaverina & semelhante a observada para  outras
drdgas catidnicas como por exemplo: cloropromazina, prometazina,
(Horie et a%ii., 1981).

0 aumento da intensidade de fluorescéncia causada
pelas drogas catiénicas'poderia ser devido oﬁ ao aumento do ren-
dimento quéntico%do ANS ligado & membrana gue teria sofridoc uma
mudancga conformabional, ou a um aumento do nimero de moléculas
de ANS ligadas a ﬁembrana.

No_éaso da papaverina, nao podemos discutir quais
dos dois mecanismos ocorre pois experimentalmente nossos dados
relativos ao aumento de captagac de ANS em funcao de diferentes
concentracoes de droga foram obtidos com suspensac de hemacias e
nas membranas utilizamos uma uUnica concentragao de PAV. Se, o
comportamento da PAV, for © mesmo gue para oS fenotiazinicos o
que poderia ocorrer seria o aumento do niimero de moléculas de ANS
ligadas 3 membrana (Horie et alii.,1978).

Uma das modificagOes mais drasticas na membrana de
hemicia & a ocorréncia de hemblise. Considera-~se que a hemdlise
por drogas poderia ocorrer atraves das seguintes etapas: ligagao
da droga na membrana, pertubacaoc da membrana e lise. A membrana
pode tolerar deformagao unidirecional consideravel, mas uma €x-
pansado da area por minima que seja, leva & hemdlise.Estes acha-
dos podem ser explicados por um modelo estrutural no quél a es-
pectrina encobrindo a fase interna da membrana forma um reticulo
conectado com as moléculas de glicoforina penetrando a parte mais
estreita da membréna. Estas proteinas formam um arcabougo para

os lipideos e conferem forga mecinica para a membrana -engquanto
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que a fluidez da camada lipidica permite os movimentos dinamicos
da interacdo dos componentés da membrana (Chien, 1976}.

aAs duas drogas por nds estudadas possuem efeites
hemoliticos, dependentes de concentragao. As curvas de dose efei
'U)paﬁiheméliée mostram uma maior eficacia do dipiridamol Quéndo
Se compara com a papaverina..Este processo & dependente de pH e
de temperatura ‘(dados nio mostrados). Com relagdo a agao hemoli-
tica da papav%rina ocorre uma correlagdo entre a indugac d hemd-
lise e aument6 de captacao de ANS. De qualguer forma, para a
captacdo de ANS, dois tipos de sitios ligantés estariam envolvi
dos: um do lado externc da membrana de grandé especificidade, e
outro menos especifico, na parte lipidica da membrana.

Pressupomos gue a papaverina interage nestes si-
tios e promove expansao da membrana até o seu rompimento guando
as concentragGes eram 2 a 2,5 mM. Todavia, na fase pré-litica pu
demos observar o aumento da turgescéncia da hemacia e o aumento

da captagac de ANS, que 58 indicam mudangas na membrana.

4 - MUDANCAS CONFORMACTONAIS DA MEMBRANA

As técnicas de mafcagéo de spin utilizadas de for-
ma piongira por McConnel e McFarland (1970) e Jost et alii, (1971)
tem sido utilizadas extensivamente no estudo de biomembranas.

o c0nhecimento da estrutura e conformagao de mem-
branas biclogicas tem sido consideravel pelo uso dos radicais ni
tréxido. VArios compostos de importdncia bioldgica e farmacoldgi
ca interagem a nivel de membrana. Assim estudos empregando esta
técnica foram feitos para observagao das agoes de esterdis( Lappin

et alii.,1972}; ions (Ito et alii., 1974); pH (Wisuieski et alii.,
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1074); desacopladores de fosforilagéo oxidativa (Verma et alii.,
1973); proteinas e peptideos (Rousselet et alii.,1978); bloguea-
dores de grupos SH (Sandberg, 1969), etc.

Uma série de investigagOes, em, que foram analisa-
dos 1) influéncia da composigao de membraﬁa na partigao de marca
dores de spin que se distribuem entre a membrana e a fase agquo-
sa; 2) a dgpeﬂdéncia da permeabilidade da membrana e conposigao
lipidicas ias mesmas: 3) o efeito de colesterol sobre o grau de
organizagad e mobilidade de componentes da membrana; 4) biossin-
tese de fosfolipideos contendo marcador de spin; 5) reatividade
da membrana bioldgica foram feitas (Schreir, 1979).

A utilizagdo de um marcador de spin do tipo Ig 1
om hemicias Integras possibilita a visualizagd3o de  modificagao
na fase lipidica da membrana, e a andlise do parametro Il/I2 ;
reflete o coefici@nte de partigao do marcador.

Pelos nossos resultados observamos gque para o dipi
ridamol, guando em concentragoes menores, na fase pré litica ha
uma certa protegéo e uma maior organizagao de membrana, gue se
torna mais fluida & medida em que se aumenta a concentragao da
droga. Com relagao a papaverina, O comportamento do marcador g o
mesmo, independentemente das concentragoes de papaverina utiliza
das. Isto significa uma inespecificidade da droga, e uma desorga
nizacao da membrana em todo © intervalo de.concentragao utilizada.

Em experiéncias com ghosts obtivemos resultados se
melhantes aos com hemacias integras guando o marcador era C'ISJQ
embora na preparagao de ghosts em presenga de K+ houvesse uma
melhor solubilizacio do marcador. Isto se deve ao fato de gue o
K permite um reselamento melhor apds a hemdlise, e a manu-

tengao da membrana na estrutura nativa.
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Experimentos preliminares com ghosts de  hemacias
de individuos portadores de deficiéncia em glicoserﬁ—P—desidrogg'
nase; mesmo quando preparados em presenga de K+, mostta;am uma
diferenca sensivel na solubilidzde do marcador, dando a idéia de
uma maior figidez da membrana neste caso {resulﬁados nao mostra-—
dos} . |

} A escolha do marcador 15’10 se deve ao fato de gue
este seria sensivel 3 modificagdo nos contactos proteina-lipidio.
Embora ndo seja possivel o calculo de p ¢ sem gue se faga simu-
lagao ée espectros,foi possivel determinar um parametro empirico
do tipo Il/Iz' Talvez fosse interessante utilizarmos © marcador
I,,, 3 has mesmas condigOes pois embora nao seja também neste caso
possivel determinar & c, pode-se calcular A ;, que da uma idéia
de liberdade de movimento do marcador. Quanto maior AII' menor &
liberdade de movimento e mais imobilizado se encontra a marcador
e maior o O c.

Ainda, uma quantidade considerdvel de informagbes
sobre sistemas bioldgicos tem sido obtidas pela marcagac de gru-
pos sulfidrilas e amino com marcadores de spin analogos a N-etil
maleimida e iodoacetamida. Sanberberg et alii., 1969 ,verificaram
gque malemida-nitrdxido reage prontamente com membranas isoladas
das celulas vermelhas originando um espectro de dois componentes,
um fracamente imobilizado e outro fortemente. Este Gltimo liga -
se no interior da membrana de forma gue seu movimento é rigorosa
mente restrito.

Suspensoes de hemacias tratadas com papaverina em
diferentes concentragbes gquando expostas a reagentes sulfidrilas
jodoacetamida ou N-etilmaleimida, e posteriormente incubadas com

andlogos de maleimida com incorporagao de radical nitrdoxido,apre
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sentaram modificacoes na razao Il/I2 parametro gmpirico que in-
dica a maior ou menor liberdade de movimentagao do radical nitrd
xido;

Quardo as suspensoes de hemacias efam'incubadascam
N—etilmalefﬁida com radical nitrBQido sem’ prévio tratamento com
reagentes sulfidrila, notamos exclusivamente o aparecimento de
sinal de ERP do marcador livre; procedendo-se & hemolise e pos-—
terior didlise, o sinal do marcador aparecia no dializado, pres-
supondo-se que ou o marcador se achava totalmente livre ou liga
do 3 moléculas de baixo peso molecular como a glutationa.

Todavia, no pré tratamento com os reagentes sulfi-
drila, o sinal de ERP era o mesmo gue para membranas de hemacias
marcadas com nitrdxido observadas por Sandeberg et alii., 1369 ,
isto &, era constituido de dois componentes, um de marcador pra-
ticamente livre ou fracamente imcobilizade e outro por marcador
fortemente imobilizado.

No tratamento com as drogas dipiridamol e ou papa-
verina pudemos observar um aumento de sinal de marcador imcobili-
zado em dependéncia da dose utilizada das duas drogas.

Isto implica em gue hd modificagoes  conformacio-
nais da membrana da hemdcia, nas regides lipideo-proteina proxi-

mas aos grupos sulfidrilas.
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ABSTRACT

o

A review is*presented about:

1) Hemoglobin structure and function.

2) Erythrocyte membrane composition. a) The effects of
vasodilators drugs dipyridamole and papaverine on the eguilibrium
dissociation curves of human hemoglobins treated by the drugs
have been studied. b) The changes in the apoprotein in the
presence of the drugs were investigated. c¢) The possibility
that the drugs promote hemoglobin oxidation or an interaction
with the metahaemoglobin were examined. d} Some functional
and morpﬁological properties of the human erythrocytes exposed
to different concentrations of the drugs were studied,

e) Attempts were made to verify the biophysical state of the
ghosts from erytrocytes treated by papaverine and dipyridamole,

by using spinh labels methods.
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