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1, INTRODUGAQ

4 wetabwlecimento da corrslagiae estrotura-funcido nas
meldoolas  oe proteicas ¢ problema antigo & oontinua  sendo
ofristive fundamental oe miitos pesguisacdores em Dlioguimica,
M hemoglobina, gragcas aos intensivos estudos =, portante,
aos  amplos  conhecimentos acdguiridos de guas  propriecdsdes,
conestituld L1 g e Leret e mereld Lo mo Lo Lae pPara v
setabwlecimenty dessa coreslagaon, Bvidentemsnte, aooreendo
g wrances  concentrasdes nogs animais supsriores @ poadenado
gar Factlments purificeda a Freemorg Lobana foi alvo  de
pegsauisadores  oe  diferentss Areas como gquimicos, Tilsioos,
matematicos, ebto mais interesgdacdos em suas paouliaridacles
mo lecy lares aus  proapriaments em sua fung o, Fe  dcidilan
moclernas  sobere  alosterisme spzimbdltico,., poe sxemnp lo, foram
desenve lvidas através s galudos da coreelagan
gatrutura=-fungdgs  de hemogloding, poseibilitancdo um g9rands
avango no conhecimento de proteinas om geral {Briehl, 196313,

Mo memog lobina humana &, sem Jdavida, a mais  estudada
tanto do wponto oy wists  funcional, como  westrutural e
ontoggnicsa, G conhecimentos  atuais sobes g westruturas
Lridcimensional  de hemoslobina e m ool 08 mecanismos

v lvicios  em sua fungde resultam praticaments dos  sstugos



L3 Memoproatelnas O[3 mamlferos, By Boren by ma s
pocentaemnsnta, & que estudos em vertebhrados inferiores  tem
clesposrtade intersess,

0 eonkheciments das  properisdacdes  da hemoglotoinag e
répteis particularmentes de gerpontes emi:ora ainds seCasso0s
parscemn  ser  relevanltes uma vy gque podem representan
ingtrumentoe valioso no auxilio oda anglizge  dos  meoanismos
g lecu lares  gue parscen oeperar nas Phemoglobainas e animais
syperiares  COmo procuranos  demonetrar nests  Leswe, Figm
cissn, pode  Forneose informagoss aofbre 0% mEcanismnos
adaptativos desenvolvidos poe diferentes  oroanismos para

mesildades respiratdériass peculiares e oada

atwrcler as e

gpr g

] poaprel Fimigliagiag Funclamsental das  pirotelinas
reapiratdrias £ & manutsnsan adegquada o suprimento ol
Gxiagnio  acs reoidos andmais para qus 0o 9as seia  utdlizado
nos  sistemaes o oxiclasdes bioldgicas,. Huando as  proteinas
respiratdrias IO ne SN, i ] WEP VN Para
transpoartar oxdgsnilo o fra ol € gy b (6 ats  tecidos
perifédricos: neste  caso, tem Lambédn papel  proeminente no
tranesporte  oe CO2, produto Final do meltabodismo, Em geral
a woncentragas dag protelinssg respiratériaes depence o
fatores Ltais ocomo  ddads e animal ou  das  condlcdes
ambrisntais (especialments  aguelas snvolvenco p0E sxterno?
(FAntonini and Brunoed, 19743,

Fe  funcses das proteinas respiratdrias qus Qooreas N

U s
£t



sarngue  san esteditamsnte  coreslacionadas com o slstomas
envolvidos na  circulacds ¢ com g8 aparelhos oncks & hreooa
gasosa  tem luwar  tals cama pulméss @ Drangueas, Huan
propriedacdes  guimicas  variam em Jiferentes  sspeécies  para

praogncher  ge necessildades Piwioldgicas oos  organismns,

Megste agpecto, & Fengglobdna, talver, ofersga o melhor
wremp b oe adaptacio bioldgica no nivel moleoular (FAntonini
and Brunori, 19743,

B wgeral &  arguiteturs molscular cdas besoglobinas
presentes nas  odlulas vernelbhas de vertebrados pavece ser
constante, embora  alaumas  propriedades satruturais mails
detalhadas possam variar nas Jditferentes classss de animais,
Fewim, sdo moldéculas tetramédricaes foermadas por 2 parss e
cadeias  polipsptidicas, o & 8 (Braunitzer et al, 1941,
Kanigelbesry st al, 1941, Schrosder, 19637, organizades  oomo
um  tetraedro ircegular,  fAs cadedias o & B das  hemoglobinas
che cdiferentes  sepdoiss tam seqUngia clee aming&cicdos
gimilares eepacia lmentes It é & partes clé s cavielss
polipeptidicas  gqus i consideradas orlticas para a TUngao,
camg & seauncia O-terminal Aeg-Tre pas cadeiass o & His-Tyre
nas cadeiss B dnvaridvels em  todas  as  hemogiobinas e
mamiferos estudadas (FAntonini & BErupnoeri, 1974, Variacdes
podem  ser epconiracdas om outras espdsies nao mamiferas,
ancle  a Ristiding C-terminal, por =x,, pode ser  substituilda
por  outres  residuos e o dsso seguraments  causa  lmportantes

mudancas nas propriecdades funcignais da proteina,



Fi westruture oa  Femeglioing mucda Com a ligagan gl

cortas  substdnciasg orgdnicas & dnorgdnicas s bhaixo  pesO

moLbecular ohamacas ligaentes: & usualmentse sceillo que sssas
mudancas conformaciconais  reprsgentam a bass fisica para o
Fendmeng  que  <dominam a6 PGS cla  FMewmoglokbing, [
fendmeno, wm Péral, nan £ restrito & RHemoglobina e a
transly dao condarmanional PP & ealar prvoivicdae ne
mecaniemns reauletéric ao nivel moleouwlar (Monod et al.
L9aiha, Ma Femoglokina, a smudanga conformacional cependente
e ligante envolve a estrutura tercidria & quaterndela  da
proteing, ITesto Ffoi  @lucidado em cletaibes  através e
eotudos  oristalogrdficeos sn desoxibemoglobdna e deeivaclos
ligados wcom  ligantes & pelas mecidas de propeisdacies  cdas
solucees  (Muirhead et al, 19&7, Ferutz, 1970, Antonini  and
Brunori, 12712,

0 wauilibirio «da bemoalobina com véeios ligantes mostra
a  mesms caracterietics kasica, dndependents do tipo de
liwmante, e varios ligantess difsrem, soments no wvalor
absoluto da_cmnﬁtant@ cle afinicade: as curvas de ligasida ds
1 s G0, por o @x., podemn ser superpostas com o U s uma
serala  apropriaca que rspressnta o coeficients de  partigdo
Cyman,. 196470,

0 ferma da cueva de orxigEnagEo oas  hemoglobdnas de
maemiferoe & sigwnoidal coam um valor do cosficients ode HILL,
kL, cercs de 2,.%5-3,.0 (Apntonini and Brunorie. 1¥712, A forma

da  curva, pelo menos ne Bewmoglobins humana, nag  mucla

e ] e



gsignificativamsnts ocom pH (de 5 5 9, a ums concentracan  ow
proteina  os poucos mgSml ), tsmperatura ¢ soncentracas  de
saLle, CONdLG e SRR atetam fortements a atinddacs
{Fouvahton, 19595, Rossi~Faneglli et al, 19al),

Raseado  =mn estudos  gquimicos & cristalogralicos  oe
Framog lobina humana nermal & modificada, tentatives tem sido
Feitas no  sentido ode dcdentificaer, em detslhes, os  evenlos
Flaidong  gue  oomandam @ caoperativiclade  ou ligagdo e
Tigantes (fAntonini  and deunor i, 19740, De aoordo om0
macsnismng  setereaquinice  proposto poe Feruls, L7970,  a
Ligasao <o ligante a Frsmon lotsina clesox Lgenada dnduz
mudancas na estrutura tercidrdia dasg cadedas & Causga ruptura
i pontes salinas., & roptura dessaes pontess resultam, num
corto estauio, numa transicao Jda o estrutura guaternderia  da
pozmog Lobinag  Jdesoxigenada T (tense) ou  wstado de baiza
afinidadse para & estrutura gquaterniaeis corrsepondents &
Fremog lobinag  oxigenada R {rslaxada) ou sstagdo de  allta
afindidacds  (Monoo et al, 198%, Koshland t al, 17886, Ferutr.
LRTa oy,

Ghepalmente o afinidade ode hemoglobinas de  cliferentes
mamiferos por oxigfnio & similar zob s mesmas condig¢bes e
& dgualmente sfetada pelas medangas na compeosisio do meio,
Flteragdes na afinddacs rlev dolas A0 compEonentss  dos
soiventes dwmplicam nag relagdes termodindnicas  rediprocas
entere a8 Ligagdan oo ligante ao fervo bhene e g ligagan  ohe

pUutros componentes i gutros sitios., Bates stfeitos



fateroteraplons  assim  come o homotrdpicos  (do oxigdnio)
gncanrtram explicagdo Fisica nos  efsitos conformacionais
(Wyman, 196412,

0 wfeito Bobe, ordginalmente desorito como o sfeito do
COE  sobre & afiniceds ga Hb-U8, ¢ atualmente considerado
come efeito ac pH o do medio sobere a afinddacs ca  hemoglobina
peio oxigfnio,  MNas hemoglobinas de mamiferos a afinidacde &
mindims  num pH pedxime a 6,00 0 aumento dessa afinddade  am
piy mais  aloalinos & chamado efeito Bobw "alocalino”, & wem
FHs  mais &cicos, efeito Bobve "acido™,  Gualaguer gue seja o
foscanisma, o sfeito Bob dmplica na mucdanca oo pl e arupos
dionizdvets ocom oa ligecdEo ode ligantes, Dbdversas Liohas  de
evicd@rncia  dndicam  gue,  pelo menos no limite aloaline, o
gfeito  Hohr origina da mudangs conformacsional intra  cacleia
CHntondini =t al, 1945, Hrunori 2t al, 1970, A importincia
chy reslduo cle Rdstiding no efeito Bohr, foi aponfade. &
muitos  anos, poar Wyman, 1948 bhaseado nos estudoas guimioos @
conf irmada, posteriormente, palag eyvidincias sfa
cristalogratia  em Raio-X por Perutz, 1970, Os resicduos  de
aminoaoidos PESRONEAVE LS P i gt h o Eobir foram
iclentidicadaos por  Feruatz dirt, al, 1969, Kiimartin and
Rossi-RBernardi, 1949  como sence: bistidins CG-ftesrminal 146
das  cadeias B, valina 1 e histidina 182 cas cadesias o | i~
muddanga  dw pK deos  arupas  relevantes  oooarrem  devido  a

shrostatica causacda poia mudanga

muddanga  na intaracao

conformacional,

e ':’:‘



Mooocuerva  de dissoclacsdo da hemoglobinag ¢ modificada
tambrgm  polas presenga e outros fons na solugdo,.  De grands
importdncia fisdaldgica & G efwito de polifostatos
oradnicos L RBenesoch and Benesch, 19677 Shanutin angd Curndsh,
1967 gus  sde  componentes normais  dos  eritrdcitos na
maioria das L R T N R Mt Fecanem , s reproesentacdos
principalmente  pelo B.3-DFG & ATE, Bm outros animais  pelo
HTF,  IHF CIFFD) u GTF (Repoport and SGusest, 1941,  Jokhnson
angd  Tate, 1946%), # concentracdo oe B,.3-DGEF nos eritrdcitos
clee mamiferos & aproximadamentes squimolar & da  Boemoalobrinag,
cerca o S owM (FAenone, 19923 & agredita-se qus  desempsnha
papel relevante na readlagdao das propricdades respiratérias
cly sangus { Renesch and Benesclh, 1989, Hpesar oo ATF sstar
tambgém presente em alta concentracao (osrcas de 1,3 mi)
agoreciita—ge o] L AN conteibuican I ragu Lacda  da
Fremoy lolinsg pele oxigénio € pequena devico a  wsua  alta
afirialade e ions Mwtt intracelulares radurindo
considerave lmentse o papel b0 nucleoticdss  ocomo mocl lacdor
alogtérico (Bunn, 19712,

(0 difosfogliserato regula o transports e oxigénioc
geacifante  sua  ligacao preferencial com a  desoxihemogicbhina
rnuma  prarzae che 1 omol IDGFPAmol HEs tetramédrica, sem diminuis  a
natureza  cocperative da ligesdo do ligante (Froonw, 19750,
Fortanto, o deslocamento da curva de dissociagdEn no sentido
chie  manor afinidecs peflste & energia requerida para  a

diewociscan oo 2,3-0GF da desoxibemoglalbinag Bensach  and



Benesol, 1LY70),

Facan L emante Ford geaorito L autros anions
polifosfatos, oz nucleobideos de nicotinamida oxidados  ou
pacuzicos,  MNARDH, NALE+, NALFH tem efeito alostérico sobwes a
Fremea lobina Mumana e existe & peseibilidsde  guse estas
interacides tTenbam importincia fisioclogica (este efeito  Fou
descrito =m noseso  labgratdedio e publicado  em 19084 em
colaboracdos  Cashon et al, 1984, For suss caractsrislticas
e FluoresoEncia, o NADPH, torna-se um  efelor  alostérico
muito  convenients nao A n LI R W para & eatudar sua
wetequiometria &  atinidade  oe liga¢ido, mas também para
aconpankar a  mudange  conformacional uE O Or e GO a8
limasdEo  do ligante d wmolécula o bhesmoylobdina (oo =t al,
L987a b,

Miversos sstudos bioguimicos sobee a locslizagdo 4o
aitio ow ligagdn oo OF5E em particular s teabslbhos de  Buon
and  Briehl sobre uma variedade  sle hemegloinas humanas
snormaie  apontaram & relevincia Jdos residuos de aminoacicdos
His  HE1( 14308 & amincogruro N-terminal da cedeia § . ¢ funmn
and  Beiehl, 1970, Buando Ferutz examinou esta reglic no
poaclelo  atémico doa  desoxibbh  de cavelo, encontrou que  a
moléoula oo TFGE pode-ss acomedar na abertures da cavidade
central Tarmacda oomooa  walina NACL Y, Tdaidna  EPs0BR s
Fadstiding NA ()Y & HE1C1I43) e apbas as cad@ia%sm“

Al esterecquimnics  do L coanp bemente o residuos

Frheicos s cavidacds ementral para formar pontes salinas o om



a wvalina 1, histidina £ e 143 de ambas as cadeias B ¢ com a
ligsina 8% de ums das cadwias B (Ferutz, 1970), Com a
oxigenasdo da  hemowlobidina, os residuocs N-terminais  das
cadeiae B sw  movem & a cavidade se fecha de forma que  a
eatereoquimica  complementar ¢ perdida, f oxihemoglobins
tambidm aw  lige a0 2,3-0FG, mas muito mais fracamente
{Arnone  and  Ferutz, 1974) & o sitio de ligagdo &  ainda
desconhecida, As medidas de ressondncia nuclear magnética
gsugeram que o sitic =std também localizado a0 longo  da
interface entre as sadeias [ (Gupts et al, 1979) & se liga,
comt  na desoxihemoglobina, com uma estequiomeiris igual a 1
(Van Beek and D& Reuin, 19799,

Em 1984, Renesch wt al, demonstraram que 4
ox ihemoglobina  em suas forma dimérica tambédm se liga ao ATF
& ao DFE com alta afinidade, 1.4, com uma afinidade
relativa de  aproximadaments 174 do wvalor da  desoxiHb
tetramérica,

Outras informagles sobre a ligagdo do IFGE vieram dos
aetudos de  interagdo do cofator com as cadeias o w [ iso-
ladas da hemoglobina A {Renesch &t al, 1968)., 0 DFG n¥o se

B, por outro lado, liga

—

liga hs cadeias Gy as sub-unidades
1 mol de UPG/B4 tetrédmero, sxatamnente igual & desoxilbk A,
embora  com afinidade ligeiramente menor. Em contraste 3 Hb
By o complexo PA-DPGE & formade igualments bem am  pressnga

ou  auséncia de oxigdnio & por dissn, & oxigenac¥o das

cadeias P n¥o ¢ afetada pelo DPG, As moléculas B 4 retem a



sUasd conformacae T omesmno w0l & forma  oxdgenada, Tricimey g
FTatares ambisentais  dinflusnciam & peagac oo G com a
chersod wMHin H, Fa pagquenas molédoulas que tem alta afiniclacs
oo a6 formas oxi efou desoxd oda Hb dof lusnciam a atinddlacle
che maneira  reclproca, 0 wefeito Bokle ¢ 0 exempio mais
Tamiliar, oands a arande afindcdacde ce pratons pela  dedoxibb
Caxatamente gome  [HE) reaulla s gdecrdscing  de sua
afinidade pelo oxiginic, B interrelsgio enltre a ligagdo o
ilong Ht g QPG e la i @, portanto, particolarsente
o Lavartea, Aoanteracan  do &ndon polivaelente  cam  arupos
catisnicos da proteins Loroa-ss mads forte com o decrdscino
de  pH, s valores do sfelto Bobe em presencs do 2, 3-DFE em
ereeesn  san  ddénticos  acs encontrados  npa Hbo Usteippedt
{Benesch ancd Benesch, 197070,

e wepecial interssss para nas & & dnteracan snire  as
cadeias oy Remoalobinas uma ver que, DOm0 veraemos, @la se
farnog Cleit mobiv' o doe presente trabaelbho,  Assin passaenod a
whegoiran - Lo,

Mo tetrdmero, as o cadeias g e B &8 manitdm  Jjuntas
através das  inlteragsdes nde covalentss, U contaoto  antre
cacmias  wimilares. gog & BB SH0 muilo menos numercsas o
gue entre cadediss diferentes, Dods tipos de cantacto pocleas
gi distinguir entre as cadeias o e B, 03By e 2182 (Ferutz,
19650, Fatydas de cristalogrstisa em raio X oole  feamoglobina

tetramérica  mostrarem gue & maior parlte ddas mudangas mais

i Asticas  que ooorrde na conversdoe ode oeateutura da
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meElo fisioldégice o portanto, a%  propriedaecdes oo sanagus
total saEo diferentes dag solugsss de proteins “"stripped" o
derivam  das proprizsdades intrinsecas das bhemoglobinas & oag
moclifFicardss  gue  estas sofrew quando se Ligam sos  fons o
maldoulas efetoras  como Hf, CoE, 8,3-08G, ATF,  IHF,  C17.
NPEFH, st

o mecanismos gue controlam 8 eeagao oe oxigenagao  os
Fosmeeg latadnas de  répteis o em particulsr, ds  ssrpentes,
possivelmente nag difersm fundamentalments dos ode mamiferos
2 st Ho rigorosamernts actaptacios as e ssldades
reapiratdriae  de  cada CR AR T N h gortse  gus andimais
oo letamente  agquiticos teriam avdaptasbes  funcionais e
sstruturais TR profuncdas cley e a% Rt Rl L
aomil-anudticas, @ resposta ds demandas respiratdriag num
mario pobere  de  oxig@#nio. (Smith et al, 1946413, Fooim.
repteis, anfibios ] P ees Lo, gera lmsnts,  w9randcs

muitiwlicidace e CoRporrentes it Fismo Lotina guanodo

Te

comparadns  com mamiferos (Rigas, L9900y dato  poderia
Pl Lab i a lungnys fatares fisinldgioos dmportantes
relacionacdos  com  a  wvantaasm gue btal multiplicidads podde
conferdr a0 animal  wm respostes as alterasdws  ambdentais
Lrunori et gl L#¥3), e mesmns  forma, o8 animais
potauilotermos  estao  constantemsnle sudeiltos A arance
vartaba lidade e Temparatura @ B S S @ e oxigfnio
amiriental @  assim, & possivel que as  henoglobinas sejam

sintetizadas de forma que tenham obdiferenies propriedades ou



talves, =31 decorrfncia ot corg Lok Sue l oaollagao
mertalidlica, os animaie necesesilen de fMemoglobinas maitip las
comn proapeiedades funcionais também miltiplas (Rigas, 1970),

Bendo o assunto oe presents  tess hemogliobinssg o
réntels,  Julgamos  convendentes tecer algumas consideracdes
gobre  wsles  animais, B ogranches  civersidads  Jde animais
ercontrada entre o répleis forna esee grupa extraemamsnta
interessants  para estudar  as adapltacdes fisiologicss e
suas hemeglchinag, Em nsabum gutro gerupo de vertebreacdos
CHTOT tal wair el cle hen "hMakhdtat", atividacds
metab:olisme, Flutuay ées na [t G5 A agumdtioa ., pH oo
composiciao  ce eletralitos do sangue gud seelam letals  pars
outros wvertebracdos, sdo perfeitamsnte neeomals parsa  mullos
prgptedis (Mood and Lenfant, 19760,

e répteis mergulbacdorss & 08 gue vivenr nas  tocas,
Fregquentemnents  esltio esxpostos a falta de oxiaggnio por
periodos prolongados e wan, 19464 ), Faaim, 0o
crocodil 1os, lagartos w oficios estdao vsualments apltos  a
sobreviver oeroa  oe 45 minutas em complets  ausénoia ofe
axiginio, 8 tolerdncia & malor ainda entere as  tartarugas,
Do exposto pode-se  notar girande  preocuparan entee o

Tob et o maia cdefinitive

peaguisadares por LHA gt o b
posslvel  de como o a hemoglobing funciona em condisas em qus
g suprimentos de oxdigfnio s80 ssCassos ou muito abundantes

@ gquais san as diferencas responsdvels por estas adaplacées

fisioleaicas,

o 1 3 -



Inameros  poosquisadorss chamam a atengdan nas  corvelagdo
entre mpetabolisme fisitoldodico @ o modo de vica dos  répleis
CBennsd, PR, Bannet arl Dauson , 19760, POrEn as
caracteristicas  adaptativas Ao 88T gL AHELm CORG A%
Fropriedsdes funcionais oe suag  FMemoglobinas eecoelsran
atengade @uporddica, Derytre  esgss  grupo e animais, as
seprpentes  tenm despsrtado nosso particular inlterssse para os
getuvos  sgtruturais & Funcionais das  henoglobinas wvisto
aque,  cdos vertsbrados terrestres, oz ofidios, possivelments,
sofreram & mais intensa irradiagdo adaptativa, em conlraste
A wxtincdn ou estagnavdan esvoluciondris e outros rdplels o
podenm ainca eslar em procssso adapltativo (Romsr, 1984,

Diversos trabaibos eeoentes focalizaram atengao na

correlacan entre o metabolismo ¢ ag propriscdades funocionsis

das hemoolobinags de serpantes semi-aqudlicas, uma ver gue a
vida agquatica dos  animais,  somente  torngu-se  possivel,
macltante adaptaecan das Bamoalobinas qus torne wvidveldl o
transporte oo oxigfnio  em ambiente deficiente  dedss  Gas
CRBE, 1977 Qgo et al, 1979, Ogo and Foossi, 19790,

0 wstudo das propriedades funcionails de duas  espdoioes
de mereentes oe "Mabitat' aguatico, pectencentss & Famllia
Cotubridaw, Helicops wmodestus o Liophisyx wmiliaris revelou
que ambas  possuem  alts afinidacs pelo oxigépio,  pasquena
cooperativicdade  com  valor de nH préaximo a 1,0, S ary e
afinidade por fosfstos orgdnicoes como ATF,  THF, 2, 3-DPG,

g valoeres o sfeito Holw . na aus#ncia  ds efelorss

. i 4



alogtéricos  caloulados em pH entre &5 & 8,0 foram pequsnos
(da  ordem de -0,07 na H.omoedesdtus g ~0,30 na L, ,miliaris)
pordm na presenca ode STE houve um grancs incrsmento nesles
valopres, passanco a aproximadamente -0, 55 ma Homodesfus = a
=0,90  na L.miliaris, Fao F i S M0 tampo,  ver Lfioou-se
alteracan e interagac  beme-bone ng  peregsnga Jde Andong
polifosfaton, di.€, em  pH meneres gque V.5, o valor o nH
aumsntow  gradativaments até atingir o valor nH=E,0 (pH 6,%0
g Mo ode ambas as sepdcipe (Ogo et al, 1979,

Flém clo "hatdtat! gutre fator gue parecse  detsrminae
mudansas  funcionais nas hemowlobinas ¢ a lazag metabdlica,
Serpentes  altamente  atives que Fogem ¢m alta velocidade
gquando  amevagadas, utilizam energia gus  provém  da via
awpalidica = anasrdbica (Ruben, 19765 Uao arnd Fooesi, 19790,
Tantn a H.omodestus dquanto a L. miliaris (Qwo  and  Foossi,
197y apresentaram paguenos nivels asadis ode Acido laticoe s
responceram a  @stimulacio  wlevando o sey  oconteddo e,
portaente, recorrando a0 metabolismo  anaerdiico  durante
atividadse forgadda,

M s gpprpentag anuaticas, urants () gl Lo

vaolunt&rio, & concentravidae e lactato permansce Daixa,
inclicande  que & ma i parts cie merbabeailiame neastes
organiemos & ce oprdgem aerdbica & nAaQ ocores acamulo ods DO0S
devico & capacicdachs gues possush o animais  em e liminas-lo
por wia cutdnea (Grabam, 1974, Healwole and Seymour, 1973),

Foelevads concentragso de Remoglobdna sm mamdferos o

e ], e



avws mersulhadoras tem  fung 0 e reserva oy oxda#nio
CHnclersen, 19642 mas  dsto g ddfieil generalizar  para
rEpteis  devido g sus alts varidabd lidade {Dessausr, 19707,
Flédm cisso, significante concentragdo e meltahemoglobina
acasiona lmente observada @w serpentes. reduz a  Capacidadde
chie regerve e owdg@nio pels lhemeoaiobing, B gl , L4
reportoy IFE e mebsblwmodlobinsg em  Sothrops Jararaca =
Fouglt, 1969, oe 14 a B1E em ovtras espdécies oe serpentes,
it e contaxto, () N W comparaliva aokbre 4
correlasar sstratura-tungdo  oas Fremog Lobhinas dlas  duas
agpdoies e serpentes H.omodestus w  L.miliaris adquipe
signifticincia  gus val além de seu intersdsss fisdiologico mas
tencle  para & comprsensdo dos mooanismos de oontrole geral

gue operami nestas proflsinas,



2. MARTERIAL E MeTODOS

2.1, RERGENTES E EQUIFRMENTOS

s reagentes como NADFM, THF, BTF, 8,306, utid lizaddos
nos experinentos foram obdicdos da Sigma,

O  espectras de absorcdao forawm obtidos com um Cary 14
UUY-UTE  Specterophotoneter ou oom wum mede Lo 8450 H Ihiods Caey
Gpectrophotomstasr (Hewleltt Fakarc? o airla COm U
sapeotrafotomstro  Yarian, sdéris 634, Fara as  mecidas
wepectrof luorimgtricas  Ffoi utilizado fluordmetero "Pluoerog ®
atries Spectrofluoromster", O expsrimentos de  ggquilibeio
com  oxiegnic, & e flugrescnaia que eXxigliam  cuidadiaso
controls  de pressdo parcisl de oxigfndio sobre  a smosira
foram realizaclos num Londmetro contendo aconplada uma Cubela
e wvidre oy guartio, Foi também utilizado o aparelho
"HEM- - SERN O ety Bisesociation Fina ly st Travenol
Lakboratories,  Insterumsnt Dby, . Bavage Marylangd, parae sestodo
chis ligagae  oe oxignioc pslo método oda camada delgada, i
colula de Imai foil usada acoplada ao sspecirofomsetro Lary
1y @ aga microconputadors Apeple Plus 11, Pars analisaer  of

dados  obtidos  na e lula e Ymadl. utilizamos o Compuro



Syatem RLLA.

Faram *também empregados outros  eguipamnsnios  Dasicos
como  UpH Meter HM-TAY Toa Biletrondios LUd, ocolstor de fragdo
Bueckler , Domba ode vhouo, Precision Scdentific GO, model 25,
Centrifuga  EBependordd 3,500, alanga analitica SHartorius,
tipn 2443, balanga sendi preparativa Metler, fonte slétrica
THamas moclé&lo &L, lampada wltra wigleta mineraliahbt
UVSL~a%,  Higth Voltage Fower Supply,  Savant  Instrumsnit,
ng,, Recirculating cooler, Savant Instrument, Ina,

Cie maru log £ {3 @ faltos LT ) auxilio e

microconputador Reple Flus I, Ttautes ou I8BM,

2.2, MATERIAL BRIOLOGICO

Serpentes  adultas e ambos os  sexos, das espédies
Helicops: modestys CLunter, L8481 3 £ Liophis wmillaris
fLinnasus, 17581 pertencentes & familis Colubrdidas  foram
utilizadas., Oe  andimais da sspéoie mais agquatice HRelicops
modestus posavam  aproximadamentes  Bda e mediawm  cerca o
adom, A sepécie maie anfibia Liophis miliaris apresentava
cerca e 1509 & 100cm cde comperimente, Os exemplares  foram
gentd lmente  doacos preio Instituto Futanta-Sao Faulo,
através da  rd Carmen ldoia dos Santos Cordeiro, Segan  de

Merpstalogia,



[ sangue  das  serpantes Foram coletacdos via  aeoo
sistémico  ssguerdo ou por punsan cardlace usando a heparina
come anticoagulants  CHOUL ode heparina 500 UXAmild.  Fpds  oa
separavac  das cflulas por centrifugasio, as hwﬁ&aiaﬁ oy am
lavadas por % wveres cowm 10 volumes de solusdo 1,85 de Nall
cortendo 1 o mM O BOTH pH 7,0, A hemélise foi  feita  com  H
volumes oe 1 oM EOTH pH 7,0,

Cara  a obltengdo oe hemolissdo dsento ode dopurezas e
haixe  peso molsoular contidas nos eritrécitos, a solugdo de
Fremoeg lobine  foi  submetide & didliss através de  ocoluna  de
Seplacder GeES {85 ¢ S0om) e owm seguida d oromologratia de
troca dénioa D% x HEOomy oo tipo Umdxed  bed resin',
Fmber Lite #MBE-3  que ¢ uma mistura oe Ambeselite  TR-1Z20
(resinas  trocadora Jde cation H+) g IR-410 (resing  trocadara
clesaniomn aH ) (Ogo et al, 1979, FHApds wsses  tratamentos
foi  adicionade aos hemolisades, uma solusdan de lmM EOTH pH
.0 & Fim e se evitar a oxidagian dasg Frgmoeg bofrinas (Hanmes
& HMultauist, L¥7¥:.

i conosntras ao ol Fremeers Losdaine foi delerninada
sopectrofotonstricanents  uwtilizando-se o0 coeficiente o
extinese  milimolar para a oxdibesmoglobics de 13,8 & Sddmm
CEntanind and Bruanori, 19710,

(e nAiveis e metabmmoglolina foram determinados  pelo
metodo sepectrofotoméiricoe (Tomitas el al, 1988 & a8
praparagass  aus continham mailg de 18X nao foram stid Livadas

nos expaerinsntos,



2 3 SEPARAGAO ELETROFORETICA DOS COMPONENTES DE

HEMOGLOBINA EM GEL DE ARMIDO

g componentes  dag Fresmeriy Lebri e s e H.omodestus &
f.miliaris foram separados por @letroforess horizontal  sm
gel cde  amido L3%. pH B.5% (Smathies, 1959, 0 asl foi
preparadeo  oon amido friderolisado (Foulik et al, 19573
Gmithises, 1999 &  Laompdo tris-borato que  continkba Acido
marica 44 mM, KON 0,017%. pH g.u%, 0 tampdo odos s et e oolos
fai o trie borato, pH 9,0, A ampetras foram oconvertidas
i I cianobsanaloinasg imediat sments anltes s LA 5
aplicagaes, mediante a adigdo de 0,01 ml e KON A A () R [
proteinsg,

Uma corrente de 8,4 volts/om Fol ap licacda por & horag,
A tempsratura de aproximadamente 4OC pata  wviltar O
aguaecimento  do gl por efeito doule., MApds & hovas o el
foi  cortado  longitudina lmente em 2 parcelag @« coradas  poe
o0 minutes com ums solugdo contsndo 1oy de enzidina, 5 oml
de metanal, 0,5 wi ode &oico acgtioco glacial, 0.1 mli o ola
pardy oo ole  hidrogénio (130 volumes & oeroae de 10 my  de
nitroprussiato  de  sadio, Hpds esme tratamento, o 9¢l  foi

-

Tavada ool uma selusdo ode S0 oml o de fter, 25 mi ol metanol @

5ol e perdxide de hideoggnio, por B horas,

-



2.4_ SEFRARACADC DE COMPONENTES DE HEMOGLORINA FOR

ELETROFORESE EM RISCO DE FOLIACRILAMIDA

o componentes  ddas Femoglabinas cle  H,.modestus e
i.miliaris Foram separascdos  por slstroforese en disoo e
poaliacrilamida  seaunde o mdtodo de Urnetein, 1974643 Nawvies,
1964, 0 wel oo poliaceilamide wrae constituldo de  duss

camadasy, & primsira, fornada P lo el de resolugao,

continta uma mistura ce 3 solusdes estogussts A, B o 0 nas
[ P O 5 G s i Laeid, pagpact ivamentes, £ wper L ohe
concentracEn aue formava a camada superior era  constitulda
pelas  seguintes splusdes sstoaques: O, B e 0 nas proporgies
e Bulsl, respectivaments, Cada 100 ml da solucdo estogue
continhal ecolusdo HEIA0 a4 acrdilamida, 0,8 g9 his  ascrilamidasy
Soluchin B2 €4 wil LN HEIL, 18,1% 4 tris, 0.4 ml  TEMED,
Golusao Cr 0,1% persulfaeto oe awdneed Solugdo IS S I
arrilamida, 1,15 9 his-acrilamidas; Solueds B 13,8 ml AN
HAFO4, 2,8% 3 tris, 0.0 mi TEMLD,

Vo lumes oa  ordem de L oml foram disiribuiddos sm tubos
e widee 20,3 omox 10 am) e guardados so abedso ola lux,
cerca s 1 hiora, Bobyr e a camacle wolimsrizads Foranm
depositacas 0,8 ml o ], el eonceEntrag Ao, MHpos a

poxlimearizas &, ne  tubos Toram dnseridos numa cAmara  para

] -



sletroforess & sobrese o 9el, colocades 100pl e amostra da
aolucdn o memoglobins preparace oa seguinte maneiran @20 Wi
de  solugao e oxibsmoglebinag etripped, {(abserbincia a 580
nmzl, 0, 400 1 ohe  tampdo oo eletrodes supseior,  BOW 1 e
mliceral, S0UL de tampido oo eletrodo superior aorde sonltinka
O,1MB » mercaptoetancl s alaung oristais e chicbdorito ol
sddio, M ests solusdo, faria-se bhorbultsar o ad4s 00O,

0 tampdo cdo eletrodo superior ers constituldeo de &, 33
g tris, 3.99 9 glicina, completando-se o volume a L1000 ml
coae Agua  destilada, 0 pH da solugdas fFinal  wrs 8,9, il
Yamp dn  de sletrodo inferior continba 18,1 9 tris, 50 mi 1M
M1 w Aqua cdestilada para completar L litro, 0 pH  desta
splusdn era  B,1. Mo tampdo ce  slstrodo  superior  foram
adicionadss alaumas  gobtas  ow arul clee bromofenoel  oue
sarviran  como  mapcador, O eletrocdos foram conectados  a
uma  fonte wlétrdica ode vorerente continua de maneira  que O
polo asgativo fesse ligado ao aletrpdo supsrior & o poio

positive, ao inferior,

R

i oeletroforsse foi desenvelivids a BePstubo por 1oou
Mo as, e wmfic  Foaram merodibados numas solugde de aoido
fricioracgtice  12% durants 8 toras s entido  corados, F
anlucan  corants fol preparada Com nenrzictina, 1L owy metanol,
75 ol o acico acgtico 0,5 ml e PIT gatas e Aoua oxidgsnada

130 valumss @ alouns cristais oe nitroprussisto de  sodilo,

éhm preparacda cdurants 10 a8 20

Deixou=-se o 9l na solusda m

mirmutos, Tavando—se emn seeUida com a solugado descorants gue

PR g Ly B

ol e



continta  metanol 2% ml, &ter sulfarioo SO o ml o= Awmua

avigenada 1 ml (Meirelles, 19750,

2 5 GEPARAGAC [0S COMPONENTES DE HEMOGLOBINA FOR

CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICAH

F GEparay &g cramatogr df iea s compornantss ol
Formog lobing  oe  H.omedestus Foi  feita utilizando-se LEAL
Sophadex A0 (20 x 1 am? praciamente equd libraca com 0, 00M
trdis-HEl pH o 8,46 contendo 1 owmM BEDTH. O pemolissce  foi
dialisaey contra o mesme tampdo por & horas @ J900a cla 20
ma e proteing foram aplicadas na coluna, A slulsEs fai
feita por sradisente o pH oentes 8.6 @ B,0, 0.0%M  tampao
Teda-HCL, Fligquatas e aproximacaments P ml  foram
caletadas  em cacda tubke onds a absorbdncia 0o comprimento o
onda de 415 am foi determinada,

NDe componsentes e heneglobins da werpoente L.omiliaris
foram Fracionados utilizanco-se d pesina  OMeooelulose
proeviamente equilibrada  com O0,00LM tampio fosfato (B0 x
em) pHo &4, LomM BOTA, O hemolisecdo total Foi  dialisado
por 8 horas  contrs 0 mEEHO tampao & oeproa oe B0 mg de
praoteina, aplicados na coluna, Oo  componentss  forsm
sluidos apbicando-se gradiente de pHosntere .0 & B0,

e componentes ce Lomiliaris foram Lambsm saparanlos am

N e .
et



coluns  che OMe-celulose utilizando-se o sistema gradiente de
pH  0,08M tris-HEL L omd BOTH enirs pH 6.0 @ g0, {i
Freme tisado  total desionisade Ffoi aplicado ne coluna  apds

ter gicdo odialisado 2 moras contrae Trds HOL OL08M pH b,

2. 4. SEPARACAD E DETERMINACAD DO FONTO ISOELETRICO

p0S COMPONENTES DE HEMOGLOERINR FOR FOCALIZAGCHO

ISOELETRICA EM GRADIENTE DE SACAROSE

A separagde < determinacdo dos pHe  dgosletricos clos
componsntes  de  hemoglobing  foram feitas utilizando-se &
coluna = anfélito (pH entre 7,0 » 9,00 de procedénoias LKE
Lipo  BIN0-3 @ 1809, regpectivamsnte, O metodo gtd Lizado
foi o aradientes de sacarose. segunde o manual LKE, 1) a 1%
ml v uma selucdo de oxiHb desionizada na concentvagan da
credem de 1,5 mgsml oa 3,5 masml foioaplicada na ooluna em
aracldoerche [ sasaroge, L a o rante O [ F0 mH,
correspondendo @ 1900 volts fornsdidoe pelo  PHial Voltasqgs
Fawer  Supply® Savant Instrument,Inc, foi aplicada no infcio
Ao processo,  Apds &40 horas, a corrente era esbavel a 7 mH
g o5 componentaes de hwmmglwhina petavam separacos am bandas
gue  foram  coletados  em allauatas e 2 ml,  onde  Foram

dotarminadss  as abraorbiEncias & 415 A i R i
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correaponcden tes, Durants a focaliracdn isgelditrica  a
tamperatura  Foi mantida & 49¢ utilivando~ss "Reciroculating
Cooler', Savart Instrumenit, Ino,

Fe  fragdes dindividuais ode hemoglobina foramn rednidas &
s ligsadas contra tampdao 0,05M Tris-HO3 pH 7.0 a Fim e se

remnover 0 anfalitos & & sacaross,

2.7 DETERMINAGRO DE ACIDD LATICG E NTF NO SANGUE TOTAL

IIAS SERFENTES H.modestus E L miliaris

0 contedclo e &cido latico foil detsrminado no sangue
das  serpentes =m oestacdo e repodso e apds @ estimulagdo até
o wesgoatamento o animal,. disto @, um periodo ode  atividacds
forgaca coe ¥ wminutos & seguido ode um repouso de 8 minutos,
RGuando  am repouss, O animal Fol sangerado atraves da Cauda =
apds  a welimulssdn, por PUNS A0 cardiaca w0 O sangue
coletado,  foi  imediataments chesproteinizaclo O a e
periddico &% na proporean 101 (voldeol) ¢ oentrifuaacdo a
13000 rpm por © minutos a 408, separanco-se o sobrsnsadante
1. 0 residue foi lavado pvar mais 3 veres com 1 oml che &oido
perclarico &% w0 sobrenadantes reunidos ag 19, Eestes
foram neutralizacdog com  uma o lug ao cle carborato  de
potassio SBM s B 5 A s lug s fol utilizada Fara &
cletsrminag & do &oivdo L&tico e« oo NTE,

A dosagem  cle acido latico foi o fedita pelo  método

L
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crito  por Marbeoh st oal, 1247 hasesds na  Formacio do

MHUM  gue foi acompanhado sspeocleofotomstricaments a 340 nm,

gooa fornagdo concomitante do dodde pirdvido. em pre

Toigdl oha

shdicouenase Latios {(Solwert et al,

Feido pirdvicn + 8 NFfG 4 Y _desidrogenase latica

by

b W

1 I i ] md et ur o Ireciegbes o contolndbia

cAraesemlcariarida pl

il . wEbratio wmanauyinso,

1oode s A

batdoa o NRED . 0.3 wM. F reascdo Foiodini

e s adbgdo de MAL L lendoess BEL0 apde 15

bepzeraltura aminiante,

Fooocomcentraedo oo dodddo datioo oo owxtrato vol el oy

wtilizando-se & curva paderdEo construida  oom concenteagdo

coniecihca de laotato,

Pava  a determinas¥oe o MTF (Lamprecht

wiglrzou-se a ssarinte resefo enzimdatioas

bilioose ¢ MTF __heyoquingse 5 Lioosg-d-fosfstordbpt

Gl mose ST " G-6-PLH .
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Hooowoncentragds oo NTF no extrato foi determinacda  pop
COMPATACAC SOk uma  curva padras feila  com concentragdes
contrecidas ce FATE,

H mistura ol Al LTy consistia chen T amp do
trietanolaminag, 40 mM  pH 7,0p NAETO,284 mM:  cloreta  de

magngsio,  V.0mME extrato sanguineo?  GiedPRM 0 fHEIicose &

pi

fosfato desidrogenases  em EOTEE R0 glicoss 40 mM e
M anuinase m eXDeas0, parg um valums final os 1 oml,

Fio reasagan Foi dndasiads pela adicds de  hexaguinass, M
abheorbdncia a 340 nm foi registrada durante 15 minulos, &

temperagtura ambients (Fformagdo oe NATFH ),

. 2.8, DETERMINARGARO DA CONCENTRAGCHD DE HEMOGLOBINA NO

SANGUE DE H _modestuz E L . miliaris

& concent e ag Ao ihez hemog Lobina ne sangus  foi
celarminada eapectrofotometricanen Ce CFntonini et &b,
L¥#1 ), uwtilizancdoe o cosficiente de sxfingdo milimolar do
Freme da oxihenowloinag Ffrumana no comprimento cde opcda 415
s L85

0,3 ml dao sangue coletado via arco sistémico wsquerdo
Foi  convenientementse oiluide & hemolisasco sm &gua destilada
e arbonate e sddio Q.1 M oe g absmorbdncia, determinada  a

415 nm, 4 ooncantragac foi gxpresss  amn  mMhene ou

BT



mMSt el e Smer o,

2.9, METOIO TONOMeTRICO FPARA A ESTIMATIVA DOS

FARAMETROS LOG P50 E COEFICIENTE DE HILL

0 wmdtode tonomgtrico (egpecltrofotonstrico) foi usado
para  as  estimativas rotineiras do PS5O e oo coeficiente o=
Hill na saturasdo média (nH) (Riggas and Wolbaoh, 19%&),

Uma a0 iug an O I3 ox ihwmoglobinag Tol colocgds no
tondmeltro & desoxdigenada pela aplicacsio alterpada e VACuo
g nitrog#nio gasoso, A pressdo parcial e oxdgfnio na fase
gasasa oo wvaszo  fol et Ao aumentada pela injegdo  oe
guantidads  conhecids e sucessiva <de ar Com uma  serinaga.
atraves da  abwrturs fechsds com uma tampa ode borracha, F
presedas parcial ode oxdg@nio pode ser caloulsda pela simples
aplicagao  oda  led dos gases, sendo o volume oo tondmeteo.
conkbecida, O arancse volume ca fasy fasoss do vaso  evitou
mudiancas  sianificantes no  p0R guando a fase  ligquida  fai
gqui Liferacda  com oxdiafndo, Mo squilibrio, 8  atividede o
oxigfnic na fase lilauida & diretamente proporcional as  p0O@
da fase 998066, Saturagso fracional com  oxigénio foi
detersinada sspacirofotometricaments apos o squilibrio  com

s deda indecas e oar, (0 waquilibirio ca fase Liguwieia  oom

-



pxiagnic  contido na fase gasosa requer aproyd imacdaments 10
minutos,
O experimentos foram feitos a 2590, am tampan G, 0%M

Tris HCL, contendo O,1 wM EBTA,

2.10. TITULACAU DA HEMOGLOBINA COM NRDPH

Na  titulagdo da hemowlobina com NADFH uma aliqumfa efex
4 ml  de  golugEo de feamoglobinag em concentragac cerca e
40U (em  hews) fod colocada no tondmetro acoplado com  uma
cela  de quartzo pare medidas fluorimétricas., M amostra foi
degaseada  gol atmosfera de nitroggnioc & vaouo repstidas
VeERes, wm  banho de 9flo, atd que o espestro e absorgso
Fosse consistente oom 4 cda  hemogiobing comp letamente
chers X Laisnada ft pequenas Fluoresodnoia oda amostra antes da
adigdo  de NADPH reflsts a fluerescéncia da hemoglobina sm
ai, Milaguotas O I S0 LUGAD clargmo Losnada cfee NRTUHH
Cooncsntragae de oerca de 1 mM)  foram  adicionacdas  ao
tondmetero et Ul gt 3w a Hami Llton, Mudancas na
intensidads  oe  Flueresc@ncia foram entido registradas, s
medidas  rotinsiras  da dintensidade de  fluorescfncia faram
reatizadas  no comprimento de onda de exoltecdo e 340 nm ow
cleg wmissdan de 4T0 o (Ogo s+t al, 19687). A fluocrescéncia ode

]

viracla desererivel (Weiss

smissan  oa  Memoglobions fol consic

. v 3
kb



et al, 1978),  Téonica similar foi utilizads para a medida
do  efeito oo THP & Gk a Fluorescéncia de  omissdo,
Aliguatas s uma solugdo estoqus 50 mM de THE desox iaenada
foram  adicionadas ao tonédmetro, Concentracdo relativamente
altas de  hemoyloking  {csrca  de 40 UM em  heme) foram
utilizadas, Messa  conocentragdn, a Femog lobinag  humana
nertial  ndo apresenta complicasdes polenciais de dimerirasso
gus  BAC pronunciadas @ baixas concentragdes, =m0 o lusBes

tivess e cloretos,

2.11, DETERMINACAD [0 PESO MOLECULAR UA HEMDGLORINA

DE L. miliaris FPOR FILTRAGAD EM GEL

Hooaroemotogratia  de Filtragsde em 92l foi  fteits  w=m
colunag  oe  Septadex G100 (2,0 x 9Rcmy a 1&06, e ament e
gyl librada  cow tampsEce &,05H8 Trie-~MCl pH 7,0 contends 1 mi
BOTE, O fluxae fol mantido gconstants a cerce oe 50 mlshora,
fmostras de 3.0 wml  oe solugiaan cantendo 8 wmosml e
hgmonlobina  Fforam  aplicadas no  topo de uma coluna & O
aluato  feod coletado com um colstor de fragiss Buohler, Fiss
abmsorbidEncias cas fragcoes @ luicias Foram ligas  num
gapectrofotanstro & 549 o, 0 wvolums morto Vo) oda colung
che Gephadex foi determdinado com solusdo de azul e Dextran

wooas ssguintes  proteinas Toram ugadas  parae  calibrar d



colunal  mioglobins (Sperm Whale), 0B dimero de  Femoglobina
Bumana A e Pesnoglobing A tetramérica, Os pardmetros Vo, Ut
(volume  toltal) & Ve {volume de eludiedo) do leito  do  gel
foram  usados pasra  caloular Kavolve-Uo )/ -Ya), B peso

meleow lar das  bemoglobinags B gy ser gt imado Feer oy

valopes de Kav (Laurent and Killancler,. 19843,

2.12,. ESTUDO IR CURVA DE LIGRAGAD DO OXIGENIO EM ALTAS
CONCENTRAQ&ES DE HEMOGLOEINA PELO MATODO LE CAMADA

DELGADA HEM-~0-SCAN

Meoste método ultiiizade para a determinagde da ocurva oe
axigenacan  oda  hemoglobinag, a4 anostra foi espalbada om uma
catmacds delgada, sendo entio desoxigenada por uma  sorrents
e nitrowénio ou  argonio, Aooamostira foil  exposta, 6
seguicda,  a variada presedo paroial de oxigénio snguanto que
& salturacdn pelo R Foi men it or ada
gap ety ofatonetricanente, Fasim  puslsmos obtsr ourvas o
ligasao continuas qus foram analisacas pelo "plot ode  HiLLY
come  no o mgtodo tonomdteico, O aparelho utilizado para o
gxpErimento foi o HEM-0-5CAM Qxrgen Dhissociation  fAnaly zer
Lma amostra <20W 1) de uma solugde de  hemoglobina foi
colocada entre  duas wmesbranas permedvels ¢ o conjunte  foi

introduzido numa cdmara termostalizade » umicificada, Uie



rados e luz que atravessam a amostre o sntdo chegam a  um
sigtema  fotodetector  registram & diferensas de  absorbdnoia
g clode ComE e iment os > oncla, Esta cliferenga ole
absorbdnoia  gue  varia oom @ saturacio da  proteinae pelo
oxigénio foi registrads no edixo Y ode um  registrador XY
e eletrocdo  de oxigfénio acompanbiou a presgio oo gés, pOo3,
na  amostra @ fol registracda no eixo X do reglieteador, {1
grdfice direto da  porcentagemn da Pemoglobing  oxigenaca
verrsls  pOZ fol obtido aumentando-se a pressao de  oxdgfnio
chee zero  até  a sua completa saturacdo, hapennas et al,

19850

2.13, MEDIDR DETALHADA DA CURVA DE EQUILIERRIO OE

OXIGENAGRDO FELO METODO DE IMAI

0 método mails  elaborado smpregsdo para a  mecida ola
curva  cle equilitreio oe oxigensean foi desorito por Imaid.
197¢, no aqual a pressdo parcial e oxiafnio, pO8, muda e
forma continua & lentaments, para manter o wquilibrio a
aualgusr moamentor o p0S @ a fragdo oe  saturasao  da
Fremog lobing  com agxig#nio ¢F) sdo deltersinados ¢ registeracos
continuamente  dando ums Curva continuva, aultomaticamente,
aparglho o oxdgenacdo adtomdtica e Imadl permits medir  as
cuevas e equi libeedo com grancde precisdao, 0 método s

Y I
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axilgenasadn  automdtica ¢ uma combinasio  da ceeterminag &
rolarogrdfice  de pOE com a determinesdo sepectrofotomstrica
b2 porcentagen ()= aX e ae &0 Y. U solugcdo e
oxifbemoalobing foi colocada numa célula que ¢ equipada  com
um eletrodo  de oxdig@nio Y81 5331 (Yellow Springs  Tuwst )
envolvido por ums membrana de alte sensibilidade YS5T 212 o
Teflond @ janelas dpticas para permitir a deteccdn de  raio
e luz gue atravessa o oglula, A fase gasosa cda cdilula &
preenchiicds e constantemsnts renovada com nitroginio puro: a
golucan  foi agitada centdnuamnente g or uma  asitacdor
masrat ooy AR W:Te] £ o Lgdnd o cligaoivido ria  solugdao
cifundiv-se para  a T s HEE0% @ wstale lecsy-se  um
aradients e pressde de  oxdigfnio através da  dinterface
Tinuido-gdhs, 0 oxigénio ligado x hemoglobing foi  liberado
Araviua lmente  com & diminuisde do p08 gue foi deitsctacdoe por
uns e letrode de oxdig@nio & 0 sinsgd ame lisdo foi aplicado no
sixo  do X e um registracdor XY, B mudanca do Y foi
acompanhada  pelas mudanga e absorbhingia, Booourva cle
clergox dgenacan comp lelta Fod registracds  aulomaticaments,
Fechando-se & entrada para o nitroggnio ¢ abrincdo-a para o
ar. & ourva de reoxigenacio completa pode ser roegistrada,

2 ol da g ITmai o Lsala acap lada P
ggpectrototometro UARY 219, e sste, num  microcomputador
FApple  Flug 11 para a colets dos dados, 0 computador  foi

programada pars ler & armazenar tanto a absorbincia gquarto

0 pl2 da céglula oe ITmai, Tr#s fontes de gases Foram usacdas

~33-



no wxperimentol nitrog@nio (oilindro de a&s comprimicdo) 3

s pREm e OH, oxigfnio ultra puro (99,99%),  ar  {bomba
aquariumi, Toclos a3 S S Foran Hidratacos pelo
borbulhamento  num  vaso os hidratacdao mantido  em Fanke
tarmostatisado, Todns 0% gases foram levados, através  de
uma  valvula “Solenoid" de 3 saidas atd a cflula® a abertura
& fechammento tlas valva las foram commandacles palo
microsomputacdor Fpple FPlus II1,

Qs caclas  do apare Lo cie Tiad coletados  foram
transmitidas do microcomputador  FApple Plus 11 para  um
comnputador  Compugro  Svetem 8516, onde o8 cdados faram
analisados com o progeame FRIMA (Johnson et al, 1981y

Joklknson, 1¥84),



3. RESULTRIDS

3.1, ELETROFORESE DOS HEMOLISADOS DE W, modestus E

L.miliaris

s wstudos eletrofordticos clas hemoglobinas  nao
fracionadas o H.modestus i L.miliaris rave laram 3
componentes & foram designacdos th, Hialf e HRIIY oe  acordo
com o oa mebid lidade anoclica vl s enan L, G0 namero  ole
componentes e hemoglobinag  no sandgue  das  cabrag  wepam
persistentes o acordo com a andlise eletrofordtica em L
b amido,  nas espdoiss indivicduais, porém a HBERPAFAGEO NAG
wira s lara gsendo que as bancles se apecwsesntavam i fusas,

Na  tentativa e s obter melhoe resolugan,  sstudos
g letrotordticos  wm gel a3 poliacrilamicla  (disco) dos
Femolisados  totais das duas wspdcies doe serpentes bom como
clivs COMP NNt es g P ararog o cromatogeratia, foram
realisados, Corerabarancdo 0% reguitados obbidos na
wletrotforese  em gel de amicdo, os hemolisados totais e Cavla
espdrie  apresentaram 3 Brandas dgualmente difuzas, 1]
anédlise eletroforstica  dos compotientes mastraram padeses

similares aos dJos Phenelisacdos totais,

e R e
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100 20Q

Vol {mi) .

Fig. 1. Perfil de eluicao do hemolisado de H. modestus em
DEAE-Sephadex Ag, utilizando tampao 0,05M tris-HCl
-EDTA 1lmM, num sistema gradiente de pH de B,6 a

8,0. Ag absorbincias foram determinadas no compri-
mento de onda de 405nm,
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A405

Fig., 2.

2.0

200 300 400 500

Vol (mi})

Perfil de eluigao do hemolisado de L. miliaris em CM-ce-

lulose utilizando 0,01M tampao fosfato - EDTA lmM, num
sistema gradiente de pH de 6,4 a 8,0. As absorbancias fo
Tam determinadas no comprimento de onda de 405nm.
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Fig. 3. Perfil de eluigao do hemolisado de L. miliaris em
CM-celulose utilizando sistema gradiente de pH en
tre 6 a 8, tampao tris-HCl 0,02M - EDTA lmM. As ab
sorbanclias foram determinadas no comprimento de on
da de 541nin.
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3.2, CROMATOGRAFIA NOS HEMOLISADOS DE H,modestus E

L.miliaris

Fela determinagao cromatogréafica cle hemolisaclo e

H, omodestus, trés picos foram obtidos, sendo que o primeiro

representava Cerca s 80K, 0o uncleg, cerca o 357 do

Foemodigade total, Fig, 1.

R L.wmiliaris mostrou no hewolisado, proporcées  de
cerca  de 354, BE% s 404 respectivamente para os trés picosg
@luldos da coluna, Fig., £ (Ogo st al, 1979),

s componentes  dos hemo Lisaclos u [ H.modestus w
Lomiliaris obtidos dag wolunas crometograficas, mosteraram
paclrdes  eletroforglicos similares aos dos henolisados ndo
fraciagnados, sugerincde gque  o0s componsntes  eram  Tormas
cliferentes da mesma proteina,

G rhemalisacle “gleipped" e L.omiliagris fToi ltambén
submeticdo & cromatogratia em CM-celulose usando sigteoma oo
gradiente de pH entre &6 a 8, tampao 0,088 Trie HCIL 1 mM
EDYR (Fig, 3), Dais componentss pringipaeis foram = luidos:
Hixl e HRII, pordm wetes componentes apresentaram também os
masmos padrdes eletroforgticos do hemolisacdo total,

Durante a corricda cromatogr&fica, em gradiente de pH  entpre
6,0 v 8,0, dependsendo clas condigoss Tais como  volume da

coluna,  ftempsratura, eto, o Fico mais  lento moveu—-se

— 3{?-_
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Fig. 4. Padrao de isoeletrofocalizagao do hemolisado de .
modestus . As absorbancias do eluato foram determi-

nadas no comprimento de onda de 415nm.
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progressivaments  mais rapidamente o foi wliminacdo Junto «<om

0 mals réapido,

3.3. SEFARACAD E DETERMINACAU DO FONTO ISOELETKICO
HOS CUMFPONENTES FOR FOCRLIZAGAD ISOELATRICA EM

GRADIENTE DE SACARGSE

f focalizagdo iscwelatrica dog emolisados  nao
fracionados e H,modestus & L.miliaris em gradiente oo
gatarose, utilizando-ge anfédlito no intervalo de pH  entre
.0 & 9,0, fornecey pertis clie eluicac  completamsente
diferentes daqueles obtidos por cromatografis de troeca
ignica (Figuras 4 & 5), 0 pH de cada pico oe absoredo  em
415 nm corresponcdia 0o #eu ponto  disosldlrico aparente,
Aagim, conforme mostre a tabela I, no hemolisade tatal e
H.modestus, 3 zomponentes Fforam obtidos s designados e
acordo  com s pls aparentes decreecentes om conponentss 1,
I w LEL,

No  hemolisado de L, wmiliaris foram identificacos 5
componentes cujos pls  gparenles i A BUEHB Proporesss

relativas encontram—~ss na tabwla I1,

dy ] -
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Fig. 5. Padrao de isoeletrofocalizagéo do hemolisado de .

miliaria. As absorbancias do eluato foram determina
das no comprimento de onda de 415 nm.

-4 2=



TABELA I

Componentes de hemoglobina de ¥H, modestus obtidos por
focalizagao iscelétrica em gradlente de sacarose e anfdlito de pH
entre 7,0 e.9,0,

Componente Percentagem pl aparente
I 80 8,1
IT 15 7,9
III 5 7,8
TABELA II

Componentes de hemoglobina de L. miliaris obtidos por
focalizagao isocelétrica em gradiente de sacarose e anfdlito de pH
entre 7,0 e 9,0.

Componente Percentagem pl aparente
I 2 8,4
11 6 r 8,2
III 85 f 8,0
IV 5 7,7
v 2 7,6

-4 3+



3.4, DETERMINACAD DO ACIIO LATICO NO SANGUE DE

H.modestus £ { wmiliaris

A determinagdo  da  concentrégdo do &dcido latico no
sandgue  cas  serpentes foi realizaca sob cluas condicées: na
primeira, o animal encontrava em rEPOUS0 & na segunda, o
animal tinha sido estimulado ateg o esgotamento, 1,4,
sUbieticdo & um periodo ode atividacle for¢ada por 7 minutos,
seguido  por 8 winutos o rEPOUEa, quande o sangue  foi
coletado,

Q sangue wda  H.modestue, & egphécie mais  aquatica
apresentou niveis de  hoddo 1&tico de cerca de 10 mwd Em
condigars e repouso, s 150m9% apds satimilagan, [ egpdedis
L.mifzaris, poar outro lado, apresentou um nive] basal  ole
acido  L&tico de  cerca e 40 mAA o Qe aumsntou  apds

sglimulacdo, a 230 mgX,

....44....



pH

T

éig. 6. Efeito de anions polifosfatos sohre a afinidade da hemoglo
bina de H. modestus pelo oxlgénio em varios plis., {0) hemo-
globina desionizada; (@} hemoglobina + 2,3 DPG 1mM; (A} heg
moglobina + ATP lwM; (&) hemoglobina + GUP lmM; (O) hemo -
globina + IHP 1lmM.
Cconcentragio de hemogloblnas cexca de 60uM (heme};
Tampdo: 0,05M tris-ilCl + EDTA 0,1mM;
Temperatura: 259C.
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3.5. DETERMINACAD DA CONCENTRACAD DE HEMOGLOBINA E

NUCLEOTIDED TRIFOSFATO NO SANGUE

A woncentragdo de hemoglobinag determinaca no sangue ol
H.modestus o L,millaris revelou valores compativeis com o
niveis de  hemoglobding  dw répteis ewn geral, de 6 a  9E
(Antonini ‘and Brunori, 1974), Na wspédoie H,.modestus, a
concentracao  de bemoglobinsg  sanguinsa encontracda  foi e
9,83 a/ml  de  sangue,  sendo g  hematdcrito, 40 ml de
Femaciag/ 100 ml e sangue,

Na L.miliarlis a concentracao oe hemoglobina encontrada
foi &,74 w/ml de sangue, portanto cerca ode 708 oo valor
encontrado na H.omodestus, & um valor de hematdéorito  Ltambiém
inferior, i.&, 84 ]l de hemdcias por 100 ml o ﬁangﬁﬁ.

Os  dnions polifosfatos (ATF, GTF, eto) que atuam  como
paderosos  mocduladores aloastédricos da fungao da  klemoglobina
Toram determinacdos  como nocleoticeos trifosfatos totais,
NTF, A .dOﬁagem Jdo NTF no sangus por método snzimalico,
mostrou qus  tanto ([’ el avdo v PEFOUSO COmO  apas
sgtimulacae oo animal ndo houve alterac¢do consideradvel em
g2l nivel mantesndo-se nos 1imi£@ﬁ clhe 2, 6% oM em L miliaris
-w .84 mM oem H_omodestus, 0% quais correspondem uma razdo odes

2,51/ tetr Bmero o 1,85/tetrdmero, respectivamente,

T
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Fig. 7.

pli'

Efelto de anlons polifosfatos sobre a afinidade da hemoglo-

bina de &, miliaris pele oxigénio, em vérioa piis .

(0) hemoglobina desionlzada, (8) em presenga de ATP Lmi,
(A} em presenga de GTP lmty (@) em presenga de IHP lmM; (&)
em presenga de 2,3 DPG lmM; (O) em presenca de NADPI L.
Concentragdc de hemoglobina: cerca de 60uM.

Tampad: 0,05M tris-HCl + EDTA O,1lmM

Temperatura: 259C.
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3.6. EQUILIBRIO I'A HEMOGLORINA COM OXIGENID

@ atinidade da hemoglobina pelo oxigBnio foi et uclacia
mom o hemolisado total & com o maior componente obltido na
focalirzacan idisoeldétrica, om ambag as espéoies de serpentes,

. . "o O e
s experimentos foram realizados & 25 °C  0,%, am 0,0%

T
]
A
-
e
-

Tris=-HCL 0,1 wM ENTR, no intervelo de pM entrs 6,0
tanto com hemoglobina “stripped” quanto em presenca oe 1 mM
#nions polifosfatos teis como ATF, 2,3-0PG, GTF e IHEF O
regsultados  obtidos ocom maior componente da  fooalizagio
isoelétrice  bem  como com o hemolisado total, foram muito
seme lhantes,

A figura & mostrea a afinidade s  hemoglobinag de
A.omodestus pelo oxigfnio, bem como o wfeito Bokber na
susncia e na  presenga e modulacdorss alostéricos, RATE,

BTF,  8,3=DFE e THP, Lo mesmo modo, a fia, Y mostra a

Ji1]

afinidacle da hemoglobina de L.omiliaris “stripped" Mna
Presenca Ide ATF, GTF, B,3~0FG, THF & NADFH, & o efeito Rohr
correspondents  a cada condigdo., Conforms podemos olwgervar,
a hemoglobina e A, modestus desionizada tem alta afinidace
pelo oxigénio w valorss do cméfiaient@ e Hill préximo  a
.1,0 independentemente o pH do meiu, AGuando a afinicdacls
plo oxigénio toi analisada em pregenca de 1 mM de  Gnions

pelifosfatos, & ourve o equilibrio com oxigfnio foi

....48._.



TABELA III

Valores de efito Bohr de hemoglobina de H, modestus
L. miliaris em presenga ou auséncia de moduladores alostéricos
cbncentragao imM, pH de 7,0 a 8,0,

Tampdo utilizado: 0,05M tris HCL + EDTA 0,lmM

Temperatura: 25QC : 0,5

Concentragdo de hemoglobina: cexca de 60uM (heme)

enl

Modulador A log Pso/pr
alostérico

- (1mM) H. modestus L. miliapris

Ausente - 0,07 - 0,30
2,3 DPG - 0,34 - 0,45
GTP - 0,38 - 0,60
ATP - - 0,55 - 0,90
IHP ' ' - 3,58 - 0,66
NADPH - - 0,72
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deslocada para  a direita, a medida que se acidificava o
meio,  Fortanto, houve um aumento do wfeito Rohe aloalino,

sendo o valor maximo gncontrado na presenga oe IHP (- LS8,
seguicdo  por ATE, GTF e 2,3-DF0G (~Q,5%, -0,38 & ~0,34
respectivamente) (Tabela III), Na presencga Jdos moduladores
alostéricos, os valores de coeficiente de Hill mostraram—se
Ctambém  ser pH dependentes de maneira Que 08 valores de  nH
tendiam para 2,0 a medida que o pH se aproximava e 6,0 e

para 1,0 a medida que o pH se aproximave de 8,49,

M hemog lobina e L.miliaris apresentow padréss
similares aos oe H.modestus, com poquenas varliacses For

exemnp lo, a kemoglobina “stripﬁed” de L,milfaris mostrou ter
Pequeno  efeito Bohr, da ordem de -0,30, porém os valores nH
aram  sempre proximos & 1,0 nos limites de pH egtudavdos., Em
presenca  de Enions polifosfatos, a afinidace Pelo ogxigénio
foi bruscaments diminuida principalments em pHs acidos, En
pHs maiores que 8,0, todavia, o valor o log PS5O epam
similares aos da hemoylobina “stripped”, A magnitusde do
efelto  Rohr encontrados foram ~0,90, 0,648, 0,60 = =Q, 45,
reﬁpectivaﬁwntw #m presenca ce IomM ATF, IHMF, GTF e 2,3-0F0G
(Tabela 111,

Os valores o nH, similarmente aos encontrados com 4
h@maglubina de Homedestus, wram Jependentes do PH, tendendo
para 1,0 a medida que se  aproximava do  pH y Fe
propriedades  de ligagdo do oxigénio da Hb e L,miliaris

foram também profuncamarnte modificadas por uma oulra clasaw

B () e



FLU. RELATIVA

50

40}

20+

10t

Fig. 8.
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Titulagio fluorimdtrica da desoxiib de L. miliaris coOf
NADPH na auséncla (0) e na presenga de IHP (8). O com
primento de onda de excitagao foi 340nm e a fluoresce;
cia foli observada a 470nm.

Concentragdo de hemoglobina: 39uM (heme).

Tampdo: 0,05M Tris-HCl pH 7,0 + EDTA 0,lmM.
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de  composto metabolicamente importante encontrado nas
células vermelhas, NHDPH (Cashpn #t al, 1984). Da mesma
formé- que os outros &nions polifosfatos, o NHHPHI diminuiu
drasticamente a ~afinidade em pHs &cidos, porém teve pouco
efeito em- pHs pré#imoé a 8,0,

0 efeito Bohr alcalino em presenca da nico{inamidd
adeninal dinucleofideo fosfato reduzido foi da ordem de
~0,72 wentre os pHs 7,0 ¢ 8,0. -Entretanto os valores de nH

»ndo  variaram com o pH, conservando-se préximos a £,% nos

limites de pH estudados,

3.7.. ANALISE FLUORIMETRICA DR INTERACAQ DO NRIPH

COM A Hb DE L _miliaris

Como ocorre com a hemoalobina humana normal, o NARADPH
étua come um sfetor alostérico da fungdo da hemoglobina de
L.miliaris, diminuindo sua afinidade pelo oxigénio, A uma
concentra¢go constante de hemoglobina, & ligacio do NRIDFH &
proteina foi’ estudada em funcdo da concentracio do  NADFH,
monitorando-se a Fluoresé@ncia produzida na presensa e
auséncia - de IRF, A fig, 8 mostra o aumento progréésivo dé
fluorescéncia de emissido que resdlta do  auvmento da

concentragdo do NADFH & uma seolusdo desoxiHb em presenga o

&N ausgpnicia ode IHF, Na auséncia oe IH@ (linka inferior) a
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Titulagdao fluorimétrica da oxilb de L. miliaris com NADPH na auséncia
(0) se na presenca de IHP {(e). O comprimento de onda de excitagao -
foi 340 nm e a fluorescéencia fol chgervada a 470 nm. Concentraqao
de hemoglobina: 46,12 uM (heme}.

Tampao: 0,05M Tris-HCl OH 7,0 + EBTA 0 l mM.
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Fig. 10. Mudanga da fluorescéncia relativa com adigdes suces
sivas de IHP a uma solugao de desoxiHb de L.millaris
contendo NADPH. Tampao utilizados 0,05M tris~HC1 pH
7,0 + EDTA 0,1 mM. O ponto extrapolado corresponde a
razao mol de IHP/mol de Hb tetramérica.
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curvae  de thitulagdo  exibe uma Quebra  distinta indicando
estequiometris oe Ligagdo do NADFH & desax ik tatramérica

clee cerca  de 0,75, 3 Linha superior  dlustra que g
fluorescéncia da solugio ol g hemaglobading  desoxigenada
contendo  NADFK auments pwela arligao de THF em exowsso (cereca
de 10 vezes ), G NADFH quancde  se  encontra  ligado A
Bemoylobina,  tem pequena aul nenfuma  fFluorescincia o
emissdo  relativa, entretanto, exibe forte fluorescénecia  wm
estado liviee como onorre quando se adidciona THF & solugdo,

A estequiometria o ligagdo do NADFH X cdesoxiHi  foi
invegstigada Lambiédm, froed i renf o g e a intensidade ] e
fluorescéncia e uma solucio onde as mtncentracees de NADFH
& desoxiHh 880 mantidas constantes e THF & Progaressivaments
adicionado (Fig. 107, A gquabra na curve e titulagado
Quorre  com uma  estequiomeltria efetors: Mb  teltramérica o
0,75,

Fara s¢ medir o  ligacao do NAFH X oxitb, foi
utilizado o mesmo processo dessrito para a  desox it Na
fig, Py a linka inferior mostra o aumento da fluorescdneta
com o adicsdes  sucessivas  de NADPH X solucio e ax ik na
ausncia Jde THF « a linta superior, na pregenca oe THP,

Conforms podemos  obssrvar, o NADFH ligou-se & axiHhb

com traixa afinidade

-
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Fig. 11, Efeito da concentragao de ATP (O) e NADPH (

pelo oxigenio.

Tampao: 0,05M tris HC1 pH 7.0

de 60 pM (heme). Temperatura: 25ocC,

A) sobre a afinidade da hemoglobina de L.miliaris

e et

+ EDTA O,1mM. Concentragao de hemoglobina: cercs
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- 3.8. MEDIDR DLAS CONSTANTES DE APINIDADE EﬁTRE
A DESOXIHb E OXIHL COM 0 ATP E NADPH

Fara os experimentos de afinidade. dee ligagdo  do
cofator & hemoglobkina, concentrag¢ées conhecidas oe RTP ou
NADFH = desoxihemoglobina foram misturadas em presenca  oe
tampdo 0,05M Tris-HC1 contendo 0,1 mM EITA, 0 pH foi
ajustado a 7,0 ¢ a afinidade pelo oxigBnio foi medida pela
método de Riggs and Wolbach, ;956; A maanitude do =feito
do  ATF & NﬁDPH sobre o equilibrio de  oxigena¢do foi
estudadé =m  varias concentracées dos moduladores, A fig,
11 mostra a relacdo entre os valnrég de log PSSO e
concentracdo  de  ATF & NADFH. #A modulacdo da afinidade da
proteina .pelas polid&nions hade aér deszrita pela equagado de
Szabo anad Karplus (1972),

1+ ! KD(EFETOR)+2 KD (EFETOR )2
1+ ! KO(EFETOR)+% KO (EFETOR)?

log (P1/2)EFETOR=10g(P1/2)+1/410g ;,

onde KIt & KO representam a constantes o associagas do
efetor  (NADFH ou ATE) & proteina completaments desoxigenada
ou gxigenada respectivaments, (s namer oy 1 = 8
superescritos  referemn-se a liga¢do da primeira seqgunca
molécula do ef@tbﬁ.

As  constantes de afinidade que se encontram na tabela



TABELA IV

| Estimativas das constantes de .dissoclagao do ATP e
NADPH calculadas a partir dos dados apresentados na figura 1ll. '
. As medidas das constantes de - .assoclagao para a li
' gagdo do ATP e NADPH & desoxiib de L. miltarie foram feitas com-
50mM tampao Tris HCL pE 7,0 + EDTA 0,lmM a 2590 pt 0,5. A concentra-
¢do da hemoglobina fol cerca de 60 uM heme.

Cofator | Desoxiﬁb(Mf¥j OxiHb(M'l)
| 7 3
1,0702.10"1 4,7338 x 10°

NADPH 7,4024.10° 7,8887 .x 10°

58~



IV rwvelam que a Jigagiao oo ATF ao =4tio oo alta afinidacle
cda  deoxdiHbe de Lomiliaris ¢ muito mars forte do que ¥ da  Hb
humana, A atindicdade do RTF no ssgunde sitio de livacdio &

mails  fraca oo que o primeiroe, pordém & Lao forte quanto a do
By PE e desoxibh Bumana normal.  EmopH 7,0, Eﬂft, o ATE
Ligou-gse  tambdém & oxibb através cde 8 sitiosy ainda que  as
constantes oe atinddade sejam menoros do gue das chesox ik,
continuam  sendo Dastante significativas principalmente ao
sitio  de maior afindicdachs, PFor ouleo lado, o NADFH Ligou-swe
tanto & degoxiHh quanto & oxibix atrovés de um dnico sitio,

gendo esle oo alta afinddacde na desoxdiM ¢ e haixa na

oxX itk Cltabsla IV,

3.92. INFLUENCIA DOS MODULALIORES ALOSTERICDS NA
MANUTENGAD DA ESTRUTURA QUATERNARIA DA Hi DE

L.miliaris: DETERMINRCAO 1) PESO MOLECULAR

tlina &mluna clie Gepbadex G-100 foi calibrada plotando-se
Kavz(Ve-Vo 3/ (VE-Va)  contra o logaraitmo do pese moleculap
para diversas proteinas, padrses tals como Mb, dimeros of
ol hemgglobinag  humana i Hbl Famana  ftelram@érica, que
corrgspandaram reapectivaments  Kav e 0,7, 0,835 = 0,065

(Fim., L&), BoHE e L omiliaris cuitdscdosamente desionizads,

numa  solugan QL 05M oy tampao Tris HOL pH 7,0, smergiv da
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rig. 12. Padrao de filtracac em gel em Sephadex G- 100
de A: hemoglobina "stripped" de L. miliaris
(8), apbs adigao de ATP lmM em sua forma de-
soxigenada (0). B: Padrao de Azul dextran (1);
hemoglobina humana (2)3; a8 dimero de hemoglo-
bina humana (3) e mloglocbina (Sperm Whale) (4).
As amostras foram eluldas a 169C com 0,05 tam
pao Tris-HCLl pH 7,0 contendo 1mMIEDTA Figura

12C mostra o coeficiente de partigao (Kav) en-

tre as fases liquida e s0lida da protelna (de
acordo com Laurent and Killander, 1964), em
fungio do peso molecular.
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coluna  come um simp Lan CAVEAR Wl sludgdo (Ve o
aproximadanents 140 mwl, LDete valor corregponde a o um Kavy
eauivalents a0 péso moleculer o ceroa de SR.500 sdmi lar .
a forma dindrice da Hb Bumana (Fia, TEy, B Hb dimdrica ca

gerpente  obtida na  coluna foi submetids aos testes de
goud Ll b ;'.1 Demo Oxdlgenio @ comportou-ss  como  henoslobing
YUltrippsd”  ddo hemolisado, com relagfo ao PEO e valor de  aH
e gifaerentes  phs, N ER R ) e IHP,  a proteina

tornou-ss  cooperativa  com valor dae nH o prdxime a 2,0 ¢ FHRQ .
whevado,  principalmente  em  pHs menores  gue e, Logms
pardmelvros  sugerem a formagdo oe telrdmeros apds a Limavdo
dn nueleoticeo, 0 experimento  de Filtragfo  om  wel  em

Sephadex G=-100 numa  solucdo em Presaenga che  LmM THP  feoi

fadlto  wom e hemoglobing i L.miliaris na  sua  fOrMa

sOx Logenaca, Fara d&%0, Umae solugdo  ode  desoxiMla e

e

conceEnteragdo Bunasml wn 0,050 tampdo Teis MU contenoo Lnh
EIVER S, wid THP foil colocada suidadaosaments no bopag oe umé
coluna  woud librada com o mesno tanpdo aont@ndm P L Nessayg
condiglies  a  protedna permangceu na forma %eoxi  durantes 4

cromatogeatia v emergiv da coluna com um tetr dmero (fig.,

18y,
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Fig. 13. Influéncia da concentragao da hemoglobina sobre a aZinida-
' de pelo oxlgénle, em L. mtliaris.
Tampao: 0,05M trls HCL pH 7,0 EDTA 0,lmM; temperatura:
25@C.
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3.10. MATODO ESPECTROFDTOMATRICO DE CAMADA DELGADR
FARAR DETERMINAGAO DA CURVA DE LIGACAD DD OXIGENIQ A

S0LUCAD DE HEMOGLOBINA DE L.miliaris (HEM-0-SCAN)

U método da camada delgada foi por néds uwtilizado para
s&  investigar o efeito da concentragio ode proteina sobre g
catinidade do oxigenio,

A figura 13 mostra quse em tampao 0,0%M Tris-HCL pH
7yQy ndo  houve variacdo nos valores de  log  PSO com a

variacao «da concentragdo oe proteina nos linmites de 0O, 0%mM

a  O,5mM  em heme, Ew concentragass maiorss  que O, %nM,
acorrey uma ligeira diminuicdo cla  afinidade tendo os

valores de log PS5O aumentado de 0,1 & 0,1%, O valores de
nH  aumsntaram de 1,0 Fara B COom O acrésIimg  ca

concentragao de protedina de %0 UM a 900 UM em Meme,

3.11. MEOIDA DE EGQUILIRRIOD DE OXIGENACAD PELO

METODO DE IMAI

Fe curvas o wauilibrio o oxigenagio continuvas o
cletalhadas  forngoicdas  por esse método permitirem avaliar

com  maior  precisac 8 combinacdo oo ligante A Menog lobina,

....63....
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Fig.1l4. Plot de Hill da curva de equilibrio da hemoglobina de
L.miliaris com oxigénio, utllizando-se a célula de =~

Imai. A curva fol registrada automaticamente; tempera
tura: 25°C, tampao: 0,05M tris-HCl contendo EDTA -

0,1 mM, pH 6,5; concentragao da hemoglobina: cerca de
60 uM (heme) .
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4, BIsCULSA0

s predmesdros estudos sobve as prapraedadss funcdianais

Lo dms e serpantes Homodestus o

chas  Mpmosaioninas de cuas @

sritas @ Tamilia Coiubridas, com oidversntes

Lowmiliaris papte
avaus e adapltagdo ao ambiente agudbtico,. foram realizados

(RN TR N De T I LT, Elapey et omi, L9VY. e aoorchy ooy

cle Homodestus na forma Vesbrippeds

trabaibos, a bPemog Lol

apresen ol alta atficdcdads peio oqigédnio, oom PSO e 1,0 mm

chi M andlependentemente do o pHy o8 hewoglobinag de Lo owmiiiaris

tevs Lambdm o albta  atinidade pelo gds., fr g Tigeanraments

cheepeern e te o ook weedo, dasto b, o ewm o pH T80 o va lor e

ford 1At mim Mepo e ownn opR S0, 3,0 ma Ma o poetanto o

bl tn Bobve aloalino, de ceeos e ~0,30,  (Fiauras & e ¥,
Bwm prssenga che Imid gndons polifosfatos tals oomo e,

LRas e amiban

SedEe DG o FHP ., os ova lores Jde RO olas hiemodl

sgu  wapdoles FToram Jdrastiosments diminuicdos em pHs abaiz2o oe

ey phe madores gue B0, entrstanto, s atinidace peio

cordgerln fol aproximacdiagsnts Joae ] i vt doda  com oas
o dobings Mstrdepecd” . mosteando qus os polifostatos
Tigavam-—se  mairs fracamente B desoxibemogiobinsg. & mechida
e we FaTalinizeva o mero, e ovalores os okl ooque  pad Dedt e

A conperatividachs wrtes o gu subeeunddades, Anodlosaram gte am
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Forma Patpdppaed”, & interaeao RS ST T Ea
slanificativaments Hesr i G cio oL A gncantrada nas
bremoglobings  ds gutros vertebrados Caprovimacdaements 2.7 no
e 3, vardande em torno de 1.0 em tocdos os pHMs egtudacdos,
Em presengs e dEndong polifosfatos os valores de nHd Foram
lTigedramente maiores  =m pHe &oddos vardando smo tornog oe
2,00 em pHs mailores gqus ¥.5, entestanto, ndao  ooorrsu
aumsnto  significative  gm relacdo & proteina desionizacs,
Os  resultacos nos dodicaram Claramente que as  henoglobinas
cdas  serpentes nao  possdem ooopsratividacks entre a8 suas
asub-unddades  em  pHs alcalipos tanto em  forma  Tstripped”
came wm o presaenga oe efetores alogtéricog,

A oausdncia oy cooperaltividade sugers a  prosenga e
acyb-unidaces nos henmolisados, 1.6, de dimeros ou mondmeros
Pravenientes  da disscciliagao da proteina tetramérics  oomo
goarrs com algumas hemoglobdnags Mimanas anormals @m que o
residus Gla G3 (101}§ gnaontra~ss substituldo, Cste & um
dos  residuss que far contacto entre as sub-unidadess 0B,
clessmpenhae  parel vitel nas propriedades oe ligagdo  do
gRiugnio A moldoula ds proteina & & substituldo por Glin na
Hix o Rush, por Lys na Hb British Columbia, por  Hap na Hb
Fotomas & por Gly na Hb Alberta, # subgtituigdo do Gly por
residuas  hasioos o neutros torna 0 g d Lifi i e
clissociagio  tetr dnero wgm Adimero mals tavorecido para  a
clireita, = a Hb tem alisa afinidade por oxisinio o alta

atinidacs por Yosfatos orgdnicos {Shikh et a1, 198%),

het|
1
H



Fonsmenos s Lrantes sd0 observacos nas  bhemogiobinas

cha s sl s, (1s et iclns galruturals R N
{Matsuura, M, 5.1, , LeE78 y  demostraram gue 0 meemd  resddyo

1018 da hemogloina ce L,miliaris encontra-se  substituindo

por Wal, HooEd  substituigido guse ocorrs nas cadeias @ L
L.wmiliaris, na interface g;B, #std locslizada na posigdo 43
gm o oguse GluZThe,  Assim, a auséncis da ponte  salins  entire
Glul 40108 & Arg FGA 980g (presents ne hemoglobina humana ) e
8  percda de D Cardss negativas na  interface 93%2 Iy &
Fiemog Lobing oo L.owmiliaris Lavaria a0 clecrdacima oda
interacao  sletrastdltica  ocasionando £ chow locanento oo
oy Libe o da oestrutura T % Fopara a direita,

Duas  substituicdes adiciopais ooorrem nas cadeias O,
na  reglde e contato 03B ne Fwwmeglobing e L willariss
Feagld8 i 2> Gln 2 FroCdddo 2>8er e parsocemn conteibailr com  a
clegestabd Llizvacan do tete dmsero,

Fortanto, os  resultados oblidos por Matsuura, L1987,
poadem  sxplicar 08 nossos aohacos dos setudos funaionaisg, A
alta atinidade observada paraoe Prntwivansntse ou gquass
inteiraments  roesultar da grande dissociasao & portanto  da

maiar contribuisdoe  odog dimeros para ] rroressn o

s I 2 A el sop I Ened g el

oxderracdo, Emlacara & efin

aminodcidos nao  tenha gido estabelecida na bemoglobina e
A.modestus, sl compartamento Tuncional  permite-nos
inferir  gus  substituicdes geme rantes aiiE cla Hb o ol
L.omiliaris podem estar presentes, 1.6, nas dnterfaces 0182,

* Matsuura,M.S.A., 1987. Comunicagao pessoal.

o iy



He curvas de equilite-io com oxiggnio eq fungao do e, fiq9,
Yoomostram  gus ATF & outros andons politosfatos tem efeito
Mrebweoterdpico muito  acentuado na HbE de Lo owmiliaris am M
mals  Acdcdos que T.oRD oo valor de PEO e ocerca ods 20mm oode Mg
am pH 7,0, diminud bruscamente a medicda qus alselizawmos o
meio  ac mesno tempo sue o coeficisnte e Hll1l nd ocad oe 2,0
para 1,0, O mesme Fendmeng ocores Lambén  com  Homodesfus
(Fig, &2,

H nossa dnterpretagac indoital e elevacdo sfsito  Hobe
alcaling na  presenga ewEs) fostatos oradninos,  bassada
atualmernts = Hedl il G & cornbies i meantos eatruturais &
funcionais oda  molgacula de bemoglobina destes animals pods
ger wxp licaca sob outro dngulot a proteina em pH alacalino,
vewicdn as  substituicess nos  residuos responsavels  pela
mariulene & o] e HUA gatrutura aquatsrniria, Tence &
ciisseoiar-se  em  unidades oimdricas gxpulsando o &ndon
polifosfato qus e epcontrava fortemente  Liumado ao o sed
aitiog =m pHe &oicos, O efeita de pH seria, portanto,  uma
agssociagdEo  oe dodls Fendmenosd 13 enfraquecimento da ligacao
ervtire O @ndon polifosfato £I0HN grupos  catianicos oda
proteinal 314 degtruigsdEo  do sitio de  Fosfato cdevido A
clissoodas &0 cla Fremos Latdina tetramérics, Em outras
palavras, o faixos valores oe pH, o dndon polifostato
Tigaria-se muito mais  Fortemente,. atravéds de dnteragdas
wletrostdticas, X bemoglobing que & positivaments Carregacha,

contriboinde na manutencsio oda foerma Tsiramerics, For oogtrao

URICAMP
BIBLIQTECA CENTRAL




laclo,  ew  pHs aleoalinos, devide a nevtiralizacdo dag  cargas
positivas o sltio oe fosfato, ooorrsria o snfragquecimnsnto
i a Ligacao elstrostitice entre o fosfate w a proteina

cessanda,  portanto, a forge que mantém as duas  cadeias B

praximas & coorreria a dissociagdn da molédoula, 2 wlevasto
efeito  Bohe, g P RSN A af:2 M wErld, portanto.

consequénoia do efeito da concentragdEo e Hb 2 efeito da

slagan ds protedinag em pHe aloaelinos,

ol s

Fnalisando-se o8 valores de nM, héa indicagio gqus  aw

k!

sdonizadas wrs b de s it . % aUteitas E:

Fremirg Lotidnas ot

Erga ol

digeociag o, inclusive em pHs &oidos, oo gque na pre

efewtores anidnicos, Ma condican "aleipped” sataria ausente
a molgaula que manteris unidss as duas sub-unidades B,

sevames na Hbr deoiondracda

0 pegueng efeito Bohlre gque bz
iof i L.miliaris Fawg, 7 pocdeEria e congsquEnoias oda
montaminasan  por nucleetides na solusdn devicdo =sua allta

arda a tTarmagdao ole

afinidads com  a protsinsg. o que favors
Ll g, levando & uma falsa interprelacdo como wefaeifo
glostérico de prétaong,

He  wxperifncias  realizadas  com Mo oe  L,omilfaris na
celula de Imad pocewm  damonstrar que  existe mudanca  no

WnTakal T e cio

estady oy soregacdan  das subi~-unidades rer e
grperimento  de ligagdo do oxig@nio A desoxiMb, B vantagemn
et g tEoniaa em e lagan a0 metodo tonomdtrico & gque  wsia

poce  Foenecsr dados muito mais detalhados « peemite,

i lusive, avaliar as 4 constantes oe  sguilibeio  oom



nxigenio (oconstantess oy Fdadr) ou pardmetros oo mrcrcie Lo
alostérico  CImad, 1973, Truma et al, 1973, Imai  ang
Teoarnatami, L#5FF ., Fooocurvs de ligagdEo do oxigfnio  abtida
paelae  célula e Tmai (fia. 14) na Hbe "stripped™, em 0O, 0%5M
trig-HCL pH &,58, O, LlaM RETA, noe mostrou claramente que o
piot ol Hill & completamente andma 1o w0 valor ol
coetlolaente e Hill (i ] Ia wsaturasan maclia & ohe
aprodimadamente 1.0 bBer como nas saluragdes acima oe  S0%,
mas & owrce  de E,0 na metade  inferdior  da  curva, {
cesdiciente  de Hill de maior valor pode ser interpretado am
tarmos e maior agregacdo de sub-unidades (Tam and Fiags,
L9e4g ), Desds que a agregasdo das sub-unidadss & uma fFungdo
cla desoxigenagio, & meddcda que se oxigens @ moldcula  esta
terd  mador  concentraean  de climeros? gquando e aloanca &
saturagan  oe B0 da Hb ocom oxdiwénio, a cooperativicade 2
muito  pasguena & 0 valoer ode onM oss aproxima ode 1,0, heas
gxperimentos com o a <flule de Tmadi realizados em outros  pHs
Tiveram o plol e MELD dgualments anfimalos, com wvalores o
nH  na salturacao média de aproximadaments | & 08 valorss e
FAQ similarses aos encontrados pslo método tonométrioo,

0 pese molecular da Hby oo Lomiliaris determinade  em

coluna  de Bephagder G100 corrobora a4 nossa  teorias, &

proteing oculdaecdosamente desionizada mostra que em pH 7,0,
@m sua forma oxdgenada, Tem grande tencdgncia a dissorisr-soe

S glin-uriclachss . apresentanco 0 v B clee w lud g ao

cappativel  cam dimeros cde Mb Rumana. com peso molecuylar

e



soidva dente A FE000d, 4 it G e @ Fosmog lolving, guando
desox {igenaca & @m preasenca ode IHP, apresentou o volume o ex

eluicas  sguivalents ao  da  HiE Fumana talraméricg, 1.,

SA0G0, 0 psso molecu lar tambsdém  sstimado através oo
cewbiciente  dy gedimentagdo em comparacao com a Menoglobina
Fumarna,  usando ultra centrifuge analitica ¢ Bechman madel B
Clga, 1987%) corrobora os dados acima,

€ fendmeng ol cligssocias do M AL potd  totalments
e larecido  smdgrs conheoido a longe fempo, Te acordo  com
Antonini  and  Brunori, 1971, a digsaoliacde  envolve um
saud Librio sl v b Smero i@ subr-unddaches @ para
congentragdan de proteinsg malor  que Q0,1%., o eaudilibvio
pradominarte poce e reprwﬁwntadmﬁggﬁéwgmziqﬁlwww .

Moo case da henogliobina da cobra, o peso molweular  foi
mecliclo & conoentras 3o maior que X, oncke: 2 Hb humans nEo s
digsonda  apreciavelments, Fortanto, podemos sugsrier gue o
equildibrio acima, na auséncia do sfetor alostériceo ATE, &
laraamente ceslocado para a dirsita, no sentido coag formagdo
clen cdimero, Com a Finalidacde de e obter teterdmeros, varias
tentativas  foram feitas <om a oxihenoglobing cesionizacda
alteranco & forga ianica i P, M & todas  Foramn
infrutiferas, Entratantea, os dimneros, guando desoxigenadas
g @i Praesanga e AT converteram-ge  em et Emeros,
analisados pelo pasc molecular em Sephadex G100,

O  resultados mostraram, assim, uma transican entre

5 owastaclos

formas na Hb de L,méiliaris ¢ bhaseaco ne models de

*0G0,S.H., 1987. Dados nac publicados.



e Monod et al (1¥65%) & & possivel suserir as  seguintes
squacraes para aplicar o resultados:

i dw&oxikug) + ATP - a,B, (T-state)

0,8, (T-state) + 02 + azf, (R~state) + ATP

285 {R-state) ¥ 2(aB) dimer

0 dimereo  com aita atinidade pelo oxigénio., na forms
dewsozi,  em  presengs  oe ATF converteria-se no o tetrdmero,
eataclo T que em pressnsa de oxigénio tenderdia para o estacdo
B ocom s subsequents Lliberasido odo AT, Hllersativamentse as
seguintes  equagoes podem ssr propostass

2 deoxy{(aB)dimer -+ o,B, (T-state)

dzB, (T-state) + 02 + 2 oxy (oB) dimer

Mesle caso & sugsrida uma mueianga  para s forma
dimericae durants @ oxigenagdo do tetrdmero estado T, sem g
passaaen  pelo deilrdmero ssltacdo K, Dstee mecanismas  foram
publicados por nossa equipe aw 1987, (Matsuura <t al. L9V,

Estudos  sobrs a estequiomstria ode ligagdo entes  NADPM
@ chegox iHin sugerem 3 presensa de formas diméricas. mesno na
clecsox Livemoes Lodinag,

Ae  eeltequicometrias oe liga¢do do ATF com a desoxiMbh e
oxiHk  nEn Foram clerterminsdas, devideo  as ditdiculdades
técnicaﬁ. P do fatao . do FITe AR Frovsasu e nenhiuma
caracteristica  que  permits  acompanbar diretamenie & sua

ligagao & Lilmeragas Ja  proteinag, 0 wofator  NADFH que

-
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Eetudos  recentes (Henesoh et al, LYR4) encentraram £
Sd-DGEE e AT tam afinidace relativamente alts par Hi
bumana  oxiaenada  em  sus forma dimérice 2B ., B razdo e
atinidlacts ot e acka para AT fa cewox LHE Rumansa
. . ) . L Hb Hb0
tetramgrice = Hb 03 dimérica foi somente 431 (K K2
DPG DPG

wmaArl ), Como  discuticdo antepiorments, A E a oxiMb e

Lemiliaris tem o equilifeio tetrimero I dimero desviado

para a direita, pode-ge esperar que haja grancds  proporcan

cdas  meifcuias  sm Forma oe dimero,  guse  oontingaria
Ligade an #8TF,

0 wstudo e ligasdo cle ML H & dewsacibb poe
fluoreecénoias  revelou & presencsd  oe um dndico sitioc oe
ligacxioy &  esteguiometris sncontracda foi consistentemsnta
ceroa ode 0,7% mol, ol MR por mol., che dleaox i Hb
tatramérica (Figuras & ¢ 107,

f biaixa e toguionetsria e .75 significe  que
griroximadamente 297 das hemoglobinas totsis ndo se ligaram
aa coafytor, Come & olificil, sende impossivel exscutar o
exparimento  em sua Integra, na total ausincia oe metaHbh
sabendo-sse qus o mesmns Lem Daiza afinmidade por NFRDFH O ¢ Qao
st al, 198Va), aproximadamentse 108 cdas proteinss  gqus  nao
paticipam na Tdgaciao com o nidcotinamidas  recduzide  deve—ogo
provavelmentse & hepoglobing oxidada, Foetantao, os 1%
restantes  que  ndgo se ligaram ao cofator npa  ausnedia oe
g iadnio,  pode  ser devide & Frssenga che hemoglobing

dissociacds, i,8. el climero presente na solugdo  tepdo e



viets  gue  ndo Foil deltectade no o hewmolisado  nenbum outea
cemporente  gue poderia ter badzxa afindidade do MAGFH {Fooesi
wt  oal, 1¥8Y7. Mo esmoalobina Framana dissociada ou o8
mics lobina  tem  tambdm afinidads muito reduzida pelo  NADFH
(oo et oal, 1987al.

Flasim sendo, odifersntemsnte  ao ATF, o NAIFH n&e se
ligaria a proteinsg odigsociada, nem em sua Forms axigenada
rmem na desorigenada, Felos estudos da vardissdo oos valores
e log FEO em fungdn de concentragio oo MATFH & a  analises
subsequents  pela  SqUagas che Sralbo wo Karplus, 1975,
encontranos  tamidm apenas 1 sitio de lisnagdo pdr Toach e Smer o
na Mk ode L,omiliaris, tanto na forma exigenads  gquanto na
clizss oy dgsnacts , corroboranco 3} cavlios W E artalise
flueringirica, A oconstante de afinidade do nooleotiden om
a  desoxibHb encontrads foi 7.4 2 106M-le com & oxidi 7,89 x
103M:} pales valores, conparados com adgus les obtidos com  a
emog lobina  humana normel, (Lashon ¢t al, 19P84) resulta gqus
a afinidacde da Hb de Lomiliaris & oeros de B0 & 10 wvezes
maiar ne  forma desoxigenada e oxdgenada,. eespectivaments.
tendo portanto, etoilltos Feetwiratedpioos similares  aos
ghcontrados na  henoglobing humana, Como  Qooers oam a
Memos lobing humsana,  (Ogo et oal, 1987, o MADFH parece s
Tigar no  mesmno  sitio o Ligesde do IHP,  na  desoxiMi o ooe
Lomiliardis & € cdeslocads prontaments em prassnga dé R T 5 O
cde  dnpositol PRexafosfato Coeroca oe 10 veres) FPig, 10,  oom

uma sstequiomnetria w1 CoE A chig 0, P mo) Leew L



i

Tatrameérjoa, ositia o=

chor BRI na o iMoo continga

shocier ey oo e oogno s M Biamans,

SLART:

diptea oiferenes marcasntes oo NP H ooy monia Dacior

S 8 chi

oy wmim parbando aos demale d ogue s P
ook dnamids adeninag chious beot oo Foadato  rwsczido, ]

fear 1T a i T ARG

FE T « LR .
LB il O b

I TRV T TF * SR W SR
o I ircgeenclentements o pk, ao contrdrio dos demals

awtwclach aue  percdiam oa oooperativichacs  am pha

AT

TER A

LHE BSTD,  pares gues o N

HeE b e s p L

capacidasde e manter pelo menos. grancs parte das moidculas

@i LA cabrutura gusterndgris  npe  Forme

ey (ST H

tatvandy ioa,

Emtaora  mdo  so ooniam N B ST W T i

tinamida  fosfato FY (3 waTrRU s cha s

[REE

b gk g clgrsg e Papel LnpOrtants no

CF LEern Lo, e odweds de ATP, TP, wio deterwminacdos oomn HTF

foram Q.48 na L_omiliaries o 0,48 emse na H o modessias,

rara cletsrminar diminuied

i e w it e sif Lodent

anchal  nos  valores che FED. polo menos am pea alamixon

W

ol VL5

e wntudos sdlebpodoardt doos i cramatogratioos cag

P Lobvinas e Homedestus w Lomiliaris (]

&1 PP ) wmostraram a exiatdrnois e 2 oou O handas cada, o o8

PER AT A0 por awapletratiooalizasdo, G I womponent

raap et v amsnt e,



Embora sxistas  uma  tend@nodis em e copnsicderar i ala
anclg  obktida por elelrogforess ou oromatogratlia COMG Uma

Memeaioking odistinta (Higogs, 19700 nem semprs, as  Fragides

correasponden &s 0 proteinags cdiferentsgs, A rdgorosa analiss
clos womponentes [> s demanstrar cliferengas 1A
significativeas sntere i, Ums similaridacde Ffuncional oas
pltiplas henoglobinas  ceve-se, possivelmenis, a3 formas
diferaentes da  mesma protelina como ocarrs con as diversas
prandas separadas  por oromatogsrafia g Formoen lokbdnas de
H.modestus o L owiliaris,

Os  componentes do hemolisado cessas ssrpenteos daselacdos

sbrofocalizacan, quarnda

gy cromstogradia (§TH i g

analisados  por  elstrotoress mostraram os mesnos padross
sfaapure Lag obvt Lodog g n] it € Moo Lisado nan fracionacdo
corroboranco a  nossa  proposicdo sobes a sxisténocia e
apanas  Uma Bemoglobineg sob difzrentes estacdos ode ageedgas Ao,

A e Tadr @nesros, Gdineros ou monSnsros am Solug 8o, Derda

eate 0 0 caso  tipioo smoque a tandBnodia de  dbdssoodiacac em

sulbr-un i daces Leva b g cganp Lioag an fid crmp ot assento

cromatogr&fion & eletrofordtice da proteing dando origen &
componentes adicionais (Rigge, 19450,

Dwpendencds oas  condlgdas s que ¢ oromatografia  era
raabizads, o bewmolisacdo ode Lomiliaris resolved @m apenas 1
o B opioos,  For osxemplo, o Penolissde Ustedppaec” submetido
4 cromatogratia smocolurna obe CM-oslulose ultilizands sistemnas

-

araciisnts  ole pf oentre &,0 8 BoO0. tampao 0,08 4edise-Rll, 1t



BIVTH, depencdende oe fatoeres tails como tenperastuera,. YO Iulg

cla woluna,  volums dos tampaes, BRI B o RO i

mochy ladores ng Rmemolisado, o pioo omais  lento caminhawva
progressivansntes madls  rapildo na ooluana e ers eluido  juntao
com o mais réapicdo, Hodnferpretacan pode ser g seguintel em
pH &, & Turma totramérica Figicraria mais  rapildamentes
goparando-se  da formae dimérica am B Dancdas,  Dom oo aumento
ader pH, causado pelo gradiente, o pioco mailse lanto  diniciaria
atla  migeavdn  spgquanto gL a branda mais  rapicda  se
transformaris  om  dimeros consdicherando-se oues em pHE mails
alocalinos CLOr W cla Locamento o saud blbeio
dimero T telr&mero para  a esauerda,  FAssim o componenie
mais  lento  esria sluide juntamento com @ mais papids Ccopo
moléoulas  climdricas, Fortanto, as fravoss obtidas ola
cromatogradia i teoeletrofacalizacao Coontendo el frisd b
praximoes} seriam resultantes da  presencs e el dmeros,
clémeros & menédmneros  em aolugde e hemoglobana cdevido i
Faoi lidade  ocom que as proteinas tetramdricas, na sua forma
ovigerada,  ese  dissocilam, Evidlentements, a odissceciacac

pencdents e M e oa conoentiragde e

seria  Lambdém
Fremon lokbina,
Foi demonsteacho Som 8 Femog Lobyina b g U &
coneentracan  tem  também  dmportincis fundamental  sobre a
afinicdachs visto gque seolusses odbluldas (ogeca oe 1000 UM
ciimero see locado mails para a

tem O eguiliberio tetrdmero

direita em relagao & wmalis concentradas (Chilancons et al.



P&y,

Devido & alta afindidade pelo gxigénio ¢ haixo valor de
e encontrados na  hemoglobing de Lowmiliaris pelo  agtodo
tonometr oo ou o oom W aprare e ciee Imai, wtilizando
concentracan de proteding,  oeros e S0uM (em hems ), Fol
nossn  Anteresse conbeser ¢ ooncentracoes malg e levadas o
proteinas, levariam a alterasdo destes pardmetros, nas
msgmat condiedsal  tampas O, 05M tedes HOL pH 7.0 contendo

N g o e e O e . A
Q,ilmi ENTH, a E57 0. Fessim, utilizancor-se o wmétocdlo oo

camacla che lojada HEM-0-S0HN , analisamos & curva ol
cissosiacio dda M de Lowmiliaris numa oonssntracdo  sntee
S0UM = 1000UM Cem hemed, H fig, 13 pode ser dinterpretlada
cle  avcords com & vardavdn nos valores e log PS0O & nlH o da
segquints  Formanr  enbora nAg se observe  alterasdc marcante
nos  walorss oo Jog FEQ, & uma tend@noia de maior interagsEo
etdere  as sub-unidacdes & TR ¥ oy G aufssEnta A
concentracdae da proteina,

Mudte  se  tem  esorito sobrs oa vaﬁtagwm o aspacto
eigmaicdal da curva oe equl litxilg com oxdagnio (oria, 1¥74),
Mo bBemoglobanas das serpentss por nds estudadas nao moastram
aespecto  siamoicdal na curva o dissociascdo do oxigfnio  Como
ooorre na  matordas dos mamiferos.  For outro lacks, o a  aurva
nag & FMupsebalica como na miowloablina ow ona Mmoo lobina
dimérica  ou e Cnd e L a gyt e sds 1l et s paeddas
cyclostomos  (Manwell, 1963 % & Pomarinus (Wald andd  Higas,

L% mom  nH=l1.0, Hevido o egquilibrdio dindmico o &



conversds gradative oe tetrdmero a Jdimero comoa  transigao
rla  estrutura T oo badza atinidade para ssirutura B ode alta
atiniclacs a curva oe oxigenacdo ole Hiy e Lomifiards mostrou
tambdém  mer "mistas’, gus reflstio sobese & oooperatividacds
clifarents po  intcio da oxigenasdo @ na saldragio  supsrion

gqueg EmOE, R curvas Tmistat Foil observada tambdm oswm presenga

e FTF, no pk Fisioldgico ("F.a2 (Ogn andg Matsuura, (R I
o aue  confere & hesoglobkinag gerandse vantagen na  combBdinasao
com oxigEnio num o ambiente pobies oem 9ds & a #ya libweracdo

choos wem o metabolisna, através de sua balxae afinddacs,

os Le

Como o transporte oe oxigéEnio & fortements  mody lado
pelos  conponsntes intrasritrociticos, a lém dg Andons
polifosfatos &  dlons  Hit, autroe  modu lacdores deven sep

raclos, oomo por oedenplo, clorstos, fostatos, ebo que

fela- A
toambrdm inter Feesmn G et Libeio e lissooiagan ol
gub-unidacdes favoresendo ou cldficuitande o mesno,

o wexposto podemnos coneloisr gque a¢ Penogloinas das
garpentes el leten acdaptasées sofridas nao  somsnie oom
rwlacdo A velooidade metabdlica, mas também hs pressbes e
axilgfnio perecdaminants Do mELo o Em gue wivaEm,

i & grperntes, L@t et lmu ladas, gumaEnt ar an
petabolisne  arnascsdboe de  acordo cowm oa andlise  de  doido
Taticao oo sangue qus passaram dos niveis basais cde L0 mad o«
40 mow  pars 190 maX oo B30 maX nas sspdciss H.omodestus €

L.omiligris roopactivamente causanco. pogrtanto, climinuie do

g pH sanauineg ¢« todas as conseguEncias provenientses o

* 0go,S.H. and Matsuura,M.S.A., 1985. Dados nao publicados.
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goidificasan, i,y meior estakdilizacidn o8 Hb tetramérica,

maior  atimicdacde da eprotelna por dnions polifostatos & meenor
afinidadse da  Hb  pelo oxigé@nio = assim. facilitando a
e dogmnasan teoidual,

Com  relagas ao habdtat, tanto ¢ sepdois mals agquitica,
H.modestus ocom alogumas adaetagies morfolagicas oo aparelho

respiratérino para  viver  na duusg C Fbe, 1977 2 quanto &

S G R Lomiliaris  sem  gualagusr adapltagidEo, teriam  suas
compensatades atraves  doe modifigasdo o nivel molecolar ade
auas  Femoglobinas gue serdiam adaptadaes pars responcder  pela
oxigenagdn  adeguacs  dos e dddos, [HERREA (] passanda, Wk
animais, muito tenpo mergulbados ou respirande num ambiente
poabire wm ox LaEnio,

Fimalmente, as hemoslobings destas serpentes  gue S

dimerizraw para aparentemsnts "copseguir' maids oxdiofnio & cw

regseootam  ag niveldl teacidual Facdlitando & oxigenagdn oo
MEsmn  paracs Saye o ugmo sxempio andoo na natursrs s ven
reasfirmar  pelo nenog sm parte o wodelo proposto pelo osnial
Barcroft A0 ciie g oo b el gua lousr edelor
alostdéricg propuns A asuiclay 10 i cligsaoiaedan oa
Mamoslobing  como o andoe meio  ldéwdoo e ouwma moléocula
congeguir ligsr oxig@nio o desligdh-lo guando pesessdeio,
Catudos  com Pemoglobings ol aulras EEpETles G
gerpentss  torrestres & oaquaticas wstdo em R t=Ealia A P ara

verificaer se¢  os  fendmenos do o owquilibrdio ole  dissoociagdo

tete &mero < dimero  que  ocorrem  durants  a ligagao e

G



liberagdo oo oxdigEnio, » o demals fendmenos estudadogs  na

presente  tesos, sao restritos o sssags  cuas oespdolws
sarpentes QU S SAO gErals para os ofildios ou oms st do
gusociados a0 habdtat s omodo e vids dos animails, £ e
posso  interesge  veridficar  também e O mesng Fendmeno e
gl Lilbedio  oe dissociacdn cdas subeunidadess eald presaents @m
Framog lokinas a3 palxes i ETRER R suas  implicagoes
fisigldgicas,

Hoogusénoia de dnteragdo Pegsetoane & descorata em o muitasg
gepfcies e peixes ben comno a presenga de bandas  nalltiplas
wy eletroforess o cponatogratia gue poderiam ser resultants

cla  chissooiagdo oe sub-unicdades @ reasenciacds &m molsdou las

Fiibiedclas com mobd lidades distintas,

Foe outro Lado, utilizando-ge a tdonica e
Flugrsscdnoia, MOS propomnog a averiguar o desligamento oo
mopciu Laclor MRIOFH com a limacso oo Liwante  no hems na
Fegoglabing ndo sé6 dag zerpentes, mas  tambdm oy oulieos
mpamiferos » nag mamiferos, oujo #stddo pareos s de
importidncis fundamental ne investigesao de confoarmagao  da

proteing parcialmante saturacla com oxiggEnio,



RESUMO

Ao serpentes agquéaticas Hellicops modestus w  Liogphis
miliaris apressnltaram nos Memelisados totails doowm A
componentes reapactivamente chul e OaT N seyr  formas
diferentes ca mesma bhemoglobina,  HAs curvas e egui Iibedo
com X dgEnio cda Framerg Lolidina Matrdppec clae ambas  asg
gerpentes  mostracam alta afinidade pelo oxigénic, e ceros
el L, 0mm Mg oem pH FL0. pegqusno sefeito Bohbe alcalino, ceroa
dw =0, 07 wm Homodestus v ~0,30 em L.omiliaris bhem coms baixa
caopepratividade  (nH cerca o 1,00 @ pronunciado sfeito o

fosfatos orgdnicos  sobre amboeos, afindcdace pelo oxdiaénio =

sito RBobe, Fosim. o8 valores oe PB@ aprantracdos e

srica oe  efetor alestdédrico como ATF foram UV 8w Hg e

[y

#,9%mm Mo, os valores oo efeito Bobe aloalino forae  oemlé
de 0,90 e 0,55 enm Hke o L.omiliaris & H,wmodestus,
paapertivatente, Qs wvalores oo cosfioients de HLLL em prls
mencres  que 7.5 Foram cerca dhe 2,0 enquanto que em pHe
madoraes  Foram T Ca i 1,0 mostranclo ausinoeds ol
coaparatividade  entre  as  subeunddades nestss  condigdes,
Petudos oe ligacdo oe oxigfnio mais delalhsdos foram fsitos
com oa celula cde Imai o os Mplot oe HLLIY ebtidos foram ndo

geuaie  w@m sus  forma sugerincdo a0 presenca ose diferentes

fFormas  wsapectrais pa solusEo, e Fato, a cetermninayag ol

incdiocou a (Al R g iz 50 Tormas e

pasa mol



hemogloliinas  uma dimérica ot el Pl 32000 ]
tetramérica de aproximadamente 44000d, R desoxihemoglobidina
era tetramdérica » fol convertida em dimérica pela  ligagdo
de ligantes como oxiaenio,

A presengs oo polifosfatos orggnicos estabdilizou a
conformac¥o T tetramérica corroborando os dados otidos nos
experimentos  de equilibrico, 0Os polifosfatos orgénicos Como
ATF  ligaram-se tanto na forma desoxi quanto na oxi  da
hemoglobing de L.omiliaris através ode 2 sitios de ligagdo,
s constaente de afinidade (Kk) estimadag foram 1,07 x
10 M 1,63 x 107N e 4,73 x 10°M., 1,83 x 10.M,
respectivemente, Qutro fosfato oradnico, NRDFH,  que
apresenta fluorsscéncia  intrinseca, recentemente descrito
come  efetor  alostérico da hemoglobins humana, foi  tambddm
estudado., Como ot demais polifosfatos aorafnicos
analisados, este efetor interagiv com & JesoxiHby (Kb cerca
de 7,4 x 10.H.D & diminuiu a afinidade pwlo oxigénio (FHO
foi cerca de  10,0mm Hg om pH 7,00, A Kb pars oxiHk foi
ectimada em 7,89 x 10°M.. A estequiometria de 0,75 mol
MAFH/degsox itk (tetrémero) foi gsncontrada através dos
sxperimentos de fluorescéncia,

fevido a0 grands efeito de fosfatos orgdnicos sobre a
afinidade o sobre o efeito Hohr, fol de interesse conhecer
as possiveis implicesBies fisioldgicas destas proprigdades
da hmemoqlobina, Ent3o oz niveis de nucleotideo trifosfatos

no sanaue total das  serpentes foram delerminados & os

ey
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SUMMARY

The water snakes Belicop: modestus angd Liophis
miliarie presentecd 3 and B ocomponents, respectively in
whiole hemolysates ang thess appear to be different forms of
the game bemoglobin, The oxrgen equd Libeiom curwves of the
strippecd form From both snake hemoolotoins showed Hoah
prygen atfinitiss of about 1,0 wmubg a4t pH 7,070 small
alkaline Bohr effect valuws of about ~0,.07 for ¥, modestus
ancd ~0,08 For Lomiliaris, as well ag low cooperaltivity (nH
about 1,00 armd & proncouncsd oraanio phosphate effect on
Bt oxygen afdinity ard RBohe efdect,  Thuos the FI ovaluss
Foung in the presence of an allosteric effector such as ATR
w7 L H mmMy ang 8,93 mmkHg oand the allkaline Bohe efFeot
was aboaut ~0,90 and -0,5% for L.miliaris and H,omodesdtus
P Ladboln respectively,  The HiL1D costfficient wvaluss at
pHe felow 7.5 wers agbhout 8 while at biaber pHs these weres
abwut 1, ehowing the abosence of copperativity belusoen
sybunits uncler these concditions, H more acourata oy gen
Brincding satucly was performned througn Imai cell expasriments

and The Hild Flot obtsined was unusual in shaeps, swuggesting

e presernce of different spectral species dn the scolution,

in fagot, the molecular weight determination indicated the

presanss of 9 formes of Memoglobin, & oddwmerdio form oof about

~ BB~



M, 32000d and a tetrameric form of about &4000d.  The
deoxy-hemoglobin was telrameric and it was converted to the
dimer by binding of a ligand such as oxyasn, Ths preagences
of organic polyphosphates stabdlized the tetrameric T
confarmation corroborating the data of oxygen equilibeium
experiments, The organic polyphosphate effector in thwe
form of ATF was bkound to both deoxy and oxy form of
Memoglotin of L.owmiliaris throuat at least & binding sites,
The estimated Kb were 1.07 x 10, M. , 1.68x 10 W and 4.73
(1071 ,1.83x10° M respectively.

Another organic polyphosphete, NADPH, recently
described as an allosteric effector of human hewmoglobrin
that presenlts intrinsic fluorecesnce, was also studied, As
with other organic polyphosphates this effector interacted
with deoxyHb. (Kb of about ?,4x10§ ﬁj Y and decreassd the
oxygen affinity (F50 of about 10 mmHyg at pH 7.0). The Kk
for oxyHb was estimated to be ?,89x1&1 3j . P stoichiomsty
of 7% mol NADFH/A deoxyib (tetramer ) was reveldad through
fluporecence studies.

Puse to the large effect of organic polyphosphates on
the oxyagen affinity and on the Bohr effect, it was of
interest to determine the possible physiological
implications of thess hemoglobin propertiss, The level of
nucleotide triphosphates in the whole blood of the snakes
were determined and the valuss found wers 2,84 M for

H_modestus anc 8.6 mi for L.miliaris whereas Lthe hemoglobin

....89....



concsntrations weee d.04 M oand 4,810 o Cas hoemes )
pospectively, Thesse values sorrespond Lo a ratio of
ATEArvemogLatiin Ctetramer ) of 2,59 for Lowiliaris anc 1,84
for R,nodestus,

O the other handgd, 4he Bigh proton effeot seems to be
clue o the Faot that A.modestus and Lomilriaris prassnt
Aifferent respiraetory adaptations to Lheilr sguatic habdtat
and thg anasrobioc setabolisws nust play an dwportant
phisiological role as demonstrated by Jactic acid levels,
The lasal level of lagtate fournd in the whole blood of
Homodestas, the less aobive snake, wag about L0 mai,

whereas for L.owiliards if waz about 40 mai, After

gtimulation, the Jlactate level incersassd up to 150 mad and

A0 mad respechively,
Fimally, a molecular sechanism dnvolving dimer-tetramer

transition wats proposed to descoribsd the oxraen transpoet in

Tropae anima s,
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