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1 INTRODUCAO




1.1 Aspectos gerais

Os primeiros fosseis de queldnios encontrados datam do fim do Periodo Tridssico,
na Era Mesozdica. E desde quando surgiram até os dias de hoje, pouco se modificaram.
Esses animais combinam caracteristicas primitivas e altamente especializadas que nao sdo

compartilhadas com outros grupos de vertebrados.

A ordem dos quelonios teve origem entre os amniotas primitivos do Carbonifero
superior, sendo evidenciado por uma caracteristica comum entre esses animais: cranio
anapsido (“sem um arco”) (POUGH et al., 1999). Atualmente, os quelonios sobreviventes
estdo classificados na ordem TESTUDINES, na qual se diversificaram no fim do Periodo

Cretaceo, e hoje sdo 260 espécies divididas em 13 familias (MEYLAN, 2005).

Os TESTUDINES sao subdivididos em duas subordens: os Policryptodira, na qual
esta a maioria dos quelonios atuais, que sdo assim classificados, especialmente pela
maneira que a cabega ¢ encolhida para dentro do casco (jabutis, tartarugas marinhas e
algumas tartarugas de dgua doce), e os Pleurodira, estes animais ndo encolhem a cabeca
para dentro do casco e sim a dobram para o lado (cdgados). Os queldnios estdo
classificados na classe Reptilia, no entanto sdo considerados animais parafiléticos (ou
pararépteis). Embora estejam ligados aos outros répteis por algumas caracteristicas
derivadas compartilhadas, eles ndo representam uma linhagem monofilética, pois sdo muito
diferentes morfoldgica, fisiolodgica e ecologicamente. Além disso, esses animais sdo tdo
especializados que nenhum estado intermedidrio que os ligue a outros vertebrados foi

identificado (GAFFNEY; MEYLAN, 1988; POUGH et al., 1999).

1.2 Ordem TESTUDINES

A caracteristica mais marcante desses animais € o casco que reveste o corpo do
animal, formado por carapaga (dorsal) e plastrdo (ventral). Possuem vértebras tordcicas e
costelas soldadas com a carapaga dssea, que € revestida por escudos epidérmicos. Grande

parte do plastrdo ¢ formado por ossificacdes dérmicas (Figura 01). A maxila e a mandibula



ndo tém dentes, mas apresentam fortes laminas cornificadas (POUGH et al., 1999;

STORER et al., 2000).

i Cervical
Gular g
p \ _
Humeral e N -u“,_l Vertebral
= Peitoral = ' i
= - ™1 { : Costal
: ) e { £ 3
Abdominal L i) -
= BT e | Periféricos
R T i ' i \ )
! Femoral AN e
Anal ;

Figura 01 — Esquema do plastrdo e da carapaca, evidenciando as ossificagdes
dérmicas (ASHLEY, 1969).

Os quelonios sdo ectotérmicos, possuem pele escamosa e, em geral, sdo adaptados
para viverem em ambientes secos. Apresentam também outras adaptacdes importantes
como: fecundagdo interna, o6rgdos copuladores e a presenga de ovos, que sdo constituidos
por uma casca calcdria para retardar a perda de umidade. Além de possuirem membranas
embriondrias (dmnion, cdrion, saco vitelinico e alantdide), cuja funcdo ¢ proteger o embrido
contra choques mecanicos, fornecer nutrientes e armazenar excretas. Essas caracteristicas
sdo diferentes das presentes em peixes e anfibios (ERNEST; BARBOUR, 1989; STORER
et al., 2000).

As tartarugas podem ser diferenciadas pelos seus habitats: algumas espécies sdo
exclusivamente terrestres, como os jabutis (Geochelonia sp); outras vivem em ambientes
fluviais e lacustres como os cagados (Phrynops sp) e as tartarugas de agua doce (Trachemys
sp); e existem ainda as espécies que sdo exclusivamente marinhas (Caretta caretta) (Figura

02) (GARCIA-NAVARRO; PACHALY, 1994).



Figura 02 — Tartarugas diferenciadas pelo tipo de habitat. (A) Geochelone carbonaria, terrestre
(www.geochelone.com.br); (B) Podocnemys unifilis, 4agua doce (sub-ordem Pleurodira)
(www.chelonia.org); (C) Trachemys dorbignyi, 4gua doce (sub-ordem Polycryptodira)
(www.aw.eti.br/animais/TIGRE.jpg); (D) Chelonia mydas, marinha (www.mexconnect.com/).



Sado pulmonados, mas diferentemente dos amniotas primitivos ¢ dos lagartos, eles
ndo movimentam a caixa tordcica durante a respiragcdo, devido ao casco rigido. Nestes
animais a respiracdo pulmonar ¢ realizada por meio de mudangas na pressdo pulmonar, que
ocorrem devido a contragdo dos musculos que forgam as visceras, na qual estdo ligadas a
lamina diafragmatica (Figura 03) (POUGH et al., 1999). Possuem também respiragdo
acessoria, como a bucofaringea e, algumas espécies aquaticas, também respiram por meio

da cloaca e da pele (JACKSON et al., 2004; STORER et al., 2000).
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Figura 03 — Esquema do Pulmao mostrando os musculos que forcam
as visceras nas mudancas da pressdo pulmonar (RANDALL, et al,
2000).

O coragdo caracteriza-se por possuir trés cavidades: dois atrios € um ventriculo
(parcialmente dividido) (ERNEST; BARBOUR, 1989). O sistema circulatorio ¢ dividido
em dois circuitos: sist€émico e pulmonar. O circuito sistémico transporta sangue oxigenado
do coragdo para todo o corpo, e o circuito pulmonar transporta sangue desoxigenado do
coracdo para os pulmdes. Essa morfologia, na qual o ventriculo se apresenta parcialmente
dividido, permite a troca de sangue entre os circuitos pulmonar e sistémico, havendo um
desvio da esquerda para direita dentro do coracdo (POUGH et al., 1999). Quando o animal
respira, a resisténcia ao fluxo através da circulacdo pulmonar € baixa, e o fluxo sangiiineo ¢é
alto. Quando o animal mergulha, ele ndo respira, entdo, a resisténcia vascular pulmonar

aumenta, mas a resisténcia vascular sistémica diminui, ocorrendo um desvio sangiiineo no



coragdo, o que diminui o fluxo sangiiineo pulmonar, levando a uma diminui¢cdo da

freqliéncia dos batimentos cardiacos (Figura 04) (RANDALL, et al., 2000).

Atrio direito Artéria pulmonar
direita

Aorta direita

Artéria Artéria
braquicefalica pulmonar
esquerda

Aorta esquerda Atrio esquerdo

Cavidade
Venosa x / Arteria
ulmonar
. \ L\ | f : mum
Cavidade \ O\ _/ cormu
pulmonar : Septo vertical
N
Septo 4 —~ Cavidade venosa

horizontal ~ "\_/f/

Figura 04 — Esquema do coragdo, com dois atrios e um ventriculo parcialmente
dividido, mostrando a dire¢do do fluxo sangiiineo (RANDALL, et al, 2000).

Alguns desses animais vivem em ambientes aquaticos ou subaquaticos, podendo
permanecer submersos por horas, o que nos remete a hipotese de que existam
particularidades ou adaptacdes em suas hemoglobinas, encarregadas de transportar o

oxigénio para os diferentes orgaos e tecidos.

1.3 Phrynops geoffroanus

A espécie Phrynops geoffroanus utilizada neste trabalho possui a seguinte
classificagdo: ordem TESTUDINES, subordem Pleurodira, familia Chelidae, subfamilia

Austrochelidinae e género Phrynops.



De modo geral, os cadgados possuem carapacas baixas, que oferecem pequena
resisténcia ao deslocamento na dgua, e patas anteriores modificadas em remos que também
auxiliam a sua locomog¢@o (POUGH et al. 1999). O Phrynops geoffroanus ou “Cagado de
Barbicha” (Figura 05 e 06), como ¢ popularmente conhecido, possui carapaga achatada e
larga com coloracdo preta ou cinza esverdeada. O plastrao possui um entalhe anal e tem
uma colorag¢do vermelha rosada com manchas irregulares e pretas. A cabega ¢ larga e lisa,
com coloragdo preta, linhas brancas e irregulares. A parte inferior ¢ branca com linhas e
pontos pretos. A caracteristica mais proeminente dessa espécie ¢ uma linha preta e larga
que se estende longitudinalmente pelo olho. Possui também um par de “barbelas” no
“queixo”, ¢ os membros sio cinza com manchas brancas. E uma espécie pequena
encontrada desde a Coldmbia, Venezuela, Guiana, Argentina, Uruguai, extremo sul do
Paraguai até sudeste, centro-oeste ¢ nordeste do Brasil. Essa espécie ¢ freqiiente em rios,
lagos e lagoas com correnteza lenta (ERNEST; BARBOUR, 1989).

A literatura nacional é escassa quando se refere ao perfil hemoglobinico dessa
espécie de queldnio, e muito pouco se conhece sobre as hemoglobinas de animais
brasileiros e sua relacdo com os aspectos fisiologicos.

As tartarugas de maneira geral sdo excelentes mergulhadoras, podendo permanecer
longos periodos em baixo d’agua; durante longos mergulhos o sangue ¢ desviado para

tecidos que possuem tolerancia a baixos niveis de oxigénio, como o muscular e o nervoso.



Figura 05 — Phrynops geoffroanus: (A)
destaque para a coloracdo do plastrdo e para o
entalhe anal (parte inferior do plastrdo); (B)
destaque para a coloracdo e o formato da
carapaga; (C) em destaque a coloragdo da
cabeca e a presenga de barbelas no “queixo”
(www jjphoto.dk/).

Figura 06 — Phrynops geoffroanus: (A)
destaque para a coloragdo do animal
(www jjphoto.dk/); (B) destaque para o
animal submerso (www.chelonia.org).



1.4 Hemoglobina

A hemoglobina (Hb) est4 presente nas células vermelhas (hemaceas) do sangue, e ¢
responsavel pelo transporte de oxigénio dos orgdos captadores (pulmdes ou branquias) para
os demais tecidos, e parte do gas carbdnico (15%) no sentido inverso (STRYER, 1992).

Em geral, a hemoglobina de vertebrados, incluindo os répteis (COATES, 1975) ¢
uma proteina tetramérica de massa molecular de aproximadamente 64,5 KD, contendo duas
cadeias de globinas de um tipo e duas de outro tipo (geralmente alfa e beta), cada uma delas
associada a um grupo prostético, heme, onde o atomo de ferro encontra-se no estado ferroso
(Fe*). Na hemoglobina A humana, cada cadeia de globina alfa contém 141 residuos de
aminoacidos e cada cadeia beta contém 146 residuos de aminodcidos (Figura 07)

(LEHNINGER, 1998).

Figura 07 — Esquema representando uma hemoglobina
tetramérica com 2 cadeias do tipo alfa (vermelho e
verde) e 2 do tipo beta (azul e roxo), com o grupo heme
inserido em cada subunidade
(www.chemistry.wustl.edu/ ~edudev/LabTutorials).

Andlises por difracdo de raios X mostraram que a molécula de hemoglobina possui
forma globular, com aproximadamente 5,5 nm (ou 55 A) de didmetro. As cadeias
globinicas enovelam se em uma estrutura tercidria, que reunidas compdem um arranjo

tetramérico, formando a estrutura quaternaria da molécula (PERUTZ et al., 1960). Esse
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arranjo ¢ mantido devido as interacdes (hidrofobicas e eletrostaticas) que ocorrem entre os
aminoacidos presentes nas cadeias polipeptidicas. As estruturas tercidria e quaterndria das
hemoglobinas, nas diferentes espécies de vertebrados, apresentam muitas semelhangas
entre si, quando analisadas por difracdo de raios X e por analises quimicas (LEHNINGER,
1998).

O grupamento heme ¢ constituido por quatro grupos pirrélicos, um atomo de Fe**
coordenado por quatro nitrogénios porfirinicos € um nitrogénio proveniente da Histidina
proximal (His F8). A ligacdo do O, ocorre na cavidade entre o a&tomo de ferro e a histidina
distal (His E7), e o oxigénio forma pontes de hidrogénio entre o Fe ¢ a His (Figura 08)
(VOET et al., 2002). Quando o oxigénio esta ligado a hemoglobina, diz-se que a molécula
esta oxigenada, essa reacdo de ligacdo ¢ reversivel. Entdo, quando o O, nfo esta ligado, a
molécula encontra se desoxigenada. Sob algumas condicdes, o Fe** se oxida a Fe’", onde
ocorre a ligacdo de uma molécula de dgua, formando a meta-hemoglobina. Essa reagdo ¢

considerada irreversivel.

Figura 08 — Posicionamento do grupo prostético (heme) com o
atomo de Fe**, onde se liga o oxigénio (VOET et al., 1995).

Na hemoglobina humana, os hemes esto situados a uma distancia de 25 a 37 A uns

dos outros, como nd3o podem interagir eletronicamente, interagem mecanicamente por



11

movimentos da proteina (STRYER, 1992). Quando a molécula esta oxigenada, ocorre uma
rotacdo de aproximadamente 15° de um dos dimeros o3 em relagdo ao outro, aproximando
as subunidades 3 e diminuindo o canal central da hemoglobina (VOET et al., 2002).

A hemoglobina apresenta dois estados conformacionais estaveis: o estado T (tenso)
e o estado R (relaxado), com afinidade diferencial em relagdo ao oxigénio; essa ligacdo
inicia uma série de movimentos que resultam na transi¢do do estado T para o R (Figura 09):

J No estado T, o ferro do anel porfirinico se encontra deslocado 0,6 A para
fora do plano do heme. Quando o O, se liga, essa distAncia se encurta para 0,1 A e o ferro
move-se para o plano do heme. Este movimento diminui a estabilidade da estrutura
quaterndria desoxigenada, levando a um aumento da afinidade a partir de sucessivas
liga¢des (cooperatividade) (Figura 10) (ACKERS et al., 1992):

o Quando o ferro se desloca carrega junto a histidina proximal (His F8),
conseqiientemente a hélice F que estd associada a esse aminoécido, desloca-se por 1 A
(Figura 10) (VOET et al, 2002);

o A maior mudanga produzida ocorre na interface interdimérica o3, € 3.
No estado T, a His FG4(97) da cadeia B entra em contato com a Thr C6(41) da cadeia a.
No estado R, a His FG4(97) contacta a Thr C3(38) da cadeia a (Figura 11) (VOET et al,
2002);

J Uma série de ligagdes ionicas intra e intersubunidades entre o residuo C-
terminal de cada subunidade (Arg 141a e His 146f3) estabilizam o estado T. No entanto,
apds a mudanga conformacional causada pela oxigenacdo, essas ligagdes sdo rompidas, ndo
estando presentes no estado R (Figura 12) (VOET et al, 2002).

O efeito do estado de ligagdo ao ligante de um grupo heme sobre a afinidade de
ligacdo ao ligante de outro heme ¢ chamado de cooperatividade (VOET et al, 2002). A
hemoglobina com a sua estrutura quaternaria torna possivel a intera¢do entre os sitios de
ligacdo do grupo heme, e destes com outros ligantes presentes no meio. Essas interacdes
sdo denominadas de alosteria e sdo ocasionadas por algumas moléculas especificas, os
efetores, que podem ser: O,, protons, CO,, cloretos e fosfatos organicos (BPG, ATP e GTP)
(STRYER, 1992).



Figura 09 — Esquema representando a movimentacdo que ocorre na mudanca
conformacional do estado T para R; molécula desoxigenada (T - em azul) e molécula
oxigenada (R - em vermelho) (VOET et al., 1995).

Val FGS

Heme

Figura 10 — Esquema mostrando a movimentagdo do grupo
heme e da hélice F com a ligacdio do oxigénio a
hemoglobina. A estrutura em vermelho corresponde a forma
oxigenada e a em azul a forma desoxigenada. (VOET et al.,
1995).

12
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Asn G4 (102}
Axp G1 (94)

Asp G1 (99)

Forma T (Desoxi)

Figura 11 — Esquema apresentando mudanga entre contatos na interface a3, e a,f; na
transi¢do de T para R apds a oxigenagdo da hemoglobina (VOET et al., 1995).

R Cr;, @,
Cadeias p
Val
Estado T Lys
MN-terminal

ﬁz
- Caerminal

e, 2000 :
Val val
v Argt
Tyr (£}
i

Asp

U!‘
(L, o,
Cadeias o Val
Estado T Lys
N-terminal
B .
o,

Figura 12 - Representagdo esquematica das
ligagdes i0nicas entre os residuos de aminoacidos da
hemoglobina das cadeias alfa e beta, que estdo
presentes no estado T e sdo quebradas quando
ocorre transicdo para o estado R (VOET et al.,
1995).
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1.5 Modelos alostericos

Dois modelos principais foram propostos para tentar explicar as propriedades
funcionais de ligacdo do O, a hemoglobina. Koshland, Nemethy e Filmer (KNF),
propuseram o modelo seqiiencial de ligacdo de oxigénio (KOSHLAND et al., 1966). Este
modelo propde que a Hb se encontra em uma determinada conformagdo no estado
desoxigenado. Com a ligacdo da primeira molécula de O, a Hb, a subunidade ligada sofre
alteracdo. Conforme as outras subunidades vao sendo ligadas, também vao sendo alteradas
individualmente, promovendo ao final uma mudanca estrutural em toda a molécula (Figura

13).

Figura 13 — Modelo seqiiencial proposto por Koshland, Nemethy e Filmer (KNF) para a cooperatividade
(VOET et al., 1995).

Um outro modelo, anterior ao de KNF, foi proposto por Monod, Wyman e
Changeux (MWC) em 1965. Esses autores consideraram a existéncia de apenas dois
estados conformacionais diferentes para a Hb. Um se encontraria desoxigenado,
denominado estado T (tenso), e o outro estaria na forma oxigenada, chamado de estado R
(relaxado). Diferente de KNF, este modelo ndo aceita formas intermedidrias em equilibrio
com as formas T e R. Mesmo quando uma molécula de O, se liga a um dos sitios heme da
Hb, a molécula se mantém em T, até que em determinado momento ocorra a transi¢cdo de T
para R. Isto confere a forma T uma baixa energia se comparada com a energia da forma R.
Apbs a ocupagdo de todos os sitios, a soma das energias de ligagdo desfavoraveis torna-se

energeticamente favoravel (Figura 14) (MONOD et al, 1965).
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Figura 14 — Modelo alostérico de
simetria proposto por Monod, Wyman e
Changeux (MWC) (VOET et al., 1995).

Apesar deste modelo ser o mais aceito atualmente pela comunidade cientifica, ele se
mostra insuficiente para explicar alguns achados recentes. Colombo; Seixas (1999)
demonstraram a existéncia de um estado intermediario entre T ¢ R, observado na desoxi-
hemoglobina humana, na qual o equilibrio alostérico ocorre devido a ligacdo de cloreto. O
estado Ty é usado para representar a desoxi-hemoglobina complexada com cloreto € o
estado T, representa o estado T na auséncia do efetor (GIARDINA et al., 2004; JENSEN,
2004).
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1.6 Transporte de Dioxido de Carbono e Efeito Bohr

As mudangas conformacionais que ocorrem na molécula de Hb com a ligacdo do
oxigénio reduzem os pKs de varios grupos (principalmente o amino-terminal alfa e o
carboxi-terminal beta). Essa varia¢do de pH altera a afinidade da hemoglobina pelo O,, isto
¢, um aumento na concentragdo de prétons reduz o pH sangiiineo, causando uma reducio
na afinidade da hemoglobina pelo O,. Quando o pH aumenta ocorre a remog¢ao de protons
da molécula, aumentando a afinidade pelo O, em pressdes mais baixas. Esse fendmeno, a
influéncia do pH e do CO; na ligagdo do O, a Hb, ¢ conhecido como efeito Bohr (JENSEN,
2004; VOET et al, 2002). Em pH &cido a Hb libera O, aumenta, pois a diminui¢do do pH
causa uma redu¢do na afinidade de ligacdo pelo oxigénio. Esse fendmeno ¢ conhecido
como Efeito Bohr alcalino ou normal. Quando ocorre um aumento da afinidade da Hb pelo
0,, em pH acido, o efeito Bohr passa a ser chamado de acido ou reverso. O efeito Bohr ¢
importante para a libera¢do do O, da Hb para os tecidos (VOET et al, 2002).

Alguns residuos de aminodcidos estdo envolvidos no efeito Bohr: N-terminal da
cadeia o, as cadeias laterais dos residuos His 122 o e His 146 B (PERUTZ et al., 1980;
JENSEN, 2004).

Em tecidos ativos, a diminui¢do do pH ¢ ocasionada pela elevacdo da pCO, e pelo
aumento da concentragdo de acido lactico. O CO,, dentro das hemacias, reage rapidamente

com a agua para formar acido carbonico (H,COs) pela agdo da anidrase carbdnica (reagdo

01):
CO,+H,0%—5 H,CO; *=5 H'+HCO; (reagiio 01)

O 4cido carbonico ¢ instavel, pois o seu pKa ¢ 6,35 e o pH do sangue é 7,4. Desse
modo, o 4cido forma bicarbonato (HCO3) e libera H'. A maioria do gis carbonico é
transportado pelo sangue em forma de bicarbonato dissolvido no plasma (85%) e o restante
¢ transportado pela hemoglobina na forma de carbamato (15%) (reacdo 02) (CAMPBELL,
2000). Quando o CO, entra no sangue em nivel tecidual, ele facilita a descarga de O, da
hemoglobina, e quando deixa o sangue nos pulmdes, facilita a captacdo de O, pelo sangue

(RANDALL et al., 2000; STRYER, 1992).
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R— NH, + CO, £ R_NH_COO +H" (reaciio 02)
1.7 Ligacdo de Oxigénio

Archibald Hill em 1910 foi o primeiro a analisar a curva de oxigenagdo da
hemoglobina, e considerou que a ligagdo do O, a Hb fosse representada pela seguinte

equagdo (HONDA, 2001;LOMBARDI, 2005; PERES, 2004; VOET et al, 2002):

Hb +n0, —pHb(0,)n (1)

Onde n representa o grau de cooperatividade;

. HIO,] @
[Hb(O:)n]

Onde K ¢ a constante de dissociacdo da oxi-hemoglobina; [Hb] e a concentragdo da
hemoglobina desoxigenada; [O,] ¢ a concentracio do oxigénio e [Hb(Oy)n] € a
concentracdo da hemoglobina totalmente oxigenada;

A saturagdo fracional de oxigénio (Y) € definida como a fracdo ocupada de todos os
sitios heme de ligac¢do. O valor de Y varia de 0 (todos os sitios vazios) a 1 (todos os sitios

ocupados):

___ n[HK(Oyn] 3
n([HbJH[Hb(O2)n])

Combinando as equacdes 2 e 3:

[Hb][O-]" [O,]"
K K (4)
Y= [Hb][O,]" + [Hb] a [0,]" + 1

K K
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Equagdo de Hill:
[02]" )
[02]" +K

E conveniente expressar a concentragdo do O, em pO,, que € a pressdo parcial de

oxigénio em mmHg ou Torr:

[pO,]" (6)
~ [p0O.]"+K

Para expressar a fragdo de oxi-Hb (Y) sobre a fragdo de desoxi-Hb (1-Y):

Y ol ! (7)
1-Y  [pO.]"+K { [pO,]"
1p0O:]" +K

Obtendo o logaritmo da equagdo 7:

Y 8
log [W] =nlog[pO,] —nlog K ®)
Como para a hemoglobina K=Ps, substituindo na equagéo 8:
Y 9
log| 77y | =n log[pO,] — n log Psg

O grafico de Hill ¢ obtido pelo log (Y/1-Y) versus log pO,, onde a curva de
oxigena¢do da hemoglobina ¢ sigmoéide. Essa caracteristica permite que o sangue transfira
mais oxigénio para os tecidos do que transferiria se a curva fosse hiperbolica. Esse tipo de
curva também indica que existe uma interacdo cooperativa entre os sitios de ligacdo da
proteina, que pode ser medida pela inclinagdo » da curva. O grafico também permite

calcular o log Psy, que é a pressao parcial de oxigénio (pO;) necessaria para saturar metade
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dos sitios de ligagdo da molécula de Hb. Esse valor € obtido quando a curva de oxigenagao
intercepta metade da oxigenac¢do (Y=0,5), neste ponto, uma reta é extrapolada para o eixo x
(log pO,) (Figura 15). Como podemos observar o grafico de Hill da mioglobina ¢ linear e
apresenta uma inclina¢do de n=1, o que indica que ela ndo apresenta processo cooperativo.
A inclinacdo observada para moléculas com processo cooperativo ¢ de n>1, essa medida é
chamada de coeficiente de Hill (ng ou nsp). Em hemoglobinas humanas normais, essa
constante varia de 2,8 a 3,0, mostrando uma alta cooperatividade, mas este numero pode
variar em Hb anormais e entre Hb de animais de espécies diferentes (LOMBARDI, 2005;
VOET et al., 2002).

Hemoglobi -/
na

Hemoglobina
Alta Afinidade
nH=1

— ﬂ |
g
- Mioglobi
-1 na Hemoglobina
Alta
/ Afinidade
2 | nH=1
—g |
2 1 0 1 2 3

log pOs

Figura 15 — Grafico de Hill, mostrando pO,, Y e valores de ns, para
mioglobina e hemoglobina (courses.cm.utexas.edu/).

1.8 Efetores homotrdpicos e heterotropicos

O efeito da ligacdo do oxigénio a Hb pode ser chamado de efeito homotropico, pois

a ligacdo de uma molécula de oxigénio pode influenciar a ligagdo de outra molécula do
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mesmo gas de modo a facilitar a sua ligagdo. O efeito heterotropico é outro tipo de
interagio encontrado. Essa interagdo é causada por varios tipos de moléculas: prétons (H"),
diéxido de carbono (CO,), ions cloreto (CI), fosfatos organicos (BPG, IPP, GTP, ATP),
bicarbonato e dgua. Esses efetores ajudam a modular a fungdo da molécula de Hb e se
ligam a ela em sitios diferentes dos sitios de ligagdo do O,. Ligam-se preferencialmente ao
estado T da hemoglobina, auxiliando na estabilidade desta forma. Em alguns casos, esses
reguladores podem se ligar a forma R, como acontece no efeito Bohr acido ou reverso. O
efeito dos protons, didéxido de carbono e bicarbonato ja foram citados anteriormente. Em

seguida, outros reguladores serdo discutidos.

1.9 Efeito dos ions cloreto (CI)

O ion cloreto é um efetor alostérico que contribui para a regulacdo da afinidade da
Hb pelo O,, ligando-se a forma T. Na presenca deste ion a afinidade diminui, e esta
regulacdo ocorre por meio de interagdes eletrostaticas. Perutz et al (1994) propuseram que a
acdo do cloreto ¢ neutralizar o excesso de cargas positivas da cavidade central da desoxi-
hemoglobina. Na auséncia do ion, pode ocorrer um desequilibrio da forma T, pois o
excesso de cargas positivas leva a repulsdo eletrostatica desestabilizando o estado T. E um
ligante ndo especifico, pode-se ligar na superficie externa da molécula (COLOMBO;

Seixas, 1999).

1.10 Efeito dos fosfatos organicos

Em 1921, Joseph Barcroft percebeu que a Hb pura tem uma afinidade muito maior
do que a Hb no sangue total, e se questionou sobre uma possivel substancia presente no
sangue que poderia levar a isso. Esse composto é o D-2,3-bifosfoglicerato (BPG), que se
liga fortemente a desoxi-hemoglobina humana. A presenga do BPG nos eritrocitos de
mamiferos reduz a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, pois a mantém na conformagao
desoxigenada. Ele se liga a cavidade central formada neste estado, onde estdo expostos as

cadeias laterais da His 2 e 143, Lys 82 e os grupos amino-terminais, todos das cadeias beta
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(Figura 16). Esses residuos criam uma regido carregada positivamente, adequada a ligagao

de anions (cloretos e fosfatos) (ACKERS et al., 1992; VOET et al, 2002).

Figura 16 — Esquema representando a
ligacdo do BPG a cavidade central da Hb
humana (VOET et al., 1995).

O BPG estabiliza a Hb no estado T, e quando ocorre a oxigenagdo, ¢ expulso pois
ocorre uma diminui¢do da cavidade e a exposi¢do das cargas negativas dos residuos C-
terminal promovem repulsdo eletrostatica (VOET et al., 2002).

Em outros vertebrados, diferentes fosfatos organicos exercem o mesmo efeito. Em
répteis, o ATP ¢ um dos principais fosfatos organicos que exerce essa fun¢do. Outros tipos
de fosfatos participam da regulacdo da oxigenac¢do em alguns vertebrados em geral: IPP e

BPG (COATES, 1975).
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1.11 Efeito da Atividade da dgua

O efeito da atividade da 4gua em uma proteina contribui para a estabilizagdo da sua
estrutura nativa. Durante a transicdo T—>R vdrias interagdes intersubunidades sdo
quebradas e areas da molécula de Hb antes escondidas sdo expostas ao solvente. Essa
mudanc¢a implica numa diferenca de superficie protéica exposta ao solvente entre esses
tipos conformacionais, o que leva a uma diferenga de hidratacdo, isto é, uma diferenca no
nimero de moléculas de dgua que se ligam a forma oxigenada e desoxigenada da Hb.
(PERES, 2004). Esta relacdo pode ser medida por meio da dependéncia da afinidade da Hb
pelo oxigénio com a variagdo da atividade de dgua, esse método ¢ conhecido como estresse

osmético (COLOMBO et al., 1992; PARSEGIAN et al., 1986).

1.12 Efeito da temperatura

A variagdo da temperatura também causa mudanc¢as na afinidade da Hb pelo O,,
principalmente, em animais ectotérmicos como anfibios, peixes e répteis, que estdo sujeitos
a variacdo da temperatura ambiental. O aumento da temperatura, geralmente, leva a uma
diminui¢do da afinidade por O, e a liberagdo do gas nos tecidos. O efeito da temperatura
tem sido investigado pela determinago da entalpia de oxigenacdo (AH) (HONDA, 2001).

As tartarugas marinhas e de dgua doce desenvolveram um mecanismo particular
para a manutencdo de oxigénio para os tecidos, quando estdo submersos e, especialmente,
sob condic¢des de hipdxia (GIARDINA et al., 1992). Esse mecanismo pode ser influenciado

pelas condi¢des ambientais (principalmente temperatura) em vertebrados ectotérmicos.

1.13 Cisteinas e o fenomeno de agregacdo

Muitos grupos de vertebrados (elasmobranquios, anfibios e répteis) possuem
hemoglobinas que sofrem polimeriza¢do sob condi¢des oxidantes. Essas moléculas contém

grupos SH livres na superficie que formam ligagdes dissulfeto intermolecular, formando,
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entdo, um agregado de tetrameros, que normalmente se iniciam apos a hemolise das células

vermelhas (FYHN; SULLIVAN, 1975).

O posicionamento das cisteinas também influencia a formag¢do de agregados, se
estdo posicionadas na superficie externa da molécula podem formar pontes dissulfeto, mas
se estdo na superficie interna essas ligacdes ndo ocorrem. Existe a indica¢do para uma
possivel explicacdo biologica para este fato, as Hbs ricas em grupos SH sd@o normalmente
observadas em animais que possuem resisténcia a hipoxia, como as tartarugas aquaticas,
crocodilos e algumas espécies de anfibios. Propde-se que estes polimeros, em associagdo
com a resisténcia a hipoxia, sejam uma estratégia adaptativa de prote¢do ao oxigénio
reativo, pois sob condi¢cdes oxidantes ocorre um aumento na formagdo destes (REISCHL,

1989).

1.14 Metabolismo anaerébico e o papel da L-lactato desidrogenase (LDH)

A L-lactato desidrogenase (LDH, EC1.1.1.27) é a enzima responsavel pela
transformagdo do piruvato, produto da degradagdo da glicose pela via glicolitica, em lactato
usando NAD" (adenina nicotinamida) como coenzima. A produgio desse composto ocorre
durante a contracdo muscular sobre grande esforco ou quando o animal (tartarugas
aquaticas) se encontra em condi¢des de hipéxia e anoxia. E uma enzima tetramérica
composta pela combinagdo de subunidades A e B: A4, A3B, A;B,, AB; e B4. Os tetrdmeros
A4 (ou My) e By (ou Hy) sdo encontrados em diferentes tipos de tecidos ¢ desempenham
diferentes fung¢des, constituindo isoenzimas.

Em vertebrados, as subunidades de LDH sdo codificadas por dois loci génicos
alelos. O locus LDH-A, codifica a subunidade A e é predominante em musculos brancos
(tecido esquelético, por exemplo, o peitoral); o locus LDH-B, codifica a isoenzima B, ¢
predominante em tecidos aerébicos, como o coracdo ¢ o cérebro. Mamiferos, passaros e
alguns grupos de peixes possuem um terceiro locus, o LDH-C, que ¢ freqiiente em
espermatocitos primarios, olhos e cérebro (COPPES et al., 1987).

A LDH tipo A direciona o piruvato, resultado da degradacdo da glicose, para o

metabolismo anaerdbico, tendo como fungdo principal a redugdo do piruvato a lactato pelo
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NADH, reconstituindo o NAD". A LDH-B tem como fung#o, o direcionamento do piruvato
para o ciclo do &cido citrico, no qual o lactato € convertido em piruvato por reagdo da LDH,
utilizando o NAD" que ¢ reduzido a NADH (VOET et al, 2002; SHOEI-LUNG LI, 1998).
Quando a LDH produz o lactato e direciona para o metabolismo anaerdbico, o
transporte ¢ feito pelo sangue até o figado, onde o piruvato € regenerado e entra na via da
gliconeogénese, onde sera convertido em glicose, na qual produzird ATP anaerdbico.
Quando o piruvato ¢ direcionado para o metabolismo aerobico, ele € convertido em Acetil-

CoA e entra no ciclo do acido citrico (Figura 17).

Glycolysis

N~

Glucose

ZADP ~aNaD?
+ 9P \-. | .-/ :
: E &

Fructose-1,6-
bisphosphate
|I II.
I !
2ATP -~ | "= ANADH
T

2Pyruvate
Anaerobic Aerobic f‘““*a”“” Anaeroble
homolactic alcoholic
fermentation : k< fermentation
Citrie Agid
Cycle
2NADH - B0,
ONADH e 2NADH
Dxidative
phosphorylation
2NAD™ anaD*
ENAD'*%
2Lactate 600; + BH,0 2C0, + 2Ethanol

Figura 17 - Esquema da via glicolitica e os possiveis
caminhos que o piruvato pode percorrer: dois tipos de
glicolise anaerdbia e o ciclo do 4acido citrico (VOET et al.,
1995).

Alguns grupos de peixes (por exemplo, ciclideos da Amazdnia) dispoem de

estratégias para sobreviverem a um ambiente com baixa concentracdo de oxigénio. Além
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das adaptagdes fisiologicas, comportamentais e anatdmicas, eles combinam a essas
caracteristicas outros tipos de adaptacdes: a supressdo metabdlica e ativagdo do
metabolismo anaerdbico. E algumas espécies desse grupo possuem a capacidade de regular
as isoformas de LDH (A e B) durante a exposi¢do a hipoxia (CHIPPARI-GOMES et al.,
2005).

As aves apresentam altas concentra¢des de enzimas aerdbicas, especialmente nos
musculos responsaveis pela movimentagdo do vdo. Estudos realizados por Burness et al.
(2005), verificaram uma alta capacidade aerdbica em algumas espécies de aves marinhas
(Sterna hirundo, Stema fuscata e Anous stolidus).

A principio acreditava-se que os mamiferos mergulhadores apresentavam
metabolismo anaerobico. No entanto, Castellini et al. (1981), mostraram que as enzimas
anaerdbicas dos mamiferos mergulhadores ndo apresentavam elevada atividade quando
comparadas com os mamiferos terrestres. Desse modo, esses animais quando mergulham,
estocam oxigénio nos pulmdes, no sangue e nos musculos (alta concentracdo de
mioglobina) para a manuten¢do do metabolismo aerdbico. Contatou-se a presenca de
atividade de LDH, podendo ocorrer a producdo de ATP anaerobico se necessario, mas
acredita-se que a principal fungdo da LDH nestes animais ¢ a conversdao do lactato em
piruvato, havendo uma grande concentracio de LDH tipo B (FUSON et al., 2003;
CASTELLINI et al., 1981).

Alguns mecanismos, em vertebrados, compensam a auséncia temporaria do
oxigénio molecular, aumentando a capacidade de geragdo de ATP anaerobico. Trés
caracteristicas adaptativas ddo suporte ao trabalho anaerdbico muscular: (1) um alto
potencial glicolitico originado pela alta concentragdo de enzimas glicoliticas; (2) a presenga
de isoenzimas musculares especificas afinadas para o direcionamento da funcdo glicolitica;
(3) tolerancia ao alto acumulo de lactato (HOCHACHKA; SOMERO, 1973).

Segundo Jackson (1968), o mergulho das tartarugas ¢ dividido em trés fases
metabolicas (HOCHACHKA; SOMERO, 1973):

e 1? Fase, durante os primeiros 30 min. A taxa metabolica se mantém constante e a
disponibilidade do oxigénio no pulmao cai rapidamente;
e 2% Fase, duragdo de 30 min. A taxa metabdlica ¢ 40% menor que a inicial e as

reservas de oxigénio estdo esgotadas;
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e 3% Fase pode durar varias horas ou dias. O animal estd em andxia, e as fungdes vitais
sdo sustentadas por metabolismo anaerdbico, e se mantém constante em 20% em

relacdo ao metabolismo inicial, nestas condigdes o animal estd em repouso.

Esses animais parecem ser insensiveis a toxicidade ocasionada pelo acumulo de
certas substancias no organismo, ocorrendo um bloqueio do metabolismo oxidativo, mas
ndo afetando a glicélise anaerdbica. Em tecidos tipicos para a funcdo aerdbica (como o
coracdo), onde a capacidade glicolitica ¢ alta, a diferenga cinética entre LDH-B4 e LDH-A4
inexiste. Nestes casos, a LDH-B4 n3o apresenta a usual sensibilidade ao substrato, ndo
sendo inibida quando o piruvato (substrato) se encontra em altas concentragdes. Em hipoxia
ou anoxia ocorre a regulacdo da razdo do potencial metabolico anaerdbico/aerdbico
(HOCHACHKA; SOMERO, 1973).

A analise de algumas enzimas metabdlicas e a diversidade estrutural e funcional das
hemoglobinas reflete a extraordinaria variagdo da morfologia e adaptacdo dos integrantes
do reino animal. Uma grande variedade de isoformas de hemoglobinas ocorre em
vertebrados, e esta diversidade pode representar uma adaptacio capaz de lidar com um
meio ambiente varidvel.

Este trabalho tem como enfoque a analise estrutural e funcional das hemoglobinas
de Phrynops geoffroanus, na tentativa de explicar a capacidade de resisténcia as condicdes
hipdxicas e anodxicas, bem como outras particularidades que auxiliem o animal a

sobrevivéncia.
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2.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho tem por motivagdo efetuar a andlise das hemoglobinas do
“cagado-de-barbicha”, P. geoffroanus, realizando uma caracterizacao inédita na literatura e
que contribuird com os estudos de hemoglobinas de quelonios. Na medida em que a espécie
estudada é capaz de permanecer por longos periodos submersa, quisemos observar as
propriedades de transporte de oxigénio de suas hemoglobinas, e o controle alostérico
exercido sobre elas.

Para isso, tracamos o perfil das isoformas de hemoglobinas em amostras de sangue
de Phrynops geoffroanus por procedimentos -eletroforéticos em diferentes sistemas,
efetuamos a caracterizacdo funcional em relacdo as propriedades de transporte de oxigénio,
fizemos analises da agregacdo ocasionada pela oxida¢do de cisteinas livres e também

efetuamos analise enzimatica de LDH em tecidos musculares.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e [Estabelecemos o padrido de migragdo das hemoglobinas por eletroforese em pH alcalino
e pH neutro em acetato de celulose; pH acido em agar fosfato, focalizacdo isoelétrica e
HPCLC;

e Obtemos o padrao eletroforético de cadeias globinicas em pH alcalino e acido;

e Para os estudos funcionais: fizemos a purificacdo parcial das fracdes de hemoglobina
presentes;

e (aracterizamos as propriedades de transporte de oxigénio e controle alostérico das
hemoglobinas (utilizando amostras parcialmente purificadas);

e Determinamos a estabilidade estrutural das hemoglobinas;
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e Analisamos a existéncia de agregacdo de tetrameros por meio de eletroforese nativa e
filtracdo em gel;

e Medimos a formag¢do de meta-hemoglobina;

e Realizamos andlises das isoenzimas de LDH em tecidos musculares do Phrynops
geolffroanus;

e Observagdo: outros procedimentos que pretendiamos executar, como a determinacio da
constante de associacdo dimero-tetramero e a analise das altera¢des conformacionais por
estresse osmotico, ndo foram realizadas em virtude da existéncia de agregagdo de

tetrameros que serd descrito em “Resultados”.
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3.1 Coleta das amostras de sangue

Foi feita a analise de 22 exemplares da espécie Phrynops geoffroanus, separados por
sexo, sendo 12 machos e 10 fémeas, pesando entre 1 ¢ 4 Kg, todos provenientes do
criadouro Japura localizado em Tabapua —SP.

Antes da coleta do material todos os animais foram higienizados com alcool 70% na
juncdo entre as placas humaral e peitoral, onde fizemos um pequeno orificio com o auxilio
de uma agulha de seringa 40x1,2. Posteriormente, com uma seringa, fizemos pung¢do
cardiaca (BRITES, 2002). As amostras de sangue (3 a 5 mL) foram acondicionadas em
tubos contendo heparina (5000 U.I) como anticoagulante, ¢ mantidas sob refrigeracdo até
sua utilizacdo. Uma parte das amostras foi destinada para andlise eletroforética e o restante

foi parcialmente purificado e acondicionado em nitrogénio liquido.

3.2 Padrio Eletroforético

3.2.1 Hemolisado

Os eritrocitos foram lavados por centrifugagdo a 2000 xg com solugdo fisiologica a
0,86% durante 5 min por 4 vezes. Ao volume de células lavadas acrescentou-se 0 mesmo
volume de agua deionizada, agitou-se vigorosamente e depois se adicionou o mesmo
volume de cloroférmio para a obten¢do do hemolisado. Apds centrifugagdo, o sobrenadante
foi transferido para um tubo devidamente identificado e destinado a realizagdo de varios
experimentos eletroforéticos.

Quando o hemolisado era destinado a purificagdo para estudos funcionais, o
hemolisado era feito da seguinte maneira: a lavagem das hemacias foi feita com solugao
fisiolégica a 0,86%, em abundancia, por centrifugacdo a 4000 xg e 4°C. A hemdlise foi
realizada com tampdo Tris-HCL 10 mM pH 7,9, sendo os debris removidos por

centrifugacdo a 8500 xg durante 40 minutos e posterior filtragdo em filtro Millipore.
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3.2.2 Eletroforese em pH alcalino em acetato de celulose (MARENGO-ROWE, 1965)

As fitas de acetato de celulose foram embebidas em tampdo Tris — EDTA — Borato',
pH 8,5 por 15 minutos, e depois foram secas entre folhas de papel absorvente e colocadas
na cuba, sendo o mesmo tampao adicionado a cuba de eletroforese. As fitas sdo suporte
para esse tipo de eletroforese, as conexdes com os compartimentos eletroliticos foram feitas
por meio de tiras de perfex. As amostras foram aplicadas nas tiras de acetato a 2 cm do polo
negativo, ¢ submetidas a uma corrente de 300 V por 30 minutos, neste caso a corrida foi
feita do polo negativo para o positivo (Figura 18). Apds a separagdo das fragdes de
hemoglobinas, as tiras foram coradas com Ponceau' e descoradas com solugdo contendo
10% de acido acético glacial e 5% de metanol. As fragdes foram avaliadas quanto a
migrag¢do, e foi utilizado padrao de sangue humano, com as hemoglobinas AS (A= normal,

e S= variante falciforme).

Fonte

polo negativo
cuba de
eletroforese

com tampao \7 [

\ S

N~ 7
Y

acetato de papel de filtro

celulose

Figura 18 — Sistema de eletroforese horizontal utilizando acetato de celulose como suporte.

!'Ver Anexo 01
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3.2.3 Eletroforese em pH neutro (DACIE, LEWIS, 1985)

E uma técnica utilizada para identificacdo e quantificagio de hemoglobinas ditas
“rapidas”, ou seja, aquelas que t€m ponto isoelétrico afastado da neutralidade. As fitas de
acetato de celulose foram embebidas em tampdo pH neutro' durante 15 min e apds serem
secas entre papel absorvente as conexdes com os compartimentos eletroliticos foram feitas,
também com tiras de perfex.

Os hemolisados foram aplicadas a 2 cm do pélo negativo e submetidas a 200 volts
por 30 minutos, o sentido da corrente foi do pdlo negativo para o positivo. A Hb AS

humana foi utilizada como padrdo. Os métodos de coloragdo e descoloragdo utilizados

foram os mesmos da técnica anterior.

3.2.4 Transparentiza¢do

Todas as fitas com as corridas eletroforéticas foram transparentizadas, a fim de
facilitar a sua analise. As fitas foram mergulhadas em metanol (+25 mL) por 60 segundos e,
em seguida, transferidas para uma solu¢do contendo acido acético (7 mL), metanol (42,5
mL) e glicerina (0,5 mL) por 40 segundos. Apds esse procedimento, elas foram colocadas
sobre uma lamina de vidro e levadas a estufa a 60°C, para secagem (£ 2 min). Apos secas

as fitas de acetato foram destacadas da ldmina e guardadas para analise € documentacao.

3.2.5 Eletroforese de diferenciacdo em dagar — Fosfato, pH 6,2 (VELLA, 1968)

A eletroforese em gel de Agar — Fosfato, pH 6,2 ¢ especifica para determinar alguns
tipos de hemoglobinas, que em eletroforese em pH alcalino migram em posigdes
semelhantes dificultando sua caracterizagao.

Para o preparo do gel de agar-fosfato pesamos 500 mg de agar-agar e dissolvemos
em 25 mL de Tampao fosfato pH 6,2 com aquecimento. O gel (5 mL) foi aplicado sobre
laminas de microscopio. Apos a gelificacdo, as amostras foram aplicadas e a conexdo com

os compartimentos eletroliticos foi feita com folha dupla de papel de filtro. As fracdes
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foram separadas aplicando uma voltagem de 100 Volts por 40 min, a corrente elétrica foi
do pdlo positivo para o negativo. O padrdo usado foram as Hbs humanas A e S. O gel foi
corado com Ponceau'. As laminas foram deixadas em temperatura ambiente para completa

desidratacdo do gel, posteriormente foi descorado e seco novamente.

3.2.6 Eletroforese por focalizagdo isoelétrica (NAOUM, 1999)

Na focalizacdo isoelétrica (IEF) as proteinas sdo identificadas de acordo com seu
ponto isoelétrico (pI) ao longo de um gradiente de pH. Por este processo € possivel
identificar as isoformas de hemoglobinas. O principio basico desse tipo de gel reside na
separagdo de espécies moleculares que diferem somente na sua quantidade de carga. E um
método analitico de elevada resolugao.

Para as nossas analises utilizamos o gel de agarose, que foi preparado pesando-se
0,22¢g de agarose dissolvida em 13,2 mL de 4dgua pura. Apos a dissolugdo em banho-maria
foram adicionados 0,8 mL de anfélito pH 3-10 e 0,8 mL de anfélito pH 7-9, e a solu¢do foi
aplicada sobre uma placa de vidro (5 x 7 cm). Apds a solidifica¢do do gel, foram colocadas
duas tiras de papel de filtro (5 x 0,5 cm) nas extremidades. Uma das tiras foi embebida em
NaOH 1M (extremidade catddica) e a outra em H3PO,4 1 M (extremidade anddica). A placa
foi colocada sobre um isopor contendo gelo, para dissipagdo do calor, e coberta por uma
placa de acrilico com os eletrodos sobre as tiras de papel de filtro, para que pudesse ocorrer
a passagem de corrente elétrica pelo gel.

Foi realizada uma pré-corrida para estabelecimento do gradiente de pH, na qual a
corrente foi mantida constante a 5 mA por 25 min. As amostras parcialmente puras foram
estabilizadas com monoxido de carbono, para evitar a formac¢do de meta-hemoglobina,
impedindo-se assim a gerac¢do de artefatos. A amostra foi aplicada diretamente no gel em
pequenos orificios feitos com um pente de plastico. Durante a corrida a corrente é mantida
constante a 8§ mA durante + 1,5h. A pré-corrida e a corrida foram realizadas com a cuba de
isopor dentro da geladeira. Apds a corrida, o gel é fixado com TCA a 20% para a andlise
das fra¢des encontradas, e quando necessario, depois de desidratado o gel foi corado com

Ponceau.
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3.2.7 Eletroforese de globinas em pH alcalino (SCHNEIDER, 1974)

Para realizagdo dessa eletroforese de separagdo de globinas utilizamos o tampao
Tris-EDTA-Borato pH 8,6 contendo uréia e 2-mercaptoetanol. Essa técnica também utiliza
as fitas de acetato de celulose como suporte. Para esse procedimento ndo foi adicionado
cloroférmio ao hemolisado, somente 4gua destilada. O tampao foi preparado no dia anterior
(agitacdo por 12 h), dissolvendo 36g de uréia no tampao Tris-EDTA-Borato antes citado.
Ao hemolisado com agua (50 pL) foram adicionados 50 pL de tampdo e 50 uL de 2-
mercaptoetanol, mantidos em repouso por 1 hora. Foi adicionado 6,4 mL de 2-
mercaptoetanol ao tampao, e as fitas de acetato foram mergulhadas por 1 hora. As tiras
foram secas em papel absorvente e colocadas na cuba. Os contatos eletroliticos foram feitos
com papel de filtro duplo. As amostras foram aplicadas na parte superior da fita proxima do
polo positivo. Foram submetidas a uma corrente de 110 volts por 40 min e a 220 volts por
20 min. A corrida foi do pdlo positivo para o negativo. Também foi utilizado padrdo
humano AS. As fitas foram coradas com Negro de amido' e, em seguida, descoradas com

solugdo descorante. Para melhor andlise as fitas também foram transparentizadas.

3.2.8 Eletroforese de globinas em pH acido (ALTER et al, 1980)

Segue o mesmo principio da eletroforese de cadeias globinicas em pH alcalino,
permitindo a separacdo das fragcdes de globinas por suas afinidades diferenciadas em pH
acido. A metodologia € bastante precisa para a separagdo de globinas, podendo também ser
utilizada para quantificag@o das fragdes.

Este sistema foi realizado em gel de poliacrilamida' a 12 % contendo uréia 8 M.
Apds a polimerizagdo o gel foi submetido a duas pré-corridas, uma a 200 Volts por 1 hora e
outra a 150 volts por mais uma hora, sendo que nesta utima 10 pL de 2-mercaptoetanol 1 M
foi adicionado em cada pogo. Acido acético 5% foi o tampdo de corrida usado nos
compartimentos eletroliticos. Apds a realizacdo das duas pré-corridas, 1,5 puL de cada
amostra foram aplicadas com 10 pL de tampdo de amostra' contendo uréia e 2-

mercaptoetanol para desnaturacdo das proteinas. A corrida foi realizada a uma corrente
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constante de 80 mA e 200 volts por 3 horas. O gel foi corado com Azul de Comassie', e

posteriormente descorado e seco.

3.2.9 HPCLC (Cromatografia liquida cationica de alta eficiéncia)

O equipamento utilizado foi VARIANT da BIO-RAD, para separagdo das isoformas
das hemoglobinas do P. geoffroanus. Consiste da cromatografia de troca idnica em sistema
fechado, no qual duas bombas de émbolo duplo e uma mistura de tampdes de dilui¢do com
controles de gradientes pré-programados sdo responsaveis pela elui¢do da hemoglobina na
coluna detectando altera¢des de absorbancia a 415 nm. Essas altera¢cdes foram monitoradas
e exibidas em cromatograma da absorbancia em razdo do tempo. O tempo de retengdo é o
tempo transcorrido entre a injecdo da amostra até o apice do pico da Hb. Foram utilizados
Kits de andlise para Beta Talassemia ¢ Hb S como padroes, a fim de se comparar as
amostras do cdgado com algumas hemoglobinas humanas (A, A,, Fetal, S, C e D).

Aplicamos 5 uL de sangue total com 1,0 mL de agua ultra pura. Aplicamos os

padrdes e ao final obtivemos a leitura impressa em um cromatograma.

3.3 Purificacido das hemoglobinas para os estudos funcionais

A retirada de fosfatos para a obten¢do do hemolisado “stripped” foi realizada por
filtragdo em gel em resina Sephacryl S 100 HR em tampao Tris-HCI 10 mM com NaCl 0,2
M pH 7,9. A resina foi previamente lavada com 4gua bidestilada em abundancia, e
equilibrada com tampao (Vimpao = 3X 0 volume da resina). Foi realizada a retirada de sal e
concentragdo das amostras em concentradores Centriprep 50 Amicon com tampao Tris-HCI
10 mM pH 7,9, e estocadas em nitrogénio liquido até a sua utilizagdo. Tentativas de
purificagdo por cromatografia de troca ionica ndo foram bem sucedidas, tendo sido

descartadas da metodologia.
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3.4.1 Calculo da concentragdo de Oxi-hemoglobina e meta-hemoglobina

Para a determinagdo da concentracdo de hemoglobina (oxi) e hemoglobina (meta)

foram utilizadas as leituras espectrais em 576 ¢ 630 nm, com coeficientes de extingdo®

(576™", €576, €630™", €630°") determinados para hemoglobina humana (BENESCH et al.,

1973).

O calculo das concentragdes foi realizado pelas equagdes 10 e 11, que correlaciona

as absorbancias (576 e 630 nm) com os seus coeficientes de exting¢ao:

Abss = [oxiHb]* £576™ + [metaHb]*£576™"

Ab5630 = [OXiHb]* 86300Xi + [metaHb]*g&Ometa

(10)
an

Dessa forma, a concentragdo das duas espécies (as duas incognitas) pode ser

resolvida conforme segue, onde “DET” ¢ a determinante da matriz:

oxi meta
576 €576
DET = .
0Xx1 meta
630 €630
oxi meta
576 €576
[metaHb] = oxi meta / DET
630 €630
857603(i 8576meta
[oxiHb] = / DET

0X1 meta

E630™ €630

2 Ver Anexo 02

(12)

13)

(14)
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3.4.2 Andlise das propriedades de ligagcdo do oxigénio em varias condigoes e variados pH

(Efeito Bohr):

Os experimentos para analise das propriedades de ligacdo do oxigénio a
hemoglobina foram realizados diluindo a Hb concentrada em tampao, sendo a concentragao
final de 60 uM (heme). Foram utilizados os seguintes tampdes: ADA-NaOH 30mM (pH
6,0 ¢ 6,5), HEPES-NaOH 30mM (pH 7,0, 7,5 ¢ 8,0) e TAPS-HCI1 30mM (pH 8,5 ¢ 9,0). As
analises foram realizadas na auséncia (stripped) e presenca de reguladores alostéricos
(Cloreto 100mM, ATP 0,1mM + Cloreto 100mM, ATP 0,1mM e ATP 1mM). Para se evitar
a formagdo de meta-hemoglobina foi acrescentado as solucdes de Hb, catalase 2 uM e
superoxido dismutase 2,13 uM, de forma a inibir a agdo de espécies reativas de oxigénio,
ion superoxido e peroxido de hidrogénio..

Foi utilizado o método tonométrico-espectrofotométrico (GIARDINA; AMICONI,
1981), baseado nas variagdes espectrais que ocorrem durante a mudanga entre as formas
oxigenada e desoxigenada, usando um espectrofotdmetro UV-Visivel de duplo feixe Cary
100 da Varian. Antes de se iniciar a desoxigena¢do foi feita a leitura da absorbancia da
oxigenacdo inicial da solugdo nos seguintes comprimentos de onda: 576, 540 e 555 nm
(picos da oxi-hemoglobina), 560 nm (pico da desoxi-hemoglobina), 569 nm (ponto
isosbéstico), 630 (pico da meta-hemoglobina) ¢ 690 nm (linha de base) (Figura 19). As
leituras foram realizadas em todas as etapas e os dados sdo utilizados para o calculo da Ps,
log Pso, nso € medi¢do da formacdo de meta-hemoglobina durante o experimento. Apds a
leitura inicial das absorbancias antes citadas, foi feito o processo de desoxigenagdo da
solugdo de hemoglobina, passando gas nitrogénio umidificado pelo tonometro (Figura 20),
esse processo durou entre 2 e 3 min. Para auxiliar na desoxigenagdo foi feito vacuo (com
uma bomba de vécuo).

Nos casos onde se utilizou ATP, a leitura da oxigenag¢ao inicial foi feita antes da
adi¢do do mesmo, para se evitar uma subestimac¢ao dos valores. Depois da leitura o ATP foi

adicionado, procedendo a desoxigenagao.



Saturacio 0-100%

VAN e AN e A O e N

A (nm)

Figura 19 - Diferenca entre as leituras espectrais da
forma oxigenada (linha azul) e desoxigenada (linha
vermelha) As linhas tracejadas mostram o
comprimento de onda dos pontos isosbésticos.

Figura 20 — Fotografia do
tonémetro usado nos
experimentos de  estudos
funcionais.
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Apos a desoxigenacdo foi feita a leitura espectral, para a avaliagdo do grau de
desoxigenacdo da solugdo de acordo com a proposta de Benesch et al (1965), onde Abs 555
e 540 nm sdo as leituras de absorbancia das formas desoxi e oxigenadas. Se o indice

observado for maior ou igual a 1,24 (equagao 15), a fase seguinte € iniciada:

Abs555 > 1,24 (15)
Abs540

A etapa seguinte consiste na adicdo de quantidades conhecidas de ar no tonometro
com uma seringa. Entre uma adi¢do e outra foi esperado um tempo de 7 min (necessario
para o equilibrio entre a fase gasosa e a solucdo), durante o qual o tonometro ficou em um
banho com circulador e com temperatura controlada (20° C). Apos cada adigdo foi feita a
leitura da absorbancia (540, 555, 569, 560, 576) para o calculo da saturagdo da solugdo.

Os comprimentos em 576, 560 e 540nm, foram utilizados para o calculo da

saturacao fracional (Y):

(A" - 40" (16)
Yz(Awo -Ao")

, . A . N . A A

Onde A ¢ o comprimento de onda, 4” leitura da absorbancia da amostra, 4" € 4;99

as absorbancias das formas desoxigenada e oxigenada, respectivamente. Como as leituras
foram feitas em trés comprimentos de onda, consideraremos a variagdo total (AAgrgr) das

absorbancias:
AArer = (4100™ - 4™ + (465 - 4100™) + (410070 - 4,76) a7
Apos cada adigdo (i) foi feita a leitura das absorbancias na solugao equilibrada:

) A - A5 + (4670 - 45 + (477 - 4,77) as)
AARgr

Y



41

As leituras em 569 nm (ponto isosbéstico) permitiram corrigir as medigdes
espectrais. A pressdo parcial de O, foi calculada pela equagdo 14 (GIARDINA; AMICONI,
1981), modificada pelo protocolo experimental seguido pelo laboratério do Prof. Dr. Joseph

Bonaventura, Duke University, NC, EUA.

* TB * _ %
(02* =) * (PBC — (PV*UR))

= *
pO: VT- VA Vi

19)

Onde a pO, (mmHg) é a pressdo parcial de oxigénio, O, é fracdo do gis na
atmosfera (0,21), PBC é a pressdo atmosférica corrigida® (mmHg), PV ¢ a pressdo de vapor
de 4gua®, UR ¢é a umidade relativa (%), VT é o volume do tonémetro (mL), VA ¢ o volume
da amostra (mL), VI ¢ o volume de ar injetado (mL), TB ¢ a temperatura do banho (°C) e
TA ¢ a temperatura ambiente (°C).

As inje¢des de ar foram feitas até que se conseguissem altos niveis de saturacio.
Depois o tondmetro era aberto, e era feita a leitura da oxigenagdo final (100% de
saturacdo). Os dados foram digitados em uma planilha do Excel (Microsoft) e a partir dele
obtivemos os valores do log pO; e log (Y/1-Y) de cada etapa, que foram transferidos para o
Origin 6.0 (Microcal Inc.), onde foi construido o grafico de Hill para cada condi¢do. A
partir desse grafico pudemos executar uma regressao linear (y= a + b*x) na regido em torno
de 50% de saturacdo (regido da reta onde intercepta o eixo X), obtendo-se o nsp, que
corresponde a inclinacdo da reta. Por sua vez, log Psy foi calculado utilizando-se a
intersec¢do da reta no eixo y (-a/b) e Psy = 10*®. Em cada condi¢do era calculada a
porcentagem de meta-hemoglobina formada, e os dados experimentais com 5% ou mais de
meta-hemoglobina foram descartados.

Para a verificagdo da quantidade de protons liberada quando da ligagdo de O, a Hb,

foi utilizada a seguinte equagdo (JENSEN, 2004):

-AH'/Heme= Alog Pso/ ApH (20)

34 Ver Anexos 03 ¢ 04
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3.4.3 Efeito da temperatura na afinidade de ligagdo com o oxigénio

O efeito da temperatura foi realizado também pelo método tonométrico-
espectrofotométrico (GIARDINA; AMICONI, 1981) (descrito no item 3.4.2) na auséncia
(stripped) ou presenga de efetores alostéricos (Cloreto 100 mM e ATP 0,1 mM) e em 15,
20, 25° C controlados por banho termostatico. Foi usado tampao HEPES-NaOH 30 mM pH
7,5.

O célculo da variacdo da entalpia (AH) foi obtido pela equagao:

AH = 2,303*a*R @21

Onde “a” ¢ a inclinagdo da reta obtida pelo grafico de Van't Hoff (log Pso versus 1/T (K)) e
R ¢ a constante dos gases (R= 1,987 cal*mol'*T"), ¢ AH é medido por Kcal/mol
(GIARDINA et al, 1993).

A variagdo da energia livre de Gibbs (AG) foi obtida pela expressao:

AG = -R*T*In* (22)

Onde “C” ¢ a constante de Henry (ver quadro abaixo), ¢ a unidade de medida do AG ¢

Kcal/mol. A constante possui os seguintes valores (BONILLA et al, 1994):

Quadro 01 — Valores da constante de Henry para
cada temperatura utilizada no trabalho.

Temperatura (°C) | Constante de Henry
15 1,98%10°
20 1,77%10°
25 1,42%10°
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A variagdo da entropia (AS) foi obtida por:

AG = AH - AS*T ou AS = AH %AG (23)

AS (cal/mol*K);

Onde K ¢ a temperatura em unidades Kelvin, que ¢ obtida somando-se a

temperatura em graus Celsius com 273 Kelvin (T°C+ 273=K).

3.4.4 Titulacao com ATP

O ntmero de moléculas de ATP ligadas a molécula de Hb foi determinado pela

equacdo de inter-relacdo de Wyman (AMICONI, et al., 1985):
- Ax = AlogPs¢/Alog[ ATP] 24)

Onde Ax ¢ o nimero de moléculas de ATP ligadas por heme.

As constantes de associacdo com ATP a dois sitios foram determinadas por uma
estimativa ndo linear de pardmetros do programa SigmaPlot (JANDEL SCIENTIFIC,
EUA), de acordo com a equagdo seguinte (OLIANAS et al., 2005):

r(l + K [ATP] + Ko [ATP]?)
\\(1 + Ky [ATP] + Ky, [ATP])

log Pso = log Py + Y4*log (25)

Onde log Psy é o logaritmo observado na presenca de ATP, log Py corresponde ao
logaritmo da afinidade pelo oxigénio na auséncia de ATP, K;; e Ky sdo as constantes de
associacdo do primeiro e segundo sitio da desoxi-hemoglobina, K, ¢ K, sdo as constantes
de associagdo para o primeiro e para o segundo sitio da oxi-hemoglobina.

O método utilizado para determinag¢do da Psyp em virtude da concentragdo de ATP

foi o tonométrico-espectrofotométrico (GIARDINA; AMICONI, 1981) ja descrito
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anteriormente. Utilizamos tampao Hepes-NaOH 30 mM pH 7,5 com concentragdes de 0,03

a 2 mM de adenosina trifosfato (ATP).

3.5 Oxidacao induzida por peroxido de hidrogénio

Realizamos a medi¢do da oxidagdo de meta-hemoglobina pela adi¢do de peroxido
de hidrogénio (H,O,) em amostras ndo tratadas com agentes redutores dos grupos SH. A
concentracdo de Hb utilizada foi de 60 uM em Tampao Hepes-NaOH 30 mM pH 7,5.
Foram utilizadas amostras do cagado Phrynops geoffroanus ¢ Hb Ay humana pura. As
leituras espectrais foram realizadas em espectrofotometro UV-Visivel Cary 100 Varian
durante 15 min apds adi¢do de H,O, 10%.

Foi utilizada a seguinte férmula:

y=yo + Ar¥e N+ Ayre (26)

Onde A ¢ a amplitude da curva, K € a constante de decaimento da reacdo, “t” o
tempo em segundos, “e” ¢ a base do logaritmo natural, y é absorbancia e y, ¢ a absorbancia
no tempo inicial (t=0 min). Essa férmula ¢ uma regressdo ndo linear aplicada pelo

programa Origin 6,0.

3.6 Analise das Cisteinas

A polimerizagdo decorrente da formagdo de pontes dissulfeto entre as moléculas de
hemoglobina é comum em alguns vertebrados, como os elasmobranquios, anfibios e alguns
répteis (FYHN; SULLIVAN, 1975). O intuito dessa etapa do trabalho foi de comprovar a

formacao de agregados pela oxidagao dos grupos tiois ativos.
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3.6.1 Mobilidade eletroforética

Esta técnica foi realizada em um gel nativo (ndo desnaturante)’ de poliacrilamida a
8%; essa concentracdo permite visualizar moléculas com massa molecular de 40-200 KDa,
assim podemos observar os agregados de tetrameros hemoglobinicos mais facilmente. O
tampdo de corrida’ utilizado foi Tris-HCI 0,012 M com glicina 0,096 M pH 8,3. As
amostras foram preparadas adicionando-se 0,25 M de DTT (ditiotreitol) e 10 uL de glicerol
(para sedimentacdo das amostras no gel). O gel foi submetido a uma corrente de 100 volts
por 3 horas. O DTT (Ditiotreitol) ¢ um agente redutor das pontes dissulfeto, e foram
aplicadas amostras tratadas e ndo tratadas de Hb do cdgado e de Hb A, humana pura. Apos
a corrida o gel foi fotografado, depois corado com azul de coomassie e descorado. Para
registro o gel foi seco em papel celofane verdadeiro com gelatina incolor (CERON et al.,
1992).

A inten¢do do tratamento foi de comprovar a existéncia da polimerizagdo, pois se
esse fato realmente ocorre poderemos observar as diferencas no perfil Hb entre as amostras

tratadas e ndo tratadas.

OH OH OH OH
+ Pr g + Pr HS
~STT YRR T SH O CPr

CH CH _ H CH i
| ‘ Proteina Proteina
CH, CH, CH, CH,
SH SH S———8

DTT DTT oxidado

Figura 21 — Esquema indicando o DTT reagindo com uma proteina oxidada. Ao final da reagdo a proteina
se encontra reduzida e o DTT oxidado.

A figura 21 mostrou a acdo do DTT, agente redutor das pontes dissulfeto. Reischl et
al (1984) utilizou essa mesma técnica para as Hbs de Phrynops hilarii, porém utilizou

tratamento com DTE (Ditioeritrol). A figura 22 mostra a estrutura da cisteina e do DTT.

5 Ver Anexo 05
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OH OH

|
HS-CH2-CH-CH-CH,-SH 1

HyN—C—CO0OH

n—

Figura 22 — Esquema estrutural do aminoacido cisteina (Cys) e do
ditiotreitol (DTT).

3.6.2 Cromatografia de filtracdo em gel para andlise de agregacdo

Em coluna Pharmacia (2,6 x 22 cm) foi aplicada resina Sephacryl S-100 HR
equilibrada com tampao Tris-HCI 10 mM, NaCl 0,2 M e 1 mM EDTA pH 7,5. A coluna foi
calibrada com proteinas globulares de massa molecular conhecida. O volume de elui¢do das
proteinas foi utilizado para determinagcdo do tamanho das moléculas. As analises foram
realizadas por leituras espectrais (espectrofotometro UV-Visivel Cary 100 Varian) durante

400 min.

As moléculas usadas para calibrar a coluna e o comprimento utlizado para cada uma

nas leituras espectrais foram:

Quadro 02 — Indica a massa molecular e a absorbancia de cada proteina usada
para calibrar a coluna.

Proteinas Massa molecular (KDa) Abs (nm)
Soro albumina bovina (BSA) 65 280
Mioglobina 17,8 500
Hb Aj humana pura 64,5 540

O volume eluido foi recolhido em uma proveta, na qual seu peso inicial € o peso
final foram computados e a diferenca entre eles, dividida pelo tempo, o que nos forneceu o

fluxo de elui¢do em mL/min.
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Apbs as calibragdes foi aplicada a amostra de P. geoffroanus. A mesma amostra foi
aplicada duas vezes. Na primeira vez foi utilizado o tampao ja citado (usado em todas as
outras moléculas) para elui¢do e na segunda vez utilizamos o tampao Tris-HCI 10 mM, 0,2
M de NaCl, 1 mM de EDTA e 0,1 mM de -mercaptoetanol (também um agente redutor de
pontes dissulfeto). Aplicamos o mesmo volume de todas as moléculas (200 pL), porém a

concentracdo foi variavel. Os dados foram tratados no programa Origin versao 6.0.

3.7 Eletroforese Bidimensional

Esse procedimento foi executado na Faculdade de Medicina e Enfermagem de Sao
José do Rio Preto (FAMERP), com colaboragdo da Prof* Dr* Eloiza Tajara, e suas alunas,
Prof* Dr* Andréia Leopoldino e Msc. Alessandra Vidotto.

A focalizagdo isoelétrica nativa (ndo desnaturante) foi realizada em fitas de gel
(Immobiline pH 3-10, 13 cm - Amersham). Nosso intuito foi separar as iso-hemoglobinas.
Uma solugdo de rehidratagdo foi colocada em recipientes proprios para a fita, em seguida
colocou-se a fita por cima. Na solugdo havia 2% CHAPS, DTT e 2% de anfolito pH 6-11 ¢
0,5% de anfdlito pH 3-10 e 150pg de Hb. Foi aplicado um acumulo total de 26500Vh,
sendo 12h de rehidratagdo mais 19h de focalizagao.

Usamos um gel de poliacrilamida de 12,5%° desnaturante (SDS) para a separagdo
das cadeias. Esse sistema teve a intencdo de separar as proteinas por massa molecular e pl
(ponto isoelétrico). Antes de aplicar a tira sobre o gel, foram feitos dois equilibrios®, o
primeiro contendo 6M de uréia, 2% de SDS e DTT por 15 min sob agitagdo. No segundo
equilibrio havia 6M de uréia, 2 % de SDS e IAA (iodoacetamida, agente redutor de
ligacdes dissulfeto) também por 15 min e agitacdo. Foi aplicado um padrdo de massa
molecular (LMW) e o gel foi selado com uma solucdo seladora de agarose’. O tampdo de
corrida usado foi Tris 76 mM - glicina 10 mM e 1% de SDS pH 8,3. Foi feita uma pré-
corrida: 250 V 30 mA 50 W por 30 min. A corrida: 250 V, 60 mA (constante) e 50 W por
Sh ou até o azul de bromofenol (presente no marcador) chegar no fim do gel. O gel foi

corado com azul de coomassie.

6 Ver Anexo 06
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3.8 Determinaciio de LDH (Lactato desidrogenase)

3.8.1 Preparacdo dos extratos para andlise eletroforética e cinética

Os experimentos enzimaticos foram realizados na Universidade Federal de Sao
Carlos (Ufscar), com colaboragdo da Prof* Dr* Maria Luiza Schwantes, e sua aluna Msc.
Flavia Munin.

Para este trabalho foram coletadas amostras dos seguintes tecidos: musculo
esquelético peitoral maior e subescapular, deltdide (proximo ao membro superior), reto
femoral (préximo ao membro inferior) e cardiaco. O peitoral maior se localiza distalmente
sob o plastrao e age como adutor do imero posterior; o deltdide se localiza na margem
anterior sob o plastrdo e tém como acdo a extensdo lateral e anterior da pata dianteira; o
reto femoral se localiza na margem posterior sob o plastrio e tem como fun¢éo a extensio
da pata traseira (ASHLEY, 1969).

Foram coletadas amostras de trés animais diferentes, sendo dois machos e uma
fémea de 1,8 a 2,2 Kg (Quadro 03), e embebidos em solucdo salina KCI1 0,154 M (1:4, w:v)
para a conserva¢do do tecido. As amostras foram colocadas em tubos identificados e

armazenados em nitrogénio liquido até a sua utilizagao.

QOuadro 03 — Relaciona o material coletado de cada individuo do P.

Espécime 1 Espécime 2 Espécime 3
(macho) (macho) (fémea)
Musculo esquelético | Musculo esquelético | Musculo esquelético
Peitoral maior e Peitoral maior e Peitoral maior e
subescapular subescapular subescapular
Musculo esquelético

Deltoide
(préximo a0 | —=mmmmmmmmmeee-
membro superior)
Musculo esquelético
Reto femoral
-------------- (préximo ao -
membro inferior)

Musculo cardiaco




49

Os tecidos foram homogeneizados em tampdo Imidazol 150mM, EDTA 1mM,
Triton X-100 1% e DTT 5SmM pH 7,4 na proporc¢do aproximada de 1:1 (w: v), sendo, em
seguida, centrifugados a 15.000 g durante 30 min a 5°C em centrifuga refrigerada Sorvall

RC5B.

3.8.2 Eletroforese em gel de amido

O sistema eletroforético utilizado foi horizontal (SMITHIES, 1955) com amido de
milho, segundo Val et al. (1981). A concentra¢do do gel utilizada foi de 13%. O tampao
Tris-Borato 0,07M com EDTA 0,001M (pH 8,6) (ALLENDOREF et al., 1977) foi utilizado
para o preparo do gel. A corrida eletroforética ocorreu a 4°C, num intervalo médio de 14
horas, e 4V/cm. Durante a corrida foram utilizados dois tampdes: Tris-Borato 0,199M com
EDTA 0,0029M (pH 8,6) na cuba anddica (ALLENDOREF et al., 1977), e Tris-Borato
0,28M com EDTA 0,004M (pH 8,6) (ALLENDOREF et al., 1977) na cuba catodica.

Para a aplicagdo dos extratos dos diferentes tecidos no gel, foram utilizados
pequenos retangulos (0,5 x 0,5 cm) de papel de filtro Whatmam 3MM, embebidos nas

amostras e inseridos, cuidadosamente, de maneira perpendicular ao gel.

3.8.2.1 Coloragdo histoquimica

Apos a corrida eletroforética, as bandas com atividade para as enzimas foram
reveladas através de métodos de coloracdo histoquimica. Todas as solugdes de coloragao
continham 1,5% de agar e o gel foi recoberto com a solugdo de coloragdo e incubado em
estufa a 37°C.

Para a coloragdo foi utilizado tampao Fosfato de Sédio 0,5M pH 7,0 (ALLENDORF
et al., 1977). Na solucdo de coloracdo foi adicionado MTT 0,71 mM, PMS 0,29 mM, NAD
0,25 mM e Lactato de litio 64 mM (ALLENDOREF et al., 1977).
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3.8.3 Ensaios enzimdticos

Os niveis de atividade foram determinados em um espectrofotdmetro HP UV-VIS G
11007A, com unidade Optica modelo 8452A controlado por computador PC486, com
processador matematico e interface HP-1B, software Kinetics. Todos os ensaios foram
realizados a 25°C, em tampao de ensaio Imidazol 50mM pH 7,4, com substrato 1 ¢ 10mM
piruvato e cofatores NADH 0,15mM e KCN ImM (DRIEDZIC, ALMEIDA-VAL, 1996).
Para analises das atividades enzimaticas foram obtidos valores de média (mM) e desvio

padrao.
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4.1 Padrao eletroforético

Anadlises do padrao eletroforético das hemoglobinas e globinas de P. geoffroanus
foram realizadas a fim de estabelecer algumas caracteristicas estruturais de relevancia para
os outros estudos realizados neste trabalho.

Foram coletadas 22 amostras de sangue de Phrynops geoffroanus (12 machos e 10
fémeas) as quais foram submetidas, ap6s hemdlise, a andlises eletroforéticas. Todas as
amostras coletadas foram submetidas a diferentes sistemas eletroforéticos no mesmo dia em
que foram coletadas, a fim de se evitar alteragdes das hemoglobinas, como por exemplo,

degradacio, oxidagdo, polimerizagdo, etc.
4.1.1 Perfil das hemoglobinas em eletroforese

Na eletroforese alcalina (Figura 23) em acetato de celulose (pH 8,5), observou-se a
presencga de duas fragdes difusas, sendo a majoritaria superior localizada em posi¢do acima
da hemoglobina A humana, e outra minoritaria com migracdo proxima a hemoglobina S
humana. Algumas fracdes difusas foram encontradas na eletroforese alcalina, podendo ser
explicadas de duas maneiras: (1) Existéncia de mais de um tipo de Hb migrando em
posi¢des muito proximas, ou (2) pela oxidacdo das cisteinas, mas como sempre utilizamos
amostras frescas ndo pudemos constatar se ocorreriam alteragcdes com o “envelhecimento
da amostra”.

Na eletroforese em acetato de celulose em pH neutro (pH 7,0) (Figura 24),
observaram-se duas fragcdes proximas, na mesma posi¢do da amostra de hemoglobina
humana. Em algumas amostras foi observada uma fracdo difusa, atribuida a mudanca do
fornecedor de fita de acetato de celulose.

A eletroforese de diferenciagio em Agar — Fosfato (pH 6,2) (Figura 25) apresentou
duas fragdes, uma no ponto de aplicagdo e outra na posi¢do da hemoglobina Fetal humana,

sendo possivel observar um rastro entre elas.



)
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Figura 23 — (A, B) Eletroforose em acetato de celulose em pH
alcalino. 1. Padrdo AS humano, 2 e 3. Hb de P. geoffroanus; As setas
indicam as fra¢des difusas evidentes.
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e | g

-) 1 2 3 1 2 3

Figura 24 — Eletroforese em acetato de celulose em pH neutro. (A)
Mostra apenas uma fragdo difusa: 1. Padrdo AS Humana, 2 e 3. Hb P.
geoffroanus; (B) Mostra a separagdo de duas fragdes: 1. Padrdo AS
Humana, 2 e 3. Hb de P. geoffroanus.

(G)

Figura 25 — Eletroforese em agar-fosfato (pH 6,2) (A, B). 1. Padrio AF
humana. 2 e 3. Hb de P. geoffroanus.
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A focalizagdo isoelétrica (IEF) (Figura 26) permitiu a visualizacdo de trés
fragdes hemoglobinicas. Esse método € o mais confiavel, pois separa as hemoglobinas
pelo pl, podendo ser considerado o método mais sensivel utilizado neste trabalho, além
de podermos visualizar as fracdes sem a necessidade de coloracdo, ja que nenhum dos
corantes aplicado € especifico para hemoglobina, podendo corar outras tipos de
proteinas.

O sistema de analise eletroforética de globinas em pH alcalino ndo se apresentou
eficiente as analises das hemoglobinas do cagado P. geoffroanus, ndo sendo possivel
uma visualizacdo definida das amostras aplicadas.

Nas andlises de eletroforese de globinas em pH 4cido (Figura 27) foi possivel
observar cinco fragdes evidentes, sendo que a primeira fragdo (GI) esta localizada acima
da cadeia y"* humana, a segunda (GII) esta entre v ¢ v, a terceira fra¢do (GIII) proxima
da yG, a quarta (GIV) na posi¢io da cadeia & ¢ a quinta (GV) na posi¢do de o* humana.
Sendo que em algumas amostras, € possivel visualizar uma separacido de duas bandas na
posicao da terceira fragao (GIII).

Foi feita uma eletroforese de globinas em pH acido, onde foram aplicados nos
pocos bandas recortadas de uma focalizag@o isoelétrica (Figura 28). Observamos duas
cadeias globinicas evidentes na fracdo I e “rastro” (GI e GII), sendo que as duas
apresentam uma concentragdo semelhantes das duas cadeias, o que poderia indicar que
0 “rastro” seria a fracdo I oxidada. As fragdes II e III apresentaram trés fracdes (GI, GII
e GII), mas a II apresenta a cadeia GIII em menos concentragdo, e a fracdo III
apresenta a cadeia GII em menor concentragdo quando comparadas com as outras

fracdes.
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Figura 26 — Focalizacdo isoelétrica (IEF) de amostras de

sangue de P. geoffroanus. As setas indicam as trés fragdes
evidentes. As amostras ndo foram coradas.

1 2 3 4 5 6 1 2

Figura 27 — Eletroforese de globinas em pH acido. (A) 1. Hb humana; 2, 3, 4, 5 ¢ 6. Hb P.
geoffroanus; (B) 1 e 2. Hb P. geoffroanus.
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Figura 28 — Eletroforese de globinas em pH acido realizado a partir das bandas
recortadas de Hb de P. geoffroanus separada por focalizagéo isoelétrica;
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4.1.2 Andlises do perfil de hemoglobinas por cromatografia liquida cationica de alta

eficiéncia (HPCLC):

Trés hemoglobinas se mostraram mais evidentes (Figura 29). A primeira eluiu
na janela da hemoglobina A, humana, com tempo de retengdo médio de 2,6+0,1 min
variando entre os limites de 2,2 min a 2,8 min, ¢ com concentracdo média de 5,5%,

sendo encontrada em 22 amostras, de um total de 24 amostras analisadas nesse sistema.

A segunda, majoritaria, apresentou uma concentracdo média de 67,1% com
tempo de retencdo médio de 4,70+0,1 min, com variacdo de 4,65 min a 4,88 min, num
total de 22 amostras das 24 analisadas. A terceira hemoglobina foi eluida na janela da
hemoglobina C humana, possuindo um tempo de retengdo médio de 5,02+0,06 min,
variando de 4,97 a 5,02 min e apresentando uma concentragdo média de 28,5%,

observou-se esse componente em 23 amostras (Ver quadro 04).

Ay 5,5% | 2,6 min
Unknown 67,1% | 4,7 min g9+
C-WINDOW | 28,5% | 5,02 min B ! : /

Quadro 04 - Mostra as hemoglobinas _

separadas pelo HPCLC, concentragdo i /
1 i

percentual da amostra e tempo de retengio,

respectivamente. S el i
p e A

Figura 29 - Grafico de eluicdo do HPCLC,

mostrando os picos das hemoglobinas mais i B —_—

evidentes de P. geoffroanus.
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4.2 Purificacdo

Todas as amostras foram parcialmente purificadas por cromatografia de filtracao
em gel em resina Sephacryl S-100 HR para retirada de fosfatos e proteinas
contaminantes. Houve vdrias tentativas de separacdo das hemoglobinas por
cromatografia de troca i6nica em resina DEAE-Sepharose, mas sem sucesso. Ocorre
precipitacdo de material protéico na resina e indefinicao de fragdes, prejudicando assim

a sua separacao.

4.3 Estudos funcionais

Objetivou-se o conhecimento das propriedades funcionais das hemoglobinas de
P. geoffroanus, e sua relacdo com a sua fisiologia, levando em consideracdo o héabito de

mergulhar e a resisténcia do animal a hipdxia.

4.3.1 Efeito Bohr

Estes dados se referem as propriedades funcionais do hemolisado total de
Phrynops geoffroanus em relacdo a variacao de pH a 20° C. Analisando o grafico de log
Pso versus pH (Figura 30) pode-se observar que todas as formas analisadas (stripped, CI
100mM, CI' 100mM + ATP 0,1mM, ATP 0,ImM e ATP 1 mM) apresentaram efeito
Bohr alcalino ou normal.

Com a diminui¢do do pH, a afinidade da molécula pelo O, diminuiu em virtude
da ligagdo de prétons (evidente pelo aumento da Psp), sendo necessaria uma maior pO;
para saturar 50% dos sitios heme da hemoglobina.

Os valores de Psy na forma stripped (sem fosfatos nem cloreto) variam de 7,8 a
1,1 mmHg entre pH 6 a 9, respectivamente. O efeito Bohr (AH /heme=AlogPso/ApH),
que mede o nimero de protons liberados pela hemoglobina, neste caso foi de —
0,18+0,02 H'/heme, na faixa de pH entre 7 a 8, mantendo-se constante.

Na presenca de ClI" (NaCl 0,1M) o comportamento da hemoglobina foi

semelhante ao da forma stripped, mas ocorreu um decréscimo da afinidade pelo O; nos
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pHs 7,0 e 7,5, causando um aumento do efeito Bohr, liberando um pouco mais de 1
proton por molécula (—0,38+0,01 H'/heme). Os valores de Psy variam de 9,6 a 1,8
mmHg entre pH 7,0 a 8,0, maiores que na forma stripped.

Na presenga simultanea de cloreto (NaCl 100mM) e ATP 0,1 mM, a molécula se
comportou de forma semelhante a presenga de ATP 0,1mM isoladamente. Entre os pHs
6,0 ¢ 7,5 e no pH 9,0, ocorreu um decréscimo da afinidade se comparados com a forma
stripped e com o cloreto. Porém, ocorreu um aumento no efeito Bohr entre os pHs 7,0 e
8,0, com medida de -0,52+0,01 H'/heme para CI" + ATP e —0,53+0,01 H'/heme para
ATP.

Na presenca dos efetores CI' + ATP e ATP 0,1mM, o efeito Bohr foi mais
significativo se comparado aos outros, ¢ nessa condi¢do, a molécula apresentou menor
afinidade, isto ¢, para que pudesse ocorrer a ligacdo com o O, foi necessaria uma maior
pressdo parcial de oxigénio, que nestes casos variou de 16,2 a 1,8 mmHg e 24,0 a 1,7
mmHg entre os pHs 6 e 9, respectivamente, as mais altas se comparadas com as outras
formas analisadas. No entanto, ndo houve diferenca significativa entre cloreto + ATP e
ATP, o que nos mostra que em presenga de ATP, o cloreto ndo teria muita influéncia
sob o comportamento da hemoglobina.

Quando a concentracdo de ATP foi aumentada (1mM), o efeito Bohr foi o mais
significativo entre todas as outras formas analisadas. A liberagdo de protons foi de -
0,57+0,09 H'/heme, maior do que ocorre na presenga de cloreto + ATP 0,lmM e na
presenga de ATP 0,ImM. Neste caso, a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio ¢
menor que em todas as outras formas, sendo que a Psy é mais alta na faixa de pH de 6,0
a 7,5, variando de 26,3 a 15,04 mmHg. Em pH 8,0 a pressdo ¢ de 4,74 mmHg. No pH
8,5, a afinidade se encontra no mesmo patamar que na presenca de Cloreto, e que na
presenga de Cloreto + ATP 0,1mM, com Pspa 2,56 mmHg. No entanto, em pH 9,0 a Hb
apresenta uma afinidade maior do que a encontrada na preseng¢a de Cloreto + ATP
0,1mM, com o valor da Psy 1,93 mmHg. Vale ressaltar que nos pHs 6,0, 6,5 ¢ 7,0 o ATP
(nas duas concentragdes diferentes) foi adicionado a solugcdo de hemoglobina somente
apos a leitura da forma oxigenada inicial, pois quando essa leitura era realizada apds a
adi¢do de ATP os valores observados eram subestimados, devido a uma pequena

desoxigenacao.
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Figura 30 — Grafico log Ps, versus pH. Mostrando a afinidade da Hb pelo O, com a variagao
do pH, em algumas condigdes (stripped, CI' 100mM, CI" 100mM + ATP 0,1mM, ATP
0,1lmM e ATP 1mM). Dados a 20° C.

A oxigenacdo das hemoglobinas de P. geoffranus foi cooperativa em todas as

condigdes (Figura 31). O coeficiente de Hill (nsp) na forma stripped mostrou-se

constante entre os pHs 6,0 a 8,5, com valor em torno de 1,47. No pH 9,0, houve um

declinio para 1,24. Na presenca de Cl, a cooperatividade variou conforme o pH; os

valores foram 1,53 e 1,62, para os pH 6,0 e 6,5, respectivamente, ¢ entre os pHs 7,0 e

8,0, ocorreu um declinio nos valores do coeficiente, sendo que o menor valor chega a

1,23 e nos pHs 8,5 ¢ 9,0, a cooperatividade se mantém constante em torno de 1,33 ¢

1,34, respectivamente. Na presenca de ATP ImM, a cooperatividade variou de 1,17 a

1,73. Além dessa descrigdo acima, para todas as condigdes experimentais ¢ evidente a

variagdo de acordo com o pH, conforme mostrado na figura, situando-se os valores

médios entre 1,17 ¢ 1,73.
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Figura 31 - Gréfico nsy versus pH, mostrando os resultados encontradas sobre a

cooperatividade do hemolisado de P. geoffranus. Dados obtidos a 20° C.

4.3.2 Efeito da Temperatura

Estes dados, também, foram obtidos pelo método tonométrico (GIARDINA;
AMICONI, 1981), com o intuito de observar o efeito da temperatura sobre a afinidade
do oxigénio pelo hemolisado total de Phrynops geoffroanus em pH 7,5, variando a
temperatura (15, 20 e 25 °C). Trés condigdes experimentais foram analisadas: stripped,
presenga de ATP 0,1 mM e presenga de cloreto (C1)) 0,1 M.

Analisando o grafico de Van't Hoff (log Pso versus 1/T (K)) (Figura 32)

observamos que a ligacdo do oxigénio com a hemoglobina sofreu variagdo com a
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mudanca de temperatura; quanto maior a temperatura menor foi a afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio, sendo necessaria, entdo, uma maior pO, para saturar a
molécula. Esta situacdo foi observada em todas as condi¢des analisadas, e ocorre devido
a natureza exotérmica da oxigenagdo. O efeito da temperatura também afeta os efetores
alostéricos (ATP e CI), ja4 que sdo dependentes da ligagdo do O, pela molécula
(HLASTALA et al., 1977).

O quadro abaixo mostra os valores de Psy encontrados nas andlises de efeito da
temperatura, onde pode se observar que nas trés condigdes a afinidade por O, diminuiu
proporcionalmente ao aumento da temperatura, sendo os numeros muito préximos entre
a forma stripped, presengca de ATP e de Cl. No entanto, a Psy se apresentou
discretamente mais elevada na presengca de ATP em 15 e 25°C, e discretamente menor

na presencga de cloreto em 15 e 20°C.

Quadro 05 — Variagdo da afinidade por oxigénio em funcdo da
temperatura para as hemoglobina de P. geoffroanus.

P, (mmHg)
Temperatura stripped ATP Ccr
15°C 3,5 3,9 3,2
20°C 6,2 5,8 5.4
25°C 9,5 10,5 9,9
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Figura 32 — Grafico de Van't Hoff, log Ps, versus 1/T (K), mostrando a varia¢do da P
das hemoglobinas de P. geoffroanus em diferentes temperaturas e condicdes.

Quadro 06 — Parametros termodindmicos da ligagdo de oxigénio pelas hemoglobinas de P.
geoffroanus, em diferentes condi¢des experimentais.

Condigoes AH (Kcal) AG (Kcal/mol) AS (cal/mol.K)
Stripped -17,3+1,2 -6,7+0,1 -36,3
Cloreto 0,1 M -17,343,1 -6,6+0,1 -36,1
ATP 0,1 mM -18,8+1,1 -6,70+0,2 41,4

Observando o quadro 06, notamos que os valores obtidos para a energia livre de
reacdo (AG) foram muito proximos entre si. Por outro lado, a entalpia de oxigenagdo
(AH) da hemoglobina, na forma stripped, foi de —17,3£1,2 Kcal, na presenga de
cloreto, —17,3+3,1 Kcal e de —18,8%1,1 Kcal para o ATP. Os valores mostraram-se
préoximos em todas as condi¢des e ligeiramente maiores na presenga de ATP. A
variacdo da entropia (AS) foi sempre negativa; aquela obtida na stripped foi de —36,3

cal/mol*K e com cloreto —36,1 cal/mol*K, mostrando uma discreta varia¢do nos dois




63

casos. Na presenca de ATP, o valor obtido para a entropia foi um pouco maior, - 41,4
cal/mol*K.

Observando a figura 33, podemos notar que a cooperatividade também varia
com a mudanga de temperatura. Os maiores valores de nsy apresentados foram obtidos
a 15° C, variando de 1,6+0,2 a 1,7+0,2, ndo havendo diferen¢a significativa entre as
condi¢des analisadas (stripped, CI" e ATP). Em 20° C, os valores encontrados na
presenca de ATP foram altos, porém, na forma stripped (1,1£0,04) e com cloreto,
(1,240,08) decaem. Os menores valores apresentados estdo a 25° C, variando de
1,1£0,06 a 1,5+0,07. Apesar da presenga de alguns valores muito baixos, o processo

cooperativo se mantém (nsp>1). Com o aumento da temperatura a cooperatividade

diminui.
0 stripped
— ® Cloreto 100mM
' N0 ATP O, 1mM
1,8 4
. £ D
1,6 - 4
=" l I
1,4 4 T
1.2 1
1 :% 1
I
1.0 T y T Y T J T ’
0,00336 0,00340 0,00344 0,00348
T )

Figura 33 — Grafico da cooperatividade (nsg) versus 1/T (K), mostrando os valores de
cooperatividade obtidos para o estudo de efeito da temperatura em varias condigdes
experimentais.
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4.3.3 Titulacao com ATP

Este experimento teve como objetivo a determinagdo da constante de ligagdo as
formas oxi (Kgp) e desoxigenada (Kp) por meio da titulagdo com fosfatos organicos
(ATP), estes dados foram obtidos pelo método tonométrico (GIARDINA; AMICONI,
1981). Foram utilizadas concentragdes crescentes de ATP (0,03 mM, 0,045 mM, 0,09
mM, 0,1 mM, 0,5 mM, I mM e 2 mM).

Os resultados (Figura 34) mostraram que a afinidade por oxigénio primeiro
decai; a Psp aumenta variando de 4,5 mmHg a 6,3 mmHg, até atingir um platd de
P5p=8,5mmHg em concentracdo 0,1mM, conforme esperado para uma hemoglobina
com ligacdo preferencial por fosfatos a forma desoxigenada, porém, apds atingir o platd
a afinidade comegou a aumentar, ¢ a Psy chegou a 4,0 mmHg para concentracdo de
2mM. Na fase inicial da titulagcdo, foi obtida uma inclinagdo (AlogP50/A[ATP]) de
Ax=0,60/heme, sugerindo que existiriam aproximadamente dois sitios de ligacdo para
ATP na forma desoxigenada. Na segunda curva, o Ax= -0,56/heme, indicou também a
existéncia de pelo menos dois sitios de ligagdo na forma oxigenada. As constantes de
ligacdo para as formas oxigenada (Ko) e desoxigenada (Kp) ndo puderam ser
determinadas, pois ndo foi encontrado um ajuste para esta situacdo, ndo havendo uma
formula que pudesse encontrar um valor coerente para elas. A féormula usada nas
tentativas de ajustar os dados experimentais foi o modelo proposto por Olianas et al.

(2005) (equacdo 25):

logPso=logPo+1/4*log(1+K  [ATP]+K;*Ko [ ATP)/(1+K , [ATP1+K 1, *Ko [ ATP])] (25)
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Figura 34 — Grafico do log Ps, versus log concentragdo de ATP (M), na qual é possivel
observar uma curva bifasica.

4.4 Oxidacio induzida por peroxido de hidrogénio

Para observagdo da velocidade da formacdo de meta-hemoglobina em amostras
ndo tratadas com agentes redutores dos grupos SH, foi adicionada dgua oxigenada 10%
(H,0,) as amostras de Hb do cdgado e humana adulta Ay. Acompanhamos o decréscimo
da absorbancia no comprimento de onda de 576 nm (pico da oxi-hemoglobina), durante
15 minutos (Figura 35). A seguir a reacdo do peroxido de hidrogénio com ferro da
hemoglobina:

Fe*" + H,0, — Fe’* + OH + OH

Para o calculo das velocidades e plotagem do grafico usamos a equagdo 26,

decaimento exponencial bifasico:
K2t

y=yo + Ar¥e '+ Ay*e (26)
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Analisando o grafico podemos observar que a Hb humana apresenta duas
velocidades de reacdo K= 0,41 U.A./min ¢ K,= 0,05 U.A./min, ¢ a diferenca da
concentragdo da Hb no t=0 (0,022mM) pela concentragdo da Hb no t=15 min
(0,016mM), foi de 0,006 mM, mostrando que com a formagdo de meta-hemoglobina, a

concentracdo da forma ferrosa diminuiu 27,3%.

Foram aplicadas duas amostras de hemoglobinas do cdgado, uma mais recente

(H;) e uma mais antiga (H,, 2 meses mais velha), na tentativa de observar a influéncia

do fendmeno de agregacdo na oxidagdo da meta-hemoglobina. Apresentando as

seguintes velocidades de reacgao:

e H; (recente):

Ki=0,99 U.A./min e K,= 0,17 U.A./min;

E a diferenca de concentragdo da Hb em t=0 (0,028mM) pela concentracdo em
t=15min (0,018mM) foi de 0,0lmM, indicando que houve uma diminui¢do da

concentragdo da oxi-hemoglobina de 35,7%.

e H, (antiga):

K;=1,35 U.A./min e K,= 0,16 U.A./min;

A diferenga de concentragdo do t=0 (0,046mM) pelo t=15min (0,037mM) foi de
0,009mM, indicando que houve uma diminui¢do da concentracio de 19,6% na

concentra¢do da oxi-hemoglobina.

Podemos observar que, independente do tipo de amostra, em K; hd um declinio
mais rapido da amplitude, isto é, na primeira fase a oxida¢do ¢ mais rapida. No Kj, a
amplitude ¢ menor e se mantém constante, a oxidagdo se estabiliza. Constatamos que a
hemoglobina humana ¢ mais estavel que a hemoglobina do cagado independente do
tempo da amostra. A diferenca observada entre as Hbs da P. geoffroanus poderia ser
explicada pela diferenga da concentracdo inicial, pois a H, estd mais concentrada,
diminuindo as propor¢des entre a Hb e o agente oxidante. Outra possivel explicagdo
seria que a amostra mais antiga ja poderia ter um pouco de meta-hemoglobina formada,

pelo fato de estar guardada a mais tempo.
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Figura 35 — Grafico da absorbancia em 576 nm versus tempo (minutos). Mostrando a
curva de oxidagdo de meta-hemoglobina em amostra de sangue Humano A, e Phrynops

geoffroanus.

4.5 Analise das cisteinas

Muitos grupos de vertebrados (elasmobranquios, anfibios e répteis) possuem
hemoglobinas que sofrem polimerizacdo sob condi¢des oxidantes. Essas moléculas
contém grupos SH livres na superficie, que podem formar ligagdes dissulfeto entre si,
formando, entdo, agregados de tetrdmeros (FYHN, SULLIVAN, 1975). O intuito dos
experimentos realizados foi de comprovar a existéncia desse comportamento nas

hemoglobinas de P. geoffroanus.
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4.5.1 Cromatografia de filtragdo em gel para andlise de agregagdo

Proteinas com diferentes massas moleculares foram eluidas em cromatografia de
filtracdo em gel em resina Sephacryl S-100 HR, usando tamp@o Tris-HCl 10 mM, 1 mM
EDTA e 0,2 M de NaCl. As proteinas aplicadas foram: soroalbumina bovina (BSA, com
massa molecular de 65 KDa), mioglobina (17,8 KDa), hemoglobina humana pura A,
(64,5 KDa), hemoglobinas do cdgado e hemoglobinas do cagado eluidas com tampao
contendo 0,1 mM de B-mercaptoetanol.

A hemoglobina humana foi usada como um padrio de massa molecular
conhecida, enquanto que a mioglobina foi usada como um modelo de proteina

monomérica. A soro albumina bovina também foi utilizada por apresentar um peso

molecular semelhante ao da hemoglobina humana tetramérica.

Observando a figura 36, a hemoglobina do P.geoffroanus deveria eluir no
mesmo volume que a Hb Ay (4,75 min) e num volume préximo ao da soro albumina
(4,89 mL), no entanto ela eluiu antes, com um volume 4,27 mL. Como esperado, a
mioglobina ¢ a ultima proteina a ser eluida, 5,70 mL, ou seja, quanto maior a proteina
menor ¢ o volume de eluigao.

Apos o tratamento com [-mercaptoetanol, ocorreu um discreto aumento no
volume de eluicdo (4,33 mL), pois com a presenga desse composto a polimerizagdo
diminuiu. Esse aumento no volume foi discreto devido a baixa molaridade do -

mercaptoetanol aplicado.
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Figura 36 — Absorbancia normalizada versus volume de eluicdo (ml) de amostras de proteinas
aplicadas a resina de Sphacryl HR S-100. Hb de P. geoffroanus (em azul); Soroalbumina bovina
(BSA) (em preto); Mioglobina (em vermelho); Hb de P. geoffroanus eluida em tampao com [-
mercaptoetanol (em verde); Hb Humana A, pura (em rosa).



4.5.2 Mobilidade eletroforética

Figura 37 — (A) Eletroforese em gel de poliacrilamida
a 8% de Hb sem o uso de corante: 1. Amostra de P.
geoffroanus sem DTT, 2. Amostra de P. geoffroanus
com DTT, 3. Hb Humana sem DTT, 4. Hb Humana
com DTT; (B) O mesmo gel corado com azul de
coomassie: 1. Amostra de P. geoffroanus sem DTT, 2.
Amostra de P. geoffroanus com DTT, 3. Hb Humana
sem DTT, 4. Hb Humana com DTT.
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Amostras de Hb humana e do cadgado (Figura 37) foram tratadas com DTT (Ditiotreitol) 0,5
M e submetidas a uma eletroforese nativa (PAGE) em um gel a 8% (capaz de separar
proteinas entre 40 a 200 KDa). Foram aplicadas no gel amostras tratadas e ndo tratadas
(controle). Nao houve diferenca entre as amostras humanas na presenga ou auséncia de
DTT. Nas amostras de sangue do cagado houve diferenca: na Hb de P. geoffroanus controle
(sem tratamento), observou-se uma fra¢do superior difusa e uma inferior, enquanto a
amostra com DTT apresentou alteracdo dréstica na fracdo antes citada como difusa que
ficou mais definida e préxima a inferior, sugerindo que o produto adicionado reduziu as

ligacdes dissulfeto e, portanto, a polimerizacao.

O mesmo gel foi corado com azul de coomassie e apresentou uma fracdo a mais,
indicando a presenca de outras proteinas, o que nos sugere que a cromatografia de filtragao
em gel ndo foi eficiente na separacdo da hemoglobina de outros tipos protéicos, € que o
corante utilizado ndo ¢ especifico para hemoglobinas. As setas indicam as fragdes de outras

proteinas presentes, observadas nas amostras de cadgado.

4.6 Eletroforese Bidimensional

As figuras 38 e 39 mostraram o padrdo de fracdes encontrado no método de eletroforese
bidimensional, onde sdo notadas cinco fracdes de hemoglobinas. A segunda dimensdo ¢
um gel desnaturante, mas como as fragcdes ndo se apresentaram definidas e sim em um
rastro, sugerimos que as cadeias globinicas de cada fracdo estejam presentes, mas ndo
podemos distingui-las devido a oxidagdo das fragdes.

A focalizagdo isoelétrica foi nativa e tivemos o cuidado de adicionar o DTT junto a
amostra e a solucdo de equilibrio. Como ndo fizemos o mesmo com a segunda dimensao,
provavelmente mesmo tendo sido reduzidas anteriormente, ao entrar no gel, as pontes de
dissulfeto se formaram, ocorrendo polimerizagdo novamente. O tampao utilizado na corrida
apresentou pH 8,3, superior ao pH de oxidagdo dos residuos de cisteina livre. No entanto,
podemos observar claramente a existéncia de cinco isoformas hemoglobinicas com massa e

pl semelhantes, essa observagdo ¢ mais visivel na figura 38.
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Figura 38 - Eletroforese bidimensional, evidenciando o rastro das cinco fragdes de
hemoglobinas.
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Figura 39 — Eletroforese bidimensional corada com azul de coomassie, evidenciando as fragdes entre 14,1KD ¢
21 4KD
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4.7 Determinacio da Lactato desidrogenase (LDH)

O quadro 07 mostra os tipos de tecido coletados de trés espécimes de Phrynops
geoffroanus. Apds o processamento do material, foi feita a leitura espectral da atividade

enzimatica na presenca do piruvato como substrato e eletroforese em amido.

Quadro 07 — Siglas usadas no grafico de atividade da LDH ¢ o seu
sionificado

Espécime 1 musculo esquelético
Peitoral maior

E1C Espécime 1 musculo cardiaco

Espécime 2 musculo esquelético

E1MP

E2MP . .
Peitoral maior
E2MS Espécime 2 muss:}llo esquelético
deltéide
E2MI Espécime 2 musculo esquelético
Reto femoral
E3MP Espécime 3 musculo esquelético

Peitoral maior

4.7.1 Ensaio enzimatico

As leituras da atividade foram feitas na presenga de ImM e 10mM de piruvato. O
excesso de substrato inibe a agdo da LDH-B4. Em tecidos, como o musculo cardiaco, onde
se espera encontrar uma maior concentragdo dessa enzima, a inibicdo normalmente ¢ alta.
No entanto, observamos uma baixa inibi¢do da LDH-B4 em amostras de tecido cardiaco,
semelhante com a inibicdo notada em musculos esqueléticos, onde, freqiientemente, a
LDH-A4 é mais encontrada. A figura 40 e o quadro 08 ilustram a diferenca entre as leituras
obtidas da atividade enzimatica nas duas concentragdes de substrato e a variagdo observada
entre as amostras dos diferentes tecidos. Podemos notar que houve diferenca de atividade
entre o musculo peitoral maior dos trés espécimes coletados, sendo o animal 2 o que

apresentou maior valor. No entanto, ndo houve grande diferenca nos valores obtidos entre
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os musculos esquelético e cardiaco do animal 1, o que sugere uma concentragdo similar
entre as isoenzimas LDH-A4 e LDH-By4, independente do tipo tecidual ou composi¢do com
cadeias de propriedades cataliticas semelhantes. O resultado observado das andlises entre os
musculos esqueléticos do espécime 2, revelou semelhanca entre os musculos esqueléticos

peitoral maior e deltdide, mas mostrou diferenga significativa entre os dois primeiros € o

musculo esquelético reto femoral.

Atividade da LDH em 1 e 10mM Piruvato
[]
i)
§ 200 - . T
5 _
e}
g 150 A | — | — e
s § @ 1mM
g & 100~ o 10mM
Q
[}]
S 50
i)
>
E O T T T T 1

E1MP E1C E2MP E2MS E2MI E3MP

Tecido

Figura 40 — Atividade média dos tecidos na presenga de 1mM e 10 mM de

substrato (piruvato).

Quadro 08 — Atividade média da enzima LDH em 1mM e em 10mM do substrato
Piruvato nos varios tecidos analisados.

Tecido Atividade em 1mM de Atividade em 10mM de
Piruvato (mM) Piruvato (mM)
E1MP 176+3 140,4+7
E1C 150,9+4 97,1+6
E2MP 192,3+5 14445
E2MS 185,8+12 130,943
E2MI 115,442 92,02667+2
E3MP 138,8+5 125,446
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A figura 41 mostra a razdo entre o potencial metabolico anaerdbico/aerobio (A/B),
sendo esse nimero maior que 1 e menor que 4. Indicando uma alta taxa do metabolismo
anaerdbico, inclusive nos tecidos onde se observou as maiores inibi¢gdes demonstradas no

grafico anterior, como o musculo cardiaco e o musculo esquelético reto femoral.

Razao entre 1mM/10mM de Piruvato

1,6-
1,4
1,21
1,
1mM/10mMm 0,8+
0,6
0,41
0,21
0 :
E1MP E2MP E2MS E2MI  E3MP
Tecidos

Figura 41 — Razdo A/B entre os tecidos analisados, na qual os valores encontrados
sd0 maiores do 1 e menores do que 4.

4.7.2 Eletroforese em amido

O padrao de isoenzimas apresentado no gel de amigo (Figura 42) demonstrou 4
bandas correspondentes a: A4, A;B,, AsB e By.
Comparando os resultados encontrados na eletroforese e nos ensaios enzimaticos,
encontramos as seguintes concentragdes nos tecidos analisados:
e Musculo cardiaco (E1): 1A:1,2B;
e Musculo esquelético deltdide (E2): 2A:1B;
e Musculo esquelético peitoral maior (E2): 2A:1B;

e Musculo esquelético reto femoral (E2): 1A:1B.
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Em tecidos, como o cardiaco, onde se esperava encontrar uma maior concentragao

de LDH-B4, encontramos numeros proéximos aos da LDH-Ay.

Figura 42— Eletroforese de LDH em amido. (A) 1. musculo cardiaco (E1)
(padrdo), 2 a 9. musculo esquelético peitoral maior (E2); (B) 10. musculo
esquelético deltoide (E2) (padrio), 11 a 18. misculo esquelético reto femoral
(E2); (C) musculo cardiaco (El); (D) musculo esquelético deltdide (E2);
Todas as amostras foram aplicadas de acordo com a seguinte dilui¢do: 1, 1/2,
1/4,1/8, 1/16, 1/32, 1/64 ¢ 1/128.
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5.1 Padrao eletroforético

5.1.1 Perfil das hemoglobinas em eletroforese

Como mostrado, o perfil eletroforético obtido, por focalizacdo isolétrica e por
HPCLC, para o sangue da Phrynops geoffroanus, seria composto por trés fragdes de
hemoglobinas, que sdo constituidos por trés a cinco tipos de cadeias globinicas combinadas.
Em nenhum dos métodos aplicados observou-se diferenga entre os varios espécimes
utilizados, ou entre machos e fémeas. O niumero de fragdes pode variar dependendo do
método analitico utilizado. Esse nimero foi confirmado pela focalizacdo isoelétrica, que se
trata de um método mais sensivel que permite visualizagdo, mesmo que 0s pontos
isoelétricos (pl) entre as diferentes hemoglobinas sejam muito proximos, como neste caso.
A partir da eletroforese acida de cadeias realizada na amostra recortada da focalizac¢do
isoelétrica, podemos sugerir que as iso-hemoglobinas do P. geoffroanus sdo constituidos
por duas a trés cadeias globinicas com diferentes concentragdes.

Nos sistemas eletroforéticos alcalino e neutro, as fragdes migraram do poélo negativo
para o positivo, sendo entdo as fragdes encontradas caracterizadas como catidnicas
(caracteristica alcalina). No pH &cido 6,2, as fracdes migram do polo positivo para o
negativo, podendo também evidenciar a caracteristica cationica da molécula.

Nao se pode afirmar que existam duas isoformas alcalinas, pois as fracdes
encontradas se apresentaram difusas (na eletroforese alcalina), o que poderia nos indicar a
existéncia de duas ou mais hemoglobinas migrando juntas, podendo ser explicado pela
proximidade do p/. Nesse mesmo sistema, a fracdo inferior apresentou-se na posi¢do da
Hemoglobina S humana, em Trachemys scripta elegans também foram observadas fracdes
com posi¢ao referente a essa mesma hemoglobina (DESSAUER et al., 1957).

Na eletroforese de globinas em pH dacido, foi possivel verificar que as amostras
deste animal se degradam rapidamente ocorrendo a formacgao de fragdes espurias, talvez em
virtude da oxidac¢do de cisteinas expostas, pois foram observadas fragdes adicionais que nao
estdo presentes em géis onde foram aplicadas amostras mais recentes.

Sullivan e Riggs (1967) examinaram o perfil eletroforético de mais de cinqiienta
espécies e subespécies de varias familias de tartarugas, sendo o nimero de fragdes

encontradas em eletroforese em pH alcalino (8,4) variaveis de 2 a 5. Em algumas espécies
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marinhas (Caretta caretta € Chelonia mydas) foram encontradas duas fracdes. Em alguns
jabutis como Geochelone carbonaria (Testudo carbonaria) e Geochelone denticulata
(Testudo denticulata) observaram-se 5 e 2 fragdes, respectivamente. Eles também
examinaram o perfil hemoglobinico do Batrachemys nasuta, uma espécie da mesma familia
e subfamilia que a P. geoffroanus, onde se observou 4 fracdes em pH alcalino. Podemos
observar que mesmo o0s animais mais proximos na escala evolutiva, nem sempre
apresentam semelhangas quando nos referimos ao padrao eletroforético de Hbs. No entanto,
Reischl et al. (1984) verificaram a preseng¢a de dois componentes diferentes nas Hbs de
Phrynops hilarii. Graptemys geographica, também apresentou duas fragdes evidentes em
focalizag@o isoelétrica, sendo uma majoritaria e a outra apresentando caracteristica mais

anddica (MAGINNISS et al, 2004).

5.1.2 Andlises por cromatografia liquida cationica de alta eficiéncia (HPCLC)

O numero de hemoglobinas encontrado ¢ diferente do encontrado nas eletroforeses,
podendo ser confirmada a proximidade entre os pls das isoformas. O segundo tipo
hemoglobinico observado ¢ o majoritario, o que também pode ser confirmado pelas
eletroforeses alcalina e neutra, mas ndo implica que esta forma esteja em maior quantidade,
pois pode haver mais de uma hemoglobina eluindo no mesmo tempo de reten¢cdo. Podemos
concluir que o nimero de isoformas de Hbs observada foi trés, ja que observamos este fato

em dois métodos diferentes, sendo um deles muito sensivel.

5.2 Estudos funcionais
5.2.1 Efeito Bohr

A forma stripped foi a condig¢@o na qual se constatou a maior afinidade da molécula
pelo oxigénio, e mesmo com a isen¢do de efetores alostéricos essa forma apresenta Efeito

Bohr alcalino ou normal.
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Estudos realizados por Lutz e Lapennas (1982), mostraram que as hemoglobinas de
algumas tartarugas marinhas (Chelonia mydas ¢ Caretta caretta) apresentaram uma alta
afinidade na forma stripped, porém apresentaram insensibilidade a variacdo de pH; no
sangue o Efeito Bohr ¢ signifivativo. Eles também observaram que a C.caretta (tartaruga
cabecuda) apresentou menor afinidade que a C. mydas (tartaruga verde) e que outros
répteis, sendo o numero de protons liberados por heme das Hbs desses animais durante a
oxigenagdo, -0,30 H' para a tartaruga verde e -0,34 H' para a cabecuda. Essa diferenga
marcante na afinidade de ligagdo da Hb com O, foi surpreendente se considerarmos
similaridades entre elas, como tamanho do animal e habitat. Sugere-se que essa diferenca
possa ser explicada pela profundidade do mergulho, sendo que a C. caretta ¢ mais
encontrada freqiientemente em aguas profundas se alimentando de uma dieta carnivora
(invertebrados bentdonicos), enquanto que a C. mydas é observada em aguas mais rasas,
onde se alimenta de algas. De acordo com o autor, a pO, no pulmao eleva-se a medida que
a profundidade do mergulho aumenta, de forma que a diminui¢do da afinidade de

oxigenacdo ¢ uma adaptacdo a essa profundidade.

Uma recente investigagdo das propriedades funcionais da Hb de um mamifero
mergulhador, a baleia-and (Balaenoptera acutorostrata), indicou a existéncia de um
sofisticado mecanismo modulador baseado na interacdo dos fosfatos organicos, CO, e

temperatura (DI PRISCO et al., 1991; BRIX et al., 1990).

Wells e Baldwin (1994) também encontraram um efeito Bohr (AlogPso/ApH) igual a
-0,30 H' para C. mydas. Observaram também uma baixa afinidade de liga¢io para a

oxigenacdo na presenga de BPG e IHP.

As tartarugas aquaticas mant€ém um pulmio volumoso durante o mergulho, pois ¢
no pulmio que o oxigénio estd estocado. Entdo, a influéncia dos fosfatos orgénicos ¢
vantajosa, pois durante o mergulho a concentragdo dessas moléculas dentro das hemaceas ¢
baixa, aumetando a afinidade, auxiliando o transporte do gas para os tecidos. Além disso, as
tartarugas marinhas e as de agua doce apresentam uma alta capacidade anaerébica (LUTZ;

LAPENNAS, 1982).
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Os fosfatos organicos sdo os efetores que apresentam maior influéncia sobre as Hbs
do P.geffroanus, diminuindo a afinidade pelo O,, especialmente nas maiores concentragdes
de ATP. Contudo, o efeito da ligacdo de fosfatos ¢ muito inferior ao reportado para
hemoglobinas de serpentes (BONILLA et al., 1994).

Torsoni et al. (2002), observaram que a oxigena¢cdo da hemoglobina do jabuti
G.denticulata é fortemente afetada por fosfatos organicos (principalmente ATP e IHP),
sendo apresentada uma redugdo da afinidade pelo O, na presenca destes reguladores,
liberando -0,66 e — 0,69H /heme na presenca de ATP e IHP, respectivamente. Esses autores
sugeriram que um grande efeito Bohr e a sensibilidade dos valores da Psy modulado por
fosfatos regulam a afinidade por oxigenagdo da hemoglobina, envolvendo fatores que
controlam o pH sangiiineo e a concentracdo de fosfatos organicos nas células vermelhas da
maioria dos vertebrados.

Os crocodilos também s3o animais mergulhadores, mas ndo apresentam
sensibilidade a mudangas de pH (BAUER; JELKMAN, 1977).

Reischl et al (1984) conseguiram isolar dois componentes hemoglobinicos do
cagado Phrynops hilarii, e observaram diferenga nas propriedades de ligag¢do entre as duas
Hbs isoladas (CI e CII). CI tem uma alta afinidade de oxigen¢do no pH 7,0 se comparado
com o CII, e sofre efeito de fosfatos organicos (especialmente ATP, ADP e GTP). O
componente CII ndo apresentou efeito de fosfatos, indicando a falta de sitios de ligacdo.
Quando se analisou o hemolisado (a mistura dos dois componentes) observou-se a presenca
do efeito dos fosfatos, sendo o ATP a molécula de fosfato organico mais influente nestes
animais. A liberagdo de protons foi de — 0,35 H'/heme entre os pHs 6,8-7,8 para CI, -0,8
H'/heme entre os pH 7,0 a 8,3 para CII, e o hemolisado total liberou -0,47 H'/heme.

O valor da cooperatividade (nso) para as Hbs de P. geoffroanus variou conforme o
pH e as condi¢des aplicadas, porém, sempre se mostrou cooperativa, apresentando valores
acima de 1. No entanto, a cooperatividade observada ¢ menor do que a encontrada para Hb
humana, que varia de 2,8 a 3,0 (VOET et al, 2002). Quando o coeficiente de Hill ¢ menor
ou igual a 1, caracteriza um processo ndo cooperativo de ligacdo de O, como ocorre com a

mioglobina, que ¢ uma proteina monomérica.
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A cooperatividade para as Hbs de P. hilarii foi alta, apresentando valores proximos
a Hb humana e bem maiores que os apresentados pela P. geoffroanus, onde n=3 para CI
(pH 7,0 a 8,5), 2,8 para CII (em torno do pH 7,0), e para o hemolisado variou de 2 a 3 entre
pH 7,0 a 8,5 (REISCHL et al., 1984).

Nas Hbs G. denticulata a cooperatividade foi menor que 1,5, mas na presen¢a de
efetores alostéricos (ATP), aumenta para aproximadamente 2,0-2,5 (TORSONI et al.,
2002).

Para a tartaruga aqudatica Trachemys scripta foram encontrados valores de Ps
variando de 20,4 a 20,9 mmHg dentro das células vermelhas. Esses numeros sao
aproximados aos encontrados in vitro para Hb na presenga de efetores, indicando a possivel
presenga deles dentro das células. Os valores de nsy variaram de 1,52 a 2,13, altos se
comparados com as Hbs estudadas neste trabalho, sugerindo que as nossas analises

poderiam ter resultados diferentes se fossem “in vivo” (FRISCHE et al., 2001).

5.2.2 Efeito da Temperatura

Como observamos na figura 32, a afinidade de ligagdo do oxigénio para as
hemoglobinas do cagado P.geoffroanus ¢ dependente da temperatura. Em 15°C, a afinidade
de ligacdo do O, € alta, com o aumento da temperatura (20 e 25°C) nota-se uma diminui¢do
da afinidade de ligacdo. Esse efeito, também pode ser comprovado pelo quadro 05, onde os
valores da Psy aumentam quando a temperatura se eleva. O efeito da temperatura pode ser
visto nas trés formas analisadas, sendo que a variacdo entre elas foi discreta, no qual a
presenca de ATP apresentou a menor afinidade e a presenca de cloretos exibiu a maior
afinidade.

Estudos realizados em Testudo graeca (jabuti) e Trachemys scripta (Pseudemys
scripta, tartaruga de dgua doce) mostraram que a temperatura nio afeta as propriedades de
ligacdo do O, entre 20-30°C. Entretanto, a afinidade de oxigenag¢do foi discretamente maior

na tartaruga aquatica, o que foi considerado pelos autores como uma vantagem adaptativa
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para animais mergulhadores. Porém, o mesmo resultado ndo foi encontrado entre outras
espécies de quelonios (BURGGREN et al, 1977).

Os valores de entalpia, energia livre e entropia para as diferentes condi¢des
analisadas foram semelhantes. A variagdo de AH foi negativa, indicando um processo
exotérmico de ligacdo do oxigé€nio a molécula, ¢ a entalpia variou pouco entre as formas
estudadas, porém se mostrou um pouco maior na presenca de ATP. Esse resultado ¢
inesperado, pois sendo a liberagdo de fosfatos endotérmica, o efeito costuma causar uma
reducdo na exotermia (BONILLA et al., 1994).

O AG também apresentou valores muito préximos e negativos, sendo responsavel
pelo direcionamento da reacdo, que se mostrou termodinamicamente favoravel pela
contribuicdo. A AS mostrou resultados similares e negativos entre as condi¢des, com
valores um pouco menores na presenga de ATP.

Giardina et al. (1992), encontraram valores positivos para o efeito da temperatura
em Caretta caretta (tartaruga marinha) em pH abaixo de 6,7 e acima de 7,6, na presenca de
ATP e BPG. Neste caso, a oxigenagdo ¢ uma reacdo endotérmica e os efetores alostéricos
contribuem grandemente para o direcionamento da reagdo. Os autores sugerem que esse
efeito seja uma propriedade da molécula, ou que seja efeito de algum ion cuja presenga ¢
relevante na determinagdo das propriedades funcionais das Hbs de tartaruga. Essa sugestio
foi feita baseada na relagdo dos protons de Bohr no efeito da temperatura, como ocorre em
Hbs humanas, na qual os valores mais exotérmicos de entalpia (AH= -14 Kcal/mol)
ocorrem em pH alcalino (pH 8,0), pois ndo ocorre Efeito Bohr e os prétons de Bohr nio
atuam sobre a rea¢do. Em pH dacido, a entalpia ¢ menos exotérmica devido a liberagdo
desses protons na oxigenacdo (reacdo endotérmica).

Podemos notar pelo grafico 33, que a cooperatividade também ¢ afetada pela
variagdo da temperatura, sendo que com a diminui¢do da temperatura a cooperatividade
aumenta. No entanto, a cooperatividade varia entre as condigdes experimentais analisadas,
especialmente em 20°C.

Stawski et al (2005) verificou que a cooperatividade em Emydura signata (familia
Chelidae) aumenta com a elevacdo da temperatura (nso variou de 1,4 a 2,0), diferentemente
do que foi constatado neste trabalho. Estes autores fizeram um estudo comparativo entre

essa espécie de tartaruga e uma espécie de lagarto (Pogona barbata), onde testaram o efeito
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da temperatura (10, 20 e 30° C) ambiente, variando também a sazonalidade. Verificaram
que para a espécie de tartaruga ndo ocorreu variagdo significativa da Psg entre as diferentes
épocas avaliadas, mas a variacdo da temperatura se mostrou mais significativa. Apresentou
valores de AH (- 40,1 a - 48,2 KJ/mol entre as estacdes e temperaturas analisadas),
considerados altos quando comparados com outros répteis e tartarugas. Esses autores
também notaram um aumento no hematocrito ¢ na concentragdo de Hb nas células
vermelhas do sangue, sugerindo uma elevagdo capacidade carreadora de O, pelo animal.
No entanto, o efeito da temperatura teve influéncia significativa sobre a oxigena¢do da Hb
para a espécie de lagarto, no qual os maiores numeros de Psy foram encontrados nas
temperaturas mais altas (20 e 30°C). O AH (-20,5 a -27,1 KJ/mol) foi considerado baixo se
comparado com outras espécies de lagartos e répteis. Isso pode ser explicado pelo fato dos
lagartos possuirem um hébito de vida mais dependente da temperatura ambiente, ja que
para se aquecerem ¢ necessario a exposi¢do ao sol e para se esfriar se escondem em buracos
no chao.

O efeito da temperatura sob os efetores no sangue do cagado foi discreto e bem
diferente do relatado por Bonilla et al. (1994) em Hbs da serpente (Mastigodryas
bifossatus). Na forma stripped o AH variou de -9,47 a -22,43 Kcal/mol (pHs 6,5 ¢ 7.5,
respectivamente) € se observou uma entropia negativa. Na preseng¢a de ATP o AH variou de
-5,94 a -1,14 Kcal/mol (pH 6,5 e 7,5, respectivamente), mas a entropia relatada foi positiva.
A cooperatividade também ¢ dependente da temperatura.

Os autores sugerem que a redugdo da sensibilidade a temperatura poderia estabilizar
as propriedades funcionais do sangue de animais ectotérmicos em relagdo as mudangas
externas de temperatura, enquanto que um aumento da sensibilidade poderia auxiliar na
distribuicdo de oxigénio para os tecidos com a elevacdo da temperatura. Assim, para
animais mergulhadores ectotérmicos, a elevagdo da temperatura da agua deve ser
acompanhada por elevagdo da taxa metabolica. O decréscimo da afinidade deve assegurar a
descarga de O, nos tecidos. O decréscimo da cooperatividade, contudo, pode “controlar” a
liberacdo, ao impedir uma desoxigenagdo tdo eficiente quanto a que ¢ obtida com alta

cooperatividade.
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5.2.3 Titula¢do com ATP

As andlises de titulacdo com ATP para Hb total do cdgado sugeriram a presenga de
dois sitios de ligacdo para fosfatos para cada um dos estados estruturais da hemoglobina
(desoxigenado e oxigenado), o que ndo é comum em outros animais.

Os estudos de efeito Bohr e temperatura mostraram que a presenga de ATP diminui
a afinidade da hemoglobina pelo O,, na presenga de uma concentracdo 0,lmM de ATP,
confirmado pela titulagdo. Foram feitos também, experimentos de Efeito Bohr na presenca
de 1mM ATP, obtendo-se dados diferentes da titulagdo. Nessa situacdo, para o efeito Bohr,
ocorreu uma diminui¢do na afinidade (menor ainda que na presenca de 0,ImM ATP), mas
os dados de titulacdo exibiram um aumento na afinidade de ligagao pelo oxigénio.

Um estudo da Hb de dromedario (Camelus dromedarius) (AMICONI et al., 1985)
mostrou também a existéncia de dois sitios de ligacdo para fosfatos (um sitio para forma
desoxigenada e outro para a forma oxigenada), sendo que a presenc¢a deles contribui para a
estabilizacdo da molécula no Estado R, aumentando assim a afinidade de ligacdo da
hemoglobina pelo O,. Porém, a adi¢do de outros anions (como cloreto) pode levar a um
deslocamento do fosfato do segundo sitio e estabilizar a estrutura terciaria com uma baixa
afinidade (Estado T).

Olianas et al. (2005) demonstraram a presenca de dois sitios de ligacdo de fosfatos
em algumas espécies de Anguiliformes (Anguilla anguilla, Conger conger ¢ Muraena
helena) tanto na presenca quanto na auséncia de 0,5M de NaCl, sendo que a presenga dos
sitios ¢ considerada freqiiente entre Hbs catddicas de Anguiliformes. Os dois sitios de
ligacdo estdo localizados na cavidade central da proteina por interagdo entre residuos de
aminoacidos das cadeias o ¢ B (PELLEGRINI et al, 2003). A Hb de A. anguilla apresenta
efeito Bohr reverso, porém, a liga¢do de fosfatos organicos modificou o efeito dos prétons
eliminando o efeito Bohr reverso (OLIANAS et al, 2005).

A presenca de fosfatos nas células vermelhas de alguns animais pode ser essencial
em algumas situacdes. Em caso de hipdxia, a diminuicdo da concentracdo de fosfatos
aumentam a afinidade da Hb pelo oxigénio. Assim, o papel dessas moléculas ¢ de
modula¢do da Hb, por meio da movimentagdo de entrada/saida de fosfatos organicos do

meio externo para a regido interna, e a presenca de dois sitios mostra diferentes
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possibilidades de interagdo entre as moléculas de fosfato e a proteina (OLIANAS et al,
2005).

Para hemoglobina de Crotalus durissus terrificus apenas um sitio (Ax= -0,25/heme)
de ligagdo para fosfatos foi observado, sendo as constantes de associag@o para a forma oxi
Ko=1,92 x 10°M™" ¢ para a forma desoxigenada Kp=5,13 x 10°M", sugerindo uma
estabilizacdo do estado T (LOMBARDI, 2005).

Podemos interpretar a situagdo de duas maneiras, a primeira segue a interpretagcdo
de Szabo e Karplus (1976), no qual um grafico bifasico desse tipo ¢ esperado quando a Hb,
com 2 sitios de ligagdo, ¢ capaz de ligar mais moléculas de fosfatos no R do que no estado
T.

Na segunda sugestdo, cabe observar que, uma vez existindo agregacdo das
isoformas de hemoglobina do cagado P. geoffroanus, o comportamento apresentado na
titulagdo com ATP estaria se referindo ao comportamento de varias hemoglobinas e nao de
apenas uma; essa situacdo poderia acontecer separadamente, uma em cada tipo de
hemoglobina e em estados de oxigenacao diferentes.

Em relagdo a titulacdo de cisteinas ndo tivemos resultados repetitivos em virtude da
falta de controle sobre a agregacdo. Por causa da agregacdo de tetrAmeros observada,
alguns experimentos que estavam previstos no projeto inicial ndo puderam ser realizados:
(1) Efeito da atividade da agua pelo método de estresse osmotico, (2) Estimativa da
constante de associagdo dimero-tetramero da oxi-hemoglobina, 4K2, (3) Titulagdo de
cisteinas. Na transi¢do do estado T para R, varios contatos entre as subunidades sao
quebrados e expostos ao solvente. Essa mudanga na estrutura implica numa diferenca de
superficie protéica, e conseqiientemente ligacdo de moléculas de agua (camada de
solvatagdo) a proteina oxigenada. Com a formagdo de agregados, perde-se a possibilidade
de analisarmos uma Hb isoladamente, e desse modo, ndo é possivel levar adiante esse
estudo. Como sabemos essas hemoglobinas podem estar agregadas em octameros ou em
moléculas ainda maiores, ndo sendo possivel também medir a constante de associagdo

dimero-tetramero.
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5.3 Oxidacéo induzida por peroxido de hidrogénio

O grafico sugere que as hemoglobinas analisadas apresentam uma oxidagdo
inicialmente mais rapida; posteriormente a reagdo se estabiliza, se tornando mais lenta. A
formagdo de meta-hemoglobina final foi menor na amostra humana, indicando que ela ¢
mais estdvel do que as amostras de P. geoffroanus aplicadas. Também observou-se
diferenca entre essas amostras, o que pode ser explicado pela alta concentragdo inicial de
Hb, na amostra H,, alterando a relagdo com o H,O, em relagdo a outra amostra, ou essa
amostra por ser mais velha j& apresentaria uma porcentagem de meta-hemglobina formada

antes de ser aplicag¢@o no experimento.

A diferenca entre as amostras do cdgado, também pode ser explicada pela formagao
de polimeros, pois a amostra H, é uma amostra mais velha e, conseqiientemente, existem
mais polimeros formados entre os tetrdmeros. Reischl (1989) relatou que a polimerizagao
extensiva tem sido observada in vivo seguida pela formagao de meta-hemoglobina. Sullivan
e Riggs (1964) também indicaram que Hbs oxidadas e polimerizadas parecem ser um
constituinte freqiiente em altas concentragdes de células vermelhas de algumas espécies de
tartarugas.

A menor estabilidade encontrada nas amostras do cagado, provavelmente, ocorre
devido as alteracdes conformacionais ocasionadas pela polimerizacdo, deixando exposto o
Fe*" do grupo heme, ocorrendo mais facilmente a oxidagio, conforme proposto para Hbs de

outros quelonios (TORSONI et al., 1996).

5.4 Analise das cisteinas

5.4.1 Cromatografia de filtracdo em gel para andlise de agregacdo

Comparando a eluicdo da Hb do cidgado com a Hb humana e com BSA, pode-se

dizer que essa Hb ndo apresenta apenas a forma tetramérica, pois ela possui uma massa
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molecular maior do que 65 KDa. Sugere-se que ela sofra polimerizacdo de agregados pela
formacgdo de ligacdes dissulfeto entre os residuos de cisteinas livres. A formagdo destes
polimeros indica a presenga de grupos SH na superficie externa da molécula, que sdo
capazes de interagirem entre si, formando ligagcdes dissulfeto entre as Hbs. Moléculas de
hemoglobinas ricas em SH sd3o, freqiientemente, encontradas em animais altamente
resistentes a hipoxia.

Estudos realizados em 54 espécies e subespécies de tartarugas mostraram ser um
fator comum Hbs ricas em grupos tidis livres, nas analises observaram que a maioria das
espécies exibiu a presenga de grandes polimeros. Entre as espécies estudadas, somente 8
foram de jabuti, e destes, 7 ndo apresentaram polimerizacdo nas suas hemoglobinas
(SULLIVAN, RIGGS, 1967).

Reischl et al. (1984) observaram que a hemoglobina de Phrynops hilarii € rica em
grupos SH livres (10 —SH por tetramero), na qual verificou-se a presenga de grandes
polimeros por cromatografia de filtragdo em gel. Torsoni et al. (1996) também encontrou
formag¢do de polimeros na hemoglobina do jabuti Geochelone carbonaria, principalmente
na presenga de glutationa oxidada. Sugere-se que as cisteinas possuam um papel protetor no
organismo contra acdes deletérias do oxigé€nio reativo, radicais livres, metais cationicos e
outras moléculas toxicas. Neste caso, a Hb funcionaria como um agente redutor nas células
vermelhas do sangue, aumentando a resisténcia do animal a hipdxia ou a condi¢des de
estresse oxidante, ja que nestas condigdes ha um aumento de oxigénio reativo (REISCHL,
1989).

Mamiferos mergulhadores possuem musculos ricos em mioglobina, o que ¢
considerado uma estratégia alternativa para resisténcia a hipdxia; nestes animais ndo foram
encontradas hemoglobinas ricas em —SH. A presenca desses grupos em Hbs de tartarugas
seria uma alternativa para a sobrevivéncia do animal a hipdxia, ja que seus musculos

possuem baixos niveis de mioglobina.
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5.4.2 Mobilidade eletroforética

O fato da amostra de Hbs de P. geoffroanus sem tratamento ter migrado mais
lentamente que a amostra tratada, sugere que a primeira tenha um tamanho maior devido a
formagdo de agregados.

A hemoglobina de Phrynops hilarii, também apresentou redu¢do de polimeros apds
o tratamento com DTE (ditioeritritol) e 2-mercaptoetanol (Reischl et al., 1984). Esses dados
comprovam que realmente existe a formacdo de polimeros devido a presenca de ligacdes
dissulfeto. Este fato ocorre com freqii€ncia em quelonios, e estes animais também sdo
considerados resistentes a hipdxia e andxia (Reischl et al., 1984).

Estudos realizados na rd, Rana temporaria, demonstraram que a formacgdo de
polimeros ndo ocorre espontanecamente, mas percebeu-se a reagdo de grupos sulfidrilas
entre as moléculas de Hb em eletroforese em gel de poliacrilamida (BARDGARD et al.,
1997).

5.5 Eletroforese bidimensional

O objetivo ao realizar esta metodologia era tentar quantificar com exatiddo o
numero de globinas presente em cada fracdo de hemoglobina. A focalizacdo isoelétrica foi
nativa, e apds a separacdo das hemoglobinas, a tira de focalizacdo foi adicionada a um gel
de poliacrilamida desnaturante, na tentativa de separar a proteina por duas varidveis: massa
molecular e ponto isoelétrico.

Foi possivel separar as isoformas hemoglobinicas, mas ap6s a aplicacdo dessas no
gel desnaturante houve oxidagdo das cisteinas livres, e conseqiiente formag¢ao de polimeros,
ndo sendo evidente a diferenciacdo das globinas. Os polimeros foram facilmente
observados pelos rastros em cada fracdo tanto na figura do gel corado quanto do gel sem
corar. Esse tipo de metodologia ainda ndo havia sido aplicado em tartarugas para a

caracterizacdo de iso-hemoglobinas e suas cadeias polipetidicas.
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5.6 Determinacio da Lactato desidrogenase (LDH)

Como pudemos observar, o musculo esquelético peitoral maior analisado nos trés
espécimes apresentou diferenca de atividade, sendo que os dois primeiros exibiram valores
mais proximos e no terceiro verificou-se a menor atividade. Essa diferenga da atividade
enzimatica no mesmo tecido entre individuos diferentes da mesma espécie, pode ser
explicada pela €poca e pela variagdo das condi¢des do meio na coleta, ja que as amostras
ndo foram obtidas todas no mesmo dia.

Esperavamos encontrar uma diferenga significativa na inibicdo da atividade
enzimatica (10mM de piruvato) entre os musculos esquelético e cardiaco, como
normalmente é observado em outros vertebrados. No entanto, essa diferenca foi pequena, o
que sugere que os dois tipos principais de LDH (A e B) estejam em concentracdes
préximas, inclusive no coragdo, onde normalmente o tipo B ¢ mais concentrado. A
eletroforese (Figura 42) mostra claramente a presenca de duas isoenzimas.

A sensibilidade a inibi¢do do substrato da subunidade B em tecidos mais ativos ¢
importante para o direcionamento de uma maior quantidade de piruvato para o Ciclo de
Krebs ao invés de converté-lo em lactato, aumentando assim os niveis da producido de ATP
(BAEYENS, 1987).

Também encontramos diferenga nas atividades da enzima em ImM e 10mM de
substrato entre os tecidos esqueléticos do animal 2 (peitoral maior, deltéide e reto femoral),
sendo que nos dois primeiros a atividade é similar e a inibi¢cdo ¢ baixa. Porém, no musculo
reto femoral a inibicdo também ¢ baixa, mas a atividade enzimatica ¢ menor que as outras.
Esse fato pode ser explicado pela localiza¢do dos tecidos, pois o musculo reto femoral ¢
responsavel pela extensdo das patas traseiras, € os outros se localizam no peito ou proximo
a ele, sendo responsaveis ou auxiliando a movimentacdo das patas dianteiras. Sugerimos
entdo, que o peitoral maior e o deltdide sdo musculos mais ativos, pois 0 membro superior é
que da o impulso durante o mergulho, além de estarem em maior atrito com a agua do que
as patas traseiras.

Na andlise da razdo do potencial metabolico A/B podemos observar que em todos os

tecidos os valores apresentados sdo proximos e estdo sempre em torno de 1. Indicando que
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a concentracdo dos dois tipos de cadeias A e B sdo similares nos tecidos analisados
independentemente do tipo muscular e da localizacao.

Analisando a eletroforese em amido encontramos quatro tipos evidentes da enzima
(A4, A2By, AsB e By). Liao et al (2001), encontrou em andlises da LDH da tartaruga
Pelodiscus sinensis (Familia Trionychidae) cinco bandas correspondentes a A4, A3B, A;B»,
AB;3; e By, esses autores analisaram também tecidos do jacaré Caiman crocodilus
apaporiensis (Linnaeus, 1758 — familia Alligatoridae) e notaram quatro bandas: A4, A3B,
A,B; e Ba.

Observando as porcentagens de A e B calculadas, podemos notar que em tecidos
onde se esperava encontrar maior concentra¢do de B, verificamos concentragdes iguais ou
similares entre A e B. No entanto, onde esperdvamos encontrar uma maior concentragio de
A, encontramos que A apresentou o dobro da concentra¢do de B. Entdo, realmente existe
uma taxa de metabolismo anaerébico aumentado em tartarugas aquaticas. Segundo
Chippari-Gomes et al (2005) alguns peixes (Ciclideos) sdo capazes de regular as isoformas
de LDH durante a exposi¢co a hipoxia, o que nos leva a crer que o P. geoffroanus também
tenha essa habilidade.

A mudanga de niveis de LDH no coragdo comprova o deslocamento do
metabolismo aerobico para anaerdbico neste 6rgdo. Entdo, em condi¢do hipdxica, o coracio
deste animal inibe o metabolismo oxidativo e ativa a glicdlise anaerébica (HOCHACHKA;
SOMERO, 1984).

Southwood et al (2003) analisou as enzimas metabdlicas da tartaruga marinha
Chelonia mydas, e notou que a variagdo da temperatura também influencia os niveis
metabolicos, sendo que a atividade enzimatica da LDH foi maior nos tecidos coletados
durante o inverno do que no verao.

Altman e Robin (1969) sugerem que a diferenca entre as concentragdes dessa
isoenzima, em tartarugas aqudticas, esteja relacionada a diferenca na seqiiéncia de

aminoacidos destes animais com as outras espécies de vertebrados j& estudados.
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6.1 Conclusoes especificas

1. Apesar das dificuldades encontradas nas andlises eletroforéticas, sugerimos que
presenca de fracdes difusas em diversas eletroforeses do sangue do cagado P. geoffroanus é
constituido por trés tipos diferentes de hemoglobinas, como demonstrado nas analises de
IEF e HPCLC, e estas, por sua vez, sio compostas por trés a cinco cadeias globinicas
combinadas, possuindo pl préximos e caracteristica cationica. Por meio da eletroforese
bidimensional foi possivel comprovar a existéncia de cinco isoformas de hemoglobinas do
cagado P. geoffroanus, mas a separagdo das cadeias de globinas ndo pode ser visualizada.

Este método, também mostrou a presenca de oxidagdo das fragdes hemoglobinicas;

2. Todas as condi¢des analisadas das hemoglobinas de P. geoffroanus apresentaram
efeito Bohr alcalino, sendo mais acentuado na presenca de ATP 1mM. A forma stripped é a
condi¢do na qual a molécula apresenta maior afinidade pelo O,. O ATP foi o efetor que
apresentou maior influéncia sob a molécula. Pudemos concluir, também que as Hbs de P.
geoffroanus apresentam processo cooperativo de ligacdo de O, em todas as condigdes, € em

toda faixa de pH analisada;

3. O efeito da temperatura tem influéncia sobre essas hemoglobinas, sendo 15°C a
temperatura mais favoravel para a oxigenacao (apresentou maior afinidade). Os pardmetros
calculados (AH, AG e AS) demostraram que a oxigenagdo ¢ uma reac¢do favoravel e
conduzida pelo decréscimo da entalpia. A cooperatividade também ¢ dependente da

temperatura, sendo maior em temperatura mais baixa e menor em temperatura mais alta;

4. As analises sugerem a existéncia de dois sitios para fosfatos organicos para as Hbs
de P. geoffroanus, ¢ essas moléculas estabilizam a forma desoxigenada num primeiro
momento, ¢ depois estabilizam a forma oxigenada. Sugerimos duas hipodteses: (1) Essa Hb
¢ capaz de ligar mais fosfatos no estado R do que no T, ou (2) Pela agregacdo dessas Hbs,
essa situacdo poderia ocorrer simultaneamente em varios tipos de Hb e varios estados

diferentes;
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5. Os experimentos de oxida¢do por perdxido de hidrogénio mostraram que a
hemoglobina humana ¢ mais estavel do que as hemoglobinas analisadas neste trabalho, o

que pode estar relacionado com a agregacdo das hemoglobinas;

6. Foi comprovada a existéncia de polimeros formados por ligagdes dissulfeto entre as
moléculas de hemoglobina, o que pode estar associado com a alta resisténcia do animal a

hipoxia;

7. Este animal possui uma alta taxa de metabolismo anaerdbico, que pode ser
observado em todos os tipos de tecidos analisados. Onde observamos também

concentragdes proximas entre a LDH-A4 e LDH-B4 no tecido cardiaco.

6.2 Conclusoes gerais

Em conclusio, parte das andlises foi prejudicada por fendomenos de agregacdo, que
explicam a baixa quantidade de artigos relativos as hemoglobinas de quelonios. Apesar
dessas dificuldades, mostramos que o hemolisado parcialmente purificado liga oxigénio de
forma cooperativa, exibindo efeito Bohr alcalino ou normal. A possivel existéncia de 2
sitios de ligacdo para fosfatos permitiria modular a afinidade por O, da Hb do animal
durante o periodo em que permanece submerso. Quando existe apenas um sitio com ligacdo
preferencial na forma desoxigenada, durante a hipoxia a queda da concentragdo de ATP e a
elevacdo do pH nos eritrocitos levam a um aumento na afinidade por oxigénio. No caso
deste animal, o efeito permitiria aumentar ou diminuir a afinidade, dependendo da
concentracdo de ATP. Além de possuirem outras caracteristicas comprovadas por este
trabalho, que poderiam auxiliar a manutencdo do animal quando submerso, como a

formacao de polimeros e a alta taxa de metabolismo anaerdbico.
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ANEXO 1




Protocolo: Analises eletroforéticas

Tampdo Tris-EDTA-Borato (TEB) pH 8,6

Tris hidroximetil aminometano
Acido etilenodiaminotetracético
Acido Boérico

Agua destilada q.s.p.

Tampdo pH neutro

KH,PO4
Na,HPO,4
Agua destilada q.s.p.

. Ponceau

Ponceau S
Acido Tricloroacético
Agua destilada q.s.p.

. Negro de Amido

Negro de amido 10B
Alcool metilico
Acido acético glacial
Agua destilada

Eletroforese de globinas em pH acido

a. Solugdo estoque de poliacrilamida (60:0,4)

Acrilamida
Bis-acrilamida
Agua destilada q.s.p.

106

10,2 g
0,6 g
32¢g

1000 mL

3,11 ¢g
1,66 g
1000 mL

0,5¢g
50g
1000 mL

05¢g
45 mL
5,0 mL
45 mL

I5¢
0,1g
25 mL
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b. Uréia8 M
Uréia 12¢g
Agua destilada q.s.p. 25 mL

c. Mercaptoenol 1M

2-Mercaptoetanol 35 uL
Agua destilada q.s.p. 500 mL

d. Tampdo para Corrida — Acido acético 5%

Acido acético glacial 50 mL
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

e. Gel de poliacrilamida 12%

Solugdo estoque 2,5mL
Acido acético 625 pL
Uréia 8 M 9,375 mL
Triton X-100 250 uL
Persulfato de amodnio a 25% 30 mg
TEMED 100 uL

f. Tampao de Amostra

Uréia 8M 1,25 mL
Acido acético glacial 125 uL
2-mercaptoetanol 125 pLL

Pironina Y 1,0 mg
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6. Azul de coomassie

Coomassie G-250 04¢g
Acido acético glacial 14 mL
Alcool etilico 100 mL

Agua destilada q.s.p. 200 mL
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Coeficiente de extincio molar (€) para a oxi-hemoglobina (x10'4M).

110

A (nm) € para a oxi-hemoglobina
540 1,46
560 0,87
570 1,18
576 1,58
630 0,014

Coeficiente de extin¢cdo molar (¢) da meta-hemoglobina em funciao do pH (x10'4M).

pH 540 560 570 576 630

6,2 0,583 0,357 0,340 0,342 0,394
6,4 0,583 0,358 0,341 0,344 0,392
6,6 0,586 0,363 0,349 0,354 0,391
6,8 0,596 0,372 0,363 0,368 0,388
7,0 0,610 0,387 0,383 0,388 0,384
7,2 0,629 0,406 0,407 0,414 0,376
7,4 0,652 0,430 0,435 0,445 0,363
7,6 0,679 0,460 0,471 0,485 0,344
7,8 0,714 0,497 0,514 0,534 0,310
8,0 0,754 0,542 0,564 0,593 0,293
8,2 0,799 0,589 0,619 0,652 0,268
8,4 0,844 0,636 0,672 0,713 0,243
8,6 0,886 0,679 0,722 0,765 0,220
8,8 0,922 0,716 0,766 0,813 0,199
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Procedimentos para correcio da pressio barométrica (P.B.)

1- Transformar a leitura do bardmetro, se for em mBar (hPa), em mmHg:

1000mBar (hPa) 750,062 mmHg
Portanto: x=n*750,062 (mmHg)
1000

Onde x ¢ a pressdo barométrica corrigida em mmHg e » a pressdao (em hPa) lida no

bardmetro durante o experimento.

2- Determinar o fator de corre¢do da P.B. interpolando o valor baseado na tabela de

correcao.

Note que a P.B. da tabela varia de 10 em 10 unidades e a temperatura de uma a uma.
Desta forma, o calculo para valores intermediarios de P.B. ou de temperatura ¢ realizado da

seguinte forma:

Exemplo: P.B.=757,5 mmHg e T=23,8°C

P.B.
T°C 750 mmHg 757,5 mmHg 760 mmHg
23 2,81 X 2,84
23,8 Y
24 2,93 Z 2,97

X e Z sao determinados multiplicando a diferenga entre o valor de correcdo da

maior pressdo e o valor de correcdo da menor pressdo (ambos na mesma temperatura) pela

diferenca entre a P.B. medida e a menor P.B., dividido por 10. Somando-se a isto, 0 menor

valor de correcéo.

X=[(2,84 — 2,81) * (757,5 — 750)/10] + 2,81=2,8325
Z=[(2,97 — 2,93) * (757,5 — 750)/10 + 2,93=2,96
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A determinacdo de Y ¢ realizada pela multiplicag¢do da diferenga entre X ¢ Z com o
valor da diferencga entre a temperatura medida com a menor temperatura. Soma-se isto o

valor de X:

Y=[(Z - X) * (tc-t0)] + X = [(2,96 — 2,83250 * (23,8 — 23)] + 2,8325 = 2,9345.

2,9345 ¢ o fator de correcdo a ser subtraido da P.B. lida.
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CORRECTION FOE BAROMETER (Continued)
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VAPOR PRESSURE OF WATER BELOW 100°C

Pressure of aqueous vapor over water in mm of Hg for te atares from
—15.8 ;;:YIOO'C. Values for fractionsl degrees betwn:e.n and 59 were

)

Teze- | 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 Teze | 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
-1 1.436 1.414 1.390 .| 1.368 1.34% 42§ 61.50 62.14 62.50 63.46 64.12
—14 | 1.560 | 1.53¢ | 1.511 | 1.485 | 1.460 43| 64.80 | 65.48 | 66.16 | 66.86 | 67.56
—13 ]| 1.691 | 1.665 | 1.637 | 1.611 | 1.585 44| 65.26 | 68.97 | 69.69 | 70.41 | 71.14
—12 | 1.83¢ | 1.804 | 1776 | 1.748 | 1.720
—11 | 1.987 | 1.955 | 1.92¢ | 1.893 | 1.863 4| 71.8 | 72,62 | 73.36 a2 | 74.88
46| 7565 | 76.43 | 7721 | 78.00 | 78.80
-10 2.149 2.116 2.084 2.050 2.018 47| 79.60 £0.41 81.23 .05 82.87
~9 | 2326 | 2.289 | 2.25¢ | 20219 | 2.18¢ 48| 8371 | 84.56 | 85.¢2 | s6.28 | s7.14
~8 | 2514 | 2,475 | 2.437 | 2,399 | 2.362 49| 88.02 | 38.90 | 89.79 | 90.60 | 91.50
— 7] 2715 | 2.674 | 2.633 | 2503 | 2.553 . N
-6 | 2,931 | 2.887 | 2.863 | 2,800 | 2.757 60 | 92.51 | 3.5 94.4 d5.3 9.3
51| 97.20 | 98.2 99.1 |100.1 {1011
~5] 3.163 | 3.115 | 3.060 | 3.022 | 2.976 52 1102.09 §103.1 J104.1 |105.1 | 106.2
~ 4| 3410 | 3359 | 3.300 | 3,250 | 3211 83 {107.20 |108.c [109.3 |110.¢ | 111.4
- 3] 3673 | 3620 | 3.367 | 3.514 | 3.461 54 1112.51 |113.6 | 1147 |115.8 | 116.9
-2 | 395 | 3.898 | 3.841 | 3.785 | 3.736
— 1| 4258 | 4196 | 4.135 | <075 | 4.016 66 { 118.04 |119.1 {1203 |i21.5 |122.6
56 [123.80 {1250 {126.2 |127.4 |125.3
— 0| 4579 | 4.513 | 4.448 | 4.385 | 4.320 g 129.82 13;.3 132.3 1;.3.5 134.7
136.08 | 137. 138.5 |139.9 |141.2

0| 4579 | 4.647 | 4.715 | 4.785 | 4.855 59 }142.60 | 1439 |145:2 |146.6 | 1430

1] 4926 | 4998 | 5070 | 5.14¢ | 5.219 .

2| 5204 | 5370 | 5.447 | 5.525 | 5.605 60 | 149.38 |150.7 .| 1520 |1s3.5 |1ss.0

3| 5.685 | 5766 | 5.848 | 5.031 | 6.015 61 |156.43 |157.8 |159.3 |160.8 | 162.3

« b avar | &alir7 | 6274 | 6363 | 6.453 e 116377 11652 1166.8 |1683 | 1608

63 |171.38 /{1729 1745 {176.1 {1777

g _l;.gg gﬁ{v g;aﬂg _?. g.gﬁ' 64 | 179.31 | 180.9 182.5 184.2 185.8
7| 7513 | 7617 | 7722 | 7.828 | 7.936 66 | 187.5¢ 1189.2 11909 1926 |1%4.3
8| 8045 | 8.155 | 8.267 | 8.380 | 8.494 $ ﬁ‘g %-g %-g g%-g §?§‘;‘,

8-609 L . K N - - . .

: 8.727 | 8.845 " 8.965 | 9.086 68 | 214.17 |216.0 |218.0 |21909 | 2218
10 9.322 9.333 9.458 9.585 9.714 69 | 223.73 ] 225.7 227.7 220.7 231.7
1 | s. 9.976 | 10.109 | 10.244¢ | 10.380 ;

12 | 10518 [10.658 | 10.799 |10.941 |11.085 9lar |Bel- |3 13T |28
13 | 11.231 11.379 | 11.528 | 11.680 | 11.833 72 25(.6 m's 259'0 261.2 263 4
14 | 11.987 | 12.144 | 12.302 | 12.462 | 12.624 73 265:7 263:0 270.2 27‘2:6 274 8
15 | 12.788 | 12.953 | 13.121 | 13.200 | 13.461 #3304 2818 2842 | 266
16 | 13.63¢ | 13.809 | 13.987 | 14.166 | 1¢.347 76 |280.1 [201.5 |204.0 [206.4 |208.8
17 | 14.530 | 14.715 | 14.903 | 15.092 | 15.28¢ 76 {301.4 |303.8 |306.4« |3089 |311.4
18 | 15.477 | 15.673 | 1s. 16.071 | 16.272 70 |314.1 |316.6 |319.2 |322.0 |36
19 | 16.477 | 16.685 | 16.894 | 17.105 | 17.819 78 {327.3 {3300 |332.8 |3356 %.2
20 | 17.535 | 17.753 [ 17.974 | 18.197 | 18.¢2 7 |10 J33.8 | 3406 | 349.4 3
21 | 18.650 |18.880 | 19.113 | 19.349 | 19 587 80 {3551 |3s8.0 |[361.0 |363.8 |366.8
22 |19.827 | 20.070 | 20.316 | 20. 20.815 81 [360.7 [372.6 |375.6 |378.8 |ass
23 | 21.068 |21.32¢ |21.583 | 21.845 | 22.110 . 82 |384.9 (3880 |[391.2 |394.4 |397.¢
24 | 22.377 | 22.648 |22.922 |23.198 | 23.476 400.6 |403.8 |4070 |4102 |4a136
o5 | 23.756 | 26.030 526 | 2¢ 8¢ |416.8 [4202 |4236 |426.8 |430.2
: ; %, 617 | 24.912
26 |25.209 | 25500 |25.812 |26.117 | 26 426 85 1433.6 |437.0 |440.4 |444.0 J447.5
27 | 26.739 | 27.055 | 27.374 "606 | 23,021 86 1450.9 |454¢.4 | 4580 [461.6 |4652
28 | 28.349 {28680 |29.015 |29.354 | 20 607 &It 1808 139 1828 |t
30. d ) . ) . s . . s
2 043 | 30.392 {30.745 |31.102 | 31.461 89 Is506.1 |sw00 |si39 |s17.8 |s2.8
30 |31.82¢ |32.191 [32.561 |32.93¢ |33.312 6 533.80 | 537.86 | 541.95
31 133.695 |34.082 |34.471 |34.86¢ | 35261 :? 33:35 %g §54.35 | 558.53 | 562.75
32 |35.663 | 36.068 |36.477 {36.801 | 37.308 92 |566.99 | 571.26 | 575.55 | 579.87 | 584.22
33 |37.729 | 38.15 |38.584 [39.018 | 39.457 93 1588.60 | 592.00 | 597.43 | 601.89 | 606.38
34 [39.898 | 40.344 | 40.796 |41.251 | 41.710 94 [610.90 |615.4¢ | 620.01 |624.61 |629.24
36 |42.175 | 42.644 |43.117 |43.505 |0’ 96 |633.90 {638.59 | 643.30 | e648.05 |652.82
36 |44.563 | 45.054 | 45.549 | 46.050 46.552 96 1657.62 | 662.45 | 667.31 |672.20 |677.12
37 |47.067 | 47.582 |48.102 | 48627 | 49 157 97 [632.07 | 687.04 | 692.05 | 697.10 {702.17
38 |49.692 | 50.231 |50.774 |s51.323 | s1.879 98 1707.27 | 712.40 | 717.56 | 722.75 | 727.98
39 |52.442 | 53.009 |53.580 |S4.156 |34 737 99 |733.2¢ | 73853 | 74385 | 740.20 | 754.58
y 3 770.93 | 776.44 | 782.00
40 |55.32¢ | 5591 |s6.51 |s7.nm 72 100 1750.00 | 793.45 :
41 |5834 |5896 |39 |eom g_% 101 |787.57 | 793.18 | 708.82 | s04.50 | 810.21

D-148 -
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Protocolo: Mobilidade Eletroforética

1. Solugao estoque de poliacrilamida 30%

Bis-acrilamida 0,8 ¢g
Acrilamida 30g
Agua ultra pura q.s.p. 100 mL

2. Gel Nativo 8%

Solugédo estoque de poliacrilamida 30% 5,4 mL
Tampao Tris-HCI 1,5M pH 8,8 4,0 mL
Agua ultra pura 10,3 mL
Persulfato de amonio 10% 130 uL.
TEMED 20 uL
Volume Final 20 mL

3. Tampado de Corrida

Tris-HC1 0,012 M 1,51g
Glicina 0,096 M 721 g
Agua destilada q.s.p. 1000 mL
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Protocolo: Eletroforese Bidimensional

1. Solugdo de rehidratagdo (IEF)

CHAPS 2% 0,025 ¢
DTT 0,007 g
Anfolito pH 3-10 1,25 uL
Anfolito pH 6-11 5uL
Proteina (Varidvel, depende da concentracdo da amostra) 100 uL
Agua ultra pura q.s.p. 1,25 mL

2. Solugdo de equilibrio

Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 10 mL
Uréia 6 M 72,07 g
Glicerol 30% (v/v) 69 mL
SDS 2% 4¢
Azul de bromofenol 0,002% (w/v) 400 uL
Agua bidestilada q.s.p. 200 mL

Para o 1° Equilibrio adiciona-se 4 solu¢ao anterior:
DTT 0,1g

Para o 2° Equilibrio adiciona-se 4 solu¢do anterior:
IAA 0,25 ¢

3. Gel de poliacrilamida 12,5%

Solucédo estoque de acrilamida 30% 41,7 mL
Tampao Tris-HCI 1,5M pH 8,8 25 mL
SDS 10% 1 mL
Agua bidestilada 31,8 mL
Persulfato de amodnio 10% 500 pLL
TEMED 33 uL

Volume Final 100 mL
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4. Tampado de Corrida

Tris 76 mM — Glicina 10 mM
SDS 5¢g
Agua bidestilada q.s.p. 5L

5. Solugdo seladora de agarose

Tampao Tris-HCI 25 mM-Glicina 192 mM com 0,1% SDS pH 8,3 100 mL
Agarose 0,5¢g
Azul de bromofenol 0,002% 200 uL
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