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INTRODUGAO

0 transporte de oxigenio dos pulmoes ate os tecidos nos ani
mais superiorecs nao pode ser explicado por um processo cde  simples
difusaoc. A hemoglobina e responsavel por 997 deste transparte. A sa

turagao da hemoglobina pelo oxigenio mnos pulmoes & total nas condi-
¢oes normais, uma vez que a pressac de oxigénio alveolar e mais que
suficiente para satura-la. A liberacao tecidual do oxigenio, por ou
tro lado depende fundamentalmente da forma da curva de ligacao oxi-
genio-hemoglobina e da afinidade da hemoglobina pelo gas.A curva de
oxigenagao e sigmoide e a porcao media desta curva e pois muito sen
sivel as variagaes das pressoes de oxigeénio em niveis fisioldgicos.
Desta forma a oxihemoglobina responde facilmente a mudangas na pres
sao de oxigenio.

A hemoglobina e uma proteina bastante complexa para respon
der as varias condigoes de oxigenagae a que o animal e submetido. E
yma molecula tetramerica constitulida de duas subunidades o e duas
R. Cada subunidade contém um grupo heme cujo centro possue um atomo
de ferro que liga oxigeénio ou outro ligante, reversivelmente. O gru
po heme, por sua vez esta unido a proteina de cada subunidade por
ligagao covalente entre o “tomo de ferro e um residuo de histidina
conhecida como histidina proximal. A afinidade da hemoglobina pelo
oxiganio aumenta quando a saturagao por este ligante aumenta, e a
busca de uma explicacao estrutural para esta cooperatividade ou in-
teragac heme-heme, a fazewm um modelo de proteina dos mais Interves-
santes ¢ "per se" poderia justificar a intensidade com quc 05  pesT
quisadores estudam hemoglobina.

Na presente introducac procuraremos discutir dois aspecltos
do estudo da ligagao Hemoglobina-Ligante. O primeiro, do pomnto de
vista experimental, envolvendo equilibrio e cinetica das reacoes e

o segundo do ponto de vista estrutural.



Equilibrio da hemoglobina com oxigenio (Antonini & Brunori, 1971)

A reagao do ferro heminico da hemoglobina com ligantes a
como vimos reversivel e pode pois ser tratada como um equilibrio di
namico. Um mesmo estado:final & alcangado quando o ligante & adicio
nadoe a proteina nao ligada ou & retirado da proteina totalmente 1i-
gada, e uma vez atingido o estado final a composigao do sistema per
manece constante. Evidentemente esta se assumindoc que ambos, hemo-
globina e ligante, sao estaveis, © que nao ocorre rigorosamente. A
lei da acao das massas descreve a ligagao reversivel entre o ligan-
te © a hemoglobina. Contudo a proteina pode ter mais de um sitio pa
ra o ligante ¢ a teoria de equilibrios multiplos poderia ser apli-
cada.

Tomemos o caso de uma macromolécula com um sitio de liga-
gao., A situaggo mals simples e representada por um sistema quimica-
mente homogeneo na qual cada molécula de proteina contem um unico
sitio de ligagao. No caso, o equilibrioc pode ser representado:

P + X sses——= PYX
Sendo K a constante de equilibrio de dissociacao, pela lei da agao
das massas tewmos:

(P)y (X3
Para ligantes gasosos, a atividade na fase liquida ( caso

do oxigenio com hemoglobina) e dada pela pressao parcial da fase ga

sosa ou melhor (X) = K' pX e a equagao fica:
KH:_(.QL (2)
(PypX

onde K''= KK'



Experimentalimente se usa a quantidade Y, que representa a

fracao de protcina saturada com um ligante definido, como:

YV = W“iﬁiL_“h (1)
(Py+(PX}

Pela equacac (1) temos:
(PX) = K(P){X)

substituindo na equagao (3) temos:

¥ - R (&)

) 1 + K{X)

substituindo (X) por pX temos:

r 1

K _pX (5)
1 + K" pX

< |

As duas ultimas equagoes da lei da agao das massas (4) e (5) expres
sam Y como funcao da (X) ou pX respectivamente. Ainda pela equagao

(4) e 5) podemos ecscrever:

=1

—— = K{X) = K'" pX
1 - ¥

0s dados experimentais podem ser aplicados mais facilmente
- 0 o - 1 o - . .
na forma logaritmica porque a equagao promove um grafico linear,

10g——y--——-———- = ]_O'g__, K + ]..Ug(}{)

1-Y
Se o sistema & considerado homogeéneo, isto & se todos oS
sitios sao equivalentes e independentes para o ligante, esta equa-
cao se aplica perfeitamente. Hill (1910) sem conhecer o peso molecu

lar da hemoglobina representou a reagao da hemoglobina com o oxige-

nLo:
Hbn + n0, —_— (HbO ) n
) n
hpr1= §Ilb()2}
(HpH "
o u
Y

z K(X)n



Colocando-se num grafico ("Hill plot™) log(Y/1-Y) Versus

—

log p ou logX, obtem~se uma linha reta onde n ¢ a ordem aparente da
reagao que apesar de nao ser verdadeira @ utilizada hoje com muitas
vantagens para a representacao dos dados de ligacao da themoglobina
com ligantes. Assim somente dois parametros, log PSO que iundica a
afinidade pelo ligante e n que esta relacionado com a curva de dis-
sociagao, dac imediata descrigac do carater do processo da ligagao
Quando n e igual a 1 a curva & hiperbdlica, se n ¢ maior que 1 ela
e sigmoide e acusa a presenga de interagoes heme~heme '"positivas' .
Para valores de n menores que 1 pode—se esperar ou interacao ‘nega-

+ - 4 . . . .
tiva" heme-heme ou sitios independentes com afinidades diferentes

pelo ligante,

Determinacao de interacoes heterotropicas (Efeito Bohr)

A ligacao de hemoglobina com outros ligantes,alem do oxigé
nio p.ex., caso de louns hidrogenio (interacao heterotréopica) envol-
ve dois aspectos tanto de reciprocidade como termodinamico isto e :
i) efeito de um terceiro componente sobre o equilibrio da hemoglobi
na com o ligante oxigenio e ii) diferengas na interacao com o Eter—

+ . . .
ceiro componente (H ) tais como aquelas entre o ligante unido e a
hemogloblna deoxigenada,

¢ efeito Bohr foi inicialmente descrito por Bohr, Krogh e
Hasselbach (1904} como o efeito do 602 sobre a curva de equilibrio
da hemoglobina com oxigenio. Contudo o efeito foi "ecorrigido" para
acide carbonico como um doador de proton (Cristiansen et al, L914).
Hoje se assume couwo sendo o efeito do pll do meio sobre a afinidade
da hemoglobina pelo oxigenio, e seu significado e aquele de uﬁ feno
meno da ligagac entre sitios para 02 {hemes) e sitios para protons
(cadeia laterais dos amincacidos da hemoglobina). O CO, tem um efei

2

to especifico sobre o grupo amino terminal. Wyman (1948)desenvolveu



a equacao para este efeito:

3 logP s _ su”
( Yy Y =(——") pll
3 pH 3Y

Por esta equagao pode—se conhecer as transigoes de pressao
parcial (p) do ligante com o pH (a uma certa saturagao Y) bem como
as trocas do numero de protons ligados pela proteina com a satura-
gac fracional (a pH constante) .

Pela introdugao do conceito de atividade média do ligante

pode—-se observar:

(#Q_LE&_Em_) = (H+Hb0 - H+Hb) = QH+
9 pH 2

R , " - ;

onde AH e a diferenca de numero de protons ligados entre as formas

oxi e deoxihemoglobina expresso em equivalentes por sitio de 02.
Experimentalmente pode~se medir o efeito Bohr, espectrofo-

. . Cp .
metricamente, examinando-se as curvas de equilibrio da hemoglobina

com oxlgenio em presenga de tampoes de diferentes pH entre 5 ¢ 9.

Estudo cinetico das reacoes de hemopglobina com ligantes (Antonini &

Brunori, 1971).

A cinetica das reacoes de hemoglobina com ligantes tem §i-
do investigada por cerca de 70 anos e tem proporcionado informagoes
tao ou mais importantes que os estudos de equilibrio, tando do pon-
to de vista da relagao estrutura-fungao como sobre mecanismo da rea
¢ao. Infelizmente a cinetica de tais reacoes & tao complexa que e
impnssivel acomodar os dados dentre de um sistema de equagoes sim-
ples. De modo esquematico procuraremos discuti-la:

Vamos supor inicialmente o caso da reagaoc de mioglobina com
um ligante: |

k t
Fe + X s=—=== TFeX
k



onde Fe representa a proteina-heme, X o ligante especifico para fer
ro, k' a constante de velocidade de combinagﬁo {k on) e k 2 coustan
te de velocidade de dissociagao {k off). A constante de equilibrio
da reagEO 2 dada por K = k'/k e a velocidade do processo pode ser

indicado por:

d{Fe d{FeX
(Fe) = ( ) = k' (Fe)(X) - k{(FeX)
dt dt
Se a reagao e permitida com grande excesso de (X) em comparagao a
(Fe), o produto k'(X) = k'' e constante, e a equagao fica:

= k" {(Fe) - k{FeX)

e sua forma integrada,
(Fe) - (Fe),
In 2 - ks o
(Fe) - (Fe)Cq

(Fe)o, (Fe)cq ¢ (Fe) sao respectivamente as concuntragges dos sitios
livres no tempo zero, no equilibrio e no tempo t. O grafico(k' + k)
versus (X) resulta em uma linha reta cuja intersecgﬁo no ei=xo das
ordenadas &€ k e cuja inclinacao & k'. Quando a velocidade de disso-
ciacao & muito pequena em relagaoc & de combinagao (como mioglobina
+ C0, p.ex) podemos eliminar o termo k(FeX) e a forma integrada da
equacao fica, se considerarmos as concentragoes iniciais de Fe e X

iguais:
1 _ 1
(Fe) (Fe)0

= k't

Para fins praticos a comparagao das constantes de equili-
brie e cineticas pava reagSes de mioglobina com diferentes ligantes,
torna nitido que as mudaugas de afinidade de um ligante para outro
sao determinadas pelas medidas nas constantes "on' e "off". Contude
nos casos mals comuns gquando o ligante muda de 02 para NO, por exem
plo,ha diminuicao da velocidade de dissociagao, que varia de ate um
milhao de vezes entre os dols gases.

No caso de proteinas simples como mioglobina os dados cine

ticos podem ser razoavelmente descritos por equagoes simples, contu-

do para reagoes como as de hemoglobina (ferrosa) com ligantes sac



muito mais complexos e grandes dificuldades de interpretagao sao
oferecidas. A maioria dos estudos cineticos de hemoglobinas tem si-

do interpretada de acordo com o modelo de Adair (1925) com quatro

passos de equilibrio, quatro reagoes "on' e quatro "off".
]

k
. 1 !
b, + X == Hb,X K=k /k
¥ 1
-1
k1
?
E g r - . = '
2
‘
: - - L)
Hb, X, + X == b, X Ky= kl/k,
3
]'.(.'
4
]l . -+ ?"‘"—'——H_"“ﬁ;'—_‘h H‘_ "! ;= k_‘
baxj X - )4\‘+ hé 4/k4
4

Hoje pode=-se, em condicoes especiais, individualizar cada
uma destas cvonstantes,

Abordaremos agora somente dois tipos de recagoes, por fina-=
lidades praticas:
1) Reagoes de Combinag¢ao da Hemoglobina com Ligantes.

A cinetica da reacao de diferentes ligantes com desoxihemo
globina e quantitativamente diferente, isto &, o0s ligantes reapgem a
velocidades diferentes. Contudo ela sempre mostra a mesma caracte-
r{stica fundamental: Quando a velocidade da reagao "on" predomina
sobre "off", o que se passa na presenga de grande excesso de ligan-~
te, podem ser feitas as scyuinles genceralizagoes: 1)a velocidade de
combinagao & proporcional a primeira pottncia da concentragao do li
gante. Esta foi a primeira prova direta do modelo fisico da equagao
de Hill que predizia que a velocidade ecra propercional a poteéncia n
(Roughton, 1935), ii) a forma da curva de progressa nao corresponde
a de uma reaggo de segunda ordem, ¢ o0s valores da consfante apresen
tam aumento em fungao do tempo de reacao. Este f[fenomeno constitue
cvidencia clara da interagao heme-heme e reflete o fato de uma ou
mais constantes de velocidade de reagao em cadeia aumentar como re-

sultado da ligagao imicial do ligante. A velocidade inicial extrapo



lada pode ser usada para calcular a primeira constante de Adair. Al
gumas vezes como no case do ligante CO, a constante aparente de se-
gunda ordem diminue a medida que a reagac se processa, indicando he
terogeneidade intramolecular ou interagao negativa entre os sitios
de ligagao, iii) a forma da curva de progresso da reagao de combina
¢ao {quande k pode ser desprezado) parece permanecer a mesma com o
~ . 3 -1 . .
aumento da concentracgao do ligante (107sec 7), iv) a velocidade de

combinaggo & pouco afetada pele pH, e o efeito Bohr no equilibrio

reflete principalmente mudancas na velocidade de dissociagao.

2) Reagao de Dissociagao Hemoglobina-Ligante.

A velocidade da reacac HbX—> Hb+X (deoxigenacao da Hbozna
presenca de ditionito p.ex.) & um processo de primeira ordem{(Gibson
1959), Contudo foi observado que a constaute de velocidade pode au-
mentdr em fungﬁo do tempo de reagﬁo. Nao ha nenhuma evidencia que a
dissociagao da primeira molecula do ligante a partir de hemoglobina
saturada e scguida de dissociagao mais rapida das outras moleculas
(Antonini & Brunori 1970).

Para estudo da velocidade de¢ combinagao e de dissociagao
de hemoglobinas com ligantes, especificamente oxigenio e monoxido

de carbono, abordaremos alguns métodos empregados e que foram utili

zados na presente tese:
a) Determinacao de cinética rapida da reacgao de dissociagao de oxi
hemoglobina ("stopped flow')
A reacao de dissociagao da oxihemoglobina e muito rapida e

métodos especials precisam ser aplicados para acompanhar sua velo-

cidade, assim utilizam-se enm tais determiunagoes metodos de mistu=
ra rapida. Duas solucgoes contendo: a primeira vxihcmoglobina e a
cutra de ditionito de sodio sao utilizadas. Os dois reagentes 540

forgados a alta velocidade a penetrar numa camara de mistura. Apos,

as solugoes sao deslocadas para um tubo de observagao localizade mais



proximo possivel do ponto de mistura. O fluxo e subtamente inter-
romplide por mecanismo apropriado e as mudangas que ocorrem na por-
cao de fluido presente no tubo de observacao sao acompanhadas por
um sistema rapido de deteccao (usualmente em osciloscopio de memdo-

ria).

b) Determinagao de cinética rapida de combinagao do deoxihemoglobi-

na com monoxido de carbono ("flash photolysis')

Todos os derivados ligados de hemoglobina ferrosa sao fote
disscciaveis embora o rendimento quantico varie grandemente de um
ligante para outro. Esta assertiva & a base do uso de metodos foto-
l1iticos para estudo das reacoes de hemoglobina com ligantes(Gibson,
1956): Quando solugocs de hemoglobina lipada sao expostas a pulso
luminoso intenso atraves de um "flash” cletronico ocorre a dissocia
cao do ligante!

FeCO ~—53—> Fe + CO

No fim da exposigac a luz, o sistema retorna ao equilibrio {escuro)

e portanto a reagao:
Fe + CO —— FeCO

pode ser registrada por sistema apropriado. Para o caso do CO mesnmo

lampadas de uso fotograficos podem ser usadas. O tempo morto dos
- . -
aparelhos depende das caracteristicas do pulso de luz © e geralmen

-

te de alguns microsegundos ate milesegundos.

De especial interesse & o comportamento cinetico da carbg
wihemoglobina submetida a agao da luz, onde dols casos podem setr
considerados:

1} Alta concentragao de hemoglobina (10" %M heme). Quando a HbCO &
fortodissociada por flash rapido, a reacao de recombinacao se mostra
com uma fase rapida inicial correspondendo a velocidade muito maior
que aquela obtida nos experimenteos de fluxo interrompido e a parte
remanescente {fase lenta) & semelhante aquela obtida por aqueles me

~ - - . o
todos. Em concentragoes altas de HbCO este fenomeno e evidentea 0°C
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e pi 9. Nestas condigoes a fase rapida torna-se mais rapidaainda com
a concentragao de CO e depende também do "flash" sendo mais eviden—
te em flash de curta duragao.

A interpretagao destes fatos (Gibson, 1959) & de que a for
ma de "reacao instantanea’ da hemoglobina, Hb* e o fotoproduto ini-
cial, guando HbCO sofre fotdlise. Esta forma recombina com o ligan-
te com velocidade pelo menos 20 vezes superior a aquela da Hb nor-

mal, tem vida curta e as seguintes reagoes sao postuladas:

*
Hbco —2Y % wp s o
x 1 .
CO + Hb —————=> ULCO (rapida)
X
Hp ——Kl sy,
'II
Hb + CO ——=——=> HbCD (lenta)

6 -1 -1

x —
0 valor de 1' e 2x10 M “seg (pH 6,0 e lOC) e a constan-

te cinetica da reacao global de Hb humana “normal" com CO e '

4 -~ -1
= 4x10'M 1seg .

"=

2) Baixas concentragaes de hemoglobina (<IUHJM heme). As formas gque
"reagem instantancamente” da hemoglobina quando sua concentragao ¢
alta, torna-se evidente a pH 9, como vimos. Ja em pll 7 clas podem ser
despreziveis e so aparecce se a solugao for diluida, neste caso mes-
mo em pH 7 tais formas aumentam de proporgac. Ve acordo com Gibson
e Antonini (1967) a pH 7 em solugoes diluidas,o material que "reage
instantaneamente” nao depende da concentragao de CO mostrando que
ele nao se transforma em material de "reage lentamente' em tempos
curtos. A diferenca do comportamento da reagao com CO a pH 7 para
solugaes diluidas encontradas entre 05 experimentos realizados por
fotolise ou tecnicas de mistura rapida, sugere que as propriedades
cinéticas de deoxihemoglobina variam dependendo do tempo de .forma-
gao do derivado ligado. Assim pode-se predizer que o material que

"reage instantaneamente" aparecera mesmo em experimentos de mistura

rapida se as condigoes experimentals sao tais que a deoxihemoglobi-
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na reage com CO logo apoés sua formacao p.ex., a partir de oxihemo-
globina. O experimento a seguir elucida esta assertiva: quando oxi~
hemoglobina @ misturada com ditionito, de modo que o oxigenio e libe-
rado com um tempo medio de 10-30 mseg. e logo apos a deoxihemoglo-
bina formada e misturada com CO,a reagao torma-se bifasica, revelan
do compounentes rapido e lentc na mesma pProporgaoc qua aparece em ex-
perimentos de fotolise. Quando diversamente a deoxihemoglobina "en-
velhece" por um ou mais minutos,o material se converte completamen—
te na forma de "reage lentamente'". O experimento descrito indica que
o processo lento esta associado com mudangas que OCOrTem na reativi
dade apos a remocao do ligante em solugao dilulda. Inversamente mu-
dangas lentas também ocorvem apbs a formagao de hemoglobina satura-
da a partir da deoxihemoglobina dilulda. Experimentas combinados de
fluxo interrompido e fotolise na qual ThCO ¢ sujeita ao "flash" em
tempos diferentes apos sua formagcac a partir de deoxihemoglobina di
tuida demonstram aquela assertiva. Assim pouco ou nenhum componente
que "reage instantaneamente" esta presente iniclalmente pela foto-
dissociagao, mas sua quantidade aumenta dentro de alguns segundos.
Estes fatos sao interpretados por mudangas nas propriedades do sis~
tema com o tempo, que refletem os processos de dissocciagao que ocor
rem em solucoes diluidas de hemoglobina saturada mas nao na deoxihe

moglobina.

Mudancas estruturais que ocorrem na recagao de hemoglobina com ligan

Ds estudos de equilibrio e cinctica das reagoes da hemoglo
bina com ligantes possibilitaram junto com estudos estruturais, a
interpretagao detalhada do fenomeno de ligagde, bem como das mudan
cas estruturais que ocorrem dquando a deoxihemoglohina passa a oxilhe

moglobina. Assim e bem conhecido o fato das estruturas tridimensio—
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nais tanto da hemoglobina deoxigenada como daquela ligada a um 1li-
gante, por estudos de cristalografia de Raio X realizados por Perutz
¢ seus associados (Fermi, 1975; HUeidner et al, 1976; Ladner et al,
1977). As duas formas sao semelhantes consistindoe de sete regioes
helicoidais (indicadas por letras do alfabeto) nas sub-unidades o e
e oito na B, com regioces nao helicoidais entre as helices, alem da-

quelas regioes dos grupos amino e carboxila terminalis (Figura 1.

%
L ot
Figura 1: Diagrama esquematico do dimero a By . A helices esatao
nepresentadas porn ellindnos descgnados de A a A, 04 hemes estao
nepresentados por bastoes achureados. A interface entre a,fy e

jormada pela negido nao-helicodidal FG e a hefice C. No caso de
deoxihenogbobina o8 nesiduos canboxila terminal HC tambem par-
ticipam da inteagace. 0 edxo I omitddo esta sLtuado penpendiculat
mente ac plane do papeld (Bafdwin £ Chothia, 1979).
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A estrutura quaternaria da hemoglobina, entretando difere
quando ela estd deoxigenada ou nao, e foli mostrado que a cooperati-
vidade estd associada a estas estruturas, e as mudangas na  mesma
que ocorrem durante a ligacao (Baldwin, 1975). A natureza das mudan
cas entre as duas formas e complexa ¢ de acorde com Perutz ( 1970,
1972, 1976) inclue: i) Os atomos de ferro, cuja posicao relativa aos
planos dos radicais heme se encontram alterados de acorde com as
estruturas oxi ou deoxihemoglobina. 1i) 0s residuos carboxila termi
nais das sub—unidades ¢ e B que formam pentes salinas entre si na
forma deoxigenada e nao na forma ligada. iii) A forma oxigenada so-
fre hidragaoc esterica pela qual Val K1l se liga na sub-unidade B,

Os mecanismos propostos podem ser arranjados num " csquema’

gque se¢ encalxa no modelo alosterico de 2-estados de cooperatividade, A

proposto por Monod, Wyman, Changeux (1965) {(MWC) pelo qual pontes
adicionais que estabilizam as formas de baixa afinidade ( c¢hamada
forma T) sao identificadas como pontes salinas. Perutz sugeriu que
o equilibrio entre as duas estruturas quaternarias e estabelecido
pela distagp;g.entre os atomos de ferro e a histidina proximal.Esta
distancia diminue quando a forma deoxigenada da hemoglobina passa a

ser oxigenada, e esta diminuigao parece ser seqllencial, a medida que

cada sub-unidade vai sende ligada ao oxigeénio. 0Os movimentos do ate
mo de ferro para fora e para dentro do plano do heme parece dar ini
cio 3s mudangas na estrutura terciaria que causam movimentos mais

amplos nos residuos carboxila-terminais e ainda rompimento das pon~

tes salinas inter sub-unidades. A forma de baixa afinidade pelo oxi
penio (T) parece ser originada por utilizagao da energta de rompi-
mento de tais pontes salinas. Este fato parcce nac estar confirma=

do, mas Perutz (1972) tambem sugere que a afinidade reduzida do es-
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entre os estados de alto spin do atomo de ferro na ausencia do 1i-
gpante ¢ o estado de baixc spin quando © oxigenio esta ligado.A base
estrutural desta tensaoc nao pode ainda ser explicada.

Embora os estudos da estrutura na hemoglobina sejam comple

xos e fascinantes, o possivel significado biologico gque possa ter
a modulagao da proteina pela afinidade intrinseca do ligante dos
grupos heme e da traunsmissao dos efeitos de uma sub-unidade para

ambas sub-unidades talves merecam certa enfase nesta introdugao.Cal

culos guantitativos da energia associada as transigoes das varias

estruturas que poderiam ocorrvrer no grupo heme pela ligagao com o
ligante, foram descritos recentemente {(Baldwin & Chothia, 1979). O0s
Aautorces indicam gyue a geometria mais lfavoravel para o complexo heme

-ligante e influenciado por dois fatores: um devido ao tamanho do
dtomo de ferro e gutro devido ao ligante axial ao qual o ferro se
liga. Para um complexo ferroso de cinco ligagoes de coordenagao de
alto spin como a deoxihemoglobina, os doils fatores se combinam para
dar uma posigao preferencial ao atomo de ferro fora do planc dos ni
trogenios porfirinices do heme. A repulsao esterica entre tais ni-
trogenios ¢ o ligante axial, o N(e) da histidina proximal na deoxi-
hemoglobina tambem favorecem a posicao descrita. De acordo com tais
cstimativas se o atomo de ferro for impedido de sair do plano do he
me, a maior parte da energia (Vv3kcal) proveria da repulsao esterica
entre N{¢£) da histidina e os nitrog@nios pirrdlicos. Seus calculos
indicam ainda que o heme & suficientemente flexivel para acomodar o
grande atomo de ferro com somente gastos minimos de energia(<0,Skcal)
Para i 6a. coordenacao do complexo de bailxo spin comoe a carbomonoxi
hemoglobina,os dois fatores se combinam para dar uma posicao prefe-
renciai, ou internamente, ou muito proximo do plano dos N—poffirini
cos. A repulsdo estérica entre estes nitrogenios e os dois ligantes

axials impedem que um dos dois ligantes se aproxime muite do plano



dos hemes. O plano dos nitrogenios em relacao aos atomos de ferro ,
minimiza a repulsao estérica total. Wa hemoglobina a estrutura da
proteina ¢ que rvestringe os movimentos dos atomos de ferro, se ele
nao pode se mover a uma posigaoc otima, esta restrigac se reflete em
uma afinidade reduzida para o ligante. A afinidade do grupo heme pe
lo ligante depende pois da liberdade que o atomo de ferro tem para
se mover entre posigoes mais favoraveis quando o ligante se liga ou
desliga.

A afinidade da hemoglobina para o 19 ligante & menor que
para o quarto ligante por um fator que varia de 150 a 300. A afini
dade das sub-unidades o e 8 isoladas e da mioglobina e um pouco me-
nor que aquela da hemoglobina para o scu quarto ligante.A baixa afi
nidade do 19 ligante pela hemoglobina parece ser causada por repul
sao esterica originada da posigac da hiélice F da sub~unidade B em
relagdo aos hemes na estrutura terciaria-quaternaria da deoxihemo
globina, de tal forma que o atomo de ferro ligado a histidina F8& nao
pode se mover ne plano do heme sem repulsao esteérica e assim a com
pactagao nao pode ser relaxada. Por outro lade, a alta afinidade da
hemoglobina pelo seu quarto ligante & devido a posigao da hélice F
na estrutura terciaria-quatcruaria disposta de tal forma que o ato
mo de ferro pode estar proximo do planoc do heme sem induzir qual
quer tipo de tensao. Em resumo, estas conformagoes (a estrutura gua
ternaria deoxi com a helice F em sua posigao caracteristica) estao
associadas com baixa afinidade, engquantoc que a estrutura quaterné
ria liéada, devido a forma da helice F, esta associada a alta afini
dade. A cooperatividade, isto e, o aumento da afinidade pelo ligan
te proporcional ao numero de ligantes unidos a hemoglobina pode ser
alcancada pela molécula mudando sua estrutura quaternaria.

Hoje a tendeéncia e de todos os experimentos com hemoglo

bina screm interprctados em termos do modelo de 2Z-estados. A teoria



original de MWC da interagao alosterica foi apresentada como um mo-
delo com certo numero de parametros na realidade menor que os obser
vados,isto e, quatro constantes da ligacao da curva de equilibrio
da hemoglobina com o oxigenio. Sabe~se ainda que o elemento essen-—
cial da descricao dos 2-estados & o fato de haver duas estruturas
quaternarias em equilibrio com diferentes propriedades de ligagao
para o ligante e para protomeros ou inibidores. Se a mudanca das
afinidades devido as trocas estruturais que ocorrem sem alteragao
na estrutura quaternaria e pequena, comparada aquela produzida por
tais alteragoes de estrutura, mulitas predigoes do modelo simples ain
da se aplicam.

Ainda de acordo com Baldwin & Chothia, 1979 para o meca-
nismo dos 2-estados ser operante, a forma T (baixa afinidade)da pro
telua precisa ser mais estavel que a R (alta afinidade) quando as
sub-unidades estao livres. Uma vez que a afinidade do estado R da
hemoglobina ¢ muito semelhante a afinidade do dimero ulﬁl fica evi-
dente que a emergia livre de dissociagao de Ro & muito semelhante
aquela da estrutura R,- B a energia livre de mudanga entre a estru-
tura T e R_, RT log L, (onde L= (To)/(Ro) ) & igual a diferenga en
tre as trocas de AG associadas com a dissociagao de To aoc dimero e
Ro ao dimero. Assim a estabilidade de To (deoxihemoglobina) em rela
cdo a Rq(totalmente ligada) pode ser explicada pelas constantes de
dissociacao destas estruturas. A baixa afinidade do estado T depen-
de da facilidade com gue a sub-unidade pode relaxar e da compacta-
cao induzida pela uniao do ligante e quante mais facilmente a estru
tura rigida pode relaxar maior aumento se espera na afinidade.

Neste ponto de nossa revisao Lrataremos de um efcito_jédei
crito, conhecido como Efeito Bohr, pelo qual a afinidade da hemoglo
bina pelo oxigenio e a cooperatividade da mesma depende do pH. GComo
resultado da afinidade reciproca da hemoglobina pelo oxigenio @

fons hidrogénio, a liberacao tecidual do oxigeénio,é facilitada pelo
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acumulo de acido carbonico nas celulas sanguineas. A base molecular
do efeito Bohr ja foi estabelecida:

A afinidade da hemoglobina pelo oxigenioc e a cooperativida
de da mesma dependem pois do pH. Em regioes de pH alcalino, protons
se ligam mais fortemente a deoxihemoglobina que a hemoglobina satu-
rada, resultando num aumento da afinidade pelo oxigenio quando o pH
aumenta. A maioria dos sitios para protoms foram ideuntificados (Kil
martin, 1977; Nishibura, 1978) e ha razao estrutural pela qual dois
destes sitios ligam proton no estado T e nao no estado R, e¢ este e
o motive do pH afetar o valor de L. Curvas cuidadosas de equilibrio
de oxigenio mostram que, para hemoglobina normal, a afinidade do es
tade 17 tambem aumenta com o pli, isto significa gque algumas ou todas
as interacoes que contribuem para o cfeite Bohr precisam também con
tribuir para compactagao deste estado. Uma das interacoes que con-
tribue efetivamente para o efeito Bohr e a ponte de hidrogenioentre
HisB46 e AspB894 que esta presente no estado T. Uma segunda contri-
buigdac & aquela entre os grupos de residuos de aminocacidos na cavi-
dade interna da molécula entre as cadeias o. Estes residuos incluem
@ aminogrupo de Valo,l ao qual o proton participa; além destes, as

1

cadeias laterals de Lisa,127, Aspu16 ¢ Aspa.126 e ainda o grupo car

1 1

boxila terminal e cadeia lateral de Argazlél. Um ion cloreto ligado
entre as cadeias o tambem contribue para interagao. Uma outra con-
tribuigﬁo esta associada com Hisal22 (Nishikura, 1978).

Apesar do conhecimento dos aminoacidos gque contribuem para
o sitio de protons, nao ha ainda razoes estruturais para explicar a
mudanga de pK gque ocorre entre hemoglobina deoxl e totalmente satu-
rada. Em resumo pode-se assumir que em pH baixo as ligagoes descri-
tas acima saoc fortes e o relaxamento da forma [ compacta e méis di-
ficil. Em pH alto estas ligagoes sao mais f{racas e a forma compacta

T pode ser relaxada mais facilmente.
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Embora a origem estrutural exata das mudangas de pk dos
grupos Bolir, gue ocorrem nao seja clara, & sabido que no estade R
totalmente saturado, as poutes de hidrogenie dos grupes Bohr sao rom
pidas, e no estado T ligado, elas retem suas posigaes na interface
das sub-unidades que sag semelhantes aquelas do estado T nao ligado
{Anderson, 1973, 1975). 0 aumento da flexibilidade das sub-unidades
do estado T causa um aumento na sua afinidade de modo a tornar mais
facil para elas relaxar a compactagao provocada pelos ligantes. Di-
minuindo a flexibilidade, o efeito e oposto. As pesquenas mudangas
estruturais que ocorrem quando o ligante se une a sub-unidade no es
tado T pode influenciar a afinidade das sub-unidades vizinhas tam-—
bem em pequena extensac e tals mudangas nao sac necessariamente as
mesmas ¢wm todas as condicoes e para todas as hcmoglobinas mutantes
ou modificadas. Kilmartin et al (1978) mostram isto no estado T. O
mecanismo geral da cooperatividade, contudo, permanece 0 Mes5mMOo en
todas as condigoes e dependendo do equilibrio entre duas estruturas
quaternarias que diferem em suas afinidades para o ligante.A origem
desta cooperatividade esta condicionada a diferenga nas posigoes re
lativas da helice F e do radical heme em cada sub-unidade e,somente
na sub-unidade B, nas difercntes posigSQs relativas ao heme e a he-
lice E. As duas estruturas alternativas ac redor do heme sao deter-—

minadas pelos dols empacotamentos alternativeos das interfaces QIBZ.

Lfeito de polifosfato organico sobre a afinidade da hemoglobina por

ligantes.

Sendo o objetivo da presente tese o estudo do efeito de fos

[ Y——

fato organicos sobre a afinidade da hemoglobina de diferentes ani-

mais por ligantes,procuraremos abordar mals detalhadamentc o assunto
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Ha mais de 50 anos sabe-se que a afinidade do sangue total
pelo oxigEnio aumenta apos a rutura do globulo vermelho no processo
de hemolise. Isto levou Barcroft & Camis cm (909 a especularem so-
bre "alguma terceira substancia" presente na hemacia, gue formaria
parte integral do complexa hemoglobina-oxigenio (Adair et al, 1921)
e que se diluiria na preparagao de solugoes de hemoglobina.Logo apos.
Greeawal (1925} demonstrou a alta concentragao de D=2,3-difosfogli~
cerato (DPG) em globulos vermelhos de porcos. Estes achados foram
extendidas a outras especies inclusive ao homem(Rapoport and Guest,
1941) . Mais tarde Chanutin & Curnish (1967) demonstraram que DPG
forma complexo com hemoglobina em solugao de baixa forga ionica. E
finalmente um efcito dramatico do composto na afinidade de hemoglo-
bina pelo oxigeénio foi descrite por Benesch & Benesch (1967). 0s re
sultados destas pesquisas contribuiram definitivamente para nevos
caminhos em fisiologia e medicina.

Hoje se conhece bem gue a afinidade da hemoglobina pelo oxi
genio e por fosfatos organicos sao reciprocas e analogas ao efeito
Bohr. A afinidade da proteina pelo oxigenio, portanto, varia inver-
samente com a concentragao de DPG. Este seria a terceira substancia
de Barcroft, a responsavel pela diminuigao da afinidade da hemoglo-
bina humana pelo oxigénic nos gldobulos vermelhos intactos, nao di-
luidos por hemolise.

As evidencias da participacao do DPG "inm vivo" e"in vitro"
podem ser enumeradas @ 1} A queda do DPC intracclular em acidose experi-—
mental{Rapoport,l936) e durante a estocagem do sangue{ Bartlett and
Barnet,1960) & acompanhada pe}oﬂﬁgmentq”da afinidade do mesmo .pelo

oxigénio. No caso de estocagem,o aumento da afinidade retorna

-

aos valores normais apos a sintese de novo do DPG. ii) Nas alcitu-

s T T

- - - - -
des o oposto ocorre, pois oS niveils de DPG aumentam e 1sto esta cor

—— i — R

relacionado com a diminuigaom4§mgilgid@dgwdp_sangue pelae oxigenio.
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A5 trocas sﬁo.?éygrsfveis quando a pressﬁo_bapqmétrica vol-ta ao nor
mal (Lenfant et al, 1968). iii) Individuos com deficiencias de piru
vata-quinase, com altos niveis de DPG, apresentam afinidade da hemo
globina pelo oxigenio com valores extremamente baixos(Mourdjinis et
al, 1969). iv) Em contraste, a diminuigao nos niveis de DPG causa-
da por defici®ncia de hexoquinase e acompanhada pelo aumento da afi
nidade da hemoglobina peloc oxigenio (Delivoria-Papadopoules et al,
1969). As consequencias clinicas neste caso sao severas. v) Em ou-
Eros processos como hipoxemia, diminuigao da carga cardiaca,doengas
pulmonares, anemia, etc, observa—se aumento nos niveis de DPC e
abaixamento da afinidade da hemopglobina pelo oxigenio { Oski et al,
1969: Lenfant et al, 1970; Edwards et al, 1968). vi) No caso da
anemia falciforme, a elevacao do DPC intracelular ¢ discutivel, uma
ver que a estabilizagao da deoxihemoglobina pelo DPG favorecia a
formagao de hemacias em foice. De acovde com Rapoport e Luebering
(1950) os globulos vermelhos sintetizam DFG atraves de um desvio da
via glicolitica, mecanlsmo sujeito a controle retroativo( feed back).

Entre os fosfatos organicos que diminuem a afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio, o DPG & o mais abundante no eritrocito
humano normal, sua concentraggo @ praticamente igual a da hemoglobi
na, cerca 5 mM. O ATP, outro fosfato organico, e aquele que possue
concentragao mais alta depois do DPG (1,3 mM). Porem de acordo con
Bunn et al (1971) os lons magnésio intracelulares climinam o ATP co
mo efetor alosterico de hemoglobina. A concentragao do fosfato inor=
ganico na celula e 0,5 mM., E interessante notar que em algumas espé
cies, tais como aves e répteis o DPG ¢ substituido por inositol pen
tafosfato, IPP (Johuson and Tate, 1969) e ainda que em cutras aspe-
cies como ungulados e felinos, faltam quantidade significanfe de

qualquer fosfato organico em suas hemacias (Rapoport e Guest,1941).
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De qualquer forma, e hoje clarc que na hemoglobina encon-
tra~se ligada quantidades variadas de cofatores fosfato e a remogao
destas moléculas altamente carregadas e necessaria para o estudo fun
cional destas proteinas. Tais lons podem ser removidos atraves de
dialise, filtracdo em gel e resina de troca ionica. 0O estudo do equi
1ibrio entre oxigenio e hemoglobina sem cofatores("stripped”) mos-
tra alta afinidade da mesma pelo oxigenio. O ponto de meia satura-
cac da hemoglobina pelo oxigenio corresponde a uma constante de as~
sociacgao de 6,?x10'4M'l ou AG de ligagao de -6,5 kcal/mol.

A ligacgao do fosfato organico a hemoglobina ocorre na for-
ma deoxi, mas pode ocorrer de modo inespecifico mesmo na forma oxi-
genada, dependendo de fatores como forga ionica e pH. Esta G a ex-
plicacac dos achados de Chanutin e Hermann (1969) para a ligacaoc de
DPG 3 oxihemoglobina. Comparando-se o efeito de fosfato organico ao
efeito Bohr, Wyman (1948) previu que a formulagao quantitativa para
este ultimo e igualmente aplicavel no caso do DPG, de modo que o}
deslocamento da curva de dissociagao da hemoglobina em funcgao da
concentraggo de DPG pode ser prevista, e as mudangas nos valores das
constantes de ligacaoc para oxigenio poderiam ser observadas experi-
mentalmente. O0s valores de PSO’ isto e, da pressgo de oxigenio ne-
cessaria para oxigenar 50% das moleculas da hemoglobina e os valo-
res de n (coeficiente de Hill) possibilitam ainda a medida da cons-
tante de dissociagio do complexo DPG-deoxihempglobina que @ l,ﬁdOﬁ5M
a 20°C. § interessante notar que o DPG ligado a deoxihemoglobina e
liberado pela ligagao do 29 ou 39 oxipgenio gquando ocorrem mudangas
na estrutura quaternaria entre as conlovrwmagocs decoxl para oxi.kstes
estudos foram realizados por MacQuarrie e Gibson (1971) pelo uso de
pireno trissulfato que e um analogo fluorescente do DPG. Outros cal
culos de Tyuma et al (1973) atraves das constantes de ligaggo dos

quatro passos de oxigenagaec de hemglobina mna presenga ou nao de DPG
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na base do modelo de Adair, mostram que somente a afinidade do alti
mo oxlgenio (KQ) nao esta diminuida ¢ os valores de Kl e K, estao
igualmente diminuidos embora o maior efeito esteija associado a K3.
A base molecular da ligagdo de polifosfatos organicos a he
moglobina pode ser descrita. Tanto DPG como ATP ou IPP se ligam co-
mo se sabe, a deoxihemoglobina em sitio localizado no espago entre
as cadeias B (Arnone, 1972). 0s fosfatos se ligam aos o aminogrupos
e a His2, Lys82 e Hisl143 da sub-unidade $. Tais moleculas tambem se
ligam a hemoglobina saturada com oxigenio mas de modo muito menos
eficiente como dissemos e os sitios nao sao conhecidos por causa da
falta de "espago"” suficiente para os fosfatos quando as cadeias R
estao com sua estrutura gquatermaria saturada. A ligaggo forrte’ do
fosfato ao estado T e fraca ao estado R propicia a explicacao para
a dimiauigao observada da afinidade da hemoglobina pelo oxigenio.
Assim, a pequena mudanga na estrutura terciaria condicionada pela
tentativa de relaxamento da sub—unidade B do estado T compactado com-
promete a helice F. A presenga de IPP ligado a Lis82 (F'3) faz com
que a hemoglobina fique recompactada pelo relaxamento da sub-unida-

de ,diminuindo assim a afinidade da sub-unidade. A ligacao de IPP di-

minue pois a afinidade da sub-unidade § do estado T. A ligacao de
IPP se enfraquecera quando um outra ligante se une a uma das sub-
unidades B do mesmo estadoe T. A afinidade das vizinhangas de sub-

unidade B aumentara ligeiramente como consequeéncia, isto significa
que as curvas de equilibrio de oxigenio com hemoglobina na presenga
de IPP ou DPG nao podem ser distintas entre si, pelos parametros do
modelo de 2-estados. Contudo, a origem estrutural do efeito de fos-
fato orgidnico sobre a ligagao com o oxigenio e aquele de ligacao
mais forte na forma de baixa afinidade da hemoglobina (forma T) e

mais fraca naquela de alta afinidade (forma R) em equilibrioc com ele.
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globinas, adquirir maiores conhecimentos sobre efetores alostericos

et R

em hemoglobinas de diferentes especies animais que vivem mnas mais

oes ambientais. Para tal acumulamos dades sobre efei

variadas condig

to de adenosina trifosfato sobre hemoglobinas de anfibios, repteis,

. - . .
peixes e mesmo mamiferos. Acreditamos que o efeito de ATP serve de

—

modelo para outros polifosfatos,
T ———e

S e ™

Na presente tese procuramos demonstrar que o eferto de cfe

tores heterotropicos sobre hemoglobinas esta intimamente associado

- J—

com ¢ habitat ewéondigaes de oxigenagoes as quais os animais sao
_________ e DB
submetidos, independentemente da existancia de determinade fosfato
organico na hemacia. Assim estudamos as propricdades funcionais das
hemoglobinas de dois anfibios anuros de diferentes familias, {( Pi-
pidea ¢ Bufonidae) com habitat diversos, réspéctivamente aquatico e
terrestre { Meirelles et al, 1979; Vieira et al, 1979). Estudamos
também repteis da mesma famllia (Colubridae) com habitat diversos
(Ogo et al, 1979; Ogo & Focesi, 1979) e ainda diferentes hemoglobi-
nas de um mesmo peixe (Brunori et al, 1979}, Verificames que a res-

posta das hemoglobinas a efetores polifosfatos esta ligada ao com-

portamento do animal. Alguns dos experimentos desgritos na presente
_ ATBTTR TUT TALERAS fes ua presen

tese ja foram publicados ou estao em via de publicagao e outros sao

‘originais e preliminares, como & o caso por exemplo da nicotinamida

adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH), que esta sendo pro-

mo um novo efetor alquérico e cujos resultados acreditamos

posto co

poderao dar inicio a uma série de estudos sobre este polifosfato e
suas possiveis implicagoes fisiologicas.
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MATERIAL E METODOS

Animais utilizados

Pipa carvalhoi, anfibio aquatico mesmo na fase adulta, era
capturado no sul da Bahia e mantido em tanques contendo agua acloro
nizada a 25°C. A alimentacao dos espécimes era feita com vegetais e
figado cozido. 0Os animais pesavam de 10 a 15 g e eram utilizados o
mais cedo possivel, pois em cativeiro intensa anemia era observada
com o tempo.

Bufo paracmnemis, anuro terrestre, adulto capturade na re-
gido de Campinas, SP, era sacrificado logo apds a captura.

Helicops modestus, serpente aquatica de comportamento do-
cil com adaptagoes anatomicas no aparelho respiratorio para viver
na agua, era obtida em lagoas em Jundial, SP, e mantida em tanques
como o descrito. A alimentagao consistia de peixes frescos.

Liophis miliarts, serpente irritadica, de habitat conside-
rado terrestre embora se alimente de peixes, o que a faz se dirigir
i agua ocasionalmente, era capturada ¢ mantida como H.modestus.

Pterygoplichtys pardalis, peixe da Bacia Amazonica, prova-
velmente um dos bagres mais comuns encontrados nacuela regigo,,era
capturado e sacrificado em seguida. 0 animal apresenta fisiologia
respiratoria bastante interessante porque alem de guelras e provido
de um sistema alternativo de troca de oxigenio nos intestinos,o que

o torna parcialmente aerobico.

Preparacao do hemolisado

. . . : 0.
Os animais eram anestesiados em banho de gelo a 4°C e san

grados. atraves do coragao . 0 sangue era heparinisado e centrifugado
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por 5 minutos a 3.000 rpm, o plasma separado e os eritrocitos lava-
dos 3 vezes com solucac de NaCl 0,15 M. A hemdlise era processada
com 2 volumes de agua destilada e apodos 1 hora de agitagao a tempera
tura ambiente, a solucaoc era centrifugada a 0°c a 10.000 rpm por 5

minutos. Restos celulares eram eliminados.

Preparacao de hemoglobina isenta de Tons e moleculas organicas de

baixo peso molecular ("stripped').

Solugoes de¢ hemoglobinas previamente cromatografadas em
Sephadex $-25 eram passadas por sistema de 3 colunas de cromatogra-
fia de troca ionica com dimensoes de 10-15 e¢m x 1-1,5 cm. A primei-
ra coluna continha Dowex 1-X8 (Acetato ), a segunda Dowex SOWHX4
(NH4+) e a terceira a mistura: Amberlite IRC-50 (H+)IAmberlite IR-438
(OH ), todas pré~equilibradas com agua bidestilada em vidro neutro.

Alternativamente, tratamento com Sephadex G-25 e resina
mista A—SOl—XS(D) Biored (Dowex 1x8/50WX8) se revelou suficiente pa

ra se obter hemoglobina isenta de cofatores de alta afinidade pelo

oxigenio.

Analise e purificacao dos componentes das hemoglobinas.

Eventualmente analisavam—-se os componentes dos hemolisados
por eletroforese de disco em poliacrilamida. A tecnica de analise
dos componentes da hemoglobina foi a descrita por Ormstein & Davis
(1964), com pequenas adaptacoes, utilizando-se poliacrilamida 7,5%
pH 8,9. Os animais eram analisados individualmente,

0s geles utilizados foram designados; gel de resolugao e
gel de contraste, e eram preparados imediatamente antes do usc mis~
turando-se solugoes estoques, com as segulntes composigoes,mantidas

a 4°C: Selugao "A" 307 de Acrilamida e 0,87 de bisacrilamida. Solu-
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cac "B" 8,57 de Tris, 0,4% de TEMED (tetrametil-etileno diamina) e
24 ml de HCl 1 N. Solucao "C" 0,1% de persulfato de amoneo. Solugao
"D' 5% de acrilamida e 1,257 de bisacrilamida. E solugae "E'"12,9 ml
de acido fosforice 1 M, 2,97 de Tris e 0,17 de TEMED em um volume
final de 100 ml. O gel de resolucac era preparado misturando-se as
solugoes "A"™, "B" e "C" na proporgao de 1:1:2, e o gel de contraste,
misturando-se as solugoes "D", "E"™ e "C'", na proporgcao 2:1:2.

Na preparaggo dos suportes de gel para a analise eletrofo-
retica eram utilizados tubos de vidro de dimensoes 10 x 0,5 cm, de-
vidamente lavados e secos, colocados cm posigao vertical e cobertos
cuidadosamente na sua parte inferior com uma membrana de "parafilm”
para evitar vazamento do gel. Nestes tubos era adicionado o gel de
resolugao ate uma altura aproximada de 6 a 7 cm cobrindo-se imedia-
tamente com 0,5 ml de agua destilada. A camada de agua era retirada
apos 30-40 minutos e o gel de contraste era adicionado sobre o gel
de resoluggo, ate uma altura de 1,5 em a 2,0 ¢m, cobrindo-se nova-
mente com uma camada de agua; a polimerizacao deste segundo gel era
obtida num periodo de 40 a 60 minutos, apos o qual os tubos eram co
nectados a um sistema de Z cubas.

A montagem do sistema de eletroforese se fazia inserindo
se o5 tubos em orificios existentes numa delas, a superior, e o con
junto, tubos e cuba superior, era submerso na cuba inferior. Os sis
temas de tampoes utilizados nas cubas foram: Tris-Glicina 0,05 M
pH 8,9 na cuba superior e Tris-Cl 0,1 M pH 8,1 na cuba inferier.

As amostras para a migragao eletroforatica eram recentemen
te preparadas misturando-se 0,1 ml de solucao de carboxihemoglobina
1 wg/ml, 0,3 ml de glicerol e 0,05 ml de B-mercaptoetancl 0,01 M em
tampao Tris-CGlicina 0,05 M pll 8,9,

Em cada tubo era adiciocnado 10 a 20 ul de amostra,l10 ul de

de soroalbumina (0,02 g/ml) ¢ 0,2 ml de tampao Tris-glicina 0,05 M



27

PH 8,9 contendo: azul de bromofenol a 0,052 e azida de sodioa 0,027
em tampao fosfato de sodio 0,1 M. Finalmente apos conexao com uma
fonte de corrente continua, a eletroforcse era mantida durante 2 a
3 horas com uma intensidade de corrente da ordem de 2 mA por tubo .
Terminada a migragao, o .que se constatava pele "front" deo azul de
bromofenol, os geles eram removidos cuidadosamente dos tubos e ime-
diatamente colocados na solugao de coloracao durante 2 a3 horas apos
0 qual eram feitas lavagens sucessivas com solucao descorante duran
te durante 24 a 36 horas, tempo necessario para vizualisar nitida-
mente as bandas de proteina.

Para coloragao do gel era utilizada solugao contendo 0,59
“"comassie blue" em 250 ml de metanol 95%, 250 ml de dgua e 46 ml de
acido acetico 18 N. Como descorante era utilizada uma solugao con-

tendo 1,4% de metanol e 77 de acido acético em agua.

Separacao dos componentes de hemoglobina por cromatografia de troca

ilocnica.

Para a separagao dos componentcs de hemoglobina de P. par-—
dalie identificados por eletroforese em poliacrilamida, utilizou-se
coluna de troca ionica (40 x 2,0 ¢m) DEAE-Sephadex A-50, pre—equili
brada com tampao Tris 0,05 M pH 9,0. 0 volume total era de 15 a 20 ml
de hemolisado isento de cofatores. A amostra era eluida por aplica-
¢ao de um gradiente linear de pH utilizando-se tampio Tris-Cl 0,05M
pH 9,0 e Tris—acetato 0,05 M pH 6,0. Fragaes de 5 ml eram coletadas

em um Coletor de Fragoes modelo Buchler.

Metodo espectrofotométrico de determinacdo da curva de dissociacao

do oxigenio.

Quando um gas esta em equilibrio com uma solugcao, a pres-

sao parcial do mesmo, na fase gasosa & proporcional a concentracao
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do gas em solucao. Para o caso do oxigenio, a 20°C a pressaoc parci-
al de 1 mm Hg (fase gasosa) corresponde a concentracao de 1,8bd0#6M
(agua ou solugac muito diluida). A saturagao fracional Y (fracao de
oxihemoglobina) pode ser determinada medindo-se a concentragao do
heme livre e ligado ao ligante (oxigenio). Esctas concentragoes po-
dem ser determinadas espectrofotometricamente, baseando-se na dife
renga espectral que existe entre oxi e deoxihemoglobina em varios
comprimentos de onda. Para hemoglobina, algumas assertivas sao im-
plicitas no meéetodo. i) A relagao entre oxigenio e 6 grupo heminico
& considerado 1:1 e ii)Em saturagoes intermediarias as propriedades
espectrais de heme livre corresponde aquelas da deoxihemoglobina e
as propriedades do heme ligado correponde aquetas de hemoglobina to
talmente saturada {(Antonini & Brunori, 1971).

Na pratica, uma solugﬁo de oxihemoglobina e colocada em um
tonometro construido com uma celula espectrofotometrica de modo que
permita medidas adequadas de acordo com Riggs & Wolbach (19586). 0
sistema e entao desoxigenado ou equilibrado com gas inerte ( nitro-
génio ou argonio) e a deoxihemoglobina formada ¢ avaliada por suas
propriedades espectrais. Oxigenio & entao introduzido no sistema em
pequenas quantidades conhecidas de ar, a pressao atmosferica, apos
cada adigao a fase gasosa e equilibrada por 10 minutos com a solu-
¢ao, a temperatura constante,e o espectro de absorcao e determinado.
0 processo e repetido e curvas de saturacao sao obtidas apos cada
adigao. Finalmente o tonometro & aberto e exposto a0 ar e o espec-
tro da hemoglobina totalmente oxigenada e registrado, Nestas condi-
¢ées a saturagao fracional & calculada a partir da hemoglobina nas
formas deoxi e totalmente saturada. A pressao de 0, no tonometro e
calculada pela quantidade de avr introduzida, multiplicada péla pres
sao parcial de oxigenio do ar e dividida pelo volume da fasec gasosa

do tonometro, de acorde com a lei de Boyle-Mariotti.
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POz(atm) x Va(inj} = POz(ton) x V gas (ton)

Sendo a PO2 a pressao parcial de oxigenio no ar atmosférico ( 156mmHg)
e V gas(ton) o volume da fase gasosa do tonometro constante, temos:

156 x Var(ini)

POz(ton) =
_ V gas{ton)

Colocando-se num grafico os valores de log PO2 em abscis -
sas e log K = 103?/1—? em ordenadas obtem-se uma linha reta em satu
ragoes de 107 a 90%, podendo-se determinar o valor de P1/2 ou Pgg
isto e, da pressao de oxigenio necessaria para saturar 507 da hemo-

globina e ainda o valor de n ou n, (coeficiente de Hill)atraves da

H
inclinagao da reta obtida. A determinagao desses parametros & faci-

litada pelo uso de calculadora modelo Sharp-Compet-364 R munida de

impressora.

Ueterminagao de ecfeito Bohr

0 efeito Bohr pode ser determinado espectrofotometricamen
te atraves de curvas de equilibric de hemoglobina com oxigenio come
deserito, em diferentes pH, utilizando-se tampoes com pH variando
entre 5 e 9 com forga ionica estabelecida. A maioria dos experimen-—
tos eram realizados com tampoes; tris, bis-tris, fosfato, contendo

-3
10 "M EDTA.

0 efeito Bohr & calculado através da equagao:

Alog P1/2

= An
ApH

+ . ~ -, -
onde AH representa o efelito, e Pl/2,a pressac de oxigenlo necessa-

ria para saturar 507 das moleculas de hemoglobina.
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Estudos cineticos da reacao de hemoglobinas com oxigenio.

1. Cinetica de dissociagac de oxihemoglobina.

A reagao de disscociagao? HbO, —X S up o+ o0 pode  ser

2
estudada atraves da mistura de solugao de oxihemoglobina em concen-
tragao determinada com solugac de ditionito de sodio 10 mg/ml na pre
senga de tampoes com diferentes pH e forga ionica. As solugoes eram
misturadas em equipamento de fluxo interrompido ("stopped flow") mo
delo Gibson-Durrum equipado com freio pneumatico. Calibragoes de
comprimento de onda eram . feitas usando-se lampadas de hidrogenio a
486,13 nm e 656,28 nm. 0 tempo-mortc do aparelho era de 2 mseg. Cur
vas de progresso da reacgao de dissociagao obtidas do "eclan" de um
osciloscopio modelo Tektronix 564 eram fotografadas, ampliadas en
ampliador fotografico sobre papel milimetrado e as curvas de transmi-—
tancia em tempos diferentes eram obtidas. Apos transformagac em ab-
sorbancia,a constante de velocidade era calculada pela equagao:

AA
k = 1 In 2
t AA

Posteriormente a analise dos dados foram facilitadas pels
uso de um computador PDP 11/E (Digital Equipament Comparation) munil
do de equipamento de aquisicao e manutengao de dados modelo Dasar

(American Instruments Comp.) .

2. Cinetica de combinagao de hemoglobina com monoxido de carbono.

As reagces de combinagao da hemoglobina com menoxido de
carbonce: Hb + CO —**—L§> HbCO eram analisadas atraves de equipa-
mento de "flash photolysis'" pelo qual solugoes de carboxihemoglobi-
na em determinado pH na presenga de efetores ou nao, eram ilumina-

das por lampadas de flash rapido (t 30 useg) equipado de micropul-
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sador modelo B (Xeno comp.)}. A energia de descarga era de 400 J e o
tempo necessario para recuperacgao de osciloscopio junto com fotomul
tiplicadora era menor que 1 mseg. Nestas condigoes a carboxihemoglo
bina se dissocia em CO e deoxihemoglobina, que se recombinam. O tem
po de recombinagaoc e muito mais lento, e computado pelas mudangas
espectrais entre as formas deoxi e carboxihemoglobina permitia tra-
¢ar curvas, onde as constantes de velocidades podiam ser calculadas
como descrito,

OQutro método utilizado para analisar a reagac de <combina-
cao com CO foi o de fluxo interrompido onde solugoes de deoxihemo-
globina (hemoglobina tratada por ditionito de sodio) era misturada
com solugcao de monoxido de carbono e a velocidade de combinagao ana

lisada como descrito.

Determinacoes fluorimetricas

Estudos de ligacao de hemoglobina com NADPH foram realiza-
dos em espectrofluorimetro modelo Aminco-Bowman equipado com regis

trador 7044 A XY Hewlett—-Packard.

Aparelhos e reagentes utilizados

Os outros equipamentos utilizados para as determinacoes,
alem daqueles descritos, foram Espectrofotometro Zeiss DMR-21,Zeiss
PMQ-2, Cary 14, Varian modelo 634, Ultracentrifugador Sorvall RC-2B,
pHmetros Methron, etc. Os reagentes utilizados foram de grau anali-

tico de procedencia Sigma, Merck ou equivalente.
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RESULTADOS

Efeito de adenosina trifosfato sobre hemoglobinas de  Bufo paracne-—

mis e Pipa carvalhot.

Nestes estudos doilis anfibiocs de habitat diferentes foram
analisados: Bufo paracnemis, anuro de caracteristicas "terrestres "
e Pipa carvalho?, de habitat exclusivamente aquatico mesmo na fase
adulta. Foi nossa intencgao determinar as propriedades funcionais das
hemoglobinas destes anfibios e as possiveis implicagoes do habitat
nestas propriedades.

As curvas de equilibrio com oxigenio das hemoglobinas de
Pipa carvalhoi em fungao do pH foram estabelecidas tamto com o he-
molisado total como com o componente I que representa 687 do hemoli
sado. Para hemoglobina de Bufe paracnemis so o hemolisado foi anali
sado. A figura 2 mostra que o valor do efeito Bohr, expresso em
Alog PSO/ﬂpH, € muito baixo (~0,03) na ausencia de ATP para as hemo
globinas dos dois anfibios. Nas hemoglobinas de Pipa carvalhoti na
presenga de ATP IOA3M o valor do efeito Bohr aumenta consideravel-
mente passando a —-0,46 para o componente I isolado e um pouco menor,
da ordem de -0,38 para o hemolisado total. E importante notar que
com relagao as hemoglobinas de Bufo paraenemis, o ATP nao mostrou
nenhuma influencia sobre o efeito Bohr conservando seu valor ao re-

dor de =0,03, como mostra tambem a figura 2.

Lfeito de adenosina trifosfato sobre as hemoglobinas de Helicops mo

destus e Liophis miliaris.

Os estudos se limitaram agora a duas especies de serpentes

aquaticas pertencentes a mesma familia Colubridae, Helicops modestus,
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serpente muito aquatica inclusive com adaptagoes morfolégicas para
viver na agua e Liophis miliaris semi-aquatica. Verificamos aqui que
mesmo entre animais da mesma familia, os polifosfatos podem apresen

tar sobre as hemoglobinas, efeitos bastante diferentes,

T

15

b
=

05 L é
pH

Figura 7: Afdinidade das hemoglobinas de Pipa carvalhot ¢ Bufo pa-
racnemis pefo oxigeénio, em funcde do pH. 04 simbolos 0 ¢ O re-
phresentam nespectivamente os valfores obtides com hemolisado total e
compenente 1 de Pipa carvalhoi, em Tampdo fosfate 0,1 M, na ausen-
cia de cofatores. 048 simbolos ®. = representam os valonres obli-

dos com hemolfisado ¢ componente 1 de Pipa carvalhot na phresenga de

ATP T mM, respectivamente. A finha pontifhada representa o0s valonres
encontaados para hemofisado de Bufo paracnemis na phesenca  ogu  ndo
de ATP 1 mM.




Estudos de equilibrio das hemoglobinas com oxigenio.

+ - . .
As curvas de equilibrio das hemoglobinas das serpentes a’

25°C e num intervalo de pH de 6,0 a 8,0, na presenga ou nao de poli
fosfato organico (figura 3) mostram que a afinidade das hemoglobi-~
nas pelo oxigenio e mailocr para Helicops modestus (1,0 mm de Hg) nos
mesmos valores de pH (7,0), em comparagao com Liophis miliarts ,
1,40 mm Hg. Na realidade estes valores de afinidade sao extremamen
te altos em relagao a hemoglobina de outros animais,:Analisados na

presenga de ATP estes valores tornam-se 8,91 mm Hg para Helicops

modestus ¢ 17,8 mm Hg para Liophis miliaris (pll 7,0).0 ATP tem pois
nas hemoglobinas de ambas as serpeuntes e¢feito muito pronunciado.
Quanto aov efeito Bohr as hemoglobinas de Helicops modestus

apresentam valores menores {(-0,07) que as de Liophis mvitaris (-0,30)

ambos na auséncia de cofatores. Por adigao do ATP 1 mM estes valo-

res aumentam passando para -0,55 e -0,9 respectivamente.

s .
- L

Estudos cineticos. -

As curvas de progresso da reagao de dissociagao de oxige-
nic das hemoglobinas das duas serpentes foram obtidas por equipamen
to de fluxo interrompido atraves da rapida mistura de solugac de he
moglobina 10 uM contendo EDTA 10_3M com solugcao 10 mg/ml de ditioeni
to de sodio. Tampoes bis-tris 0,05 M (aéés a mistura) em tres pH di
ferentes 6,93, 7,95 e 8,9 foram usados. 0s estudos cineticos de dis

sociacdo da oxihemoglobina (reagao de pseudo primeira ordem), rcve-
. o . . -1
laram que para Liophis miliagris as constantes cineticas k=30,5 scg
sao mais elevadas em pH mails baixos, tormando-se menores, o que
corresponde a reacao mais lenta, a medida que o pH aumenta. A ta-

bela I mostra estes resultados. As hemoglobinas de HAelicops modes-

tus submetidas ac mesmo tratamento mostraram mulito menor dependen-—

Uil btaw i

BISSLICTRSA 2L mm

et
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cia do pH, mantendo o valor de k = 16,5 seg_l. Por tracamento com
ATP 1 mM, as curvas cineticas da reagao de dissociagae do oxigeénio
(tabela I)das duas serpentes mostraram que as oxihemoglobinas se
dissociam muito mais rapidamente, principalmente em pH baixo. As
constantes de pseudo primeira ordem aumentam polis, tres vezes a pH 7
e 1,5 vezes a pH 9 na presenga do efetor, para as hemoglobinas de
Ltophis milZarte. Para hemoglobinas de Heltecops modestus as constan
tes nao atingem valores tao elevados. Os resultados de dissociacgac
de 0, nelas hemoglobinas das duas serpentes tanto na ausencia como

2

na presenca de ATP estao de acordo com os dados de equilibrio.

Figura 3: Tensdo de oxigéenio a media saturagdo dos hemolisados de
Helicope modestus (@ 8) e Liophis miliaris (O A) em funcac do pH,
na ausencia de cofatores (elnculos) e na presenca de ATP 1 mM{tadi-

angulos}l. As condicoes estac deschitas no texto.
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TABELA I - Constantes de velocidade da reacao de dissociacgao do oxi
genio (k) para hemoglobinas de Liophis miliaris e Helicops modestus
em fungao de pH na presenca ou nao de ATP lO_BM. As constantes de
velocidades estao expressas em segundosh1

pH Liophis miltaris , Heliteops modestus ,

isenta de cofatores 10 "M ATP isenta de cofatores 10 "M ATP

6,93 30 80 16 47

7,95 23 46 17 30

8,9 14 23 15 22

As reacoes de combinacac com monoxido de carbono foram
obtidas: i) por fluxo interrompide, misturando-se solugao 50 mM de
CO com solugﬁo 10 uyM do decxihemoglobina (contendo 2x10_3M de EDTA)
e ii) por fotdlise de solugao de carboxihemoglobina 100 uM. Os re-
sultados obtidos na presenga de ATP 10_3M se mostraram diferentes
pelos dois metodos de analise (tabela IT), mormente para hemoglo-—

binas de Helicops modestus.

TABELA II1 - Constantes de velocidade da reagao de combinagao do mo-
noxido de carbono (1') com hemoglobinas de Liophis miliaris e Heli-
cops modestus na presenca de ATP 10_3M em fungao de pH, obtidos por
experimentos de fluxo interrompido e fotolise. A concentragao de CO

foi de 50 uM. As constantes de velocidades estao eXxpressas em Se-

gundos
. Liophis miliaris Helicops modestus
fluxo fotolise fluxo fotolise
6,93 7 8 1l 19
7,95 i1 13 11 26

3,9 22 25 16 40
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As figuras 4 e 5 mostram as curvas de progresso das reagoes

de combinagao do CO com hemoglobinas respectivamente de Helicops mo
destus e de Liophis miliaris, na presenga ou nao de ATP 10_3M, em
dois pH 7 e 9. Pode—se notar que a reagao de combinagao do €O com
hemoglobina de Helicops modestus (figura 4) & fortemente autocatalil

tica enquanto que a de Liophis miliaris nao apresenta curvas do com

portamento bifasico (figura 5).

| ]
0 100 200
msec
Figura 4: Cunva de proghesso da neagac de combinagao, a 259¢, de

hemoglobinas de Helicops modestus com monoxido de carbono apos foto

Lise. As curvas continuas, a e b representam valores obtidos cem he
moglobina {senta de cofatores em pH 7 ¢ 9 nespeclivamente As curvas
pontithadas, a'e b' nepresentam os valones na presenca de ATP 1 mM
nespectivamente a pH 7 (a’) e pH 9 [b'].

A figuvra 6 resume os resultados obtidos das constantes de
velocidade das reagoes de dissociagao de oxigenio e combinagao de
CO em funggo do pH com as hemoglobinas das duas serpentes. O maior
efeito Bohr da hemoglobina de Liophis miliaris isenta de cofatores
em comparacao com a de Helicops modestus e evidente. 0 efeito alos-

terico do ATP analisado sobre o efeito Bohr se mostrou mais pronun-

ciado na hemoglobina de Liophis miliaris.
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| J
0 100 200
msecC

Figura §: Curvas de progresso das reagoes de combinacao de hemoglo

binas de L.miliaris com monoxido de canbono a 25°C apos fotolise.

As Linhas continuas, a ¢ b representam os valores obtidos de pH 7 e
9 nespectivamente, ¢ as Linhas pontilhadas os valonres em pH 7 {(a'le
pH 9 {b'} na presenca de ATP 1 mM.

Caracterizacao dos componentes de hemoglobinas de Pterygoplichiys

pardalis (acari-bodo).

0 acari-bodo e um dos numerosos cascudos existentes na Ba-
cia Amazonica que possue em suas hemacias quatro hemoglobinas. Estu
dos cautelosos de suas propriedades nos parecem relevantes para o
melhor entendimento das causas da multiplicidade de componentes en-
contrados nao sO neste, mas na grande maioria dos peixes. Eletrofo-
rética e cromatograficamente os quatro componentes tem comportamen-

to interessante uma vez que um deles que corresponde a 50%Z do hemo-
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lisado se separa dos outros tres de mobilidade proximas entre si.
Os componentes separados foram avaliados quanto as suas proprieda-
des de ligar oxigenio {estudos de equilibrio) bem como quanto as
suas propriedades cineticas. Notamos que dentro do mesmos individuo
grandes diferen¢as existem quanto as respostas dos componentes a

efetores polifosfatos.
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Figqura é: Efedito do pH sobre a veloedidade de dissociagde de oxige-
nic (6A) e combinagac de¢ monoxido de carbono {6B8) a 75%C. 04 tné&g
gufos ¢ clroulos vazios nephesentam os valornes de k ow £' obtidos
na ausencias de cofatores para as hemoglobinas de L.miliaris | 4\ )
¢ Homodestus | O ). 0s tridngulos ¢ circulos escuncs  rephesentam
08 valones obtides pana L.miliaris [ & ) e H.modestus (@) na pre
senca de ATP T mM.
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> - x . - - - .
Estudos de equilibrio da hemoglobina com oxigenio.

- - ’
As curvas de equilibrio do componente I com o O, na au-

2
sencia de cofatores, sao claramente cooperativas com valores do coe
ficiente de Hill {(n) wvariando de 1,9 em pH 6,7 a 1,3 em pH 8,1. As
curvas da figura 7 mostram que o componente I tem um efeito Bohr
reverso pequeno, e o efeito de ATP (1 nM) e insignificante em pH
> 7,5. Contudo em pH mais baixo,o ATP diminue substancialmente a
afinidade desta hemoglobina pelo oxigenio e tambem os valores de n.
Ja o componente IV na ausencia de cofatores ou na presenga de ATP
apresenta nitido efeito Bohr normal e semelhantes entre si. Os da-—
dos cstao pois em contraste com aqueles cncontrados para o compo-
; +
nente I gragas ao marcado cfeito Bohr do componente IV AH = 1 .0s

componentes II e III mestraram comportamento identicos ao compo-

nente 1IV.

Estudos Cineticos,

A figura 8 mestra as constantes de pseudo primeira or-
dem de dissociagao do oxigenio para Hb02 apos tratamento por ditio
nito de sodio em fungao do pH. O comportamento destas constantes
em relacao ao pH e identico para os componentes II, III e LV e di-
ferentes para o componente I. Tanto na presenga como naausencia de
ATP o comportamento das constantes ¢ consistente com os achados do
equilibrio. Assim o componente I na auscncia de cofatores apresen-
ta efeito Bohr reverso bem pequeno e pela adigao de ATP as constan-
tesde dissociagao (off)aumentam consideravelmente (em pH abaixo de

6,5). O componente III mostrou um forte efeito Bohr positiv (abai
tem— e h—— —_ e R, B

xo de pH 7) e os valores de k aumentaram por um fator de 10 quando

e— e e

pH passa de 7 para 5,3. Alem disto nenhum efeito de ATP fol obser-

vado sobre a cinetica da dissociagao de oxigenio do cofiponente III,
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Figura 7: Efedite Bohr do oxdgendiv dos componentes de  hemoglobina
de P.pardalis. 0 componente 1 ¢ indicade por cinculos: O, Lhendo
de cofatornes; e,+ T mM ATP. 0 componente 1V ¢ indicado pon gua-
dnadOé:[] , dsento de cofatones ﬂi st D mM ATP. O componente 111
isento de cofatores ¢ indicade pea tniangulos. Condicues: tampac

bis-tnis ou tnis 0,05 M -tDTA 1 mM e 257C. Concentracdo hemoglobi-

na v 1 mg/mb.
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Figura §: Efeito de pH sobre a constante de velocidade de disso-
ciacac de oxdgeénio [k) para <) componente I de P.pardalis na  au-
sencia {O) e presenca de ATP 1,25 mM | @ ), (i) de componente IT1
na ausinedia { N) e presenga de ATP 1,25 md { & . Tampaoc utiliza-
dot bis this ou tnis 0,05 M a 25°C. Concentracao de hemogloebina

aphroximadamente 25 uM (heme) .
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A teagao de combinagao de deoxihemoglobina com CO foi
estudada para todos componentes: i) em condigoes de ausencia de co-
fatores, ii) em fuungao da concentragao de CO, iii) em dois wvalores
de pH, 5,6 e 7,7. Nestes valores de pll a reag§0 analisada como de
pseudo-primeira ordem apresentou constantes cineticas 1", aumentan-
do linearmente com a concentra¢ao do ligante. A concentracac de €O
variou de 7 a 43 pM e a de hemoglobina foi 2,5 uM (como heme). Aqui
tambem os componentes IT, III e IV comportam—se semelhantemente en-
quanto o componente I difere dos tres. A figura 9 mostra os valo-
res da constante de velocidade de segunda ordem em funggo do pH, na
ausencia e presenga de ATP 1 mM, para os componentes 1 e IV. Deve -
se¢ notar que a curva de progresso da ruugao de deoxihemoglobina
com €O mostrou-se autocatalitica. Resultades outros mostraram que
o componente IV se combina com CO atraves de reagao que ¢ homogenea
a pll abaixo de 7 e heterogenca a pH acima deste. O efcito Bohr ja
evidenciado nos experimentos de equilibrio, isto e, a ausencia de
efeito de ATP sobre ele, pode ser constatado.

A figura 10 mostra os resultados dos experimentos da
agao da luz, realizados com os componentes I por fotodissociagao
total e parcial (10%7 de fotodissociacao) e os dados demonstram que:
i) por agao de flash que promove fotolise completa na presenga ou
ausencia de ATP, a reacao & claramente autocatalitica, ii) sob foto
lise parcial ( 107 de fotodissociagﬁo) a combinagﬁo com o CO se
da muito mais rapidamente, contudo o carater autocatalitico nao foi
evidenciado. A adigao de ATP em qualquer caso teve efeito muito pe-
queno na velocidade de recombinacao do CO com hemoglobina, princi-

palmente em condigoes da fotdolise completa.
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Figuna 9: Dependencia de pH da constante de velocddade para combi-
nagao de CO (L") para deoxihemoglobina de P.pardalis. Componente 1
sem O ) e com | @ ) ATP 1,75 mM; Componente IV sem [ A} e com
{ & } ATP 1 mM. Concentragao de hemoglobina: aproximadamenzte 2,5 M

{heme) . Tampoes bis-fris ou fais 0,05 M a 20°¢C.
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Figurna 10: Efeifo do grau de fotodissociagac sobre as curvas de pro

gresso de combinagac do componente I da hemoglobina de P.pardalis -

com menoxido de canbono. 0s experimentos foram feitos a pH 5,4 sem
(simbolos clarcs] e com ATP 1 mM [simbolos cscuncs). 08 resubtados
da fotolise total estao representados em circulos {O@) e da fotoli
s¢ pancial {10% da gotodissociagaol em tralangulos (AA) Tampao bis
~tnis 0,05 M, 25%C,
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Efeito de nicotinamida adenina dinucleotiden fosfato (reduzido) so-

bre hemoglobina humana.

NADPH e um polifosfato organico abundante em hemicias hu
manas e de mulitos animais, servindo inclusive come fonte de obten-—
¢ao. A analise de sua estrutura mostrou a possibilidade de ensaiz-lo
como efetor heterotropico de hemoglobina humana. Desta forma execu-—
tamos estudos de equilibrio da proteina com oxigenio com participa-
cao do nucleotideon.

0 efeito reversivel do NADPH na concentragéo de 10_3M as

ta demonstrado na tabela IIl. Pelos dados da tabela pode-se notar
que hemoglobina isenta de cofatores tratada com o polifosfato ¢ "de
sionisada', iste &, novamente isenta de cofatores, mantem sua alta

afinidade pelo oxigenio iniecial, isto e: NADPH se liga reversivel-

mente a protecina e nao modifica suas propriedades funcionais.

TABELA III - Reversibilidade do efeito de NADPH sobre hemoglobina

humana. representa os valores de meia saturacao da hemoglobina

Pi/2
e n e coeficiente de Hill.

Tratamento P1/2 n
hemoglobina normal 1,01 2,5
isenta de cofatores 0,33 2,1
na presenga de NADPH 0,78 1,9

apos extragaoc do NADPH 0,33 2,1




47

Para se determinar o numero de moleculas de NADPH que pro

duz valor maximo P1/2’ isto e, o numero de sitios para o mesmo na
hemoglobina, experimentos com diferentes concentragSes de NADPH fo-
ram efetuados em dois diferentes pH (7 e 7,4). A figura 11 mostra
os valores da constante de dissociagao (Pl/z) em fungao da concen-

tracao do efetor em pH 7,0. O valor maximo de P alcancado fol com

50
concentragao de NADPH da ordem de 2X10“4M nos dois pH, o que corres

r - . r .
ponde evidentemente ao valor minimo da constante de afinidade de he

moglobina pelo oxigeénio e a uma razao NADPH/heme de cérca de 3,

10

p

log P
°g "

0 10 20
NADPH 10°M

Figuaa 11: Efedto de NADPH scbre a mela-safunacac da hemoglebina hu
mana pelo oxigendio. Condicoes: tampao tris-cloneto 0,05 M pH 7, a
259¢C.
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A fipgura 12 mostra os valores da constante de afinidade

da hemoglobina pelo oxigeénio em diferentes pH (efeito Bohr) tanto
-~ -4

na ausencla como na presencga de NADPH 2xi0 M. Pode-se notar gue

os valores do efeito Bohr nao mudam significantemente com o nucleo-

tideo. A cooperatividade da hemoglobina também nao muda muito quan-—

do se analisam os valores do coeficiente de Hill.

1.0}

T

0.5

log Plé

oH

Figuna 12: ITaftuencia do pH sobre a afindidade de hemoglobina humana

pelo oxigenio na ausencia | O ) e presenca { @ ) de NADPH 1 x10"4M.

Tampao bis-Znis ou trnis 0,05 M.
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Levando em consideragac que polifosfatos se ligam prefe-
rencialmente a forma deoxi da hemoglobina, experimentos foram idea—

lisados para constatar o mesmo fenomeno com NADPH. Estes experimen—

tos foram grandemente facilitados por ser o NADPH nucleotideo que
fluoresce em determinado comprimento de onda quando excitado por
luz visivel ou ultra violeta. Desta forma hemoglobina humana, que

nao possue fluorescéncia gracas ao grupo heme, fol tratada com NADPH
2x10_4M em tampao bis-tris-Cl 0,05 M pi 7. Nestas condigoes, grande
parte da fluorescencia do NADPH & "absorvida" internamente pela he-
moglobina demonstrando que ele se liga a proteina (primeira parte

da tabela IV). Quando a mistura e deoxigenada num tonometro e seu

|
espectro de fluorescencia determinado, a diminuigao torna-se¢ maiog

ainda demonstrando que a ligagaoc do nucleotideo e mais forte 3 deo-
xihemoglobina. Uma vez aberto o tonometro de modo a permitir o con-
tato da solugéo com o ar, a {luorescencia do NADPH isto &, aquela
obtida antes da transformagao de oxi em deoxihemoglobina & recupera
da revelande gue o nucleotideo se liga a deoxi e desliga da oxihemo
globina (segunda parte da tabela IV). A tabela IV indica alem disto
que 2,3-difosfoglicerato, conhecido efetor alosterico de hemoglobi-
na inibe competitivamente a ligagao NADPH-hemoglobina, demonstrando
que NADPH e DPG ocupam provavelmente os mesmos sitios,na proteina

{(terceira parte da tabela 1V).
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TABELA IV -~ Unidades relativas de fluoresceéncia de NADPH 2 x 10—4M

em tampao bis—tris 0,05 M pH 7.0 submetido a diferentes condigoes.

Comprimento de onda de excitacao: 340 nm.

Experimento : Unidades relativas
NADPH 0.16
NADPI + HBA 0.7 x 10 °M 0.17
NADPH + HbA 1.4 x 10 °M 0.06
NADPH + deoxi HbA 1.4 x 10 °M 0.01
NADPH + oxi HbA 1.4 x 10 M 0.06
NADPH + DPG 3 x 10 M 0.34
3 5

NADPH + DPGC 3 x 10 °M + HbA 1.4 x 10 M 0.10
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DISCUSSAQ

Na presente tese procuramos estabelecer que o efeito de
polifosfatos, no caso ATP, sobre a hemoglobina nao e universal.
Assim, nem sempre se pode demonstrar a acao dos efetores em dife-
rentes hemoglobinas e isto parece ser verdade quando se estuda a
mesma classe de animal, a mesma familia ou ¢ mesmo animal. Desta
forma os dois anfibios anuros Pipa carvalhoi e Bufo paracnemis per
tencentes a diferentes familias, Pipidiae e Bufonidae, pPossuem he-
moglobinas cujas fungoes diferem fundamentalmente do ponto de vista
de seu comportamento frente ao ATP: Hemoglobinas de B. paracnemis
apresentam efeito Bohr da ordem de -0.03 tantc na auséncia como na
presenga de ATP, enquanto que aquelas de P.carvalho? mostram gran-
de diferenga dependendo da presenca do nucleotideo passando de
-0.03 para -0.46 quando as hemoglobinas sac tratadas com ATP, [ in
teressante observar que a maioria dos anurcs,na fase adulta, estu-
dados possuem hemoglobinas que nao respondem a efetores polifosfa-
to. Ja o girino de Rana catesheiana, por exemple, apresentam hemo-
globinas nas quais o efeito do ATP & nitido (Riggs, 1951). A Pipa
carvalhoi parecc comportar—se neste ponto de vista como girino da
outra especie.

Estudamos também hemoglobinas de dois répteis Liophts
miltaris e Helicops modestus pertencentes a mesma familia Colubri-
dae e notamos que embora suas hemoglobinas respondam ao ATP, o fa-
zem de maneira bem diversa apesar do parentesco dos animais. Assim
estudos do equilibrio de reagao das hemoglobinas com oxigenio em
funcao do pH revelaram nao so grande afinidade de ambas pelo gas mas
tambem maior influencia de ATP no efeito Bohr das hemoglobinas de

L.mtlzaris {(que passa de -0,30 para -0,9) gue nas de H. modestus
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(de -0,07 a -0,50). Os dados cineticos comprovam aqueles do equi-
1ibrio: As constantes de velocidade de dissociacao do oxigénio di-
minuem com o aumento do pH em L.miliarie a mantem-se praticamente
constante com o pH, na hemoglobina de H.modestus. Na presenca do
ATP as constantes de velocidade aumentam nas hemoglobinas das duas
serpentes em pH abaixo de 7. Reagoes de combinagao de hemoglobina
com mondoxido de carbono foram anaiisadas atraves de experiencias
de fluxo interrompido e fotdlise e como era de se esperar as varia
goes das constantes de velocidade na presenca ou nao do ATP nio sio
tao pronunciadas em fungao do pH. A andlise da curva de progresso
mwostra tambem ser a reagao de combinacio da deoxihemoglobina com o
CO autocatalitica para H.modestus revelando grande interacaoc heme-
heme nas hemoglobinas deste reptil.

Outro ponte de interesse foi a diferenga encontrada en
tre as constantes cinéticas quando se analisa a reagao: Hb + Co
por estudos cineticos pelos dois métodos acima. Tais diferengas po
dem ser interpretadas do seguinte modo: Nas experiencias de fluxo
interrompido temos esquematicamente: CO + Hb ?§£=£h HbCO, onde 1 &

lenta, enquanto que nas experiencias de fotolise temos:

Hb, (CO), ———>> b, (R) + 4CO —rapida - Hb, (CO)

J{répida (1)
dissoc. Hb, (T} + 4CO —AEREL—€> Hb, (CO,)
4 (2) 4 4

, Hb,(CO),————> DIMERO(R) + 200 ~—12Ridd Hb, (C0),

ﬂf (3

DIMERO(T)

Este esquema de reagaes, onde (R) e (T) representam as formas Le—
tramericas nos dois estados, mostra que as duas Ffases caracteristi
cas da reagao de combinacao com CO podem ser devidas Ls reagoes (1)

e (2) combinadas (rapida e lenta) ou (2) e (3) combinadas {lenta e
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rapida). A participagao da reacao (3) no processo poderia ser ana-
lisada com concentracoes diferentes de hemoglobina pois quanto mais
diluida maior a dissociagao do tetramero em dimero.
Fundamentalmente tanto em hemoglobinas de animais de di
ferentes familias como daqueles pertencentes a mesma familia a res
posta da proteina com relagﬁo ao efetor ATP parece estar relaciong
da com o habitat ou com as condigoes metabolicas do animal para fa
zer frente 3 disponibilidade do oxigénio do ambiente. Assim P. car
valhei, anuro aquatico, aprescnta hemoglobinas cuja resposta ao
efetor & semelhante a aquelas de girinos de outras especies de an-
fibios, e estes resultados poderiam ser interpretados tendo em vis
ta as caracteristicas dos animais que sao de comportamento docil
vivendo a maior parte do tempo dentro da agua, imoveis, respirando
com freqlencia de 3-4 vezes por hora., Em tais condicoes suas neces
sidades metabolicas devem ser muito baixas. Contudo, o esforgo su-
bito realizado esporadicamente pelo animal no ato da alimentagao
ou fuga, p.ex., exigiria maiores quantidades de energia como forma
de ATP que por sua vez diminuiria a afinidade da hemoglobina pelo
oxigenio aumentando ponderavelmente a descarga do gas aos seus te-
cidos. O mesmo raciocinio poderia ser aplicado para os dois repteis
estudados ambos da mesma familia. Assim H.modestus & serpente aqua-
tica inclusive com adaptacoes morfologicas do aparelho respiratorio
para viver na agua e aléem disto suas caracteristicas sao de animal
docil com metabolismo baixo. O efeito Bohr de suas hemoglobinas &
muito baixo. Ja L miliaris, serpente semi-aquatica de comportamen-
to irritadico, possue hemoglobinas com preonunciado efeito Bohr mes
mo em condigoes de ausencia de cofatores. Na presenga de ATP ambas
apresentam intenso efeito Bohr que poderia ser interpretado. nas

mesmas bases dagueles descritos para P.carvalhoi. Nesse caso ¢ in-
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teressante citar alguns resultados publicados por nos (Ogo e Focesi,

1979) onde estimulamos mecanicamente os animais ate exaustdao e en-—
salamos lactato no sangue dos mesmos e notamos muito maior aumento

do metabolismo na L.miliaris, este aumento ccasionaria abaixamento

do pll sanglnineo e conseqllentemente menor éfinidade da hemoglobina
pelo oxigéniol O efeito do lactato e do ATP se somariam no caso de
maior esforqo dos animais possibilitando maior oxigenagao tecidual.

De posse destes resultados surgiu a questao de ser a
mesma ou diferentes hemoglobinas responsaveis pela resposta dos
efetores alostericos nos animais estudados. E importante salientar
que os animais de modo geral possuem multiplas hemoglobinas em seus
hemolisados, ¢ desta forma poderia se esperar que entre eles uma
apresentaria maior efeito do ATP p.ex., e passasse a funcionar em
condigoes especiais. Surgiu entac oportunidade de se estudar um pei
xe com multiplas hemoglobinas e averiguar possiveis diferengas fun
cionais entre elas. 0 peixe escolhido foi P.pardalis cujo hemolisa
do possue quatro hemoglobinas que podem ser separadas por cromato-
grafia de troca ionica. Estudos de equilibrio e cinetica revelaram
que estas hemoglobinas podem ser divididas em dois grupos funcio-
nalmente diferentes: o primeiroc com um unico compunente e um segun
do com tres componentes de comportamentos semelbhantes entre si, co
mo passamos a relatar.

As curvas de equilibrio de hemoglobina com oxigenio na
ausencia de cofatores mostraram para o componente I um pequeno efei
to Bohr reverso epara os compomnentes II, IIT e IV nitide efeito
Bohr normal. Na presenca do ATP contudo o componente I mostra pro-
nunciado efeito Bohr normal enquanto que nos outros componentes nao
se notou nenhuma alteragao da afinidade da hemoglobina pelo bxigé—

nio em diferentes pH, por efeito do nucleotideo. 0O peixe possue pois



55

hemoglobinas que se comportam diferentemente frente tanto a pro-

tons como a ATP.

-

As reagoes de combinacao da hemoglobina de P. pardalis

com monoxido de carbono foram estudadas em paralele com todos 0s
compenentes em diferentes condigoes. As constantes de velocidade
das reagoes de pseudo primeira ordem aumentan linearmente com a

concentraggo de CO. Estes experimentos confirmaram a semelhanga en
tre os componentes II, III e IV e ainda revelaram que 0 componente
I & diferente daqueles treés. Assim a reagao para o componente I &
independente do pH e mostra efeito de ATP somente em regioes de pH
baixo, isto e, em pH entre 5,5 e 6. As constantes de velocidade da
combinagac de CO diminuem pela aﬂiggo a ATP. As curvas de progres-—
so de tal reagao de combinagao se mostraram homogeneas ( segunda
ordem) ou ligeiramente autocataliticas dependendo do pH e da pre-
senga de ATP. No caso do componente IV a recacgao de combinagao com
CO ¢ essencialmente homogenea em valores de PH meneres que 7 e li-
geiramente heterogénea em pH maior que 7. A dependencia do pH dos
valores de 1’ & indicado pelo efeito Bohr normal pais os valores de
PSO mudam cerca de quatro vezes quando o pH sobe de 5,5 para 7 .
Por adigao de ATP pequena variagao de 1' foi observada em diferen-
tes pH bem como a quase completa falta do efeito do ATP encontrado
nos estudos cineticos dos componentes IT, IIT e IV, o que esta de
acordo com achados de equilibrie.

Experimentos da agao da luz sobre carboxihemoglobina fo
ram executados com o componente I com dois diferentes niveis de fo
todissociagac. Tais experimentos revelaram dois pontos importantes:
i) a fotdolise total na ausencia ou presenga de ATP & reacho clara-
mente autocatalitica e ndo evidencia formas de "reagdes instanta-

neas” devido a presenga de dimeros na solugao, em contraste com 0s
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achados na hemoglobina A (Antonini & Brunori, 1971), ii) fotolise
parcial (10%7 de fotodissociagaoc) moslra que a reagao de combinagao
com CO & muito mais rapida que aquela da fotolise total,o que cons
titue indicagao direta da presenga de especies que ''reagem instan-
taneamente'" e que se encontram significantemente populosas em bai-
xos niveis de fotolise, isto e, altas saturagoes do CO. E necessa-
rio notar que nos dois pH a adigao do AYP nao teve efeito sobre a
velocidade de combinagac com CO em fotdlise parcial, enquanto apre
sentou algum efeito nos experimentos de fotolise completa.

0s dados de dissociacgao do oxigenio das hemoglobinas por
metodo de desoxigemagao na presenga de ditionito de sodio, investi
gado em pH 5,5 e 7,8 na ausencia do ATP mostraram em todos os casos
que as curvas de progresso sao consistente com aquelas de reagﬁo-de
primeira ordem . Aqui também os componentes II, III e IV sao muito
semelhantes entre si enquanto gue o compeonente I e diferente dos
outros tres. Assim o componente I na ausencia de cofatores e carac
terizado por pequeno efeito Bohr reverso e a adigao do ATP aumen-
ta muito estas constantes em pH abaixo de 7. 0 componente ITII mos-—
tra efeito Bohr fortemente positivo (abaixo de pH 7) e valores de
k'’ estao aumentados por um fator de 10, quando o pH passa de 7 pa
ra 5,3. Alem disto nenhum efeito do ATP sobre a cinetica de disso-
ciagao de 02 foi observada para o componente ITIL.
As principais conclusoes que puderam ser extraldas dos
estudos com os componentes da hemoglobina de P.pardalis foram: 1)
0os quatro componentes principais da hemoglobina deste peixe podem
ser divididos funcionalmente em dols grupo§ representados pelo com
ponente I e pelos componentes II, III e TIV. Estes tres ultimos sao

muito semelhantes tanto do ponte de vista de equilibrio come a se

julgar pela cinetica das reagoes com 02 e CO, 11} os resultados de
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equilibric estao de acordo com os dados cineticos e esta conclusao
se estende tambem aos efetores alostericos: protons e ATP, iii) o
componente I que representa metade do conteudo de hemoglobina dos
hemolisados e caracterizado, quando isento de cofatores, por efei-
to Bohr reverso e multo.baixo e a sua afinidade global depende do
ATP em pH baixos; Cineticamente o efeito do ATP se manifesta pela
diminuicac na constante de velocidade de combinagao de CO e aumen
to daguela de dissociacao do oxigenio, iv) os componentes II, III
e IV que juntos compreendem cerca de 507 do hemolisado sao funcio-
nalmente semelhantes entre si e diferentes do componente I. Assim
0o seu efeito Bohr para 02 e grande e¢ sua constante de afinidade de
cresce cerca de 20 vezes do pl 8,5 para 6,2. Os dados cinetices re
velam a) grande aumento da velocidade de dissociagao de oxigenio e
b) uma diminuigao significante da constante da velocidade de com-
binacao com CO com a diminuigao do pH. Aleém disto o efeito do ATP
e muito pequeno em qualquer pH analisado, v) o conjunto destes re-
sultados leva—nos a concluir que os varios componentes da hemoglo-
bina de P.pardalis se juntam em duas categorias caracterizados por
propriedades funcionais que sao complementares com respeito a in-
fluéncia de efetores alostericos tipicos. Este fato sugere que a
presenga de multiplos compomnentes com propriedades funcionais dis-
tintas parece ser comum em peixes embora nao seja universal. Evi-
dentemente nenhuma explicagao categorica pode ser oferecida no pre
sente mas consideramos que a relagao entre propriedades funcionais
e papel fisioldogico destas hemoglobinas devem existir como foi dis
cutido para o caso dos outros animais. A existencia de subgrupos
de hemoglobinas complementares funcionalmente, parece ser fenome-—
no geral. Tal complementaridade pode adquirir significado se pu-

der ser provado que 0s varios componentes co-existem dentro do
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mesmo eritrocito como ji foi demonstrado com sangue de truta ( Bru
norli et al, 1974).

De nossos estudos com hemoglobinas animais parece-nos
ter ficado claro que uma correlagaoc entre as necessidades metaboli
cas de cada animal e as propriedades funcionais das hemoglobinas
deve existir. Foi também para nos evidente que a disponibilidade
de oxigeénioc no ambiente em gque o animal vive, & fator importante de
adaptacao de suas hemoglobinas. Assim um animal vivendo em ambien-
te de escassez de gas possuiria uma ou mais hemoglobinas que res-
ponderiam prontamente as necessidades teciduais de 02 atraves da
descarga mais efetiva do mesmo acs tecidos. Neste caso a hemoglobi
na seria mais sensivel a acac dos efetores e a afinidade pelo li-
gante seria malor, isto &, pequena elevagao na concentragao de pro
tans ocu ATP, produziria grande e adequado efeito sobre aquela afi-
nidade. Ja naqueles animais que vivem em abundancia de oxigenic a
estrutura de suas hemoglobinas seria mais resistente nao permitin-
do que os efetores alostericos alterassem sobremaneira a sua afini
dade pelo gas.

Finalmente, rememcrando o papel dos efetores polifosfa-
to na diminuigao da afinidade da hemoglobina pelo oxigenio resta-
nos uma questao que nos pareceu relevante. Poderiam as hemoglobi-
nas insensiveis a polifosfatos cumprir seu papel fisiologico ade-
quadamente ? Tendo em vista a necessidade de "™ 32 substancia" de
Barcroft, fica dificil responder a pergunta baseado exclusivamente
no efeito protonico (Efeito Bohr) de aniwmals pois e pouco provavel
que as mudancas do pH dos tecidos pudessem ocasionar  por si 50
maior ou menor descarga do oxigénio nestes animais, pois tfais va-
riagoes de pH deveriam ser substanciais para que tal ocorresse de

acordo com calculos teoricos, e so valores extremos poderiam ter
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significado naquele efeito. Fica subentendido que estamos discutin
do somente aquelas hemoglobinas nao sujeita a efetores alostericos
conhecidos (DPG, ATP, IPPR).

Estas e outras ponderacoes Eevar 1&63*E’€§TEEHEMMEK55§-
como efetor alostérico-de hemoglobina. Para isto amostras de hemo
globinas humanas normais foram analisadas quanto a sua afinidade
por oxigenio na presenca ou nao do efetor. Inicialmente verifica-
mos a reversibilidade da ligagao do efetor. Uma vez assegurada que
nenhuma pertubagao estrutural na hemoglobina pela presenca do NADPH
pudesse ser assinalada, curvas de equilibric foram tracadas em di-
ferentes pH e o efeito fol amplamente confirmade. E interessante
observar gque as concentragSes otimas de NADPH, isto e, aquelas ne-
cessarias para produzir valores menores de P1/2 sao pelo menos cin
co vezes inferiores a qualquer outro efetor alosterico conhecido ,
inclusive DPG. ;%</)

Qutros cstudos agora mais de carater estrutural para ve
rificar a forma de hemoglobina (oxi ou deoxi) a qual NADPH se liga
foram feites espectrofluorimetricamente, utilizando-se a proprieda
de da coenzima de emitir luz quando excitado em determinado compri
mento de onda. Foi possivel concluir que embora o nucleotideo se
ligue a oxihemoglobina, sua ligagaoc a deoxi & mais Fforte. 0 mesmo
fenbmeno foi observado com DPG embora indiretamente, Acreditamos
que este metodo se constitue muito adequado para estudar o carater
nao s0 da ligacao NADPH-hemoglobina, como de polifosfatos a protei
na de modo geral.

Um dado de bastante interesse que poderia ser citado e
o efeito do DPG sobre hemoglobina S. Este polifosfato apresenta

cfeito bem menor nesta hemoglobina, enquanto que NADPH apresenta

efeito muito pronunciado tal qual aquele sobre a hemoglobina A

PN
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{Meirelles e Focesi, 1979). Em outras palavras o efeito do NADPH
tanto na hemoglobina A como na hemcglobina § & gquantitativamente
identico ¢ que naoc acontece com DPG. Se for considerada a correla-
¢ao do sistema de glicose-6-fosfato desidrogenase aquele de hemo-
globina S, poderiamos sugerir o eunvovimento do NADPH no processo.
Evidentemente estes dados sao muitoc preliminares mas de qualquer
forma interessantes tendo em vista a universalidade do NADPH nos
eritrocitos dos animais.

A principal critica que poderia advir sobre envolvimen-
to do NADPH no processo de descarga de oxigenio da hemoglobina em
niveis teciduais € a sua baixa concentragao na hemacia,da ordem de
5x10“5M em comparacao a do DPG, de 5x10_3M. Este fato tornmaria seu
efeito desprezivel na hemidcia humana. Evidentemente a razao NADPH/
hemoglobina de 1:1 seria necessaria para que se pudesse explicarum
efeito fisiologico tal como aquele que acontece com o DPG. Contudo
alguns dados de carater funcional com relagac ao DPG podem ser dis
cutidos: 1) o fato de DPG e nenhum outro cfetor alostérico estar
presente mnas hemoglobinas de alguns animais. ii) a dificuldade em
se demonstrar o desligamento do DPG quando a hemoglobina passa da
forma deoxi para oxi acs niveis dos pulmoes. Evidentemente s¢ o
efetor permanece ligado a forma oxigenada da hemoglobina o proces-
so de combinagaoc com o oxigenio estaria prejudicado. iii) a respos
ta eficaz da hemoglebina § ao NADPI ¢ nac ao DPG que foi observado
em nossos resultados.

Do discutido poderia-se especular sobre a possivel par-
ticipaggo do NADPH no processo da dissociagao do oxigenioc pela he-
moglobina em nivel tecidual, se se evocasse um mecanismo de
"turnover'" para processo no qual a hemoglobina funcionariacémasubg

trato de um sistema enzimatico e que o NADPH funcionaria come coen
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zima ligado a uma enzima, e © complexo NADPH-enzima seria resPOnsé
vel pela deoxipgenagao do grande numero de moleculas da hemoglobina
0 sistema redox NADPH/NADP estaria acoplado de alguma forma ao sis
tema oxi/fdeoxihemoglobina. Nenhuma base experimental, por ora, pa-
rece suportar nossa proposta de um mecanismo para explicagao do
efeito alostérico de NADPH "in vivo". Tais conjecturas deverao en-
tretanto ser consideradas no futuro.

Resta-nos finalmente a importancia que pode tomar )
NADPH no estudo da natureza dos sitios de ligacao de polifosfatos
as hemoglobinas, gragas a fluorescencia do composto quando excita-
do. Tal propriedade certamente contribuiria para o melhor <conhecl
mento de tais ligacoes.

Finalwmente os resultados da presente tese nos possibili
tam enveredar por diferentes caminhos que poderiam levar a conheci
mentos mais solidos sobre estrutura ¢ fungao de hemoglobinas, pro-
teina respiratoria fundamental a todo reino animal. Esperamos ain
da ter aberto perspectivas para novos estudos que alias ja estao
sendo em parte realizados em nossos laboratorios e que presumivel-
mente podergo trazer luzes a natureza e ao mecanismo pelo qual efe
tores alosteéricos atuam diminuindo a afinidade da hemoglobina pelo
oxigenio, descarregando—-o aos tecldos para executar suas fungoes

0 - b8 * - - .
vitais a nivel da cadela respiratoria.
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RESUMO

O0s cstudos de equilibrio ¢ cinetica de hemoglobinas de

diferentes especies animais levaram as seguintes conclusocs:

1.

~J

Hemoglobinas de anfibios de duas especies Bufo paracnemis (Bufo
nidae) de habitat terrestre e Pipa carvalhoz (Pipidae)aquatico,
mostraram respectivamente efeito Bohr multo baixo na ausencia
de cofatores. Na presenga de ATP a hemoglobina de Bufo paracne-
mis nao apresenta alteracao deste efeito, enquanto que aquelas

de Pipa carvalho? mostram aumento substancial pelo nucleotideo.

Estudos de equilibrio e cineética de hemoglobina de duas serpen-
tes da mesma Familia {(Colubridae): Helicopu modestus, aquatica
e Liophis miliaris semi—-aquatica, mostraram efelto Bohr muito
baixo na hemoglobina da primeira e efeito ponderavel naquela de
Liophis miltaris. O ATP produz grande efeito nas hemoglobinas

de ambas as especies mormente na mais terrestre. 0s dados cine-

N - - - 3
ticos estao de acordo com os dados do equilibrio.

Estudos de equilibrio e cinetica dos quatro componentes de hemo
globina do peilxe Pterygoplichthys pardalis mostraram que eles
podem ser divididos em dols grupos funcionais distintos: um pri
meiro (componente I) com pequeno ofeito Bohr reverso ma ausen-
cia de ATP e grande efeito Bohr normal na sua presenca. Por ou-
tro lado o segundo grupo, com o5 componentes I1, I1t, IV com com
portamento semelhantes entre si, mostra efeito Bohr normal mais

evidente em pH balixo, efeito que nao se altera por ATP.

0s resultados no caso dos anfibios e repteis estudados,saoc con-
cistentes com uma relagaoc intima entre o habitat ou a taxa meta

bolica dos animais e a disponibilidade de oxigenio do meioc. No
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caso do peixe a complementaridade de fungao dos diferentes com~

ponentes da hemoglobina e discutida.

Foi proposto um efetor alosterico abundante em globulos verme-
lhos de animais, o NADPH. Estudos de equilibrios com oxigenio
demonstram sua eficiencia como efetor de hemoglobina humana. A
ligagao hemoglobina-NADPH foi analisada espectrofluorimetrica-

mente.



64

SUMMARY

Equilibrium and kinetic studies of hemoglobin from

different animal species allow us to the following conclusions:

I. Hemoglobins from two amphibiam species Bufo paracnemis, with
rerrestrial habitat and Pipa carvalhoi an acquatic animal,
showed Bohr effect very low, closed to zero. In the presence
of ATP, Bufo paracnemis hemoglobins still did not present Bohr
effect whereas those of Pipa carvalhor showed a definitive

increase in such effect by the nucleotide.

2, Lquilibrium and kinetic studies of hemoglobins from two
water—snakes of the same family {(Colubridae): lielicops modestus,
aquatic and Liephts mtliaris semi-aquatic, showed a resonable
Bohr effect only in the less acquatic speciles and absence in that
of l.modestus. The ATP however induces a remarkable effect in
both snake's hemoglobins, mainly in the terrestrial one. The

kinetic data are in aggreement with those of equilibrium.

3. Equilibrium and kinetic studies of four hemoglobin components
from Pterygoplychtis pardalis, an amazon catfish, allow us to
separate iu two groups of components, with different functional
properties: the first (component I) with small Bohr effect
which increases with ATP, and the second group (components II,
IIT and IV) which, instead showed a very large normal Bohr
effect that does not change by ATP. The components from the

second group arc functionaly simitar.

4. The results found with the amphibia and reptiles studies are
consistent with a relationship between either the habitat

or the metabolic rate of the animals and the oxygen



dispesability of the ambient. Concerning to the fish 1t was
possible to discuss the complementarity of the component

functions.

It was proposed as alosteric effector, NADPH, abundant 1t
animal red cells. The equilibrium studies with oxygen showed
its eficiency on human hemoglobin. The hemoglobin—-NADPH

binding was alsoc analysed by spectroflucrimetry.
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