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RESUMO

E apresentado neste trabalho um estudo comparado en

tre as moléculas de hemoglobina humana A, humana S e de Rana

catesbeiana. Utilizamos para este estudo duas técnicas: a espec

troscopia de absorgdo optica (visivel e infravermelho) e a es
pectroscopia fotoacustica (visivel). Com as amostras na forma
de solugdo aquosa foram obtidos espectros de absorcao Optica no
intervalo espectral de 250nm a 600nm e fotoactsticos no interva
lo de 300nm a 600nm. Para a obtencdo dos espectros na regiao do
infravermelho (2,5u a 40u) foram utilizadas amostras na forma
de cristais ou liofilizados prensadas num disco de KBr. Apds a
obtencao dos dados experimentais foi feita a deconvolugao dos
espectros e um ajuste computacional das linhas obtidas tentando
caracteriza-las através da freqléncia ou comprimento de  onda
de absorgao maxima, largura e forma. E tracado um estudo compa
rado entre as diferentes hemoglobinas no mesmo intervalo espec
tral e sdo lancadas bases comparativas entre os espectros foto

acusticos e de absorgdo optica.



CAPITULO I

INTRODUCAO

Ao longo dos anos a compreensaoc e o entendimento de
fenomenos bioldgicos muitas vezes tém se realizado tende  como
passo fundamental o conhecimento da estrutura (configuragao)
das moléculas envolvidas nestes processos. Técnicas fisicas e
fisico-quimicas (espectroscopia, andalise por raios-x, cromato
grafia, eletroforese) tem tornado possivel estes progressos da
Biologia Molecular.

Uma das moléculas que tem sido cbjeto de observacgdes
¢ a molécula de hemoglobina, em particular, pela sua fungdo co
mo carreadora de O,.

Estudos da hemoglobina humana tem nos revelado face
tas importantes desta molécula: seqliéncia de aminodcidos das ca
deias polipeptidicas, estrutura tridimensional dos diferentes de
rivados e «qaue permitem formular modelos que explicam a coope
ratividade. Mas, nem sempre o conhecimento de uma molécula de
hemoglobina é suficiente para explicar ou deduzir suas proprie
dades significantes., Se faz necessario um estudo das variantes
da hemoglobina dentre de uma mesma espécie e de uma espécie pa
ra outra. Mais ainda, um estudo comparado entre diferentes hemo
globinas pode nos propiciar uma perspectiva mais ampla desta mo
lécula e de outrass

Além de uma perspectiva da propria mol@cula em parti
cular, uma compreensao mais ampla da evolugao da molécula no de
correr dos anos e o langamento de bases para o entendimento de

passos evolutivos importantes para todas as espfcies téem sido

*



propiciado pelo estudo das hemoglobinas de anfibios. Qs anfi
bios representam um estdgio na transigao da vida aquitica para
a fida terrestre e suas hemoglobinas ilustram a plasticidade no
lecular em resposta a pressoes ambientais.

Com estas informagbes e com o fato de que, embora a
espectroscopia tenha ajudado a elucidar a estrutura de molécu
las como a hemoglobina uma caracterizacdo mais detalhada do es
pectro desta se faz necessario, propomos este trabalho.

Realizamos um estudo comparadeo entre as hemoglobinas

humana A, humana SS e de Rana catesbeiana. Como técnicas foram

utilizadas a espectroscopia de absorgdo Optica e fotoaciistica.
Apos a obtencgdo dos dados experimentais procedemos a deconvolu
gao dos espectros e andlise tedrica das linhas obtidas. Traga
mos ainda dados comparativos entre as diferentes hemoglobinas na
mesma regiao espectral e entre os espectros de absorgiac oOptica
e fotoacusticos.

No capitulo IT faremos uma breve exposigdo a respei
to da hemoglobina, sua estrutura geral e algumas propriedades.
No capitulo III, elementos de espectroscopia molecular e suas
aplicagoes a hemoglobina sido apresentados. Ja no caﬁitulo v ,
o material e os métodos de obtengdo dos espectros sdo apresenta
dos. No capitulo seguinte (capitulo V) apresentamos os resulta
dos e uma discussdo a respeito destes. Por Ultimo (capitulo VI)

tragamos algumas conclusoes gerais.



CAPITULO II

O SISTEMA BIOFISICO: A HEMOGLOBINA

A hemoglobina € uma proteina respiratdoria, isto &,
uma proteina cuja fungdo fisioldgica € a de transportar oxigé
nio dos pulmées para os tecidos e facilitar o transporte de
CO2 dos tecidos para os pulmoes. Embora sua localizagdo prefe
rencial pareca ser as celulas sanguineas a hemoglobina tem uma
ampla distribuigao filogenética (GRATZER e ALLISON, 1960; MAN
WELL, 1960). A hemoglobina de mamiferos € um tetramero de peso
molecular de aproximadamente 64.500 cujas dimensOes sdao 64x55x
50 g; € composta de quatro subunidades, cada uma com peso mole
cular de aproximadamente 16.000, formada por uma cadeia  poli
peptidica (a globina) associada a um grupo prostético denomina
do heme. O grupo heme € um anel protoporfirinico no centro do
qual esta um atomo de ferro ao qual oxigénio e outros ligantes
ligam-se reversivelmente. Duas dessas subunidades sao denomina
das cadeias alfa( o), cada uma constituida de 141 residuos de

aminoacidos; as outras duas sao denominadas cadeias beta( R) ,

contendo cada uma 146 residuos de aminoacidos.

II.1. ESTRUTURA DA HEMOGLOBINA

I1.1.1. Estrutura primaria

Como todas as proteinas, o esqueleto da molécula de

hemoglobina ¢ formado por uma seqliéncia de aminodcidos determi

nada geneticamente. No caso da hemoglobina humana adulta (Hb A)



esta seqllencia foi determinada por BRAUNITZER et al. (BRAUNIT
ZER et al. 1961, 1964) e KONIGSBERG et al., (KONIGSBERG et al.
1961, 1962, 1963).

II.1.2. Estrutura secundaria

Aproximadamente dois tergos de cada cadeia estao dis
postos em estruturas chamadas a« -hélice. Existem 7 ou 8 dessas
nas cadeias o« e g Trespectivamente, designadas de A a H e
elas contém de 7 a 20 residuos de amincdacidos. Existem 3,0 re
siduos de aminodcido por turno de hélice e as dobras sdo esta
bilizadas por pontes de hidrogénio. O um terco restante dos re

siduos & distribuido em regides nido helicoidais e dobras da ca

deia (WINSLOW e ANDERSON, 1978).
I1.1.3. Estrutura terciaria

Embora existam diferencas na seqliencia de aminoaci
dos das cadeias o e B da hemoglobina, as cadeias polipepti
dicas se organizam ao redor do grupo heme dando uma estrutura
terciaria semelhante. (BALDWIN, 1975) A presenga do heme € uma
forgca estabilizadora da cadeia polipeptidica. O grupo heme es
ta situado em uma cavidade hidrofdbica formada pela cadeia po
lipeptidica. E mantido nesta cavidade por um grande numero de
interagdes entre o anel pirrdlico e os aminodcidos da mesma .
Em adicdo ele & ligado covalentemente a histidina F8 chamada
histidina proximal. A histidina distal E7 ndo & ligada covalen
temente ao grupo heme, mas a sua presenga na cavidade onde o
heme se localiza €& importante para a manutengao das relagoes

espaciais. (WINSLOW e ANDERSON, 1978).



Mas, o que determina o arranjo tridimensional da ca
deia polipeptidica? A caracteristica mais notdvel em todas as
cadeias da globina € a exclusdo quase completa dos residuos po
lares do interior da molécula (PERUTZ et al., 1965) sugerindo
que o padrao de invariancia das cadeias laterais nao-polares ,
junto com a parte nao-polar do anel porfirinico, deve ser deci
sivo na determinacgao da conformagao da cadeia de globina. As
razoes para a localizagdo no interior da molécula das cadeias
laterais ndo polares sao similares aquelas que explicam a inso
lubilidade de hidrocarbonetos em agua. A presenga de hidrocar
bonetos ordena as moleéculas de agua na sua vizinhanga imediata,
resultando na redugao da entropia do sistema. Entao a  exposi
cao de uma larga e rigida cadeia ndo-polar leva a estrutura da
proteina a uma situagao de instabilidade por redugdo da entro
pia na agua ao redor. Contrariamente, impedindo o contato das
cadeias laterais nao-polares com a agua ha um ganho de  entro
pia pela estrutura nativa e dobrada da ﬁroteina e pela agua ao
redor em relacdo a sua forma desnaturada e nao-dobrada (PERUTZ,
1965, 1969).

Un diagrama esquemdtico das estruturas secundaria e
terciaria caracteristicas da hemoglobina & mos$trado na  figu

ra 1.
II1.1.4. Estrutura Quaternéaria

A estrutura tridimensional tem sido estudada por mé
todos de cristalografia de raios x. (PERUTZ et al., 1960,1964 |
1968; CULLIS et al., 1962, MUIRHEAD e GREER, 1970; BOLTON e PE
RUTZ, 1970). Estes estudos revelam que as quatro subunidades

estdao arranjadas tetraedricamente e a estrutura € tal que oS



Fig. 1 - Estruturas secundaria e tercidria caracteristicas da
hemoglobina, mostrando os carbonos & e a coordenagao

do grupo heme (PERUTZ 1976),



quatro grupos heme, os sitios de ligagdo para 02 e outros ligan
tes estdao distantes entre si: a distancia entre dois atomos de
ferro varia de 25 a 37 g (PERUTZ, 1970) e cada um deles se si
tua em uma cavidade nao-polar na superficie da molécula (BALDWIN,
1975). O arranjo das quatro subunidades na hemoglobina tetrame
rica € diferente na deoxi-hemoglobina (hemoglobina ndo-ligada }
e na hemoglobina ligada (MUIRHEAD e PERUTZ, 1963), confirmando
a observagac de HAUROWITZ que cristais de deoxihemoglobina se
dissolvem ao serem expostos ao ar € que cristais de oxihemoglo
bina com uma morfologia diferente precipitam na solugio (HAURO
WITZ, 1938).

A molécula tem um eixo de simetria, cada metade con
tendo uma cadeia o e uma cadeia B que sdo mantidas juntas por
um grande nimero de interacdes atdmicas. As dreas de contato en
tre as cadeias semelhantes ( a ¢ a ; 8 ¢ B ) sdo polares, en
quanto que entre as cadeias diferentes (¢ e 8 ), sao hidrofo
bicos. Existem 4 areas de contato entre as subunidades diferen
tes: alBl, @,B85, aBys ayBy . Os contatos das regioes alBZ
e ayB; sdo chamados contatos de deslizamento, pois permitem
movimento durante a oxigenagdc e deoxigenacgao. Ja os contatos
a By e 0282 sao chamados contatos de empacotamento pois re
presentam o empacotamento das subunidades que nao muda quando
ha mudanga no estado de ligacdo do heme.

A molécula & globular com uma cavidade central. Esta
cavidade & preenchida com agua e permite a entrada de moléculas
carregadas. A maioria dos aminoacidos das cadeias laterais com
carga estdo dirigidos para fora da molécula permitindo relacgdes
eletrostaticas com solventes e também a solubilidade dos eritrd

citos (WINSLOW e ANDERSON, 1978).

Um esquema da estrutura quaternaria € apresentadc na



Fig. 2 - Diagrama esquemdtico da estrutura quaterndria da deo
xihemoglobina, Cadeia ag: contorno solido forte;
a,: contorno so0lido leve; Bl: contorno hachurado fra
co; BZ: contorno hachurado forte. As hélices sao
indicadas por letras mailsculas. (FERMI, 1975).
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figura 2.
II.2. ESTRUTURA DO GRUPQ HEME

A capacidade da hemoglobina se ligar ao 0, e a outros
ligantes € devida 4 presenca do grupo prostético HEME. 0 grupo
prostético, ligado covalentemente i proteina envolve um  atomo
de ferro coordenado ao anel tetrapirrolico - a protoporfirina
IX (figura 3). Os nitrogénios pirrdlicos constituem os quatro
ligantes do atomo de ferro nas posigdes equatoriais (CAREY ,
198Z). Na hemoglobina a 58 posigdo de coordenagio € ocupada pe
lo nitrogeénio imidazdico da histidina proximal F8. A sexta posi
¢ao de coordenacdo pode ser ocupada por Oz (na oxihemoglobina);
H,0, CO, CN ou estar vazia (na deoxihemoglobina). Deste modo ,
0 Ferro forma um complexo de coordenagdc com simetria octaédri
ca.

0 Ferro pode ter dois estados de oxidagl@o: estado fer
roso (Fe+2) e férrico (Fe+3). Cabe dizer aqui que a "raison
d'etre” da hemoglobina € o transporte de O, dos pulmdes para os
tecidos e isto requer que o O; se ligue reversivelmente & hemo

. Mas, no heme livre, em presenga de 0 o atomo de

globina—Pe+
Ferro no estado ferrosoc & oxidado ao estado férrico, enquanto
que na hemoglobina, o atomo de Ferro se combina reversivelmente
com o Op e perm;ﬁece no estado ferroso nas formas oxigenada e
deoxigenada. Esta combinagdo reversivel com oxigénio € possivel
na hemoglobina pelas dobras das cadeias polipeptidicas ao redor
do heme proporcionando-lhe um meio hidrofobico (BALDWIN, 1975).
As dobras das cadeias polipeptidicas na hemoglobina aparecen co

mo sendo um padrdao fundamental da natureza projetado para man

ter o grupo heme num meio hidrofobico e entdo o atomo de Ferro
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Fig. 3 - Estrutura do grupo heme, mostrando as histidinas pro
ximal F8 e distal E7; a esfera hachurada representa
a posigao do 6% ligante (PERUSSI, 1983}.
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pode combinar-se reversivelmente com oxigénio molecular (PE
RUTZ, 1969). Por outro lado, a oxidagao irreversivel do heme,
quando estd isolado, se processa por um complexo intermedia
rio em que uma molécula de oxigénioc forma uma ponte entre os
dois atomos de Ferro de dois hemes. Na hemoglobina as dobras
das cadeias polipeptidicas impedem a formacao de tais pontes
pelo isolamento de cada heme em lugares separados. Além do
mais, na proteina, o Ferro esta ligado ao nitrogénio imidazdi
co da histidina F8, o qual doa carga negativa possibilitando
ao Ferrc formar uma ligagao fraca com 0, (PERUTZ, 1978). Des
ta maneira, o O2 pode ligar-se reversivelmente ao Ferro sem

2 3

mudar o estado de oxidacgao de re” para Fe’~,

11.3. COORDENACAQ DO FERRO

Un atomo de Ferro neutro tem 26 elétrons e pode apre

. ~ .. +
sentar 2 estados de oxidagao: estado ferrico (Fe 3

} ou ferro
+2 . - : 5 6 .
so (Fe "), sendo a configuragao orbital 3d~ e 3d respectiva
mente. Existem cinco orbitais 3d, e em um meio ndo  perturba
do, isto €, no atomo de Ferro livre, eles tém a mesma energia
e sao, portanto, degenerados. A distribuicido dos elétrons nos

orbitais € determinada principalmente pela energia de repul

sao dos eletrons dos orbitais sera:

+3
Fe + + + 4 +
Fet? +y 0 4 4 4
No caso da hemoglobina e de outros <COmMpostos no

contexto bioldgico, o atomo de Ferro estd envolvido por ligan

tes e estes removem a degenerescencia dos orbitais 3d. O mode
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lo mais simples que descreve este efeito € o seguinte: cada 1i
gante pode ser representado por uma carga puntiforme negativa.
0 conjunto de cargas puntiforme originam um campo de poten
cial - o campo ligante -. Tem-se, que os elétrons d estdo su
jeitos a duas perturbagoes: o efeito da repulsao eletronica e
o efeito do campo ligante (MURRELL, et al., 1978). O efeito do
campo ligante com simetria octaédrica do tipo encontrado em he
mes no conjunto dos orbitais d & dividi-los em dois grupos
discretos de 3 orbitais com menor energia e 2 orbitais com
maior energia, separados pela energia do campo ligante, conven

cionalmente simbolizada por &. Ver figura abaixo:

A ocupagio dos orbitais 3d pelos elétrons . depende
das magnitudes relativas da energia de separagao do campo 1i
gante {4) e da energia de repulsao eletronica (Er). Quando a é
relativamente menor que Er, todos os cincos orbitais 3d serao

preenchidos, dando origem ao Ferro alto-spin.

Fe alto-spin + +
(A < Er) i i
+ +
+ 4
4 + o4
Fe+3 Fe+2

No caso de Fe'> alto spin, o spin total § = 5/2 e pa
Ta Pe+2 alto spin, S = 2.

Quando a magnitude deA ésignificativamente maior que
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a Er, os elétrons 3d ocupardo os 3 orbitais de menor energia

originando Ferro baixo-spin.

Fe baixo-spin

(o > Er)
" | -
+ ¥ + ¢
+ 4 + ¢
re*? Fet 2

De modo andlogo para Fé+3baix0-spin S =1/2 e para
Fe+2 baixo-spin § = 0.

Os orbitais de maior energia estao vazios no Ferro
baixo-spin e entao o Ferro baixo-spin tem um raio atomico me
nor que Ferro alto-spin. Esta mudanga no tamanho do raio com mu
danga no estado de spin desempenha um papel importante na geo
metria ferro-macrociclo -tetra pirrSIico. A cavidade central
do macrociclo tem um diametro de 2,02 R; entao Fe+3 ou Fe+2

0 -
baixo-spin com aproximadamente 1,91 A de diametro pode acomo

dar-se dentro da cavidade e ficar no plano do macrociclo. Em

contraste, ‘Fe alto-spin com umrdiﬁmetro aproximadamente de
g . . . + +

2,06 A situa-se acima da cavidade central. Fe 3 e Fe 2 alto-

0 0
spin situam-se 0,3 A e 0,75 A acima do plano macrociclo respec
tivamente. (CAREY, 1982; BALDWIN, 1975).
Como ja dissemos, a hemoglobina desempenha seu papel

.- - . - +2
fisiologico com o atomo de Ferro no estado ferroso (Fe

}. Me
didas de susceptibilidade magnética (PAULING e CORYELL, 1936 )

demonstraram que a deoxihemoglobina ou hemoglobina nao 1ligada

tem alto-spin (S 2) e que a oxi-hemoglobina tem baixo- spin
(8§ = 2). Durante a oxigenacao e deoxigenagao ocorrem mudangas

no estado de spin do Ferro e isto faz com que ele se mova para
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dentro e para fora do plano do anel tetra pirrdlico. Este movi
mento € transladado para a histidina F8, que se apresenta liga
da ao Ferro, e & acompanhado por mudangas conformacionais na es
trutura tercidria e quaterndria da molécula, mudangas estas im

portantes para a cooperatividade.

II.4 COOPERATIVIDADE E ALOSTERIA

A hemoglobina reage reversivelmente com oxigénio nos
quatro grupos heme. Ela capta oxigénio nos pulmoes, onde a ten
sdo (pOz) €& alta e o libera nos tecidos onde a tensdo é baixa.
Nos misculos o oxigénio se liga a mioglobina: uma proteina res
piratoria com apenas uma subunidade contendo um grupo heme. A
mioglobina e a cadeia 8 da hemoglobina tem estrutura terciaria
semelhantes.

Ao fazermos um grafico da fragdo de hemoglobina oxige
nada (Y) ou seja, a fracdo de grupos heme com oxigénio ligado
como fungao da pressao parcial de 0, (p0,) obtemos a curva de
equilibrio da hemoglobina com oxigénio (figura 4a). 0 grafico
obtido tem a forma sigmoidal. A vantagem fisiologica da curva
de equilibrio da hemoglobina ter a forma sigmdide € percebida
quando comparada com a curva correspondente para a mioglobina
(figura 4b), que tem uma forma hiperbolica.

A forma hiperbdlica da curva da mioglobina & aquela
esperada para a combinagdo de uma molécula de mioglobina com
uma molécula de oxigénio. A mesma forma de curva seria esperada
para a hemoglobina se os quatro estdgios da oxigenacio ocorres
sem independentemente. Mas, a forma sigmdide para a curva de he
moglobina mostra que a ligagdo do oxigénio a um grupc heme faci

lita a ligagao do oxigénio nos outros grupamentos heme. Em ou
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1 - |

0’0 [ L L
0 20 40 60 80 100
PRESSAQ VENOSA PRESSAO ARTERIAL

Fig. 4 - Curvas de equilibrio com oxigenio da hemoglobina e
mioglobina. Y & a fragdo de grupos heme com oxige-
nio ligado e p0, e a pressdo parcial de oxigenio .
(a) Hemoglobina, (b) mioglobina (BALDWIN, 1975).
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tros termos, a unido do oxigénio a hemoglobina & cooperativa.
Este fenomeno de interagdo cooperativa na ligacdo do

oxigenio € conhecido como interacdo heme-heme. Este fendmeno nio

pode ser devido a interagdo direta entre os sitios de ligacdo ,
pols os grupamentos heme estdo distantes na estrutura da hemo
globina. A interagao origina-se indiretamente de mudangas con
formacionais induzidas pela ligacdo com oxigénio que estao asso
ciadas com mudangas na estrutura quaternidria entre oxi- e deoxi
hemoglobina (BALDWIN, 1875). Ve-se portanto, que a fungao da
globina vai além de propiciar ao heme um ambiente hidrofébico
que torna possivel a ligacdo reversivel ion ferroso-oxigénio
ela capacita os quatro dtomos de ferro, dentro de cada molécu
la, a interagir de maneira fisiologicamente vantajosa. A combi
nagao de 3 atomos de ferro com oxigénio acelera a combinacido de
oxigenio com o quarto e, de modo andlogo, a liberagdo de oxigé
nio por 3 atomos de ferro faz com que o quartc liberte-se de
seu oxigénio mais depressa. Isso tende a fazer com que cada no
léecula de hemoglobina transporte quatro moléculas de oxigénio
ou nenhuma, assegurando um transporte de O2 eficiente (PERUTZ,
1964).

0 equilibrio da hemoglobina com oxigeénio & afetado

pela presenca de determinados lons e moléculas: ions hidroge

nio, COZ’ sais.

IT.4.1. Ions Hidrogeénio

Os ions hidrogénio se ligam tanto @ oxi- quanto a deo
xihemoglobina. Mas, em pH fisioldgico, a deoxihemoglobina tem
uma maior afinidade por estes Ions do que a oxihemoglobina. Os

protons se ligam a molé€cula quando a oxihemoglobina perde oxigé
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nio e sao liberados quando a deoxi-hemoglobina liga-se ao oxige
nio. 0 efeitoc disso € o equilibrio entre oxigénio e hemoglobina
depende da concentragao de Ions hidrogénio em solugdo, o pH. Em
condigOes fisioldgicas, uma queda do pH, reduz a afinidade pelo
oxigénio € um aumento no pH, aumenta a afinidade pelo oxigeénio.
Mas, a interacao cooperativa € fracamente alterada pela varia
¢3o do pH, isto €, a forma sigmdide da curva de equilibrio se
mantém pouco inalterada. (BALDWIN, 1975). Esta interagdo entre
a ligagao com o oxigénio e os protons, isto &€, o efeito do  pH
do meio sobre a afinidade da hemcglobina pelo oxigénio € chama

do de Efeito Bohr. Isto significa que a ligacdo do oxigénio nos

sitios especificos (heme) & afetada pela ligacdo de prdétons em
outros sitios na cadeia de aminoacidos. (LIMA, 1979).

O Efeito Bohr € a chave para o transporte do didxido

de carbono. A maior parte do didxide de carbono expelido pelos
tecidos € levado aos pulmdes dissolvido no sangue como acido

carbonico, que se dissocia com a formagao de protons:

+ -
CO2 + HZO ‘:"—9 H + HCO3

Nos tecidos a concentragao de oxigénio dissclvido e
baixa e a de dioxido de carbono é alta. Ocorre uma queda no pH:
o aumento de protons acompanhado do didxido de carbono dissolvi
do; ha entao uma diminuigio da afinidade da hemoglobina pelo
oxigenio. Como a 6xihemoglobina libera oxigenio, sua afinidade
por protons aumenta, removendo-os da solugido e permitindo que
mais dioxido de carbono se dissolva no sangue. Nos pulmdes onde
a concentracao de oxigénio € alta e a de didxido de carbono €
baixa, o processo € invertido, como o oxigénio se liga & hemo

globina, os protons sao eliminados, tirando assim o didxide de
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carbono da solug¢do que & entdo expelido.

I1.4.2. Didxido de Carbono

0 didxido de carbono se liga diretamente &  moldécula
em sitios especificos na cadeia proteica. Pode se ligar tanto
a oxi- quanto a deoxi-hemoglobina, mas a deoxi-hemoglobina tem
una afinidade maior por este composto. De modo analogo & liga
¢do de protons, o dioxido de carbono se liga @ deoxi-~hemoglobi
na nos tecidos e € liberado quando a deoxi-hemoglobina se torna
oxigenada nos pulmoes. Analogamente, a afinidade pelo oxigénio
€ diminuida pela presenca de diéxido de carbono. Esta interacao
direta entre hemoglobina e dioxido de carbono € responsiavel por

10% do transporte de dioxido de carbono.

IT.4.3. O Efeito de Sais

Deoxihemoglobina tem uma maior afinidade por determi
nados sais do que oxihemoglobina. A afinidade pelo oxigeénio g
diminuida pelo aumento na concentracaoc de sais. O equilibrio
com oxigénio € particularmente afetado por fosfatos  organicos
como 2,3-disfosfoglicerato, que estd presente nos eritrocitos

de mamiferos e inositol hexafosfato. (BALDWIN, 1975).
I1.4.4. A Hemoglobina como Proteina Alostérica
A interagao heme-heme, e as interagdes entre oxigénio

e 0s quatro ligantes acima citados sdao conhecidos como Efeitos

Cooperativos da hemoglobina. (PERUTZ, 1978).

A ligacao do oxigénio a um grupo heme & afetada pela
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presenga de outros ligantes em outros sitios de molécula. Em ou
tras palavras, existe uma interagao entre sitios espacialmente

distintos, e estas interag¢Ges sdo chamadas interacdes alostéri-

cas (do grego, allos = outro, stereo = sdlido) (STRYER, 1979) .
Podemos ter duas classes de interagdes alostéricas (WYMAN ,1963) :

interacoes homotrdpicas: se os sitios s3o da mesma natureza e

ligam o mesmo tipo de ligante e interacdes heterotrépicas se os

sitios ligam diferentes tipos de ligantes. A molécula de hemo
globina apresenta os dois tipos de interacio - as interagoes ho
motropicas representadas pelas interagGes heme-heme e as intera
goes heterotropicas pelo efeito Bohr e fosfatos orgdnicos.

A interagao heme-heme, que se traduz no tragado sig
moide da curva de equilibrio da hemoglobina com oxigénio; a elu
cidagao da estrutura da hemoglobina, mostrando que a molécula
apresenta estruturas quaternarias diferentes para oxi e deoxi-
hemoglobina e que os sitios de ligagdo com oxigénio (grupos he
me) estao distantes na molécula levaram Monod et alii em 1965 a
propor um nodelo para explicar a reagdo da molécula com o ligan
te. Este modelo foi chamado de Modelo Alostérico-

As subunidades da molécula de hemoglobina podem se as
sociar originando duas estruturas quaternarias diferentes que
se mantém em equilibrio durante todos os estdgios de ligacdo.
Estas estruturas diferem na maneira de como uma subunidade se
liga 3 outra e isto altera a conformagiao das subunidades tal
que uma estrutura quaternaria tem maior afinidade pelo ligante
do que a outra.

Estas duas formas de estrutura quaternaria sdo chama
das de forma T (tensa) e forma R (relaxada). A forma T, a estru
tura de baixa afinidade pelo ligante, € a mais estdavel na ausén

cia do ligante. A forma R, a estrutura de alta afinidade pelo
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ligante € a mais estdvel para as moléculas ligadas (na presencga
do ligante). A uniao do ligante com a proteina desvia o equili
brio em diregdo a estrutura R, resultando em um aumento da afi
nidade pelc ligante a medida que a ligacao acontece. Em ambas
as estruturas a afinidade pelo oxigenio de todas as subunidades
em uma molécula se mantém igual.

Una propriedade do Modelo Alostérico ¢ que a existén
cia dessas duas estruturas e o deslocamento do equilibrio entre
elas na presenga do ligante & que favorecem a cooperatividade
(interacao heme-heme). O mdximo de cooperatividade é atingido
quando a maioria das moléculas na estrutura T € convertida a
maioria das moleculas na estrutura R, na presenca do ligante
(RUBIN e CHANGEUX, 1966).

O modelo alostérico proposto por Monod et alii expli
ca 0 tragado sigmoide da curva de equilibrio da hemoglobina com
oxigénio e também explica a auséncia de cooperatividade quando
nao ocorre mudanga na estrutura quaternaria. A necessidade de
mudanga na estrutura quaternaria para a cooperatividade foi de
monstrada por PERUTZ em 1970. Mas, recentemente, foi demonstra
do que a presenca de dois tipos diferentes de estrutura quater
naria nio € um prerequisito absoluto para a cooperatividade na
hemoglobina (ANTONINI, 1984).

Un simples esquema das formas R e T para a hemoglo
bina € mostrado na figura §S.

As bases moleculares e estruturas do modelo alostéri
co para a hemoglobina foram estabelecidas por PERUTZ em 1970.

A forma T €, caracterizada pela baixa afinidade pelo
ligante e isto pode ser devida 4 posigio do atomo de ferro no

grupo heme. Como ja foi dito anteriormente, o atomo de ferro na
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GRUPO HEME
OXIGENIO

Subunidade
de Hemoglobina

ESTRUTURA T ESTRUTURA R

Fig. 5 - Diagrama esquematico das estruturas T e R da hemoglo
bina (PERUTZ, 1978). '
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deoxi-hemoglobina € alto - spin e se situa fora do plano do
anel tetrapirrGlico. A baixa afinidade também é devida ao redu
zido tamanho da cavidade que aloja o grupo heme, o que dificul
ta a entrada do ligante. A passagem da forma T para R se da
quando a molécula recebe o ligante. A presenca do ligante faz
com que o ferro se mova para dentro do plano do anel, em outros
termos, faz com que o ferro passe de um estado de alto-spin pa
ra baixo-spin. O movimento do ferro, provoca uma atragao na his
tidina proximal, ao qual ele esti coordenado, produzindo um mo
vimento na subunidade. Com isso ocorre uma alteracao na estrutu
ra terciiria e uma modificagdo nos contatos entre as cadeias in
duzindo uma muna estrutura quaterndria. Hi@ entao uma diminuigio
na rigidez da molecula, ela passa da forma T para a forma R. Do
ponto de vista geométrico, a transicdo entre as duas estruturas
€ um movimento de rotacdao do dimero a8, relativo ao dimero
aiBq . (BALDWIN, 1980; BALDWIN e CHOTHIA, 1979). Ver figu

ra 6.

IT.5. A HEMOGLOBINA S

A estrutura primaria de todas as proteinas, entre
elas a hemoglobina, € determinada geneticamente sendo a infor
magdo transmitida de geragao a geragao. Mas, os genes podem so
frer mutagoes e como conseqllencia podemos ter pequenas altera
goes (substituigoes de amino-acidos) na estrutura primaria que
se refletird nas estruturas secundaria, tercidria e quaterniria
e, conseqlientemente problemas relacionados com a funcao da pro
teina no organismo como um todo podem surgir.Muitas vezes, a al

teragao € de tal importdncia que uma doenga pode se manifestar.



Fig. 6 - Diagrama esquemidtico da mudanga na estrutura quater-
naria. Essencialmente o dimero o,8, faz uma rotagao
de 15° relativa ao dimero a,B,, em torno do eixo P
que intersecta o eixo Y no ponto mostrado. Em adigao
a rotagac o dimero ®,B, se move em diregao ao papel

cerca de 0.8 %. (BALDWIN e CHOTHIA, 1979)
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Estas sao as chamadas ''patologias ou doengas moleculares': uma
-~ - + .
alteragac a nivel molecular se manifesta no organismo como
uma doenga.
Dentre as patologias moleculares relacionadas com a

hemoglobina, as hemoglobinopatias, a mais dramatica de todas

€ a "anemia da célula falciforme" (sickle cell anemia) em
que os individuos apresentam nio s0 a molécula de Hb A (nor
mal) mas também a hemoglobina S (do inglés Sickle) no caso

dos heterozigotos e somente a hemoglobina S no caso dos homo

zigotos, sendo que neste Gltimo as conseqiiéncias podem ser fa

tais.

A patologia, que mais tarde foi chamada de anemia
da célula falciforme, tem afetado africanos por séculos. As
referéncias mais antigas datam de 1670.No comeco do século

um cardiologista de Chicago, James Herrick, publicou a primei
ra nota de "um grande numero de células finas e alongadas na
forma de foice ou crescente' no esfregago de sangue de um es
tudante das Antilhas, notou que este problema podia estar relacio
nado com os corpusculos do sangue (HERRICK, 1910). Muitos ou
tros pesquisadores observaram que a doenga era transmitida de
geragac a geracdo; que o fato de as hemdcias assumirem a for
ma de foice ou crescente estava relacionada com a presenca ou
auséncia de oxigenio, com a temperatura alta e baixo pH (WINS
LOW- ¢ ANDERSON, 1978). Mas, foi em 1949 que ©Pauling mostrou
que a hemoglobina de individuos afetados com a anemia da célu
la falciforme era eletroforeticamente alterada, e que as hemé
cias dos individuos com a anemia continham ambas, a hemoglobi
na normal e a alterada (PAULING, et al, 1949). Em 1959, In

gram localizou a diferenga eletroforética e concluiu que " o

amino-acido valina substituia o amino-dcido 4cido glutamico
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na posigao 6 da cadeia B desta hemoglobina" (notagao
A 6 glu -+ val

Esta substituigao produz diferencas significativas en
tre a ib A e a Hb S levando a uma seérie de conseqlléncias clini
cas nos portadores de tal hemoglobina. Ao ser deoxigenada a
Hb S se polimeriza formando fibras, estruturas longas e tubula
res (NOGUCHI e SCHECHTER, 1981) que levam i distorgdo das célu
las (hemacias). Porque esta substituicido leva 3 formacdo de fi
bras ainda € objeto de estudos (FUNG et al, 1975 )
mas, como esta posigao esta na superficie da molécula e & aces
sivel para contatos intermoleculares, as mudangas associadas
com a transigao R + T podem permitir interacdes especificas
entre moléculas e levar a formacao de fibras.

Podemos resumir o quadro da anemia falciforme como
segue:

- nos capilares (tecidos) a hemoglobina S passa da forma
0xi- para deoxi- com conseqllente liberacao do 02.

- polimerizagdo da Hb S e formagdo de fibras.

- a hemacia assume a forma de foice ou crescente, as vezes
de modo reversivel, outras nao.

- as celulas falciformes sido retiradas da circulagio pelo
bago e figado e isto a longo prazo causa anenia.

- as células falciformes sdo mais frigeis que as hemacias
normals e se rompem mais facilmente podendo obstruir capilares
levando a isquemias e infartos e conseqllente necrose de teci
dos e Orgdos e também processos inflamatdrios nas articulacgdes.

O gene S - assim chamado o gene mutante que codifica
a hemoglobina S - ocorre entre africanos e negros de outros pa
ises para onde os africanos foram exportados durante a escravi

dac. Em alguns pontos da Africa até 45% da populacdo possue o
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gene S e, entre os negros americanos cerca de 8% o possuem
(WINSLOW e ANDERSON, 1978).

Quante a hemoglobina 5, ainda podemos dizer que a
curva de equilibrio de oxigénio em pHE 7,14 & idéntica 3 curva

da hemoglobina A. (ANTONINI e BRUNORI, 1971),.

II.6. A HEMOGLOBINA DE RANA CATESBEIANA

Estudos de hemoglobinas humanas tém nos dado a se
qiencia de amino-acidos das varias cadeias polipeptidicas, a
estrutura tridimensional dos derivados oxigenado e deoxigenado
¢, ainda um esquema genético para a evolugdo das moldculas pro
teicas. Temos dados suficientes para formular modelos especifi
CO0S que explicam a interagdo cooperativa das subunidades, a re
gulagao da fungdo pelos efeitos alostéricos e o controle ge
nético da sintese em estados normais e patoldgicos. Os varian
tes da hemoglobina no homem tem ajudado a definir as proprieda
des funcionais da hemoglobina humana bem como nos di um siste
ma modelo para o estudo de desordens genéticas. Talvez um co
nhecimento profundo de uma molécula de hemoglobina seja sufici
ente para deduzir suas propriedades significantes. Talvez, mas
nem sempre. Dentre as moléculas conhecidas, a hemoglobina & a
que malis variagOes apresenta. E‘adaptada para suprir as neces
sidades de muitas espécies e a variacio na estrutura (de espé
cie para espécie) fascina muitos pesquisadores. Algumas destas
variantes tem propriedades parecidas com a hemoglobina humana
e ainda ilustram facetas da fungido da hemoglobina que sao obs
curas na hemoglobina humana. Com certeza um vasto conhecimen

to sobre outras hemoglobinas nos dara a perspectiva que busca

mos. Ainda, um estudo comparado entre diferentes hemoglobinas
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pode nos dar uma visao mais ampla desta molécula e de outras
moléculas.

Ao longo dos anos as hemoglobinas de anfibios tém-
se mostrado objeto de estudos para muitos pesquisadores (SULLI
VAN, 1974). Hemoglobinas de anfibios sdo, por sua vez,interes

santes: elas ilustram a plasticidade das arquiteturas molecu

lares em resposta a pressOes adaptativas. Os anfibios repre
sentam um estdagio na transigdao da vida aquatica para a vida
terrestre. Algumas propriedades de suas hemoglobinas podem

ilustrar esta transicdo ajudando no estudo da taxonomia e fi

logenia dos anfibios bem como langando perspectivas para o en

tendimento de passos evolutivos para muitas outras espécies.
Mas, dada a extensdo e complexidade do assunto, nes

te trabalho, faremos um breve resumo da hemoglobina da Rana

catesbeiana, tentando lancar possiveis comparagdes desta com

a hemoglobina humana.

IT.6.1. Componentes da Hemoglobina

A hemoglobina ocorre nos eritrocitos anucleados na
maioria das espécies de mamiferos e ocorre em eritrdcitos nu
cleados nos outros vertebrados. Todos os anfibios possuem eri
trocitos nucleados. Eritrdcitos anucleados consomem menos oxi
genio que o0s nucleados e sdo, por esta razao, carreadores de
oxigenio mais eficientes, mas eles precisam ser repostos com
mais freqliéncia, isto €, sua vida (til & menor do que os eri
trocitos nucleados.

Como ja dissemos no inicio deste capitulo, a hemo
globina de mamiferos € um tetramero composto por 2 subunida

des @ e 2 subunidades B . Esta & chamada "a componente ma
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joritaria' da hemoglobina. Hemolisados humanos podem conter
uma outra componente - "a componente minctaria" - também  um
tetramero composto por 2 subunidades a e 2 subunidades @&

A cadeia d ¢& muito similar a cadeia 8 na seqléncia de

amino-acidos diferindo apenas em dez posigoes. (ANTONINI e BRU

NORI, 1971}.

Em outras espécies de vertebrados, anfibios por
exemplo, os hemolisados apresentam componentes multiplos da
hemoglobina e estas sao encontradas em todos os individuos
normais.

Qutra informagdo importante que gostariamos de enfa
tizar € que a hemoglobina da fase adulta do individuo e dife
rente da hemoglobina da fase larval ou fetal. No caso da espé
cie humana, a hemoglobina fetal apresenta uma componente majo
ritaria que € um tetramero com peso molecular de 64.500 e con
tém 2 cadeias @ e 2 cadeias Yy . A cadeia Y , como as ca
deias B e $ , contém 146 residuos de amino-acidos.

Componentes multiplos da hemoglobina aparecem nos
hemolisados tanto da fase adulta como da fase larval (girino)

da '"ra touro' Rana catesbeiana. (AGGARWAL e RIGGS, 1969). A

transigao das hemoglobinas da fase larval para as da fase adul
ta faz parte de todo um processo de desenvolvimento conhecido
como metamorfose e um estudo mais detalhado sobre esta transi
¢ao pode ser encontrado nos trabalhos de Maniatis e Imngram (MA
NIATIS e INGRAM, 1971) e as referéncias contidas nestes traba
lhos.

As hemoglobinas do girino e do adulto da Rana cates
beiana apresentam propriedades fisioldgicas diferentes (RIGGS,
1951; HAMADA et al, 1964; TRADER e FRIEDEN, 1966). As hemoglo

binas do girino sao caracterizadas por uma alta afinidade por
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oxigenio e ausencia de Efeito Bohr. As hemoglobinas do adulto
apresentam baixa afinidade por oxigenio e um grande Efeito
Bohr.

Ja foram isoladas e caracterizadas estrutural e fun
cionalmente 4 componentes majoritarias da hemoglobina do giri
no (WATT e RIGGS, 1975). Estas componentes, chamadas I, II
III e IV; se dividem em 2 classes funcionais: componentes I
e II apresentam maior afinidade por 0, do que as componentes
IIT e IV. As componentes I e Il sao predominantes em girinos
"jovens" e sao substituidas pelas componentes III e IV em gi
rinos "mais velhos'". O trabalho de Watt e Riggs ainda eviden
cia que as 4 cadeias B sao idénticas (Unicas) e que pelo me
nos 3 das cadeias @ sao Gnicas. Possivelmente IJ-a e [II-a
sao identicas. Em adigdo, evidéncias eletroforéticas sugerem
a presenca de mais 3 cadeias adicionais.

A seqiiencia de aminoacidos da cadeia o« da compo
nente III ja foi determinada (MARUYAMA et al, 1980) bem como
a da cadeia 8 (WATT et al, 1980). A cadeia o € composta
por 141 residuos de aminoacidos dos quais 80 (57%) sdo idénti
cos aos que correspondem as mesmas posigdoes na cadeia a huma
na. Quase a mesma extensao de similaridade existe em compara

¢do com a seqtlencia da cadeia o da "ra touro' adulto. A ca

deia B € constituida por 146 residuos de aminodcidos e des
tes 55% (8l) sdo identicos em comparacao com a cadeia B hu
mana e ainda que 50% dos residuos sdo idénticos a cadeia B
do adulto.

Quanto as componentes da hemoglobina do adulto, cha
madas A, B, C, D podemos dizer que a componente A & normalmen
te 0,5 a 0,7% do total, a componente B varia de um minimo de

59 ao maximo de 35% e a componente C varia de 65% a quase 100%
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(AGGARWAL e RIGGS, 1969).

A seqliencia dos primeiros 112 residuos de  aminoaci
dos da cadeia B da componente C foi determinada em 1974 (BAL
DWIN e RIGGS, 1974) e a seqléncia completa (140 residuos) foi
estabelecida em 1986 (TAM, GRAY e RIGGS, 1986). Um alinhamento
desta seqllencia com a cadeia B humana mostra que os 6 primei
ros residucos do segmento NH, - terminal da cadeia humana sdo
ausentes na cadeia 8 da rda. Dentre os restantes, 54% sdo idén
ticos.

A cadeia o da componente C tambem ja foi parcialmen
te sequenciada (BALDWIN, 1971).

Cabe enfatizar aqui que, muitas dificuldades experi
mentais para se determinar a seqlléncia de aminodcidos das ca

deias a e B das componentes da hemoglobina de Rana catesbeia

na tém surgido pois as hemoglobinas se polimerizam (principal
mente a componente C) (BALDWIN e RIGGS, 1974) e ainda parecem
existir diferencgas entre populagoes de girino de diferentes

regioes {SULLIVAN, 1974).
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CAPITULO ITI

ELEMENTOS DE ESPECTROSCOPIA MOLECULAR E SUAS APLICACOES A HEMO
GLOBINA

IIT.1. ESPECTROSCOPIA MOLECULAR

Sabemos pelas regras da Mecanica Quantica, que a ener
gia de uma molécula € quantizada, isto €, uma molécula pode ter
apenas certos valores discretos de energia. Uma molécula  pode
mudar de energia pela emissdo ou absorgao de uma onda eletromag
nética, ou por colisdo. Nos casos da emissdo ou da absorgao es
sa mudanga ocorre segundo certas regras de selegao. Uma onda
eletromagnética absorvida ou emitida por uma molécula tem uma
energia exatamente igual a diferenc¢a entre dois niveis molecu
lares que estejam relacionados pelas regras de selegao.

A energia de uma molécula pode ser separada em quatro
partes: a primeira € a energia de translagdo do centro de massa
da molécula; a segunda €& devida ao movimento da nuvem eletroni
ca em torno dos nucleos:; a terceira parte, corresponde ao movi
mento vibracional dos atomos que compdem a molécula e a quarta
parte diz respeito a energia de rotagdo da molécula como um to
do.

Uma das maneiras para se investigar moléculas (niveis
de energia, estrutura, organizag¢ao) seria enviar energia na
forma de radiacdo eletromagnética para o sistema sob estudo e
observar os resultados. Este é o escopo da espectroscopia opti-

ca molecular: estudo da interacgao da radiagao eletromagnética

com moléculas. O termo espectro € usado para designar um grafi

co de quantidade de radiacao absorvida pela amostra como fungao



33.

da freqllencia ou do comprimento de onda da radiagio. Como a
energia da molécula & quantizada, o espectro obtido € discreto,
cada linha correspondendo a uma transigao permitida pelas Tre
gras de selecac.

Dependendo do estudo em questao, a espectroscopia Opti
ca utiliza radiagao eletromagnética com comprimentos de onda
menores do que 1 R {(raios x e raios Yy ) até 106 R ( infraverme
lho longinquo) (Tabela 1). A absorcdo de ondas eletromagnéticas

na regiao da ultra-violeta e visivel originam transigdes entre

estados eletronices da molécula. Na regido do infravermelho ,

originam transigoes entre estados vibracionais e na regiao do
infravermelho longinquo, transi¢bes nas energias rotacional e
translacional. Para a emissdo, o raciocinio & andlogo:  transi

¢Oes entre estados eletrdnicos ddo origem a ondas eletromagnéti
cas na regidao da ultra-violeta e visivel, e assim por diante.

A mudanga de energia A E, acompanhada pela emissao ou
absorgao de uma onda eletromagnética de freqtiéncia v € dada pe

la relagao de Bohr-Planck-Einstein:

AE = hv = hcv

6,625 x 10”27

onde h € a constante de Planck (h erg. seg), ¢

2,998 x lolocm/seg) e veéE o

¢ velocidade da luz no viacuo (c
niimeroc de onda; v = 1/X onde A €& o comprimento de onda da radi
agao.
Entre as técnicas utilizadas pela espectroscopia Opti
ca podemos citar:
1-) espectroscopia de absorgao ou transmissiao onde se mede como
fungdo do comprimento de onda (ou freqliéncia) da  radiacdo

a quantidade de radiagao absorvida ou transmitida pela amos

tra;
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Comprimento Outras Radiagao Origem
de onda no Unidades
vacuo (cm)
107 0,018 1,24 MeV Raios Gama Nuclear
1071 0,1% duro transiges eletronicas
10710 1,08 Raios X em camadas internas
107° 108 1 nm mole
1078 1008 10 nm
1077 10008 100 nm  ultravicleta-vicuo
17008 170 nm transigoes eletronicas
ultravioleta em camadas externas
40008 400 am e
7000R 700 nm
107° 100008 1000 mun
10000cm™* 1 um vibragbes moleculares
Infravermelho
proximo
107 1000cm ! 10 ym rotagoes
1074 100 cmt 100 um Infravermelho moleculares
longinquo
1073 300 Gz 1mm
1072 30 CHz 1 cm microondas spins eletronicos
1071 3 Gz 10 cm spins nucleares
1 300 MHz
VHF-radio
10 30 MHz I0m
ondas curtas
10 3 Miz 100 m
ondas medias
103 300 Mz 1 Km ondas longas

Tabela 1 - Espectro Eletromagnético (HOLWILL e SILVESTER, 1973)
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2-) espalhamento de luz;

3-) espectroscopia de reflexao onde é analisada a luz refletida
pela superficie da amostra. Nestas técnicas basicas e suas
variagoes o importante é ressaltar que ondas eletromagnéti
cas constituem o feixe incidente e que os dados sdo obtidos
detectando estas ondas eletromagnéticas apds a sua intera

¢ao com a matéria.

Podemos ainda ter outro tipo de espectroscopia, que
embora a energia incidente seja na forma de ondas eletromagnéti
cas, a interagao desta radiacao com a amostra € estudada nio
através da deteccao e andlise dessa radiacdo, mas, através de
uma medida direta da energia absorvida pelo material por causa

da sua interagao com a radiagao. Esta & a espectroscopia foto-

acustica (ROSENCWAIG, 1978).

0 efeito foto-acustico ocorre quando um gas, numa ce
lula fechada é iluminado por uma luz interrompida periodicamen-
te. A energia absorvida pela amostra, caso o material nao degra
de fotoquimicamente, € convertida inteira ou parcialmente em
energia cinética (calor) das moléculas do gds. Se a radiagdo in
cidente for interrompida periodicamente utilizando-se um modula
dor mecanico, a absorc¢do de energia € interrompida & mesma fre
qllencia do modulador e conseqllentemente, o calor produzido na
amostra apos a conversdao de energia também aparece nesta fre
gqiencia. Em um sistema fechado, a volume constante, a produgao
peridodica de calor produz aumento na pressao que segue a fre
qliencia de modulagdo da radiacado incidente (ADAMS, 1976) e es
tas flutuagoes na pressao podem entdo ser detectadas, como som,
por um microfone sensivel,

A espectroscopia foto-aclOstica foi desenvolvida ini



cialmente para gases, mas atualmente pode-se utilizar qualquer
tipo de amostra: cristais, amorfos, gel, liquidos, s6lidos, ma
terial organico, bioldgico etc. (ROSENCWAIG, 1978) e nos permi
te obter um espectro similar ao espectro de absorgao optico ,

pois somente a luz absorvida € convertida em som. (ROSENCWAIG e

GERSHO, 1976)

ITT.2. PARAMETROS PARA CARACTERIZACAQ DE UM ESPECTRO

Dado que a energia de uma molécula & quantizada, um
espectro dessa molécula, seja de absorgdao ou fotoacUstico, sera
constituido por linhas ou bandas de absorgdo. Uma banda de ab
sorgao tem varias caracteristicas ou parametros de grande impor
tancia para a interpretagdo da estrutura, da ligacdo e do meio

circundante a uma dada molécula sob estudo:

freqiiéncia ( v); ndmero de onda (v ) ou comprimento de onda

]

( ) onde a banda atinge a maxima absorgao. Usaremos a nota

¢do vm, wvm, Am para este parametro.

- '-1
- a largura de uma banda e expressa como a largura em.cm ou
A a meia altura do pico maximo em absorgfo. A notagio para es

te parametro € Av ou AXA .

-

- a forma da linha espectral que esta associada aos mecanismos
de relaxacao e ao mecanismo de alargamento natural (interagio
da molécula com o campo eletromagnético quantizado que atua

como banho térmico para a mesma).

- 0 valor da intensidade maxima (ou pico de absorgao) da 1linha
espectral, em geral, medido em termos relatives, em unidades
arbitrarias, que dd uma indicagdo da quantidade de radiacio e

letromagnética absorvida pela molécula dquela freqliéncia.



37.

- possiveis deslocamentos da freqlléncia central da absorgao de
vido a efeitos de campos elétricos e magnéticos (AC ou DC) ,

etc'

0 estudo da forma e largura de uma linha espectral &
fundamental para compreendermos os mecanismos de relaxacio da
molécula, sua estrutura espectral (das vibragGes ou rotagoes ou
das interacoes roto-vibracionais) e sua interacdo com o campo
eletromagnético externo. A identificagdo dos mecanismos de rela
xagao (emissdao espontanea, colisbes, interagdo dipolo-dipolo
etc.) e de outros mecanismos de alargamento de linha, tais como
alargamento por efeito da intensidade da radiagio eletromagneti
ca devido a uma fonte externa ou o alargamento devido ao  movi
mento térmico das moléculas de um gdas (efeito Doppler) ou a
efeito de inomogeneidade da linha devido a pequenas variacgoes
de campo local (que ocorrem num s0lido paramagnético, por exem
plo) sao outros fatores fundamentais na andlise das estruturas
das linhas espectrais (PANTELL e PUTHOFF, 1969; TOWNES e SCHAW
LOW, 1955). Um estudo deste'tipo & bastante complexo e ha carac
teristicas que variam conforme a natureza do sistema sob estudo
ou o intervalo de freqllencias da radiagao eletromagnética que

serve de ponta de prova.

III1.3. APLICACOES A HEMOGLOBINA

IIT.3.1. Espectro Optico de Absorgdo - visivel e ultra-violeta
A espectroscopia Optica de absorgao tem sido wutiliza

da como auxiliar no estudo da estrutura e propriedades funcio

nais da molécula de hemoglobina.
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O espectro nas regioes do visivel e do ultra-violeta
ajuda a estudar os estados de oxidagao do ferro com diferentes
ligantes bem como modificac¢oes da proteina associadas com algu
ma anormalidade no comportamento funcional (ANTONINI e BRUNO
RI, 1971). Na tabela 2 apresentamos as bandas caracteristicas
para algumas hemoglobinas nas regioes acima citadas. Estudos
posteriores (GUPTA et al, 1984) revelam que o espectro da glo
bina apresenta uma banda com Am em torno de 277nm com a mesma
intensidade da banda § da solugao de hemoglobina. E ainda que,
0 espectro do heme apresenta apenas uma banda com Am em 384nm
com uma largura de linha comparadvel a da banda v (Soret) da
sclugao de hemoglobina. Os autores afirmam que o deslocamento
da banda do Soret para o ultra-violeta quando o heme é separa
do da globina & devido ao aumento da interacaoc heme-heme. Quan
do as bandas @« e 8 o0 que se observa & que elas estdo relacio
nadas com transigoes eletronicas no anel porfirinico (grupamen

to heme) (FALK, 1964).
III.3.2. Espectro Optico de Absorgdao - infravermelho

A presenga da agua nos materiais bioldgicos restrin
ge a medida da absorcao na regiao do infravermelho. As medidas

de materiais em solugOes aquosas nesta regiao podem ser reali

zadas nas faixas de baixa absorg¢do pela agua, as chamadas ja

nelas" (fig. 7) (MAXWELL e CAUGHEY, 1978). Uma dessas "jane

las" no infravermelho € a regiao de 1750 a 2500 cm_1 e nesta

regiao foram realizados espectros com a molécula de hemoglobi

na coordenada a diferentes ligantes, primeiramente CO (WANG et

al, 1958, ALBEN e¢ CAUGHEY, 1968) e depois NS’ CN , CNO , CNS ,
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Figura 7 - Espectro infravermelho diferencial de Hy0 vs ar (con

torno forte) e D;0 vs ar (contorno fraco). Uma célu

la com paredes de Ca F, foi usada para obter o espec

tro na regiao de

temente a partir
-1 .

cm . Uma celula

obter o espectro

WELL e CAUGHEY,

4000 - 1000 cm-l; Ca F, absorve for
de 1200 cm-le nao Util abaixo 1000
com paredes de KRS-5 foi usada para
na regido de 1200 - 250cm” . (MAX

1978).
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CNSe (Mc COY e CAUGHEY, 1970) e NZO (CAUGHEY et al, 1977). A
conclusao mais importante desses estudos é que a vizinhanga do
grupamento heme - o sitio de ligacao - & composto por grupos
néonolares sendo altamente hidrofobico, "ordenado'.

OQutra regiao, também explorada €& a de 1000 a 1750
cm*l. Embora esta nao seja uma '"janela" para a agua,superou-se
esta dificuldade utilizando-se D,0 come meio dispersante e fa
zendo uso da espectroscopia diferencial: utiliza-se um  espec
trometro de duplo feixe e as amostras tanto da célula- amostra
quanto da célula-referéncia sao semelhantes diferindo apenas
na maolécula cuja banda deseja-se estudar. Um dos ligantes de
maior interesse cuja banda caracteristica aparece nesta Te

gido € o 0, (0-0). Para o 0, no estado gasoso a freqiléncia de.

absorgio & em 1555 cm )

(NAKAMOTO, 1962). A caracterizacao da
banda do 0, ligado a hemoglobina foi feita em 1973 por BARLOW
et al. Este trabalho revelou uma banda em 1107 cm-l atribuida
a freqUéncia de estiramento da ligacdo 0-0 para 0, unido a he
moglobina (BARLOW et al, 1973). Outras informagOes importantes

que este trabalho nos deu: U} que o© 02 se liga ao ferro de for

ma caracteristicamente "nac linear'.

o que confirma a idéia da interacdo da histidina distal com o
ligante e ) que a ligacgao Fe-O2 seja do tipo polar com trans
feréncia de carga.

Outro ligante cuja banda esta nesta faixa do  espec

tro, em 1615 cm b, & o NO (MAXWELL e CAUGHEY, 1976).



42,

III.3.3. Espectro FotoacUstico

De modo analogo, a espectroscopia foto-aclstica, tem
dado sua contribuigao no estudo de materiais bioldgicos e em
particular a hemoglobina mostrando que o espectro fotoacUstico
da hemoglobina humana A € similar ao espectro de absorcio opti
ca na regiao do visivel (ROSENCWAIG, 1978). Com esta  informa
¢3o, o estudo de outras moléculas, cujo espectro de absorc¢ao
optico seja invidvel, se torna possivel através da espectrosco
pia fotoacdstica.

Com esta tecnica, foram realizados estudos compara
dos com as hemoglobinas humanas e de cavalo em solugdo e no es
tado cristalino (ALTER, 1983) sugerindo que pequenas mudangas
funcionais na regiao do heme ocorrem durante a cristalizacio.
Com a hemoglobina bovina foi realizado um estudo semelhante (AL
TER, 1983) no qual se usou a hemoglobina em diferentes estados
(fases): solugao, cristais, liofilizada e precipitada con sul
fato de amonio e este trabalho mostra também que pequenas dife
rengas na regiao do heme surgem durante o processo de liofili

zagao e cristalizag@o da hemoglobina.

IIT.4. NOSSA PROPOSTA

Como exposto até agora, nao temos dados na literatu
ra a respeito da forma, largura e mecanismos que moldam essas
formas e larguras espectrais para a molécula de hemoglobina. O
presente trabalho se propoe a apresentar uma caracterizacgao
das bandas e linhas do espectro de absorgdo Optica das hemoglo

binas humana A, humana S e de Rana Catesbeiana nas regioes do

ultra-violeta proximo e visivel: 250nm a 700nm e do infraver
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melho 2,5u (4000cm‘1) a 40u (SOOcm-l) e do espectro fotoacusti
co na regiao do visivel (300 - 700nm). Tentamos caracterizar
estas linhas através da freqliéncia (ou nimero de onda) ou com
primento de onda, largura e forma destas linhas. Tragamos ain
da: U) um estudo comparado entre as diferentes hemoglobinas
nas regioes estudadas e 11) estudo comparativo entre © espec
tro de absorgao éﬁtica e fotoacustico. Mas foge ao escopo do
presente trabalho, uma analise completa dos mecanismos de for

magdo dessas linhas.
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CAPITULO TV
MATERIAL E METODOS
IV.1. HEMOGLOBINA HUMANA A

0 sangue era colhido da veia inferior do brago de
individuos normais (portadores de hemoglobina A) na presenga
de heparina sodica (anticoagulante). Procedia-se a centrifuga
cio a 16000 rpm (Sorval 5S34) por 5 minutos a 4° C a fim de
separar o soro e as células brancas. A seguir as hemdcias eranm
suspensas em solugao salina fisiologica (Nacl 1% e EDTA_lD_%D
e lavava-se por centrifugagdo a 5000 rpm por trés vezes. A he
molise era entdo obtida adicionando-se dgua destilada as hemd
cias mantendo-se uma propor¢do de volume a volume com relagao
ao volume inicial de sangue. O hemolisado era separado por
centrifugacioc a 10000 rpm quando o sedimento era constituido
por detritos celulares e membranas. Preparo de amostras 1isen
tas de cofatores: as amostras eram obtidas pela passagem por
uma coluna de Sephadex G de 1.5 x 15 cm, montada em dgua bi
destilada, e pela passagem sucessiva em colunas trocadoras de
ions. Estas colunas de troca ionica eram Dowex 1-Xg (H3COO'),
Dowex 50 W [NHZ) e mistura de Amberlite TRC-50 (H+) e IR-4B
(OH ). As amostras assim preparadas encontravam-se na forma

de oxihemoglobina a uma concentragao de aproximadamente 10-4DL
1v.2. HEMOGLOBINA HUMANA S

0O sangue era colhido da veia inferior do brago de

individuos portadores de hemoglobina S (pacientes do ambula
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torio de Genética Médica do Hospital das Clinicas - UNICAMP)na
presenga de anticoagulante (solugao de acido citrico dextrose).
Procedia-se a centrifugagao a 16000 rpm (Sorval SS34) por 5 mi
nutos a 4° C a fim de separar o soro € c€lulas brancas. A se
guir as hemacias eram suspensas em solugdo salina fisioldgica
(Nacl 1% e EDTA 10—4M)e lavava-se por centrifugacdao a 5000 rpm
por trés vezes. A hemdlise era entdo obtida adicionando-se dgua
destilada as hemacias mantendo-se uma proporgic de volume a Vo
lume com relagao ao volume inicial de sangue. 0 hemolisado era
separado por centrifugacao a 10000 rpm quando o sedimento era
constituido por detritos celulares e membranas. Ao hemolisado
(0,3 ml da scolugao de hemoglobina) adiciona-se 5,7 ml da solu
gao de Drabkins . As amostras assim preparadas encontravam-se na
forma de cianometahemoglobina a uma concentragao de aproximada

mente 10”4 M.

IV.3. HEMOGLOBINA DE RANA CATESBEITANA

Animais adultos com peso variado entre 100 e 250 gra
mas, eram heparinizados por meio de injegao de 0,5 mi de hepa
rina (2 mg/ml) 15 minutos antes de anestesia-los no gelo. Pos
teriormente, o0s animais eram sangrados por via ''conus arterio

"

sus", recebendo-se o sangue em seringas previamente  hepariza

das e transferindo-se para tubos de polietileno contendo uma

solugdac de Nacl 0,9% e EDTA 1074

M. O material era entaoc cen
trifugado em centrifuga Eppendorf durante 10 minutos; o sobre
nadante era desprezado e repetia-se a centrifugacao por duas
vezes lavando-se o precipitado com a mesma solugao de Nacl/EDTA.

Finalmente, o precipitado era ressuspenso em agua destilada a

fim de se proceder a hemdolise, mantido sob agitacgido a 4%¢ du
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rante uma hora. Posteriormente, procedia-se uma centrifugacio
em centrifuga Sorval refrigerada, a 20000 g durante 20 minu-
tos. Ao sobrenadante limpido (hemolisado) era adicionado
Nacl 0,1% a fim de se evitar possivel gelificagio do material
e EDTA 10_4 M como fator protetor de auto-oxidacgdo. As amos
tras assim preparadas encontravam-se na forma de oxihemoglobi

na a uma concentracao de 10°% M.

IV.4. EXPERIMENTAL

Com as amostras em solugao foram obtidos os seguin
tes espectros: absorgao linear (ultravioleta e visivel) e fo
toacustico (visivel).

Para estendermos o estudo para a regido do infraver
melho foi necessaria a utilizagdo das amostras de hemoglobina
'na forma de cristais (hemoglobina A - Sigma) ou liofilizada

(hemoglobina S e de Rana catesbeiana) dispersas num disco com

paredes de KBr.
Com esta técnica obtivemos os espectros de absorgio

1

0 - . 0- -
linear na regiao de 25000 A (4000 cm ) até 400000 A CWOGnl);

como também na regiao do ultravioleta e do visivel sendo es
ses Gltimos para efeito comparativo com os espectros obtidos
com as amostras na forma de solugdao aquosa.

O espectrofotOometro utilizado na obtencgdo dos espec
tros de absorgao linear no ultravioleta e visivel foi um CA
RY-MODELO 17D, no infravermelho um PERKIN ELMER-MODELO 180.Pa

ra a espectroscopia fotoactstica utilizamos o aparato experi

mental descrito na literatura (ROSENCWAIG, 1980).
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CAPTTULO V
RESULTADOS E DISCUSSAQ

Apos a obtengdo dos resultados experimentais (espec
tros}, passamos entdao a4 analise e caracterizacdo das linhas
espectrais. Em primeiro lugar, realizamos uma deconvolugio dos
espectros obtidos. Uma vez concluida esta deconvolugio, procu
ramos fazer um ajuste computacional de cada uma das linhas to
madas individualmente utilizando as formas Lorentziana e Gaus
siana como modelos basicos, determinando a freqliéncia centro
da linha, a largura da linha & meia altura e a forma da linha.

A linha Gaussiana tem a forma geral (PANTELL e PU
THOFF, 1964):

2
fg(x) = Ag exp (—ugx )

€ X = v-vg na regiao do infravermelho

]
1]

A-xg na regiao do visivel

vg € ig sao o numero de onda e comprimento de

onda centros da linha (maxima absorgao).

sendo a largura da linha dada por:

Av 2 (v-vg )

ZX

2x

AX 2 (A=-xg )
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Temos que:

fg(x) = fg (x=0)
2

2
Ag exp (-agx } = Ag
2

2
exp (-agx ) =

1
2
2
agx = £n2
ag = £n2
x2
ag = 4 £n2
-2
(8v)
e
ag = 4 &n2
2
(ax)

onde Av e AX sdo dados experimentais, obtidos diretamente do
espectro.

Normalizande a Gaussiana:

Fw

2
D/o Ag exp (-ogx ) dx=1

-

+ @

2
Ag f exp (-agx ) dx

- 00

0

Agl/g_ =1
“g
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A linha Lorentziana tem a forma geral (PANTELL e PU
THOFF, 1969):

onde : X na regiao do infravermelho

[}
< |
1
<\

X = A-h na regido do visivel

GO e At numero de onda e comprimento de onda cen

tros da 1linha.

sendo a largura da linha dada por:

Av = 2x = 2 (G-Go)

AX = 2x = 2 (A-2)
Agora:
fe{x) = fr (x=0)
2
AL = AL

Z 2 2
al + X 2at
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af = Ay
2
[
ak = AX
2

onde Av e AX sdo obtidos diretamente do espectro.

Normalizando a curva encontramos ¢ valor de A¢:

+ oo
o/o fr (x) dx =1
+ow
0/0 - AL dx = AL T =1
- at?+ x ol
Ay = ag
H

Apds o calculo dos pardmetros (Ag e ag; AL e ol Jobti
vemos os valores de fg (x) e fg¢ (x) para diferentes valores de
x para cada linha obtida,comparando com o valor experimental {(fe).

Quanto a intensidade das linhas espectrais, foi feito
um calculo relativo, tomando-se como referéncia a linha cuja
"absorcao" foi maxima em relac3ao as outras no mesmo intervalo
espectral. |

Os resultados sao apresentados a seguir:
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V.1. ESPECTROS DE ABSORGAO OPTICA ~ VISIVEL E ULTRA-VIOLETA

PROXIMO (Amostra: em Solucdo Aquosa)

V.1.1. Hemoglobina Humana A

As linhas obtidas foram em = 275nm; 345nm: 418nm;

540nm e 576nm.
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AO = 275nm A = 42,3nm
ag = 1,55 x 10 am™ Ag = 2,22 x 10"am
al = 21,15nm AL = 6,73nm
I (U.R.) = 27,5
X fg(x) fr(x) fe(x)
(nm) (U.AL) (U.A.) (U.AL)
11,7 106,7 1061.0 105,0
23,5 56,1 59,0 54,0
35,3 19,2 34,8 20,0
47,0 4,3 22,2 8,0
58,8 0,6 15,1 2,0
70,5 - 10,9 -
Obs.:
U.A. = unidades arbitrarias
U.R. = unidades relativas



Ao = 345nm A = 75, 3nm
_ -4 -2 Ag = 1,25 x 10" nm
ag = 4,89 x 10 nm
al = 37,65nm A2 = 11,9nm
I (U.R.) = 19,8
X fg(x) f2(x) fe(x)
{(nm) (U.A.) (U.A.) (U.AD)
23,5 72,5 68,4 68,0
47,0 32,2 37,1 37,0
70,5 8,3 21,1 20,0
94,1 1,2 13,1 13,0
117,6 0,1 8.8 9,0
141,1 - 6,3 6,0
164.,7 - 4,7 4,0
188,2 - 3,6 3,0
211,7 - 2,9 2,0
235,3 - 2,3 v 2,0
282,3 - 1,6 1,0

353 - 1,0 -
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A, = 418nm Ax = 27,0nm

ag = 3,78 x 10 ™" Ag = 3,47 x 10" m™"

af = 13,5nm Ay = 4,29

I (U.R.}) = 77,3
X fg(x) £2(x) fe(x)
(nm) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
23,5 46,0 92,0 92,0
47,0 - 28,2 28,5
70,5 - 13,1 13,0
94,1 - 7,5 7,5
117,6 - 4,8 5,0
141,1 - 3,3 3,0
153,0 - 2,8 3,0
164,7 - 2,4 2,5
188,2 - 1,8 2,0
211,7 - 1,5 1,5
235,3 - 1,2 1,0
258,8 - 1,0 1,0
282.,3 - 0,8 0,8
353 - 0,5 0,5
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A, = 540nm Ax = 28,2nm
-3 .2 -2 .
ag = 2,48 x 10 nm Ag = 3,30 x 10 nm
afl = 14,1nm Ar = 4,48nm
I(U.R.) = 7,7
X fg(x) fg(x) fe (x)
{nm) (U.A) (U.A.) (U.A.)
7,0 31,2 29,6 31,5
14,1 18,5 18,5 18,5
21,1 7,8 11,4 8,0
28,2 2,3 7.4 3,5
35,3 0,4 5,0 1,0
42,3 - 3,7 -




56.

lc = 576nm Ax = 21,1nm
-3 _2 - -1
ag = 6,22 x 10 nm Ag = 4,45 x 10 nm
afl = 10,55nm A% = 3,35
I(U.R.) = 8,1
X fg(x) fe(x) fe (x)
(nm) (U.A.)} (U.A.) (U.A.)
11,7 16,6 17,5 14,0
23,5 1,2 6,5 5,0
47,0 - 1,8 1,3
70,5 - 0,8 0,5
94,1 - 0,4 0,3
117,6 - 0,3 0,2
141,1 - 0,2 0,1
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V.1.2. Hemoglobina Humana S

As linhas obtidas foram em AO = 275nm; 358nm.; 420nm;

540nm e 574nm.



58.

lo = 275nm Al = 42 ,3nm

ag = 1,54 x 10” ™ Ag = 2,22 x 10" o

at = 21,15nm AL = 6,73nn

I(U.R.) = 28,1

x fg(x) fg(x) fe(x)

(nm) (U.A.) (U.A) (U.A)
11,7 109,3 103,33 110,0
23,5 57,6 60,4 60,0
35,3 19,8 35,6 31,0
47,0 4,5 22,7 21,0
58,8 0,6 15,4 12,0
70,5 - 11,2 6,0
94,1 - 6,5 < 0,5




Ay = 358nm Ax = 47,0nm
ag = 1,25 x 10 nm" Ag = 1,99 x 10" am
af = 23,5nm AL = 7.48nm
I(U.R.) = 23,3
bs fg(x) fr(x) fe(x)
(nm) (U.A.) (U.AL) (U.A.)
23,5 56,1 56,0 60,0
47,0 7,0 22,4 23,0
70,5 0,2 11,2 11,0
94,1 - 6,5 6,5
117,6 - 4,3 4,0
141,1 - 3,0 3,0
164,7 - 2,2 2,0
188,2 - 1,7 1,5
211,7 - 1,3 1,0
282,3 - 0,7 0,5

352,9 - 0,4 -




60,

AO = 420nm AN = 30,6nm
-3 _2 -2 _
ag = 2,96 x 10 nm Ag = 3,07 x 10 nm
af = 15,3nm AL = 4,87nm
T(U.R.) = 100
X fg(x) f2(x) fe(x)
(nm) (U.A.) (U.A.) (U.AL)
23,5 93,6 142,8 134,0
47,0 0,6 46,0 46,0
70,5 - 21,5 21,5
94,1 - 12,3 12,5
117,6 - 8,0 8,0
141,1 - 5,5 5,5
164,7 - 4,1 4,0
188,2 - 3,1 3,0
211,7 - 2,5 2,0
282,3 - 1,4 < 0,5
352.9 - 0,8 -




61.

Ao = 540nm aAx = 42,3nm
-3 _2 -2
eg = 1,54 x 10 nm Ag = 2,22 x 10 nm
¢l = 21,15nm AL = 6,73nm
I(U.R.) = 8,5
X fg(x) f2{x) fe(x)
(nm) (U.A.) {U.A.) (U.A.)
11,7 33,2 31,4 37,0
23,5 17,5 18,3 21,0
35,3 6,0 10,8 13,0
47,0 1,4 6,9 9,0
58,8 0,1 4,7 5,0
70,5 - 3,4 3,0
94,1 - 1,9 2,0
117,6 - 1,3 1,0
141,1 - 0,9 -




62.

KO = 574nm AX = 37,6nm
eg = 1,95 x 10" nm” Ag = 2,49 x 10 nm™
al = 18, 8nm AL = 5,98nm
I(U.R.) = 3,5
X fg(x) fL(x) fe(x)
{nm) (U.A.) (U.AL) (U.A.)
7,0 15,4 14,9 16,0
14,1 11,5 10,8 12,0
21,1 7,1 7,5 8,0
28,2 3,6 5,2 4,0
42,3 0,5 2,8 1,5
47,0 0,2 2,3 1,0
58,8 - 1,5 -
82,3 - 0,8 -
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V.1.3. Hemoglobina de Rana Catesbeiana

As linhas obtidas foram: 275nm; 350,5nm; 412nm:;540nm e
576nm.



AO = 275nm Ax = 47,0nm
ag = 1,25 x 10_311111-2 Ag = 1,00 x 10" nm™
al = 23,5nm AL = 7,48nm
I{U.R.) = 22,9
X fog(x) fo(x) fe (x)
(nm) (U.A.) (U.AL) (U.A.)
11,7 92,7 88,1 88,0
23,5 55,1 55,0 55,0
35,3 23,1 33,7 33,5
58,8 1,4 15,1 15,0
82,3 - 8,3 8,5
94,1 - 6,4 6,5
117,6 - 4,2 4,0
141,1 - 2,9 3,0
164,7 - 2,2 2,0
188,2 - 1,6 1,5
211,7 - 1,3 1,0
282.,3 - 0,7 1,0

352.9 - 0,4 < 0,5




65.

A, o= 350, 5nm Ax = 70,6nm

ag = 5,56 x 10" '~ Ag = 1,33 x 10 ™

a; = 35,3nm A% = 11,23nm

I(U.R.) = 10,4

X fg(x) fo {x) fe(x)

{nm) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
11,7 46,4 45,0 46,4
35,3 25,0 25,0 25,0
47,0 14,6 18,0 7,0
58,8 7,3 13,3 1,5
70,5 3,1 10,0 -
82,3 1,1 7,7 -
94,1 0,3 6,2 -




66.

A, = 412Znm Ax =
ag = 2,22 x l[J_anm_2 Ag = 26,6 x 10_2nm_1
ak = 17,65nm Ar =
I(U.R.} = 63,7
X fg(x) fe(x) fe(x)
(nm) (U.A.} (U.A.) (U.A.)
23,5 110,4 104,06 95
47,0 - 37,8 32
70,5 - 18,0 18
94,1 - 10,4 10,0
117,6 - 6,7 6,5
141,1 - 4,7 4,5
164,7 - 3.4 3,0
188,2 - 2,6 2,5
211,7 - 2,1 2,0
235,3 - 1,7 1,0
282,3 - 1,1 -
352,9 - 0,7 -




67.

Ao = 540nm Ax = 32,9nm
-3 - -2  _
ag = 2,55 x 10 nm Ag = 2,85 x 10 nm
af = 16,45nm AL = 5,23nm
I(U.R.) = 5,2
X fg(x) fe(x) fe(x)
(nm) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
7,0 22,0 21,2 22,0
14,1 15,0 14,4 16,0
21,1 8,0 9,4 9,0
28,2 3,3 6,3 3,5
35,3 1,0 4,4 1,0
42,3 0,3 3,2 < 0,5




68.

AO = 576nm Ax = 18, 8nm

ag = 7,82 x 10 nn~ " Ag = 5,00 x 107 nm”

¢ = 9,4nm AL = 2,99nm

I(U.R.) = 5,2

X fg(x) f2(x) fe (x}

{nm) (U.A.) (U.AL) (U.A.)
11,7 8,6 9,8 9,5
23,5 0,3 3,4 3,5
35,3 - 1,6 1,5
47,0 - 0,9 1,0
58,8 - 0,6 0,5
70,5 - 0,4 < 0,5
82,3 - 0,3 -
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Nas figuras 8, 9 e 10 apresentamos os espectros da

Hemoglobina Humana A, Humana S e de Rana Catesbeiana respecti

vamente, bem como as respectivas curvas tedricas.

Estes resultados nos mostram que:

1) quanto ao comprimento de onda de absorgdo miaxima: os dados
obtidos concordam com dados citados na literatura confor
me exposto na tabela 2 do capitulo IV. E ainda que, embora
existam desvios para uma mesma linha nas diferentes amos
tras, estes provavelmente refletem diferencgas estruturais

nas hemoglobinas, como exposto no capitulo II.

ii)quanto a largura das linhas espectrais: para algumas linhas
nas diferentes amostras as larguras sdo comparaveis varian
do muito pouco: por exemplo a linha em A, = 275nm varia de
42.3nm a 47,0nm. Ja a linha com A, ao redor de 350nm varia

de 47,0nm a 75, 3nm.

iii) quanto a forma: algumas linhas se aproximam muitoc de uma
Lorentziana, por exemplo a linha com A, ao redor de 415nm
em todas as amostras. Ja a linha com A, = 275nm: para a
Hb A ela se aproxima de uma Gaussiana e para a Hb de  Rana

Catesbeiana ela se apresenta como uma Lorentziana.

Um quadro comparativo desses resultados e dado na

tabela 3.



o .
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Figura 8 - Espectro de absorcao optica
hemoglobina humana A
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300 r 500 500
(x-nm)
Figura 9 - Espectro de absorcao optica

hemoglobina humana §
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72.

%0 200
: (\-pm)_
Figura 10 - Espectro de absorgao optica

hemoglobina de Rana catesbeiana

500



75,

Hbh A Hb s Hb Rana
Ag = 275nm
423 42,3 47,0
g gE+E &
Intensidade 27,5 28,1 22,9
lo " 350nm
75,3 47,0 70,6
i £ g+
tensidade 19,8 23,3 10,4
10 ~ 415nm
27,0 30,6 35.3
2 [} g
7.3 100 63,7
Ao = 540nm
28,2 42,3 32,0
g L g
Tl 8,5 5,2
A 575nm
o
2., T 37,6 18,8
. g+1 2
ntensidade 8,1 3.5 5,2

ﬁpia 3: Quadro comparativo das linhas espectrais das hemoglobinas hu

mana A, Humana S e de Rana Catesbeiana no intervalo espec

tral de 250nm a 600nm, onde % indica uma curva proxima a uma

Lorentziana e g uma proxima a uma Gaussiana.
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V.2. ESPECTROS DE ABSORGAO OPTICA - VISIVEL E ULTRA-VIOLETA PRO

XIMG (Amostra: pastilha de KBr)

Os espectros obtidos sidc apresentados nas fipuras
11, 12 e 13. O espectro da hemoglobina humana A revelou os sg
guintes im: 275nm, 420mm e 530nm. Un espectro com tais linhas
de absorgao aproxima-se muito do espectro da deoxi - JIb A (tabe
la 2, capitulo 1I1), istﬂ ¢, hemoglobina nio ligada.

0 espectro da b 8§ revelou Am em: 225nm, 350nm .
412nm e 540nm. O da Itb de Rana, hw ¢em: 420nm ¢ 550nm, tamb&ém um
espectro proximo ao da Hb Rana ndae ligada.

Com ¢stes dados, podemes inferir que, durante os pro
cessos de liofilizagao e cristalizagdao a hemoglobina passa do
estado de oxi- para deoxi-, isto &, a 6% posicdo de coordens
¢do antes ocupada pelo 0; , fica vazia. Isto vem. em parte, con
cordar com o fate de que pequenas alteragdes na regide do heme

surgem durante os processos de liofilizagdo e cristalizacgio, ja

mencionado no capituls III.



200 w0 800 800 700
| (A-nm)

FMpura 11 - Bspectro de absorg¢do Optics da themoglobina

humana & {pastilha de KB#}
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i

200 %00 500 600 700

(x- nm)

¢

Figura 12 - Espectro de absorgao optica da hemoglobina humana $

(pastilha de KBr)
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Figura 13 - Espectro de absorgao optica da hehoglobina de

Rana catesbeiana (pastflha de KBr)




V.3. ESPECTROS DE ABSORGAQ OPTICA - INFRAVERMELHO

Foi feita a deconvolugiao do espectro na regiao do
infravermelho da amostra de hemoglobina humana A, cujos resul
tados apresentamos a seguir. A partir destes resultados e com
o fato de que os espectros apresentam regides de "similarida
de" tragamos alguns comentarios visando a comparagdo entre eles.
Ao final, as figuras 14, 15 e 16 apresentam os espectros da

hemoglobina humana S , humana A e¢ de Rana catesbeiana, sendo

que na figura 12 apresentam-se as curvas telricas.
-1 -1
V.3.1. 4000 cm - 2000 cm

Nesta regiao espectral, a deconvolugdo revelou 1i
nhas cujas formas sao superposicao de Gaussianas e Lorentzia
nas. Ao compararmos os espectros das amostras (hbA, HbS , Hb
Rana) observa-se que estes sao '"similares' e que a intensidade

das linhas wvaria.



-1 1
3520,0 cm av 186,6 cm

<
]

-5 _2
7,96 x 10 cm Ag

_3
g 5,03 x 10 cm

-1 21
ek 93,3 cm . A = 29,7 cm

T (U.R.) = 21,5

X fg(x) f2(x) fe (x)
(cm'l) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
20,0 19,8 19,5 20,0
40,0 18,0 17,3 16,0
60,0 15,4 14,5 14,0
80,0 12,3 11,8 10,0
100,0 9,2 9,5 9,0
120,0 6,5 7,7 6,0
160,0 2,6 5,1 2,0
180,0 1,5 4,3 1,5
200,0 0,8 3,6 1,0

220,0 0,4 3,1 -




1
3420,0 cm Av

v, o= = 140,0 cm”
b2 _3
ag = 1,41 x 10 cm Ag = 6,70 x 10 cm
at = 70,0 cm” AL = 22,3 cn
I (U.R.) = 48,4
X fg(x) fo(x) fe(x)
(cm_l) (U.A.) (U.AL) (U.A.)
20,0 43,5 42,5 43,5
40,0 36,7 34,6 37,0
80,0 18,6 19,9 19,0
100,0 11,2 15,1 16,5
120,0 10,5 11,6 13,5
140,0 2,8 9,2 11,5
160,0 1,2 7,4 9,5
180,0 0,5 6,0 8,0
200,0 - 5,0 7,0
220.0 - 4,2 5,5
260,0 - 3,1 2,5

320,0 - 2,1 1,0




1 1

v, = 3320,0 cm Av = 86,6 cm
42 _2
ag = 3,70 x 10 c¢m Ag = 1,08 x 10 c¢m
at = 43,3 cm'1 AL = 13,8 cm"l
I (U.R.) = 55,3
E X fg(x) f,(x) fe(x)
f -(cm-l) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
' 20,0 45,3 43,2 48,0
40,0 29,0 28,3 28,0
80,0 4,9 11,9 16,0
100,0 1,3 8,3 12,0
120,0 0,2 6,0 10,90
140,0 - 4,5 8,5
160,0 - 3,5 7,0
200,0 - 2,3 5,0
220,0 - 1,9 4,0
260,0 - 1,4 3,0
320,0 - 0,9 1,5

360,0 - 0,7 -




82.

v, = 3240,0 em” Av = 53,3 -

ag = 9,75 x IO—L‘cm2 Ag = 1,76 x lo—zcm

at = 26,6 em” AL = 8.5 —

I (U.R.) = 27,3
X fg(x) fr(x) fe(x)

(cm_l) (U.A.) (U.A.) (U.A.)

13,5 21,7 20,6 25,0
20,0 17,6 16,6 16,0
26,6 13,0 13,0 10,0
33,3 8,8 10,1 6,0
40,0 5,4 7,9 4,0
53,3 1,6 5,1 2,0
60,0 0,7 4,2 1,0
66,6 0,3 3,5




1

1

83.

v, = 3180,0 cm Av = 26,6 cm

ag = 3,92 x 10_3cm2 Ag = 3,53 x 10" "¢cm

al = 13,3 cm_l AL = 4,23 c:m-1

I (U.R.) = 26,3
X fg(x) f(x) fe(x)

(cm‘l) (U.A.) (U.A.) (U.A.)

13,5 12,2 12,2 13,0
20,0 5,2 7,6 8,0
26,6 1,56 5,0 5,5
33,3 0,3 3,4 5,0
40,0 - 2,4 4,0
60,0 - 1,2 2,0
80,0 - 0,6 1,0




-1
3130,0 cm Av

v o= = 33,3 cm
0
-3 2 W2
ag = 2,45 x 10 cm Ag = 2,82 x 10 cm
21 Z1
afl = 16,6 cm At = 5,3 cm
I (U.R.) = 22,1
X fg(x) f2(x) fe(x)
_1
(cm ) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
13,5 13,43 12,6 18,0
20,0 7.8 8,5 7,0
26,6 3,7 5,8 4,0
33,3 1,3 4.1 1,5

40,0 0,4 3,0 0.5




85.

v, = 3060,0 en™ Av = 106,6 en”
b 2 _3
ag = 2,44 x 10 cnm Ag = 8,81 x 10 cm
at = 53,3 — AL = 17,0 —_—
I (U.R.) = 35,2
X fg(x) fr{x) fe (x)
[cm_l) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
20,0 28,6 27,6 30,0
40,0 21,3 20,2 26,0
60,0 13,1 14,0 5,5
80,0 6,6 9,7 3,5
100,0 2,7 7,0 2,0
120,0 0,9 5,2 1,0
140,0 0,2 4,0 < 0,5




_ 1 21
40,0 cm

v, = 2960,0 cm Av =
_3 2 _2
ag = 1,73 x 10 cm Ag = 2,35 x 10 c¢m
_1 21

al = 20,0 cm A2 = 6,36 cm

I (U.R.) = 42,1
X fg(x) f2{x) fe(x)
_1

(cm ) (U.AL) (U.AL) {U.AL)

13,3 29,4 27,7 33,0
20,0 20,0 20,0 20,0
26,6 11,74 14,5 7,5
33,3 5,8 10,6 5,5
40,0 2,5 8g0 3’5

60,0 0,07 4,0 1,0




1 _ 1
2930,0 c¢cm Av

v_ = = 33,3 cm
0
-3 2 .2
ag = 2,45 x 10 cm Ag = 2,82 x 10 cm
-1 _1
al = 16,6 cm A2 = 5.3 cm

I (U.R.) = 50,0

X fg(x9) fr{x) fe (x)
(cm_l) (U.A.) (U.AL) (U.A.)
13,3 30,8 29,0 31,0
20,0 17,8 19,3 15,0
26,6 8,4 13,2 6,0
33,3 3,1 9,4 3,0

40,0 0,9 6,9 -




-1
2880,0 cm

\)O = Av = 53,3 Cm_
U _2
ag = 9,75 x 10 cm Ag = 1,76 x 10 c¢m
_1 _1
al = 26,6 cm A% = B,46 cm
I (U.R.) = 34,7
X fg(x) £2 (x) fe(x)
21
{cm ) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
20,0 22,3 21,1 28,0
26,6 16,5 16,5 : 7.0
40,0 6,9 10,0 5,0
53,3 2,1 6,6 2,5

60,0 0,9 5,4 1,0




89.

- -1 - _1
v, = 2820,0 cm Av = 20,0 cm
' _3 2 _2
ag = 6,93 x 10 cm Ag = 4,69 x 10 cm
=1 _1
ak = 10,0 ¢m A2 = 3,18 cm
I(U.R.) = 15,8
X fg(x) f2(x) fe (x)}
_1
(cm ) (U.A.) (U.AL) (U.AL)
13,3 4,4 5.4 4,5
20,0 0,9 3,0 2,5
26,6 0,1 1,8 1,5
33,3 - 1,2 1,2
40,0 - 0,8 0,5
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_1 _1
V.3.2. 200 cm - 900 cm

De modo anialogo, as linhas se apresentam como super

posigdo de Gaussianas e Lorentzianas. Ao compararmos os espec

- !
tros notamos: i) a linha que na Hb A apresenta v, = 1660,0cm

- - -l
na HbSS sofre um desvio da ordem de 20,0 cm (vo 1640, 0cm :
11) a intensidade das curvas também varia, mas de um modo ge

ral os espectros sao similares.



[}

-1 _1
1660,0 cm Av = 93,3 cm

ag = 3,18 x 10" cm’ Ag = 1,00 x 10" cm
al = 46,6 cm™ A2 = 14,8 cm
T (U.R.) = 100,0
X fg(x) fo(x) fe(x)
(cm_l) (U.A.) (U.A.) (U.AL)
10,0 92,0 90,8 93,0
20,0 83,6 80,2 84,0
30,0 71,3 67,1 71,0
40,0 57,1 54,7 55,0
50,0 42,9 44,2 43,0
60,0 30,2 35,7 37,0
70,0 20,0 29,1 28,0
80,0 12,4 24,0 22
100,0 3,9 17,0 15,0
120,0 0,9 12,4 10,0
140,0 0,1 9,5 7,0
200,0 - 5,0 5,0
220,0 - 4,0 3,0
260 ,0 - 2,9 2,0

320,0 - 1,9 -



-1 - _1
1540,0 cm Av = 46,6 cm

<
M

ag = 1,27 x 10" en’ Ag = 2,01 x 10_2cm
al = 23,3 cm_l Ar = 7,41 cm_1
I (U.R.) = 67,4
X fg(x) f2{x) fe(x)
(cm'l) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
10,0 56,3 54,0 54,0
20,0 38,4 36,8 35,0
40,0 8,3 16,2 18,0
50,0 2,6 11,4 15,0
60,0 0,6 8.3 13,0
70,0 0,1 6,3 11,0
80,0 - 5,0 8.0
100,0 - 3,2 7,0
120,0 - 2,3 5,5
160,0 - 1,3 3,0
200,0 - 0,8 1,5
240,0 - 0,6 0,5

260,0 - 0,5 -




93.

v, = 1500,0 cm'1 Av = 33,3 cm'1

ag = 2,45 x 10“3(:m2 Ag = 2,82 x 10"2cm

al = 16,6 e AL = 5.3 —

I (U.R.) = 34,7
X fg(x) fL(x) fe(x)

(cm‘l) (U.A.) (U.A.) (U.A.)

10,0 25,8 24,2 31,0
20,0 12,4 13,4 11,0
23,3 8,7 11,0 8.0
30,0 3,6 7,7 5,0
33,3 2,2 6,5 3,5
40,0 0,6 4,8 3,0
70,0 - 1,7 0,5




-1 - 1
1450,0 cm Av

v = = 23,3 cm
o]
_3 2 _2
ag = 5,10 x 10 cm Ag = 4,03 x 10 cm
-t _1
al = 11,6 cm AL = 3,7 cm

I (U.R.) = 31,6

X fg(x) £y (x) fe (x)
(cm'l) (U.AL) (U.A.) (U.A.)
10,0 18,0 17,2 21,0
13,3 12,1 12,9 13,0
20,0 3.9 7,5 5.0
23,3 1,8 5,9 4,0
30,0 0,3 3,8 3,0

33,3 - 3,2 2,0




95.

GO = 1415,0 cm'1 Av = 30,0 cm
_3 2 _2

ag = 3,08 x 10 cm Ag = 3,13 x 10 cm

af = 15,0 cm_l AL = 4,77 .

I (U.R.) = 29,5
X fg(x) f2(x) fe(x)

(cm“l) (U.A.) (U.A.) (U.AL)

10,0 20,5 19,4 26,0
16,6 12,0 12,6 12,0
20,0 8,1 10,1 8,0
23,3 5,2 8,2 5,5
30,0 1,7 5,6 2,5
33,3 0,9 4,7 2,0
40,0 0,2 3,4 1.0




- 1

96.

1

v, = 1385,0 cm” Av = 26,6 cm
3 2 ' 2
ag = 3,92 x 10 cm Ag = 3,53 x 10 cm
_1 )
al = 13,3 cm AL = 4,23 cm
1 {U.R.) = 41,6
X fg(x) f2(x) fe(x)
_1
(cm ) (U.AY (U.AD) (U.A.)
10,0 26,7 25,2 24,0
20,0 8,2 12,0 5,0
30,0 1,2 6,5 1,0
40,0 0,7 4,0 0,5
50,0 - 2,6 < 0,5
60,0 - 1,9 =




1

1

97.

v, = 1358,0 cm av = 23,3 cm”
_3 2 _2
ag = 5,10 x 10 cm Ag = 4,03 x 10 cm
-l |
al = 11,6 cm At = 3.7 cm
I (U.R:} = 25,8
X fg(x) fr{x) fe(x)
_1
(cm ) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
10,0 14,7 14,0 16,0
20,0 3,2 6,2 2,0
30,0 0,2 3,2 0,5
- 40,0 - 1,9 < 0,5
50,0 - 1,2 -




_1
1328,0 cn Av

<
]

33,3 cm’

ag = 2,45 x 10“3cm2 Ag = 2,82 x 10'2cm

«f = 16,6 cm Az = 5,3 em” !

I (U.R.) = 28,4
X fg(x) f2(x) fe(x)

(cm—l) (U.A.) (U.A.) (U.A.)

10,0 21,1 19,8 22,0
20,0 10,1 11,0 7,5
30,0 3,0 6,3 3,0
33,3 1,8 5,3 2,5
40,0 0,5 4,0 1,0

50,0 - 2,6 -




1 _ 1

<l
]

, = 1300,0 cm” Av = 23,3 cm”
-3 2 -2
og = 5,10 x 10 cm Ag = 4,03 x 10 cm
_1 _1
al = 11,6 cm A% = 3,70 cm

I (U.R.) = 34,7

X fg(x) f2(x) fe(x)
(cm_l) ' (U.A.) (U.A.) (U.A.)
. 6,6 26,5 25,0 26,5
10,0 19,8 19,0 14,5
16,6 8,1 10,8 8,0
20,0 4,3 8.3 4,5
30,0 0,3 4,3 1,0

40,0 - 2,5 0,5




_1
1270.,0 cm

1

110,

v, = Av = 33,3 cm”

ag = 2,45 x 10" cm” Ag = 2,82 x 10-2cm

af = 16,6 c:m_1 AL = 5,3 t.:m"1

I (U.R.) = 34,7
X fg(x) £2(x) fe(x)

(cm_l) (U.A.) (U.A.) (U.A.)

0,6 29,6 28,5 30,0
10,0 25,8 24,2 26,0
13,3 21.4 20,1 21,0
20,0 12,4 13,4 6,0
30,0 3,6 7.7 1,5
33,3 2,2 6,5 0,5
40,0 0,6 4,8 < 0,5




101,

- _1 - _1
v, T 1245,0 cm Av = 16,6 cm
_2 2 2
ag = 1,00 x 10 cm Ag = 5,66 x 10 cm~
=1 : 1
af = 8,3 cm Ar = 2,64 cm”
I (U.R.) = 38,9
X fg(x) £2(x) fe(x)
-1
(cm ) (U.AL) {U.A.) (U.A.}
10,0 13,5 15,1 15,0
16,6 2,3 7.4 6,0
20,0 0,6 5,4 4,0
30,0 - 2,6 3,5
33,3 - 2,1 2,0
40,0 - 1,5 1,5

50,0 - 1,0 0,5




102,

- _1 _ _1
v, = 1220,0 cm Av = 16,0 cm
-2 2 -2 ~
ag = 1,00 x 10 cm Ag = 5,66 x 10 cm
-1 21
a2 = 8,3 cm Ar = 2,64 cm
I (U.R.) = 38,4
X fg(x) fe(x) fe (x)
_1
(cm ) (U.A.) (U.AL) (U.A.)
6,6 23,5 22,4 23,0
10,0 13,3 14,9 10,0
13,3 6,1 10,2 4,0
20,0 036 553 2,0
30,0 - 2,6 0,5

33,3 - 2,1 -




103,

- -1 _ _1
v, T 1196,0 cm Av = 30,0 cm
-3 2 _2 0~
eg = 3,08 x 10 cm Ag = 3,13 x 10 cm
-1 =1
al = 15,0 cm AL = 4,77 cm
I (U.R.) = 31,6
X fg(x) f2{x) fe(x)
_1
(cm ) (U.A.) (U.AL) (U.AL)
16,0 22,0 20,7 22,0
16,6 12,8 13,5 13,0
20,0 8,7 10,8 9,0
30,0 1,8 6,0 3,0
33,3 0,9 5,0 2,0
40,0 0,2 3,7 1,0




104,

- _1 - _1
v, = 1160,0 cm Av = 30,0 cm
_3 2 -2
ag = 3,08 x 10 cm Ag = 3,13 x 10 cnm
_1 _1
at = 15,0 cm AL = 4,77 cm
I (U.R.) = 36,8
X fg(x) fr(x) fe(x)
_1
(em ) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
10,0 25,7 24,2 25,0
20,0 10,2 12,6 10,5
30,0 2,2 7,0 2,5
40,0 0,2 4.3 1,0
50,0 - 2,8 0,5

60,0 - 2,0 -




105,

50 = 1110,0 cm“l Av = 60,0 cm_] N
b 2 -2
ag = 7,70 x 10 cm Ag = 1,56 x 10 cm
af = 30,0 cm'1 AL = 9,54 cm'l
I (U.R.) = 49,5
X fg(x) [2(x) fe (x)
(cm_l) | (U.A.) (U.A.) (U.A.)
20,0 34,5 32,5 34,5
30,0 23,5 23,5 19,0
40,0 13,7 16,9 7,0
50,0 6,8 12,4 2,0
60,0 2,9 9,4 1,5
70,0 1,0 7.3 1,0

80,0 0,3 5,8 0,5




106.

- -1 - !
v, © 1060.0 cm Av = 46,6 cm N
-3 2 -2
ag = 1,27 x 10 cm Ag = 2,01 x 10 cm
21
al = 23,3 AR = 7,42 cm
I (U.R.) = 34,7
X fg(x) fo(x) fe(x)
-1
(cm ) (U.A.) (U.A.) (U.AL)
10,0 29,0 27,8 29,0
13,3 26,3 24,9 26,0
20,0 19,8 19,0 19,0
30,0 10,5 12,4 10,0
40,0 4.3 8,3 3,0
50,0 1,3 5,8 1,5

60,0 0!3 4!3 -




107.

_ -1 - -1
v, T 1020,0 cm av = 40,0 cm .
3 2 _2
g = 1,73 x 10 cm Ag = 2,35 x 10 cm
-1 1
at = 20,0 cm AL = 6,36 cm~

I (U.R.) = 30,5

X fg(x) £1(x) fe(x)

(cm_l) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
6,6 26,8 26,1 26,0
13,3 21,3 20,1 20,0
20,0 14,5 14,5 12,0
30,0 6,1 8,9 3,5
33,3 4,2 7,7 3,0
40,0 1,8 5,8 1,5

50,0 0,3 4,0 0,5




108.

1

v, = 990,0 cm A% = 20,0 cm” |
_3 2 _2

a = 6,93 x 10 cm Ag = 4,69 x 10 cm

at = 10,0 en” AL = 3,18 cm

I (U.R.) = 22,1
X fg(x) fe(x) fe(x)

(cm_l) (U.A.) (U.A.) (U.A.)

10,0 10,5 10,5 11,0
13,3 6,2 7,6 8,0
16,6 3,1 5,6 5,0
20,0 1,3 4,2 3,0
30,0 - 2,1 1,5
33,3 - 1,7 0,5

40,0 - 1,2 -




109,

-1 =1
V.3.3. 900 cm - 250 cm

Como nos outros intervalos considerados, as curvas
se apresentam como superposigao de Lorentzianas e Gaussianas. A
intensidade das linhas também varia. A linha que tanto na Hb A
como Hb Rana apresenta ;o = 760 cm_l, na HbS ela praticamente

desaparece.



i10.

- =1 - _1
Vo 760,0 cm Av = 36,6 cm
=3 2 _2
ag = 2,07 x 10 cm Ag = 2,56 x 10 cm
-1 21
al = 18,3 cm AL = 5,82 cm

I (U.R.,) = 60,0

X fg(x) fo(x) fe(x)
(cm_lJ (U.A.) (U.A.) (U.A.)
10,0 46,3 44,0 44,0
20,0 25,0 26,0 25,0
30,0 8,8 15,5 10,0
50,0 0,3 6,7 3,0
60,0 - 4,8 1,5
70,0 - 3,6 0,5

80,0 - 2.8 .




111.

v, = 700,0 em™ AV = 40,0 em”
-3 2 _2

ag = 1,73 x 10 cm Ag = 2,35 x 10 cm

at = 20,0 e AL = 6,36 —

I (U.R.) = 29,5
X fg(x) f2(x) fe(x)

(cm“i) (U.A.) © (U.AL) (U.A.)

10,0 23,5 22,4 23,5
13,3 20,6 19,4 19,0
20,0 14,0 14,0 13,0
30,0 5,8 8,6 6,0
33,3 4,1 7,4' 4,0
40,0 1,8 5,6 2,5

50,0 0,4 3,8 1,0




112.

- _1 - 21
v, = 650,0 cm- Av = 53,3 cm
42 _2
g = 9,75 x 10 cm Ag = 1,76 x 10 cm
-1 1
al = 26,6 cm AL = 8,46 cm

I (U.R.) = 33,7

X fg(x) f2(x) fe(x)
(cm-l) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
20,0 21,6 20,5 24,5
30,0 13,3 14,2 13,0
40,0 6,7 9,9 7,0
50,0 2,8 7,0 3,5
60,0 0,9 5,2 2,0
70,0 0,2 4,0 1,0




113,

_ 1 1

Vo T 580,0 cm_ Av = 83,4 cm
_4 2 _2
ag = 3,98 x 10 cm Ag = 1,13 x 10 c¢m
_1 _1

a = 41,7 ¢m AL = 13,25 cm

I (U.R.) = 38,9
X fg(x) fr(x) fe(x)
-1

fecm ) (U.A.) (U.A.) (U.A.)

10,0 35,5 35,0 36,5
20,0 31,5 30,0 34.5
30,0 25,8 24 .4 21,5
40,0 19,5 19,2 19,0
50,0 13,6 15,1 7,0
60,0 8,8 12,0 2,0

70,0 5,2 9,6 0,5




114.

- 1 1

Vo = 520,0 cm Av = 46,6 cm
_3 2 -2
ag = 1,27 x 10 cm Ag = 2,01 x 10 cm
_1 L1
al = 23,3 cm Ar = 7.4 cnm

I (U.R.) = 37,4

x £g(x) £2(x) fe(x)
(cm_l) (U.A.) (U.AL) (U.A.)
10,0 31,2 30,0 32,5
20,0 21,3 20,5 22,5
30,0 11,2 13,3 8,0
40,0 4,6 9,0 4,0
50,0 1,5 6,3 2,0
60,0 0,3 4,6 1,0

70,0 - 3,3 -




115,

50 = 470,0 _— AV = 43,3 ——
ag = 1,48 x 10" em” Ag = 2,17 x 10“2cm
af =.21,6 en” AL = 6,87 em”
I (U.R.) = 34,2
X fg(x) f2(x) fe (x)
(cm_l) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
10,0 28,0 26,7 30,0
20,0 18,0 17,5 23,0
26,6 11,4 13,0 6,0
33,3 6,3 9,6 3,0
40,0 3,0 7,3 2,0
50,0 0,8 5,1 0,5

53,3 0,4 4,5 -




116.

_ _1 _ _1
v, S 435,0 cm Av = 26,6 cnm
-3 2 2
ag = 3,92 x 10 cm Ag = 3,53 x 10 cm
.1 _1
al = 13,3 cm AL = 4,23 cnm
I (U.R.) = 27,9
X fg(x) fa(x) fe(x)
-1
{cm ) (U.A.) (U.A) (U.A.}
6,6 22,3 21,3 24,0
13,3 13,2 13,2 6,0
20,0 5,5 8,1 3,0
26,6 1,7 5,3 2,0
33,3 0,3 3,6 1,0
40,0 - 2,6 0,5

46,06 - 2,0 ~




117.

_ _1 _ 21
v, = 400,0 cm Av = 40,0 cm
_3 2 _2
ag = 1,73 x 10 cm Ag = 2,35 x 10 cm
=1 -1
af = 20,0 cm AL = 6,36 cm
I (U.R.} = 25,2
b fg(x) fL{x) fe(x)
-1
(cm ) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
6,6 22,2 21,6 23,5
10,0 20,2 19,2 22,0
13,3 17,6 16,6 20,0
20,0 12,0 12,0 10,0
26,6 7,0 8,6 3,0
30,0 5,0 7,4 1,5

33,3 3,5 6,4 0,5




118,

_1
360,0 cm Av

v_o= = 26,6 cm_
G
_3 2 _2
ag = 3,92 x 10 c¢m Ag = 3,53 x 10 cm
_1 1
ol = 13,3 cm At = 4,23 cnm
I (U.R.) = 25,2
X fg(x) fo(x) fe(x)
-1
(cm ) (U.AL) (U.A.) (U.A)
6,6 20,2 19,2 22,0
10,0 16,2 15,3 18,0
13,3 12,0 12,0 7,0
20,0 5,0 7,4 3,5
30,0 0,7 3,9 1,0

33,3 0,3 3,3 0,5
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V.4. ESPECTROS FOTOACOSTICOS - VISIVEL

0 espectro fotoacUstico das amostras revelou muitas

linhas de absorgao como exposto a seguir:

V.4.1. Hemoglobina Humana A

As linhas obtidas foram Ay = 338,6nm; 368,3nm; 410,0
nm; 445,5nm; 460,1nm 479,0nm; 491,1nm; 513,3nm; 538,6nm e
570, 8nm.



123,

AO = 338, 6nm AX = 48,10nm

_3 _2 -2 _1
ag = 1,19 x 10 nm Ag = 1,95 x 10 nm
al = 24,05nm Ag = 7,65nm

I (U.R.) = 36,7

X fg(x) fu{x) fe(x)
(nm) (U.AL) (U.AL) (U.AL)
6,3 47,6 46,7 48,0
12,6 41,4 39,2 43,0
19,0 32,7 30,9 34,0
25,3 23,3 23,7 22,0
31,6 15,2 18,3 10,0
38,0 9,0 14,3 4,0
44,3 4,8 ' 11,4 -

50,6 2,3 5,2 -




lo = 368, 3nm Ax = 32,.9nm
-3 .2 -2 _1
ag = 2,55 x 10 nm Ag = 2,85 x 10 nm
al = 16,45nm AL = 5,24nm
I {(U.R.) = 19,1
X fg(x) £2(x) fe (x)
(nm) (U.A.) (U.A,) (U.A.)
6,3 23,5 22,6 _ 24,0
12,6 17,3 16,4 18,0
19,0 10,4 11,1 10,0
25,3 5,0 7,7 4,0
31,6 2,0 5,5 2,0
38,0 0,6 4,1 1,0

44,3 0,1 3,1 -




125.

lo = 410, 0nm - A = 48,1nnm
ag = 1,19 x 10 nm - Ag = 1,95 x 10 ‘nm™ "
al = 24,05nm AL = 7,65nm
I (U.R.) = 66,1
X fg(x) fo{x) fe(x)
(nm) (U.A.) (U.A) (U.A.)
6,3 85,8 84,2 87,0
12,6 74,5 70,6 75,0
19,0 58,8 55,4 59,0
25,3 42,0 42,7 42,0
31,6 27,4 33,0 28,0
38,0 16,3 25,7 17,0
44,3 8,7 20,5 9,0
50,6 4,2 16,6 5,0
63,3 0,7 11,3 1,0

69,2 0,2 9,7 < 0,5




126.

10 = 445, 5nm AX = 16,45nm

-2 -2 -2 -1
ag = 1,02 x 10 nm Ag = 5,70 x 10 nm
a = 8,Znm AL = 2,6Znm

I (U.R.) = 12,5

X fg(x) f2(x) fe(x)
(nm) (U.A.)) (U.A.) (U.AL)
3.8 14,6 14,0 15,0
7,6 8,4 9,1 9,5
11,4 4,5 5,8 6,0
15,2 1,6 3,8 3,0
19,0 0,4 2,6 1,5
22,8 - 1,9 -

25,3 - 1,6 -




127.

Ao = 460, Inm AX = 12,6nm

-2 .2 -2 _1
ag = 1,73 x 10 nm Ag = 7,42 x 10 nnm
al = 6,3nm AL = 2,00nm

I (U.R.) = 14,7

X fg(x) fe(x) fe (x)
(nm) (U.AL) (U.A.) (U.AL)
3.8 15,6 14,6 16,0
7.6 7,4 8,1 7,5
11,4 2,1 4,6 2,0
15,2 0,3 3,0 0,5

19,0 - 2,0 -




128,

ho = 479,0nm Ax = 19 ,0nm
-3 _ -2 -
cg = 7,68 x 10 nm Ag = 4,94 x 10 nm
afl = 9,5nm AL = 3,0Z2nm
I (U.R.,) = 14,0
be fg(x) f2(x) fe (x)
{nm) (U.A.) (U.AL) (U.A.)
3.8 17,0 16,3 18,0
7,6 12,2 11,5 13,0
11.4 7,0 7,8 7,5
15,2 3,2 2,3 4,0
19,0 1,2 3.8 1,0
22,8 0,3 2,8 < 0,5




129.

Ao = 491,1nm Ar = 11.4nm
-2 =2 -2 .1
ag = 2,13 x 10 nm Ag = 8,24 x 10 nm
el = §5,7nm A2 = 1,81nm
I (U.R.) = 9,5
X fg(x) fe(x) fe(x)
(nm) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
3,8 9,5 9,0 9,5
7,6 3,8 4.7 4,0
11,4 0,8 2,7 1,0
12,6 0.4 2,2 < 0,5




130.

AO = 513, 3nm A = 25,3nm
ag = 4,32 x 10 nm™- Ag = 3,71 x 10 ‘nm”
af = 12,65nm AL = 4,02nm
I (U.R.) = 11,0
X fg(x) f2(x) fe (x)
{(nm) (U.A.) (U.AL) (U.A)
3,8 14,0 13,7 14,0
7,6 11,7 11,0 11,5
11,4 8,5 8,2 8,5
15,2 5,5 6,1 5,5
15,0 3,2 4,6 3,0
22,8 1,5 3,5 1,5
25,3 0,9 3,0 1,0




131.

Ao = 538,6nm AX = 30,4nm
-3 < -2 _
ag = 3,00 x 1¢ nm Ag = 3,09 x 10 nm
al = 15, Znm At = 4,83nm
I (U.R.) = 22,0
X fg(x) f2(x) fe(x)
(nm) (U.AL) (U.A.) (U.A.)
6,3 26,6 25,6 26,0
12,6 18,6 17,8 18,0
19,0 10,3 11,7 10,0
25,3 4.4 7,8 4,0
31,6 1,5 5,6 1,5
38,0 0.4 4,1 .5

44,3 0,08 3,1 -




132,

A, = 570,8nm AX = 24,0nm

ag = 4,79 x 10 nm > Ag = 3,90 x 10 am

af = 12,0nm AL = 3,82nm

I (U.R.) = 22,0

X fg(x) fe(x)} fe(x)

(nm) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
3,8 28,0 27,2 28,0
7,6 22,7 21,4 21,0
11,4 16,1 15,7 16,0
15,2 10,0 11,5 10,0
19,0 5.4 8,5 6,0
22,8 2,5 6,5 2,5
31,6 0,2 3,7 1,0




133.

V.4.2. Hemoglobina Humana S

As bandas de absorc¢ao detectadas sao em A, = 347,5nm;
377,5nm; 416,6nm; 450,0nm; 465,0nm; 480,0nm; 500,0nm; 581,6nm e
545,0nm.



134,

Ao = 347,5nm Ax = 20,0nm

-3 -2 _2 -1
ag = 6,93 x 10 nm Ag = 4,70 x 10 nm
a% = 10,0nm AL = 3,18nm

I {(U.R.) = 42,6

X fg(x) fi(x) fe (x)
(nm) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
5,0 48,7 46,4 47,0
10,0 29,0 29,0 29,0
15,0 12,2 17,8 14,0
20,0 3,6 11,6 6,0
25,0 0,7 8,0 3,0
30,0 0,1 5,8 1,5




135,

Ao = 377,5nm Ak = 46,6nm
-3 _ -2 _1
ag = 1,27 x 10 nm Ag = 2,01 x 10 nm
ol = 23,3nm A2 = 7,42nm
I (U.R.) = 36,7
X fg(x) fo(x) fe(x)
{(nm) (U.A) (U.AL) : (U.A.)
8,3 45,8 44,3 43,0
16,6 35,2 33,1 32,0
25,0 22,6 23,2 21,0
33,3 12,2 16,4 12,0
41,6 5,5 11,9 5,5

50,0 2,0 8,9 2,5

58,3 0,6 6,8 1,0




136,

Ao = 416,6nm AX = 36,06nm
ag = 2,06 x 16™ Ag = 2,56 x 10" nm™
al = 18,3nm AL = 5,82nm
I (U.R.,) = 100,0
X fg(x) f2(x) fe(x)
(nm) (U.A.) (U.A.) (U.AL)
8,3 118,0 112,8 116,0
16,6 77,0 74,6 77,0
25,0 37,5 47,5 38,0
33,3 13,8 31,5 14,0
41,6 3,8 22,0 5,0
50,0 0,7 16,0 1,0
58,3 0,1 12,2 -




137,

Ao = 450,0nm Ax = 15,0nm
2 _z2 2 1
g = 1,23 x 10 nm Ag = 6,26 x 10 nm
¢ = 7,5nm A2 = 2,38nm
I (U.R.) = 18.4
X fg(x) f2{x) fe(x)
(nm) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
5,0 18,4 17,3 21,0
10,0 7,3 9.0 ] 8,0

15,0 1,5 5,0 2,0

20,0 0,1 3,0 < 0,5




138.

Ro = 465,0nm Ax = 16,6nnm
ag = 1,00 x 10 “pm”} Ag = 5,65 x 10 2pm”?
al = 8,3nm AL = 2.64nm
I (U.R.) = 17,6
X fg(x) f2 (x) fe(x)
(nm) (U.A.) (U.AL) (U.AJ)
5,0 18,7 17,6 19,5
10,0 8,8 9,7 7,0
15,0 2,5 5,6 1,0
20,0 0,4 3,5 -




139,

A = 480,0nm Ax = 16,6nm

-2 .2 -2 1
ag = 1,00 x 10 nm Ag = 5,65 x 10 nm
al = 8,3nm AL = 2,.64nm

I (U.R.) = 19,1

X fg(x) f2(x) fe(x)

(nm) (U.A) (U.A.) (U.A.)
5,0 12,5 19,0 13,0
10,0 5,8 16,6 6,0
15,0 1,6 6,0 1,5

20,0 0,2 3,8 < 0,5




140,

Ao = 500, 0nm AX = 33.3nm
-3 _2 _2 1
ag = 2,50 x 10 nm Ag = 2,82 x 10 nm
af = 16,65nm AL = 5,30nm
I (U.R.) = 16,1
X fg(x) fe(x) fe (x)
(nm) (U.AL) (U.A.) (U.AL)
5,0 20,6 20,1 20,5
10,0 17,1 16,1 16,0
15,0 12,5 12,1 12,5
20,0 8,0 9,0 8.0
25,0 4,6 6,7 5,5
33,3 1,3 4,4 1,0

41,6 0,2 3,0 -




141.

AO = 545, 0nm A = 43,3nm
g = 1,47 x 10 nm™ Ag = 2,16 x 10'2nm'
al = 21,65nm | AL = 6,89nm
I (U.R.) = 19,1
X fg(x) fe(x) fe(x)
(nm) (U.AL) (U.A.) (U.A.)
8,3 23,5 22,6 22,0
16,6 17,3 16,3 17,0
25,0 10,3 11,1 : 11,0
33,3 5,0 7,7 6,0
41,6 2,0 5,5 2,0
50,0 0,6 3,9 0,5

58,3 0,1 3,1 -




142,

Ao = 581, 6nm aAx = 30,0nm

-3 -2 _2 _1
ag = 3,08 x 10 nm Ag = 3,13 x 10 nm
af = 15,0nm Az = 4,77nm

I (U.R.) = 17,6

X fg(x) f2(x) fe(x)
(nm) (U.A.) (U.AL) (U.A.)
5,0 22,2 21,6 22,0
10,0 17,6 16,6 17,5
15,0 12,0 12,0 12,0
16,0 10,2 10,7 10,0
25,5 3,5 6,1 4,0
33,3 0,7 4,0 1,0

41,6 0,1 2,7 -
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V.4.3. Hemoglobina de Rana Catesbeiana

Os picos maximos de absorgao foram em:

»

AO = 350,0nm; 416,0nm; 457,0nm; 475, 6nm; 488,5nm; 500,0nm

514,0nm; 543,5nm e 580, 0nm.
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Ao = 350,0nm AX = 69,.2nm

b -2 -2
og = 5,78 x 10 nm Ag = 1,35 x 10 nm
®f = 34,6nm At = 11,01nm

I (U.R.)} = 41,9

X fg(x) f2(x) fe(x)
(nm) (U.AL) (U.A.) (U.AL)
12,8 51,8 50,1 53,0
25,6 39,0 36,7 42,0
38,5 24,2 25,3 20,0
51,3 12,5 17,7 8,0
64,1 5,3 12,8 4,0
77,0 1,8 9.5 1,0

83,3 1,0 8.3 -




145.

Ay T 416,0nm Ax = 46,1nm
-3 - A |
ag = 1,30 x 10 nm Ag = 2,03 x 10 nm
af = 23,05nm A2 = 7,33nm
I {U.R.) = 77,2
X fg(x) f2(x) fe(x)
(nm) (U.A:) (U.A.) (U.A.)
6,4 39,5 97,4 .101,0
12,8 84,8 80,2 85,0
19,2 65,0 61,9 65,0
25,6 44 .9 47,0 49,0
32,0 27,7 35,8 30,0
38,5 15,3 27,6 15,0
44,8 7,7 21,9 8,0
51,3 3.4 17,6 4.0
64,1 0,5 12,0 0,5
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AO = 457,0nm Ax = 16,6nm
-3 _2 -2 _1
ag = 9,97 x 10 nm Ag = 5,63 x 10 nm
af = §,3nm AL = 2. 64nm
I (U.R.) =191
X fg(x) f2{x) fe (x)
(nm) (U.A.) (U.A.) (U.AJ)
6,4 17,3 16,3 16,5
12,8 5,1 7,6 5,0
19,2 0,6 4,0 0,5

21,8 0,2 3,3 < 0,5
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AO = 475, 6nm AX = 17.,9nm
_3 _2 - |
ag = 8,60 x 10 nm Ag = 5,23 x 10 nm
af = 8,95nm A2 = 2,84nm
I (U.R.) = 20,6
X fg(x) f2(x) fe(x)
(nm) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
3,8 24,7 23,7 26,0
7,7 16,8 16,0 19,0
11,5 8,9 10,5 9,0
15,4 3,6 7,0 3.5
19,2 1,2 4,9 1,0

23,0 0,3 3,6 < 0,5
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Ao = 488, 5nm ArA = 11,5nm
=2 - _2 _1
g = 2,08 x 10 nm Ag = 8,14 x 10 nm
af = 5,75nm At = 1,83nm
I (U.R.) = 17,6
ble fg(x) f2{x) fe(x)
(nm) (U.A.) (U.AL) (U.A.)
3,8 17,7 16,7 17,5
7,7 7,0 8,6 7,0
11,5 1,5 4,8 1,5
15,4 0,1 2,9 -
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Ao = 500, 0nm Ax = 12,8 nm
-2 - -2 _1
ag = 1,68 x 10 nm Ag = 7,32 x 10 nm
af% = 6,4nm AL = 2,03nm
I (U.R.) = 18,4
b fg(x) fe(x) fe (x)
(nm) (U.A.)} (U.A.) {(U.A.)
3,8 19,6 18,4 20,0
7,7 9,2 10,2 9,0
11,5 2,7 5,9 3,0
15,4 0,4 3,6 0,5
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Ao = 514,0nm Ax = 17,9nm
-3 _3 -2 -
ag = 8,60 x 10 nm Ag = 5,23 x 10 nm
el = 8,95nm AL = 2,85nm
I (U.R.) = 12,5
X fg(x) fo(x) fe (x)
(nm) (U.A.) (U.A.) (U.A.)
3,8 15,06 14,4 14,0
7.7 10,2 9,7 10,0
i1,5 5,4 6,4 6,0
15,4 2,2 4,3 3,0
19,2 0,7 3,0 0,5

23,0 0,1 2,2 -
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Ao = 543,5nm Ax = 41,02nm
-3 . +2
ag = 1,64 x 10 nm Ag = 2,29 x 10 nm
afk = 20,51nm A2 = 6,53nm
I (U.R.) = 26,4
X fg(x) f2(x) fe(x)
(nm) (U.A.) (U.A) (U.A.)}
6,4 33,6 32,8 33,5
12,8 27,5 26,0 26,5
19,2 19,6 19,1 19,0
25,6 i2,3 14,0 13,0
32,0 6,7 10,5 7,0
44,8 1,4 6,2 2,0

57,7 0,1 4,0 < 0,5
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AO = 580,0nm Ax = 25,6nm
ag = 4,21 x 10_3nm_ Ag = 3,66 x 10" “am™
e = 12,8nm AL = 4,07nm
I (U.R.) = 23,5
X fg(x) 2 (x) fe(x)
(nm) (U.AL) (U.A.) (U.A))
3.8 30,1 29,4 30,5
7,7 24,9 23,5 24,5
11,5 18,3 17,7 18,0
15,4 11,8 13,1 12,0
19,2 6.7 9,8 7,5
25,6 2,0 6,4 4,0
32,0 0,4 4,4 1,0
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Os espectros fotoacisticos das hemoglobinas humana

A, humana S e de Rana catesbeiana, assim como as curvas teSri

cas, sao apresentados nas figuras 17, 18 e 19 respectivamente.

i)

ii)

iii)

Podemos levantar algumas observacgoes:

quanto ao im: existem desvios dos Am dc espectro de uma
hemoglobina para outro, o que provavelmente seja resultado
de diferengas estruturais nas diferentes hemoglobinas estu
dadas. Isto vem a confirmar a hipdtese: diferenga estrutu

ral + desvios nos espectros.

algumas larguras de linha sao comparaveis como por exemplo
a linha em torno de 450,0 nm: AA varia de 15,0nm a 16,6nm.
Se tomarmos como exemplo a linha em torno de 345,0nm a va
riagdo em AX € maior: de 69,2nm a 20,0nm.

a forma das linhas apresenta uma grande "variedade'; por
exemplo a linha com Am em torno de 412,0nm: aproxima-se de
uma Gaussiana para as amostras de Hb A e Hb S e como a su
perposigcao de uma Lorentziana e uma Gaussiana para a Hb Ra

na.

Um quadro comparativo .dos resultados obtidos apds a

deconvolugdo e calculo tedrico das linhas de absorgido & apresen

tado na tabela 4.
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Hb A Hb S Hb Rana

AO 338.,6 347.5 350.,0
Ax (nm) 48,1 20,0 69,2
Forma _ g g+h g+&
Intensidade 36,7 42,6 41,9
Ao 368, 3 377,5
Ax (nm) 32,9 46,6
Forma g g+e
Intensidade 19,1 36,7
s 410,0 416,6 416,0
A% (nm) 8.1 366 761
Forma g g g+l
Intensidade 66,1 100,90 77,2
Ao 4455 450, 0 4570
AX (nm) 16,45 15,0 16,6
Forma g+ g g+t
Intensidade 12,5 18,4 19,1
* 460,1 4650 475.6
Ax {nm) 12,6 16,6 17,9
Forma g g g+l
Intensidade 14,7 17,6 20,6
o 479 ,0 480,0 4885
AX  (nm) 19,0 16,6 11,5
Forma g+ g g
Intensidade 14,0 19,1 17,6
A 491,1 500,0 . 500.,0
Ax  (nm) 11,4 33,3 12,8
Forma g g+l g
Intensidade 9,5 16,1 18,4
o 513,3 ’ 5140
AX (nm) 23,5 17,9
Forma g g+t
Intensidade 11,0 12,5
Ao 538,6 545,0 5435
AA  (nm) 30,4 43,3 41,02
.Forma g+t - g+i _ g+i
Intensidade 22,0 19,1 26,4
A 570, 8 581,6 580,0
Ax  (nm) 24,0 ' 30,0 25,6
Forma g+l g g

Intensidade 22,0 17,6 23,5

Tabela 4: Quadro comparativo das linhas espectrais das hemoglobinas

humana A, humana S e de Rana catesbeiana (espectro fotoa

custico) no intervalo espectral de 300nm a 600nm, onde ¢ in
dica uma curva proxima a uma Lorentziana e g uma proxima a

uma Gaussiana.
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Tentando agora, estabelecer bases comparativas entre
0s espectros fotoacisticos e de absorcdo Gptica das amostras es

tudadas podemos observar que:

i) a deconvolucgdo espectral dos espectros fotoaclUsticos reve
lou um nimero maior de linhas que a deconvolugdo dos espec

tros de absorcdo dptica;

ii) embora o espectro fotoacilistico apresenta mais linhas de ab
sorgao, algumas linhas sio comuns a ambos (o espectro f
toacustico e de absorgdo Gptica). Como exemplo podemos ci

tar a linha com m proximo a 412,0nm;

11i) quanto a forma: a linha com Am ao redor de 412,0nm, que no
espectro de absorgdo Optica se aproxima de uma Lorentziana
para todas as amostras estudadas no espectro fotoaciistico
se aproxima de uma Gaussiana para Hb A e Hb S e como uma
superposigac das .duas formas para Hb Rana. A linha em tor

no de 350nm se apresenta como uma Gaussiana em ambos os es

pectros para a Hb A.

As tabelas 5, 6 e 7 apresentam estes estudos de for

ma sintetica.
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EFA EAO
Ao~ 350nm
a3 (nm) 48,1 42,3
Forma g g
Yo 370nm
AXx (nm) 32,9
Forma g
‘o ~ 412nm
AXx (nm) 48,1 27,0
Forma g 2
‘o » 450nm
Ax (nm) 16,45
Forma g+i
Ao~ 465nm
Ax (nm) 12,6
Forma E
Yo ~ 480nm
Ax (nm) 19,0
Forma g+h
Yo & 495nm
Forma g
ko ~ 513nm
AX (nm) 23,5
Forma g
*o ~ 540nm
Ax (nm) 30,4 28,2
-Forma g+l g
Yo~ 575nm
4% {nm) 24,0 21,1
Forma g+L L
Tabela 5: Quadro comparativo entre os espectros de absorgao optica

(EAO) e os espectros fotoacusticos (EFA) para a hemoglobi

na humana A, no intervalo espectral de 300nm a 600nm.
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EFA EAO
350nm
Ax  (nm) 20,0 47,0
Forma g+L 2
370nm
Ax  (nm) 46,6
Forma g+l
412nm
Ax  (nm) 36,6 30,6
Forma g 2
450nm
Ax  (nm) = 15,0
Forma g
465nm
Ax  (nm) 16,6
Forma g
480nm
Ax  (nm) 16,6
Forma g
500nm
a4%  (nm) 33,3
Forma g+l
545nm
CAY (mm) 43,3 42,3
Forma g+e )
575nm
Ax  (nm) 30,0 37,5
Forma g g+h
- Tabela 6: Quadro comparativo entre os espectros de absorgdo oOptica

(EAO) e espectros fotoacisticos (EFA) para a hemoglobina

humana S no intervalo espectral de 300nm a 600nm.
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EFA EAOD

o ~ 350nm

AXx (nm) 69,2 70,6
Forma g+4h g+
Ao ~ 412nm
AXx (nm) 46,1 - 35,3
Forma g+ey 2
Yo ~ 450mm
Ax (nm) 16,6
Forma g+e
Ao~ 465nm
AX (nm} 17,9
Forma g+4
Ao v 480nm
AXx (nm) 11,5
Forma g
Ao v~ 495nm
AX (nm) 12,8
Forma g
A
® n 513nm
Ax (nm) 17,9
Forma g+i
lo v 543nm
“AX (nm) 41,02 32,9
Forma g+e g
Yo ~ 575mm
A% (nm) 25,6 18,8
Forma g %

|
’ Tabela 7: Quadro comparativo entre os espectros fotoaciisticos (EFA)
e de absorgdo Optica (EAO) para a hemoglobina de Rana ca-

tesbeiana no intervalo espectral de 300nm a 600nm.
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CAPITULO VI
CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Tem sido consideravel a contribuigdo da espectrosco
pia de absorgdo Optica para elucidar propriedades bioquimicas
da hemoglobina. Neste trabalho apds revisdo da bibliografia des
crevemos parte desta contribuigao. Até o presente, foram obti
dos espectros de absorgao optica da hemoglobina em solugdo aquo
sa (H,0) e em solugao de D,0, O primeiro sistema foi estudado
ne intervalo que se inicia no ultravioleta (200nm) e vai ate o
infravermelho proximo (1300nm) (ANTONINI e BRUNORI, 1971). Apés
1300nm, fortes bandas de absorgao da agua impedem a obtengdo dos
espectros. Utilizando no entanto, solugoes de hemoglobina em
D,0 foram obtidos espectros de absorgdao no intervalo de IOUDUﬂJ
a 2500cm_1 como descrito no capitulo III da tese.

Esse trabalho se propoe a estender o conhecimento do
espectro de absorcao de radiacgao eletromagnética da hemoglobina
humana A do intervalo conhecido (de 200nm a 700nm em solugao
aquosa e de 1000cm"1 a 2500(:m_1 em solucao de agua " deuterada
até 40u (300cm'1). O mesmo estudo foi efetuado com hemoglobina

humana do tipo SS e de Rana catesbeiana. A impossibilidade de

realizar o estudo de absorgao com solugOes aquosas a partir de
1300nm nos levou a encapsular a hemoglobina em células de KBr
de alta qualidade Optica. Como um teste a mais na compatibilida
de de nossos experimentos com as células de KBr, realizamos tam
bém um estudo da absorgdo de hemoglobina no intervalo de 200nm
a 700nm, comparando 0s respectivos espectros de absor¢ao. Dessa

forma, os espectros de Hb A, Hb S e Hb de Rana catesbeiana fo

ram obtidos no intervalo de 200nm a 40u. Obtivemos também, a
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titulo de complementacdo do nosso estudo, o0s espectros fotoacus
ticos no intervalo de 300nm a 600nm, espectros estes que se re
velaram de grande sensibilidade.

Uma vez. obtides os dados fundamentais, passamos a
considerar a caracterizacic das linhas espectrais em termos de
freqiéncias de absorcdo, forma e largura de linha espectral ,
tratando essas caracteristicas de forma quantitativa. Determina
mos as formas das linhas espectrais de forma quantitativa utili
zando modelos de linhas Lorentzianc e Gaussiano. Nossa  conclu
sao € que a maioria das linhas apresentam-se como convolugoes
das formas Gaussiana e Lorentziana. Determinamos as larguras de
linha & meia altura do pico e suas freqlléncias de pico (ou res
sonancia), apés deconvoluirmos todo o espectro. Podemos afirmar
que, no melhor de nosso conhecimento, este € o primeiro traba
lho em espectroscopia Optica de hemoglobina em que tal estudo
quantitativo foi realizado.

As formas das linhas espectrais parecem indicar que
hajam tanto mecanismos homogéneos quanto ndo-homogéneos de for
magao dessas linhas, embora a identificagao desses mecanismos
e a propria identificagdo da origem das linhas obtidas fuja
completamente ao escopo desse trabalho. De fato, nada existe na
literatura que se refira a tais mecanismos.

Evidentemente, muitas sdo as perspectivas para a con
tinuagao desta linha de trabalho iniciada nesta tese. Podemos
destacar trés areas principais, uma das quais ji foi citada aci

ma:

1 - estudo da identificacao da origem das linhas espectrais e

da identificagao dos mecanismos de formagdo dessas linhas;

Z - estender o estudo de cada linha espectral do regime nido 1i
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near utilizando lasers em sintonia com a freqliencia dessas
linhas e de poténcias capazes de induzir tais efeitos: ence
tar estudos de absorg3do linear é nao-linear de hemoglobinas
em geral, usando lasers de pico - segundos: obter através

de uma técnica diferencial a magneto-dptica da Hb em solu

¢do aquosa.

estender os estudos considerados até aqui a outros pigmen
tos respiratorios propiciando um estudo comparativo entre

0s mesmos através de métodos de caracterizacdo optica e fo

to-acustica.
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