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RESUMO

Vários trabalhos reportados na literatura (Focesi et al., 1987; J. Med. Biol. Res.

v. 20, pp. 861; Oyama et al., 1993; Comp. Biochem. Physiol. v. 105B: pp. 271; Bonilla et al.,

1994a; Comp. Biochem. Physiol. v. 109A, pp. 1085; Bonafe et al., 1999; J. Biol. Chem. v. 274, pp.

1196) propuseram a existência de um mecanismo de transição oxidímero -

desoxitetrâmero em algumas espécies de serpentes, tais como, Boa constrictor

(Jibóia), Helicops modestus (cobra d’água), Bothrops alternatus (urutu cruzeiro) e

Liophis miliaris (cobra d’água).

De acordo com tal hipótese, as hemoglobinas destas serpentes, quando no

estado desoxigenado, possuem predominantemente estrutura quaternária tetramérica

(�2�2). Contudo, ao sofrerem oxigenação, essas proteínas formariam dímeros (��).

Segundo Matsuura et al., (1989; J. Biol. Chem. v. 264, pp. 5515) esta dimerização

ocorreria devido à substituição dos resíduos Glu 43(�)�Thr e Glu 101(�)�Val, que

são resíduos que constituem a interface dimérica (�1�2). A falta das duas cargas

negativas promoveria a desestabilização do tetrâmero.

Segundo Bonafe et al., (1999; J. Biol. Chem. v. 274, pp. 1196) o hemolisado de

Helicops modestus, na forma stripped, mostra ligação não cooperativa de oxigênio,

um comportamento encontrado em hemoglobinas diméricas de vertebrados.

O objetivo principal de nosso trabalho foi analisar as hemoglobinas de

algumas serpentes (Crotalus durissus terrificus (Cascavel), Helicops modestus, Boa

constrictor e Liophis miliaris) com o intuito de realizarmos a caracterização

funcional, assim como, determinarmos o grau de dissociação destas proteínas, a fim

de comprovarmos a existência ou não do mecanismo de dimerização dependente do

processo de oxigenação destas hemoglobinas.

Os resultados obtidos com cromatografia analítica de filtração em gel para

a obtenção da constante de associação dímero-tetrâmero, mostraram que a forma



oxigenada das quatro hemoglobinas  de serpentes analisadas são formas tetraméricas

estáveis em solução.

Análises de espalhamento de raios X a baixo ângulo (SAXS), mostraram que

o raio de giro e a dimensão máxima determinados para as hemoglobinas de

serpentes, são similares aos encontrados para a hemoglobina humana.

Os resultados das propriedades funcionais de ligação de O2 nos revelaram

que, a Hb-II de Crotalus durissus terrificus e o hemolisado de Helicops modestus,

possuem efeito Bohr alcalino, na forma stripped, não devido à tetramerização

induzida pela desoxigenação, mas sim devido a um efeito alostérico presente nas

formas tetraméricas de hemoglobinas.

As hemoglobinas destas serpentes apresentaram também ligação cooperativa

de oxigênio, em toda a faixa de pH analisado, tanto na presença como na ausência

de ATP.

Os dados coletados usando o método de estresse osmótico mostraram que

a desoxi-hemoglobina humana de Crotalus e Helicops, na ausência de ânions,

assume um estado conformacional, denominado estado T0, como proposto por

Colombo e Seixas, (1999; Biochemistry. v. 38, pp. 11741) para a hemoglobina humana.

Para a hemoglobina de Liophis miliaris os dados de estresse osmótico

sugerem que a desoxi-hemoglobina desta serpente, na forma stripped, não assume

o estado T0, mas sim o estado TX (estado desoxigenado) clássico.

Devido à falta de evidências que sustentem a hipótese de dissociação,

realizamos uma modelagem molecular por homologia da hemoglobina de Liophis

miliaris, uma vez que a seqüência primária desta hemoglobina está depositada no

PDB (codigo de acesso:P16417 (cadeia �) e P16418 (cadeia �)). Este procedimento

foi realizado, a fim de analisarmos a interface dimérica desta proteína para tentarmos

compreender o real efeito das substituições e o porquê da ausência de dissociação.



Para isso, realizamos uma análise estrutural comparativa entre a

hemoglobina de Liophis miliaris modelada e as hemoglobinas de Onchorryncus

mykiss (Truta), Gallus gallus (ave) e humana.

Os resultados mostraram que os resíduos Glu 43(�) e Glu 101(�) não são

resíduos de fundamental importância na manutenção da forma tetramérica, já que as

hemoglobinas de ave e peixe também possuem estes resíduos substituídos nestas

posições e nem por isso são hemoglobinas diméricas (Knapp et al., 1999; J. Biol. Chem.

v. 274, pp. 6411; Tame et al., 1996; J. Mol. Biol. v.259, pp. 749), ou seja, a “base molecular”

do mecanismo de dissociação é uma suposição incorreta.

Sendo assim, concluímos que não há provas sobre a existência do

mecanismo de dimerização proposto na literatura para a hemoglobina de Liophis

miliaris nem como para outras hemoglobinas de serpentes.



ABSTRACT

A series of articles published from 1987 to 1999 (Focesi et al., 1987; J. Med.

Biol. Res. v. 20, pp. 861; Oyama et al., 1993; Comp. Biochem. Physiol. v. 105B: pp. 271; Bonilla et

al., 1994a; Comp. Biochem. Physiol. v. 109A, pp. 1085; Bonafe et al., 1999; J. Biol. Chem. v. 274,

pp. 1196) report evidences of a dimer-tetramer transition mechanism in some snake

hemoglobins, such as Liophis miliaris, Boa constrictor, Helicops modestus and

Bothrops alternatus.

According to this hypothesis, hemoglobins of these species, when in the

deoxygenated state would predominate as tetramers (�2�2). Nevertheless, when

oxygenated, these proteins would split into dimers (��).

According to Matsuura et al., (1989; J. Biol. Chem. v. 264, pp. 5515) this

dissociation should occur due to substituted residues (Glu 43(�)�Thr e Glu

101(�)�Val) in the �1�2-interface. The lack of these two negative charges should

favor the dissociation into dimers.

According to Bonafe et al., (1999; J. Biol. Chem. v. 274, pp. 1196) the Helicops

modestus hemoglobin, in the stripped form, shows a non-cooperative oxygen

binding, a behavior found in vertebrate dimeric hemoglobins.

The aim of our work was to analyze hemoglobins of some snake species

(Crotalus durissus terrificus, Helicops modestus, Boa constrictor and Liophis

miliaris) in order to perform functional characterization and to determine the level

of dissociation of those proteins, in order to confirm the existence or not of the

dissociation mechanism linked to oxygenation.

The results obtained with analytical gel filtration chromatography for the

determination of the dimer-tetramer association constant showed that snake

hemoglobins analyzed in this work, are stable tetrameric forms in solution.

The data above were confirmed by SAXS analysis, which showed radius of

gyration and dimension maximum very similar to finding to human hemoglobin.



The functional properties (oxygen binding) and the analysis of the

association constant showed that, Hb-II from Crotalus durissus terrificus and

hemolysate from Helicops modestus, have an alkaline Bohr effect, in the stripped

form, without any link to association/dissociation phenomena.

The hemoglobins of these snakes showed cooperative oxygen binding, in the

whole tested pH range, both in the presence as in the absence of ATP.

The data gathered using osmotic stress showed that deoxy-hemoglobins from

Crotalus and Helicops, in the absence of anions, assume a conformational state,

denominated T0 state, as proposed by Colombo & Seixas, (1999) for human

hemoglobin.

For the stripped hemoglobin from Liophis miliaris osmotic stress data

showed that deoxy-hemoglobin of this snake does not assume the T0 sate, but the TX

state, in the absence of anions.

Due to the lack of evidences supporting the dissociation hypothesis, we

performed a molecular modeling of Liophis miliaris hemoglobin, in order to analyze

the dimeric interface of this protein to understand the real effect of the residues’

substitution and the lack of dissociation.

With that purpose, we carried out a comparative structural analysis between

modeled hemoglobin from Liophis miliaris and Oncorhyncus mykiss (fish; Trout),

Gallus gallus and human hemoglobins.

The results showed that residues Glu 43(�) and Glu 101(�) are not essential

in the maintenance of the tetrameric form. Some chicken and fish hemoglobins

possess these residues substituted in the same positions, not being reported as

dimeric hemoglobins, in other words, the “molecular basis” of the dissociation

mechanism is an incorrect assumption.

In conclusion, we refute the proposed mechanism of dissociation for Liophis

miliaris hemoglobin, and for other snake hemoglobins.
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Figura 1. Ilustração da estrutura quaternária da oxi-
hemoglobina humana (código PDB: 1HHO). Os grupos
heme estão representados em verde e cada cadeia de
globina, com suas �-hélices, em cores diferentes. A figura
foi gerada no programa computacional Swiss-PdbViewer
versão 3.7 de domínio público.

I. INTRODUÇÃO

I.a. A Molécula de Hemoglobina: Uma Proteína Alostérica

A hemoglobina (Hb) é uma hemoproteína contida nas células vermelhas do

sangue (eritrócitos) dos vertebrados. Sua principal função é transportar o oxigênio

(O2) dos orgãos captadores (pulmões e brânquias, principalmente) para os tecidos

e de parte do CO2, produzido

pelos tecidos, no sentido

inverso.

A Hb humana é

formada por quatro cadeias

po lipe pt íd ic a s  c h a m a d as

subunidades, sendo duas

denominadas cadeias �, com

141 resíduos de aminoácidos, e

as outras duas são denominadas

cadeias �, com 146 resíduos.

Estas subunidade s es tão

arranjadas em uma estrutura

quaternária tetramérica de forma

apro ximadame nte es fér ica

(figura 1), cujo diâmetro é de 64 � e massa molecular de aproximadamente 64kD

(Garret & Grisham, 1995).

Cada subunidade da molécula de Hb acomoda um anel de ferro-porfirina

(grupo heme) que é o sítio de ligação reversível de O2. Portanto, quatro moléculas

de oxigênio podem se ligar à hemoglobina. A ligação do O2 só acontece quando o

átomo de ferro se encontra na forma Fe2+ (ferrosa).
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Figura 2. Ilustração do grupo heme da desoxi-
hemoglobina humana (código PDB: 1A00) com as His 58
(E7 distal) e His 87 (F8 proximal) da cadeia �. A figura
foi gerada no programa computacional Swiss-PdbViewer
versão 3.7 de domínio público.

Quando este encontra-se oxidado (Fe3+ ou forma férrica) e, portanto, incapaz

de realizar a ligação do oxigênio, temos a forma conhecida como meta-hemoglobina

(Meta-Hb). Um ambiente extremamente compacto e hidrofóbico em torno do grupo

heme é essencial para que se evite a formação de Fe3+, pois sabe-se que o anel de

ferro-porfirina isolado em solução é rapidamente oxidado pelo oxigênio (Stryer,

1992).

Dois resíduos de histidina

(His) são importantes na ligação

do oxigênio à molécula de

Hemoglobina. De um lado do

plano do heme (figura 2) o átomo

de ferro está diretamente ligado à

histidina proximal (His F8). Do

outro lado, está o sítio de ligação

do oxigênio, onde se encontra a

Histidina distal (His E7), que está

próxima do heme, mas não ligada

a ele. Quando esta ligação está

l i v r e ,  t e m - s e  a  fo r m a

desoxigenada; quando há uma

molécula de oxigênio tem-se a forma oxigenada, e na forma oxidada (meta-

hemoglobina) há uma molécula de água ligada (Baldwin & Chothia, 1979).

A estrutura quaternária da hemoglobina torna possível a interação entre os

sítios de ligação de oxigênio, e destes com outros ligantes presentes no meio. Essas

interações caracterizam a alosteria, e possibilitam o “ajuste fino” da função da

hemoglobina às necessidades fisiológicas.
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Figura 3. Modelo sequencial de alosterismo, conhecido também por KNF (Figura retirada
de Voet, Voet & Pratt, 2000).

I.b. Modelos Teóricos de Alosteria

Koshland et al., (1966) propuseram um modelo teórico a fim de tentar

explicar como as propriedades funcionais de ligação de O2 à Hemoglobina são

moduladas por efetores homo e heterotrópicos.

Neste modelo, conhecido como KNF (devido às iniciais dos seus autores

Koshland, Nemethy e Filmer), propõe-se que as subunidades da Hb se encontram

em uma determinada conformação no estado desoxigenado. Conforme ocorre a

ligação do primeiro ligante, este provoca uma alteração na subunidade onde se ligou.

Esta alteração é, então, transmitida as outras subunidades vizinhas através das

interfaces entre elas, promovendo assim uma mudança conformacional na estrutura

quaternária da molécula (figura 3).

Outro modelo, anterior ao KNF, que tenta explicar as mudanças

conformacionais da Hb durante sua oxigenação é o modelo de Monod, Wyman e

Changeux (MWC) (Monod et al., 1965). Para Monod e colaboradores haveria duas

formas moleculares da Hb. Uma que predominaria no estado desoxigenado,

denominada forma Tensa (T) com baixa afinidade por O2 e outra predominante no

estado oxigenado, denominada forma Relaxada (R), com elevada afinidade pelo gás

(figura 4).

No modelo MWC a ligação do ligante a uma subunidade da molécula não

tem efeito direto na afinidade dos outros sítios; o que se altera é o equilíbrio

conformacional entre as formas T e R. De acordo com a teoria alostérica de MWC,
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Figura 4. Modelo de simetria do
alosterismo ou modelo de
Monod, Wyman e Changeux
(MWC) (Figura retirada deVoet,
Voet & Pratt, 2000).

a curva de ligação de O2 é descrita pelas constantes

microscópicas (KT e KR) de dissociação do O2, a

constante de transição entre as duas estruturas (T e R)

e a constante “alostérica” de equilíbrio “ L ”, na

ausência de O2 (L=[T]/[R]).

No modelo MWC, quando uma molécula de O2

liga-se a uma das subunidades da hemoglobina, esta

permanece na sua conformação terciária não ligada (T)

no sentido de conservar a simetria; isto lhe confere uma

baixa energia de ligação quando comparada à sua

estrutura terciária na forma R.

Após a ligação de outras moléculas de

oxigênio, o somatório das energias de ligação

desfavoráveis torna-se energeticamente mais favorável

à forma R.

Esta transição brusca da forma T para R rompe

algumas ligações na interface dimérica, assim, o

tetrâmero converte-se para a forma R apresentando

todas as suas subunidades em suas formas terciárias relaxadas (R). 

O modelo KNF considera que a passagem da forma T para a forma R ocorre

por alterações na estrutura terciária de cada subunidade, assim essas alterações

refletem-se nas demais subunidades através da estrutura quaternária. Desta forma,

o modelo KNF aceita formas intermediárias em equilíbrio com as formas T e R.

Outra diferença é que o modelo MWC considera a presença das formas

Relaxada e Tensa mesmo na ausência de ligante. O modelo KNF propõe que a forma

R só se formará no momento da ligação do ligante (Creighton, 1993). 
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O modelo MWC é o mais aceito na comunidade científica mundial, contudo,

atualmente se mostra insuficiente para explicar as descobertas de estados

intermediários entre as formas T e R (Ackers, 1992; Silva et al., 1992; Colombo &

Seixas, 1999).

Silva et al., (1992) cristalizaram e elucidaram a estrutura de um intermediário

alostérico denominado estado R2. Os autores observaram diferenças

conformacionais entre as estruturas terciárias da forma R canônica e do novo estado

alostérico R2 descrito por eles, essas diferenças situam o estado alostérico R2 entre

os estados R-R2-T, sugerindo que tais estados coexistam em solução.

Colombo & Seixas, (1999) mostraram que a desoxi-hemoglobina humana

coexiste em duas conformações alostéricas distintas, cujo equilíbrio alostérico é

determinado pela ligação de cloreto. Essas duas conformações da desoxi-

hemoglobina humana são: 1- o estado Tx, para a forma complexada com cloreto e

2- o novo estado alostérico T0, para a forma não complexada com cloreto. No

próximo item descrevemos em detalhes a existência destes dois estados alostéricos

da forma desoxigenada.

I.c. Modelo Alostérico de Três Estados

Baldwin & Chothia (1979) mostraram que, durante a transição da forma

desoxigenada para a oxigenada, alguns contatos entre as subunidades são rompidos,

uma vez que ocorre um giro de 15° entre os dímeros��, e como conseqüência disso,

a proteína oxigenada é mais exposta ao solvente.

Estas mudanças implicam numa diferença de hidratação entre os dois estados

conformacionais da hemoglobina humana e, conseqüentemente, ligação de água com

a oxigenação (Colombo et al., 1992), já que a forma oxigenada é mais hidratada que

a forma desoxigenada (Lesk et al., 1985).
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O método de estresse osmótico tem sido utilizado para estudar o papel da

água sobre o controle alostérico da hemoglobina (Colombo et al., 1992; Colombo

& Bonilla-Rodriguez, 1996; Colombo & Seixas, 1999; Müller et al., 2003; Hundahl

et al., 2003).

Este método permite determinar o número de moléculas de água (�nw) que se

ligam à Hb durante o processo de oxigenação. O método de estresse osmótico utiliza

solutos neutros: polietilenoglicol (PEG), sacarose, glicose, etc, que são excluídos da

superfície de hidratação da proteína (Colombo & Bonilla-Rodriguez, 1996), como

osmólitos que reduzem a atividade de água e, permitem determinar como a afinidade

da Hb por O2 varia em diferentes atividades de água.

Colombo et al., (1992) mostraram que, durante a oxigenação da Hb humana,

na presença de 100mM de NaCl, 70 moléculas de água se ligam à oxi-hemoglobina.

Os autores encontraram estas 70 moléculas de água em vários experimentos e,

utilizando diferentes solutos neutros (PEG-150, PEG-400, estaquiose e sacarose).

Estes experimentos também confirmaram que a oxi-hemoglobina é um estado

conformacional mais hidratado em relação à desoxi-hemoglobina.

Em continuidade ao trabalho citado acima, Colombo & Seixas, (1999)

propuseram um modelo alostérico de três estados. Os autores encontraram que a

hemoglobina humana, na ausência de cloreto, liga 25 moléculas de água (�nw),

durante a transição conformacional da desoxi para oxi-hemoglobina. Em contraste,

com 72 moléculas de água (�nw) que se ligam à oxi-Hb humana, na presença de

cloreto (figura 5).

Estes resultados indicaram que a desoxi-hemoglobina humana coexiste em

dois estados alostéricos diferentes, o estado Tx (que é o estado T clássico) e um

novo estado alostérico T0, intermediário entre Tx e R, o equilíbrio entre T0 e Tx é

dependente da presença ou não de cloreto em solução.
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Figura 5. Modelo representativo do processo de oxigenação
da hemoglobina humana, onde a forma desoxigenada é
representada em dois estados conformacionais diferentes, Tx

e T0. No esquema, �nw e �nw representam o número de
moléculas de água que se ligam à Hb humana na transição
entre as formas T0 e R e Tx e R, respectivamente. Kx é a
constante de dissociação do ânion ao estado Tx e nX- é a
relação estequiométrica do ânion com a desoxi-Hb para a
estabilização desse estado da Hb. Figura retirada do modelo
proposto por Colombo & Seixas, (1999).

O método de estresse osmótico abriu uma nova perspectiva para se sondar

alterações conformacionais que acompanham a transição entre a forma oxigenada

e desoxigenada da hemoglobina humana e de outras espécies, com uma abordagem

simples e confiável, como corroborado por medidas diretas da ligação de água à

proteína (Salvay et al., 2003).

I.d. Modelo de dissociação e transporte de oxigênio, in vivo, proposto para as
hemoglobinas de serpentes

Foi proposto para a hemoglobina da serpente Liophis miliaris um mecanismo

de dissociação dependente da oxigenação (Focesi et al., 1987; Matsuura et al.,

1987, 1989; Focesi et al., 1990).



INTRODUÇÃO 8

Os autores sustentavam a existência de tal mecanismo devido as

peculiaridades apresentadas pelas propriedades funcionais dessa hemoglobina, tanto

na ausência como na presença de fosfatos orgânicos.

De acordo com esses autores, na ausência de ATP, a Hb de Liophis miliaris,

possui alta afinidade por O2, baixo ou nenhum efeito Bohr alcalino e ausência de

cooperatividade.

Na presença de fosfatos orgânicos (ATP), ocorreria uma acentuada

diminuição da afinidade da Hb por O2, um efeito Bohr alcalino tornaria-se evidente,

e a ligação de O2 passaria a ser  cooperativa (Focesi et al., 1987; Matsuura et al.,

1987; Focesi et al., 1990).

Bonafe et al., (1999) estudaram as propriedades funcionais de ligação de O2

e o potencial redox da hemoglobina de Helicops modestus, com o intuito de verificar

se o mecanismo de dissociação proposto para Liophis miliaris também existiria para

a hemoglobina de Helicops modestus.

Os dados das propriedades de ligação de O2 mostraram que a hemoglobina

de Helicops modestus, na ausência de fosfatos orgânicos (ATP), possuía alta

afinidade por O2 e ausência de cooperatividade.

Quando fosfatos orgânicos foram adicionados à solução de Hb, a afinidade

por O2 diminuiu bruscamente e a ligação de O2 tornou-se cooperativa (nH=2,0), entre

pH 7,0 e 7,5. Acima de pH 7,5, a Hb gradualmente diminuiu a cooperatividade

(nH=1) e a afinidade por O2 aumentou, sugerindo um enfraquecimento das interações

eletrostáticas entre ATP e Hb. Como conseqüência disso, a Hb tende a assumir as

propriedades funcionais da forma sem ATP.

Analisando o potencial redox da Hb de Helicops modestus, na ausência de

ATP, os autores encontraram que este não se alterou até pH 7,6, mas em valores de

pH acima de 7,6 o potencial redox diminuiu bastante. Este resultado é similar ao

encontrado para a mioglobina, sugerindo que a Hb de Helicops modestus, na
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Figura 6. Efeito do ATP sobre o equilíbrio de óxido-
redução da Hemoglobina de Helicops modestus em
diferentes valores de pH. Os círculos abertos se
referem a hemoglobina livre de ATP e os fechados à
hemoglobina com ATP. A linha tracejada indica o
comportamento teórico do tetrâmero. Os
experimentos foram realizados em tampão Tris-HCl
0,1M contendo 0,1M de NaCl a 20°C. A concentração
de hemoglobina foi de 140�M. Figura adaptada de
Bonafe et al., (1999).

ausência de ATP, estaria dissociada,

mesmo na forma desoxigenada.

Na presença de ATP, o

potencial redox possuía um valor

alto de ±90mV, entre pH 7,0 e 7,22,

este valor diminuiu para ±20 mV até

pH 7,4, o que é consistente com

curvas redox para a hemoglobina

tetramérica.

Entre pH 7,4 e 7,8, a curva de

potencial redox encontrada é

compatível com um equilíbrio entre

dímeros e tetrâmeros com ATP

ligado. Acima de pH 8,0 (figura 6),

ocorreu a sobreposição das curvas

redox na ausência de ATP e na

presença de ATP, indicando a completa liberação do ATP do seu sítio de ligação.

A porcentagem de dímeros estimada, em pH 7,8, foi de 98%.

Em virtude dos dados acima relatados, Bonafe et al., (1999) propuseram um

modelo geral de dissociação e transporte de O2 para as hemoglobinas de serpentes.

Os autores propuseram que o ATP induz tetramerização na Hb de Helicops

modestus. Neste modelo, durante o processo de dormência, quando o transporte de

O2 é baixo e o pH é alto, a Hb existe em uma forma dimérica que funciona como um

reservatório de O2, algo parecido com a função da mioglobina (em animais que têm

altas concentrações desta proteína). Em situações de “stress” ou hiperatividade, uma

diminuição no pH promoveria tetramerização da Hb induzida por ATP. Isto
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Figura 7. Modelo de dissociação e transporte de
oxigênio (in vivo) para hemoglobinas de serpentes,
proposto por Bonafe et al., (1999).

resultaria numa significativa

liberação de O2, suprindo as

necessidades fisiológicas de O2 do

animal.

O que não fica claro neste

esquema de oxigenação proposto

por Bonafé et al. (1999) é a

respeito do período em que as

serpentes estão em dormência.

Sabemos que serpentes podem

passar 3 ou 4 meses em estado de

dormência (durante o período de outono e inverno). Durante este período onde o

metabolismo do animal é extremamente baixo (metabolismo basal), não se observam

alterações no pH, não há atividade celular intensa e os níveis de fosfatos orgânicos

diminuem consideravelmente (Wood, 1980). Sendo assim, pergunta-se: como seria

então realizada a liberação do oxigênio, uma vez que alguns efetores alostéricos não

estão disponíveis e a forma dimérica possui uma afinidade maior que a forma

tetramérica? (figura 7). Além do mais, a hipóxia induz a liberação de epinefrina, cujo

efeito final é a elevação do pH dentro do eritrócito (Pelster & Decker, 2004).

I.e. A Ligação Cooperativa de Oxigênio: Interação Alostérica Homotrópica

Archibald Hill em 1913 analisou pela primeira vez a curva de oxigenação da

Hb (Voet et al., 2000). Hill considerou que a ligação de O2 poderia ser representada

pela seguinte equação genérica:
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Eq. 1

onde K é a constante de dissociação e n representa o grau de cooperatividade.

Por definição:

Eq. 2

onde [Hb(O2)n] é a concentração da hemoglobina totalmente oxigenada, [Hb] é a

concentração da hemoglobina totalmente desoxigenada e [O2] é a concentração de

oxigênio.

A saturação fracional Y, é expressa como (Voet et al., 2000):

Eq. 3

combinando as equações 2 e 3 obtem-se:

Eq. 4

após alguns rearranjos e o cancelamento de alguns termos, chega-se à equação de

Hill, onde:

Eq. 5
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como O2 é gás, é conveniente expressar sua concentração em termos de pO2, que é

a pressão parcial de oxigênio (em mmHg ou Torr) na atmosfera em torno da solução,

assim a equação 6 é expressa como:

Eq. 6

ao expressar a fração de oxi-Hb (Y) sobre a fração de desoxi-Hb (1-Y) tem-se:

Eq. 7

Obtendo-se o logarítmo de ambos os lados da equação 7, obtém-se:

Eq. 8

A partir de um gráfico de log (Y/(1-Y)) versus log [pO2] obtém-se o gráfico

de Hill da hemoglobina. Este gráfico permite o cálculo dos  valores de P50 e nH que

descrevem as propriedades funcionais da Hb (Figura 8).

A cooperatividade é medida pelo coeficiente de Hill (nH ou n50). Este valor é

obtido pela inclinação do gráfico de Hill, no ponto médio de saturação (Y=0,5). Um

nH=1 caracteriza um processo não cooperativo, que em um gráfico da saturação

versus o log pO2 é representado por uma curva hiperbólica, como no caso da

mioglobina. Um nH>1 caracteriza um processo cooperativo, processo este

representado por uma curva sigmoidal, no gráfico antes citado. Para a hemoglobina
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Figura 8. Gráfico de Hill da Mioglobina (linha verde) e
H e m o g l o b i n a  ( l i n h a  v e r m e l h a ) .  ( f o n t e :
http://www.usm.maine.edu/~rhodes/goodies/hillplot.html)

humana o valor de nH é ao

redor de 2,8 (em tampão

Hepes-NaOH 10mM pH

7,5 a 25°C).

D e s t e  g r á f i c o

também é possível obter o

valor de P50, isto é, o valor

de pO2 necessário para

saturar metade dos sítios de

ligação de O2. A P50 é

obtida quando a curva de

oxigenação da hemoglobina

ou mioglobina cruza Y=0,5,

neste ponto, extrapolando

uma reta até o eixo de log pO2 temos o valor de P50.

Fisiologicamente, a cooperatividade é muito importante para uma boa

oxigenação dos tecidos em atividade. Ela permite que a Hb nos pulmões seja 98%

oxigenada e, nos tecidos, um mínimo de 66% do O2 seja liberado para consumo

celular. Se imaginarmos um carreador hipotético de oxigênio, tendo a mesma

afinidade por este, porém não apresentando cooperatividade, ocorreria uma má

oxigenação nos pulmões (por volta de 79% de oxigenação) e somente 36% do O2

seria liberado para os tecidos (Garrett & Grisham, 1995).
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I.f. A Regulação da Função: Efetores Alostéricos Heterotrópicos

Diferentemente do efeito homotrópico (iten I.b.) existe um segundo tipo de

interação que pode modular a função da molécula de Hb. Esta interação ocorre

quando um determinado ligante A, interfere na ligação de um outro ligante B, em

sítios de ligação diferentes, na mesma molécula. A este tipo de interação denomina-

se interação heterotrópica, e as moléculas que promovem este efeito são

conhecidas como efetores heterotrópicos ou agentes alostéricos. Estes na sua

maioria ligam-se preferencialmente à forma desoxigenada, conseqüentemente,

deslocando o equilíbrio entre a forma T e R para a primeira, conforme o modelo de

MWC (Monod et al., 1965). No entanto, em algumas hemoglobinas estes efetores

podem se ligar à forma oxigenada e deslocar o equilíbrio para o estado R, tal como

se observa no efeito Bohr reverso ou ácido (Fago et al., 1995).

Exemplos de efetores heterotrópicos são: prótons (H+), íons cloreto (Cl-),

fosfatos orgânicos (BPG, IPP, GTP, ATP), bicarbonato, dióxido de carbono (CO2)

e água (Focesi et al., 1987; Fago et al., 2001; Colombo et al., 1992; Colombo &

Bonilla-Rodriguez, 1996; Colombo & Seixas, 1999). Em seguida, será discutido um

pouco de cada efetor heterotrópico.

I.f.1. Ligação de Prótons (H+): O Efeito Bohr

A associação do oxigênio com a hemoglobina humana é fortemente

dependente do pH. Em pH ácido a hemoglobina é estimulada a liberar oxigênio, já

que um abaixamento do pH ocasiona uma redução na afinidade da Hb pelo O2. Este

processo causado pelo acúmulo de prótons é conhecido como Efeito Bohr normal

ou alcalino, constituindo uma propriedade muito importante em termos fisiológicos.
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Em tecidos ativos, observa-se uma redução do pH ocasionado por uma

elevação da PCO2 e pelo aumento da concentração de ácido láctico. O CO2 em

solução reage rapidamente com H2O por ação da anidrase carbônica eritrocitária

produzindo ácido carbônico (H2CO3), o qual é muito instável e libera íons H+ e

HCO3
-, segundo a reação abaixo:

O H2CO3 é extremamente instável porque seu pKa é 6,35 e, o pH do sangue

é 7,4. O resultado disso é que, nestas condições, aproximadamente 90% do CO2

estará na forma de HCO3
- (íon bicarbonato), liberando H+. Sendo assim, a maior

parte do CO2 é transportada na forma de bicarbonato (85%), os outros 15% são

transportados pela própria hemoglobina na forma de carbamato (Campbell, 2000).

O mecanismo do efeito Bohr envolve o N-terminal da cadeia � e as cadeias

laterais dos resíduos His 122� e His 146� (Perutz et al., 1980; Kilmartin et al.,

1980). Na forma oxigenada, a His 146� possui uma liberdade rotacional muito

grande, enquanto que, na forma desoxigenada, este resíduo de aminoácido participa

de várias interações.

Nesta última condição, este resíduo está muito próximo do resíduo Aspartato

94 que possui carga negativa, e a proximidade aumenta o pKa da His 146�

(Kilmartin et al., 1980). Sendo assim, na transição de oxi para desoxi-Hb, a His

146� torna-se mais básica, já que seu ambiente local fica com carga negativa. Em

decorrência, a oxigenação torna a Hb mais ácida, levando a liberar no meio os

prótons ligados a ela.

Os ambientes imediatos dos outros dois grupamentos envolvidos também

ficam com carga negativa na desoxi-Hb, devido à mudança de estrutura quaternária

induzida pela liberação de O2.
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Fisiologicamente, o efeito Bohr é muito importante pois, conforme o sangue

arterial irriga os tecidos, o CO2 difunde-se nas hemáceas, reduzindo o pH e a

afinidade por O2, promovendo assim a liberação do O2, além de contribuir para a

manutenção do pH sanguíneo por volta de 7,4. Outro fator que contribui é a

liberação de ácido láctico pelo tecido muscular em exrcício vigoroso.

Nos pulmões, o íon bicarbonato combina-se com o H+ liberado, em virtude

da oxigenação da hemoglobina, produzindo assim ácido carbônico (H2CO3). Por sua

vez, o H2CO3 libera o CO2, que é, então, exalado (Campbell, 2000).

I.f.2. Efeito do Íon Cloreto(Cl-)

O íon cloreto também é um efetor alostérico heterotrópico que, como os

outros já descritos, contribui diminuindo a afinidade da Hb por O2.

Durante algum tempo imaginou-se que os íons cloreto possuiam sítios de

ligação específicos na Hb (Kilmartin et al., 1978). Contudo, Perutz et al., (1994)

propuseram que os íons cloreto se ligavam ou na cavidade central, formada na

desoxi-Hb, ou na parte externa da molécula, de forma não específica.

Na hemoglobina humana e, em algumas Hbs humanas anormais, esta cavidade

central possui um excesso de cargas positivas; isto, segundo Bonaventura e

Bonaventura, (1978) favorece a forma R, pois por repulsão eletrostática

desestabiliza a forma T. Foi observado para  a Hb Hinsdale (Asn H17(139) � �

Lys), que possui 4 cargas na cavidade central e elevada afinidade por oxigênio (em

comparação com a Hb humana), que o íon cloreto liga-se a sítios não específicos,

estabilizando a forma T (Bonaventura et al., 1994; Perutz et al., 1994).

Na Hb Turriff (Lys G6(99) � � Glu), que possui carga zero na cavidade

central, a influência do íon cloreto praticamente inexiste, sendo o gráfico de Hill
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1Parte da literatura usa a denominação antiga, 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG).

desta e da Hb humana muito semelhantes na presença de 500mM de Cl-. O número

de Cl- liberados durante a oxigenação desta hemoglobina é de 0,035 por heme. Já

nas Hbs Dallas (Asn G4(97) � � Lys) e Abruzzo (His H21(143) � � Arg), que

possuem duas cargas positivas a mais na cavidade central, o efeito do íon cloreto é

mais efetivo em relação à hemoglobina Turriff, uma vez que o número de Cl-

liberados durante a oxigenação é de 0,70 e 0,69 por heme, respectivamente (Perutz

et al., 1994).

I.f.3. Fosfatos Orgânicos

A afinidade da hemoglobina pelo O2 dentro das hemáceas é menor do que a

da hemoglobina em solução. Isto ficou claro com o trabalho de Benesch & Benesch,

(1967). Eles mostraram que o 2,3-bifosfoglicerato (BPG)1 liga-se à Hb humana e

exerce um grande efeito em sua afinidade pelo O2. Este fosfato orgânico está

presente dentro das hemáceas em uma concentração molar de 1:1 em relação à Hb.

Na ausência de BPG e outros sais a P50 da Hb humana é de 1,7mmHg, em

tampão HEPES 0,01M pH 7,2 a 25°C; contudo, na sua presença, a P50 eleva-se para

5,0mmHg (Colombo & Seixas, 1999). Portanto, esse fosfato tem como principal

efeito diminuir a afinidade da Hb por oxigênio, permitindo a liberação do O2 nos

capilares dos tecidos (Arnone, 1972).

O sítio de ligação do BPG é formado adequadamente na forma desoxigenada.

Nesta condição ocorre a formação de uma cavidade central (entre as subunidades)

na molécula de Hb, onde são expostas as cadeias laterais da histidina 2 e 143 de
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2Na condição usada pelos autores, é a Hb desprovida de fosfatos orgânicos.

Figura 9. Ilustração do sítio de ligação do 2,3-BPG na desoxi-hemoglobina
h u m a n a .  F i g u r a  r e t i r a d a  d e
http://www2.mcdaniel.edu/Chemistry/CH3321JPGs/Proteins/HbBPGbinding.jpg

ambas as cadeias �, a lisina 82 de ambas as cadeias � e os grupos amino terminais

de ambas as cadeias � (Arnone, 1972), como ilustrado na figura 9.

. Estes resíduos criam uma região, na desoxi-Hb, carregada positivamente,

sendo um sítio potencial de ligação de ânions (2,3 BPG e cloreto) (Arnone, 1972).

O BPG estabiliza a estrutura da desoxi-Hb e durante a oxigenação é expulso da

cavidade central, pois com a mudança estrutural a cavidade  diminui de tamanho e

as cargas negativas dos resíduos C-terminais promovem repulsão eletrostática.

Em Hbs de serpentes o ATP é o fosfato orgânico que exerce maior controle

na função da hemoglobina dentro da hemácea (Ragsdale et al., 1995).

Focesi et al., (1987) sugeriram que na “cobra d’água”, Liophis miliaris, o

ATP acentua consideravelmente o efeito Bohr alcalino, já observado na forma

stripped2, além de induzir cooperatividade em pH 8,0, o que não se observa na

forma stripped no mesmo pH.
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I.g. O Papel da Interface Dimérica na Manutenção da Estabilidade Tetramérica

A hemoglobina tetramérica pode sofrer dissociação reversível em dímeros

(��) e, até mesmo, em monômeros � e �. O equilíbrio de dissociação pode ser

representado pelo seguinte esquema (Antonini & Brunori, 1971):

�2�2�2��

����+�

A hemoglobina humana (Hb) é uma estrutura estável na concentração

intraeritrocitária (um tetrâmero �2�2, figura 10). Com a diminuição da concentração

de Hb, o tetrâmero se dissocia em dímeros �� com constantes de dissociação

tetrâmero-dímero distintas para as formas oxi e desoxigenadas da Hb.

A constante de dissociação para a forma oxigenada é de aproximadamente 10-

5 a 10-6M (Atha & Riggs, 1976; Manning et al., 1996) e para a forma desoxigenada

de 10-10M (Turner et al., 1981), ou seja, esta última sofre uma dissociação muito

menor.

A ligação de oxigênio (O2) à Hb induz alterações terciárias e

quaternárias nesta proteína, tornando cada vez mais fácil a ligação do próximo O2

(cooperatividade). Conseqüentemente, toda a estrutura do tetrâmero é alterada, de

forma que as estruturas da desoxi-hemoglobina (forma T) e da oxi-hemoglobina

(forma R) são bem diferentes, portanto, qual é a base para a dissociação da Hb

ocorrer principalmente entre dímeros ��?

As subunidades � e �, em ambas as formas, estabelecem contatos entre si, os

quais são responsáveis por manter a conformação oligomérica da Hb (Manning et

al., 1998; Voet et al., 2000).

Os contatos na interface �1�1 (e o seu equivalente �2�2, figura 10) envolvem

35 resíduos de aminoácidos e os da interface dimérica �1�2 (e o seu equivalente
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Figura 10. Representação esquemática da estrutura
quaternária da oxi-hemoglobina humana. Os resíduos de
aminoácidos que mantêm o dímero de hemoglobina (�1�1

e �2�2) estão representados pela cor verde, enquanto que
os resíduos que compõem a interface dimérica (�1�2 e
�2�1), responsáveis pela manutenção do tetrâmero, estão
representados pela cor azul clara. Figura gerada no
programa computacional Swiss-PdbViewer versão 3.7 de
domínio público.

�2�1) envolvem 19 resíduos de aminoácidos. Os contatos estabelecidos entre as

globinas � e � em cada dímero, são na sua maioria interações hidrofóbicas, embora

estejam também envolvidas várias pontes de hidrogênio e pares iônicos (Voet et al.,

2000).

As interações entre �1�2 e �1�2 são muito fracas e não exercem grandes

influências sobre o tetrâmero de Hb, porque estes pares de subunidades estão

separados por um canal central

de 20� de diâmetro. Na forma

desoxigenada este canal é o

local de ligação de ânions

(fosfatos orgânicos e Cl-), os

quais estabilizam a desoxi-Hb

(forma T) (Voet et al., 2000).

Apesar do gra nde

número de resíduos de

aminoácidos constituintes da

interface �1�1 e o seu

equivalente �2�2, estes pares de

dímeros não sofrem mudanças

sig nific at ivas  duran te a

transição conformacional entre

os  es tados  t e tramér icos

desoxigenado e oxigenado, já que esta interface possui uma quantidade expressiva

de interações hidrofóbicas e pontes de hidrogênio (figura 11) (Manning et al., 1998;

Abraham et al., 1997). 

Contudo, quando a molécula de O2 se liga à molécula de Hb, ocorre uma

rotação de 15�de um dos dímeros em relação ao outro. Isto é o resultado do
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Figura 11. Representação esquemática dos resíduos que
compõem a interface �1�1 da desoxi-hemoglobina humana
(código PDB: 1B86). Em azul claro, estão representados os
resíduos da cadeia �1 e, em vermelho, os resíduos da cadeia
�1. As linhas em verde representam as pontes de hidrogênio
que estabilizam este dímero. Os contatos de van der Waals,
que também contribuem para a manutenção do dímero �1�1,
não foram mostrados. A figura foi gerada no programa
computacional Swiss-Pdb Viewer versão 3.7 de domínio
público.

deslocamento entre os

dímeros �1�2 (e o seu

equivalente �2�1), onde as

s u b u n i d a d e s �  s e

aproximam e promovem o

estreitamento do canal

central da Hb (figura 12),

levando a molécula para o

seu estado oxigenado (Voet

et al., 2000).

O deslizamento dos

dímeros �1�2, durante o

processo de oxigenação,

promove a liberação do 2,3

BPG, uma vez que se

rompem as ligações que mantinham este efetor alostérico ligado à forma

desoxigenada, além de que, com o estreitamento da cavidade central ocorre choques

estéricos entre o resíduo de His 143 (�2) e a molécula de 2,3 BPG, tornando instável

sua permanência na cavidade central.

Entretanto, consta na literatura algumas Hemoglobinas humana variantes

como dímeros, por exemplo, a Hb Rothschild (Gacon et al., 1977), Hb Kansas

(Bonaventura e Riggs, 1968) e algumas Hbs recombinantes D99K(�) e N102A(�),

bem como várias Hbs de animais que se apresentam como dímeros e até mesmo

como monômeros (Edelstein et al., 1976; Ito et al., 1995; Mylvaganam et al., 1996;

Pardanani et al., 1997; Focesi Jr. et al., 1987; Matsuura et al., 1989; Fago et al.,

2001).
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Figura 12. Representação esquemática da movimentação entre
os dímeros (��) da hemoglobina. A figura mostra que há uma
movimentação de 15° do dímero�2�2 em relação ao dímero�1�1

d u r a n t e  a  o x i g e n a ç ã o  d a  h e m o g l o b i n a
(http://www.biocristalografia.df.ibilce.unesp.br/valmir/Tese/T
ESE2.php)

Gacon et al., (1977)

identificaram uma Hb

m u t a n t e n a t u r a l

denominada Hb Rothschild.

Na hemoglobina Rothschild

ocorre a substituição do

resíduo Trp37(�) pela Arg.

Estudos cristalográficos

realizados por Perutz et al.,

(1968) indicam que o

resíduo Trp37(�) participa

de contatos na interface

�1�2. Este resíduo de aminoácido estabelece contatos com Arg92(�), Val93(�),

Asp94(�), Pro95(�) e Tyr140(�).

A substituição de um resíduo hidrofóbico por um carregado positivamente, e

com uma cadeia lateral comprida, afeta significativamente a estabilidade da forma

oxigenada, além de que existe o resíduo Arg92(�) muito próximo do local da

mutação, o que resultará em uma repulsão entre as duas cargas positivas (Sharma

et al., 1980).

Experimentos de filtração em gel realizados com a hemoglobina Rothschild

mostraram que, no estado desoxigenado, esta proteína assume predominantemente

a conformação tetramérica. Na forma ligada, com O2 ou CO, a hemoglobina

Rothschild está quase completamente dissociada em dímeros, mesmo com a adição

de IHP (Inositol Hexafosfato), que usualmente é capaz de impedir a dissociação de

tetrâmeros em dímeros (Sharma et al., 1980).

Estudos de ultracentrifugação mostraram que a hemoglobina Rothschild

possui coeficiente de sedimentação de 2,7 S (Sharma et al., 1980), indicando que
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esta proteína, na forma oxigenada, está predominantemente na forma dimérica, uma

vez que os coeficientes de sedimentação encontrados para a Hb A0 tetramérica e

dimérica são de 4,65 e 2,85 S, respectivamente (Edelstein et al., 1970).

Kavanaugh et al., (1992) determinaram a estrutura tridimensional da desoxi

hemoglobina Rothschild a alta resolução (2,0�). Eles observaram, sobrepondo as

subunidades individualmente das Hb A0 e hemoglobina Rothschild, na forma

desoxigenada, que as mudanças na estrutura terciária estão restritas aos resíduos da

interface �1�2, com mudanças relativamente pequenas no sítio de mutação, mas com

mudanças mais acentuadas ocorrendo ao longo da interface �1�2, a partir do sítio de

mutação, na porção FG da subunidade �, extendendo-se até a hélice G. A

substituição Trp37(�)�Arg empurra os resíduos dessa hélice ao longo da interface

e leva a subunidade � a girar aproximadamente 1�.

Um ponto a ser ressaltado como conseqüência desta substituição na

hemoglobina Rothschild foi o surgimento de um sítio de ligação de Cloreto na

interface �1�2. Na hemoglobina nativa, o resíduo Trp37 está bloqueado na interface

�1�2, onde o seu nitrogênio indol forma uma ponte de hidrogênio com Asp94(�).

Com a substituição do Trp 37 pela Arg, a interação com o Asp94(�) é mantida, mas

um vazio é produzido com a eliminação da cadeia lateral do Trp. O íon Cloreto

preenche este vazio e fornece um contra-íon para manter uma neutralidade elétrica

local dentro da interface �1�2 (Kavanaugh et al., 1992).

Ponder & Richards, (1987) sugeriram que a cadeia lateral da Arg não pode

ser acomodada adequadamente na interface �1�2, de modo que esta tenha ângulos

dihedros (� e �) permitidos. Além de que, na forma oxigenada, a hemoglobina

Rothschild Aesconde@ a cadeia lateral da Arg deixando-a sem um contra-íon, o que

intensifica as forças de repulsão (Kavanaugh et al., 1992).

Esta substituição afeta as propriedades funcionais de ligação de O2 da

hemoglobina Rothschild com acentuada diminuição da cooperatividade (nH=1,3), em
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relação à HbA (nH=2,8). A afinidade por O2 da hemoglobina Rothschild (4,28

mmHg) é maior do que a afinidade da Hb A0 (9,16 mmHg), em tampão fosfato 0,1M

pH 7,8, a 20°C.

Yanase et al., (1994 e 95) expressaram duas hemoglobinas recombinantes

com substituições na interface �1�2, Asp99(�)�Lys e Asn102(�)�Ala, com o

intuito de estudarem as conseqüências dessas substituições na transição entre as

formas oxigenada e desoxigenada.

Utizando métodos de filtração em gel, ligação à haptoglobina e espalhamento

de luz, os pesquisadores observaram que a Hb recombinante Asp99(�)�Lys possui

um grau de dissociação mais elevado, tanto na forma desoxigenada quanto na

oxigenada, em relação à Hb A0.

A porcentagem de dímeros na desoxi-hemoglobina recombinante foi de 71%

e para a desoxi-hemoglobina humana foi de 19%. Na forma oxigenada, a

porcentagem de dímeros foi de 72% para a hemoglobina recombinante, enquanto

que para a hemoglobina humana foi de 69%, em tampão fosfato de potássio 0,1M

pH 7,0, em temperatura ambiente e [Hb]=2�M (Yanase et al., 1994).

O comportamento de dissociação da hemoglobina recombinante

Asn102(�)�Ala, analisado pela ligação à haptoglobina, foi muito semelhante ao da

Hb A0, onde ambas apresentaram 14% de dímeros, na forma desoxigenada. Na

forma oxigenada, a hemoglobina recombinante apresentou 67% de dímeros e a HbA0

74%, todos os experimentos foram realizados em tampãofosfato de potássio pH 7,0,

em temperatura ambiente e [Hb]=0,5�M (Yanase et al., 1995).

Estes resultados indicam que a substituição de Asp99(�)�Lys promove a

desestabilização da interface �1�2 com conseqüente aumento do grau de dissociação

dessa hemoglobina recombinante, já que o resíduo de lisina possui uma cadeia

lateral longa e com carga positiva, ao contrário do ácido aspártico, que possui uma

cadeia lateral menor e é carregado negativamente (Yanase et al., 1995).
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Corroborando com esta hipótese, a hemoglobina recombinante

Asn102(�)�Ala, indica que a substituição do resíduo de asparagina por alanina

preserva a integridade da interface �1�2, uma vez que desoxi-hemoglobina mutante

apresenta a mesma porcentagem de dímeros que a desoxi-hemoglobina humana.

Shih et al., (1985) estudaram as propriedades de ligação de O2 de quatro

hemoglobinas humana variantes, todas elas com substituição no resíduo Glu101 (�):

Hb Rush (Gln), Hb British Columbia (Lys), Hb Alberta (Gly) e Hb Potomac (Asp).

O resíduo Glu101(�) está localizado entre os reíduos 99(�) e 102(�), na interface

�1�2.

Os autores observaram que estas substituições de aminoácidos influenciam

na afinidade de ligação do O2 em relação a Hb A0. No entanto, estas mutações não

influenciam drasticamente a constante de dissociação destas hemoglobinas variantes,

como pode ser visto na tabela 1.

A exceção é a Hb British Columbia (Lys), a qual possui alta afinidade por O2,

em relação Hb A0 e as demais hemoglobinas variantes, comportamento que pode ser

explicado pela sua maior propensão em formar dímeros (��), devido à presença do

resíduo de Lys na interface dimérica, como discutido acima para a hemoglobina

recombinante Asp99(�)�Lys.

Tabela 1. Tabela ilustrando os parâmetros funcionais associados com a constante de dissociação
tetrâmero-dímero da Hb A0 e das hemoglobinas mutantes. Os experimentos foram realizados em
tampão bis-Tris 0,05M pH 7,4 a 25°C. Tabela retirada de Shih et al., (1985).

Hb A0

(Glu)
Hb Alberta

(Gly)
Hb British

Columbia (Lys)
Hb Rush

(Gln)

P50 (mmHg) 5,1 0,86 2,1 6,2

nH 2,7 2,0 2,3 2,8

Constante de
dissociação (M)

6x10-6 5x10-7 3x10-5 6x10-6
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Em outro estudo, analisou-se a Hb Yakima, que é uma hemoglobina variante,

esta Hb apresenta uma substituição no mesmo sítio da Hb recombinante

Asp99(�)�Lys, contudo em vez de um resíduo de Lys, esta apresenta um resíduo

de His. Os dados de avaliação do grau de dissociação dessa Hb mostraram que ela

está na conformação tetramérica e que, na verdade, é menos dissociável em relação

à Hb A (Benesch & Kwong, 1995; Turner et al., 1992).

Sugere-se que o tamanho relativo das cadeias laterais dos aminoácidos, em

questão, seja responsável pelo comportamento atípico de dissociação entre estas Hbs

(Manning et al., 1996).

A hemoglobina fetal (Hb F) é composta por duas cadeias � e duas 	. Sabe-se

que a Hb F possui interações diferentes entre seus pares de dímeros em relação à Hb

A. A principal característica dessa diferença é a baixa interação do 2,3-

Bifosfoglicerato (2,3-BPG) com a Hb F (Wind et al., 1976), devido a substituição

do resíduo His 143(�) por serina, ocasionando a diminuição do número de cargas

positivas no sítio de ligação do 2,3-bifosfoglicerato (Perutz, 1970; Arnone, 1972).

Dumoulin et al., (1997) realizaram a substituição Glu 43 da Hb A para Asp

43 da Hb F, uma vez que esta Hb dissocia-se cerca de 70 vezes menos do que a Hb

A. A Hb recombinante, denominada Hb A/F, mostrou propriedades de dissociação

do tetrâmero e resposta ao 2,3-BPG que foram intermediárias entre as Hbs A e F,

indicando que outros aminoácidos em locais diferentes da seqüência podem ter uma

função no controle da interface dimérica.

A acetilação do N-terminal também influencia a taxa de dissociação de Hbs,

no sentido de aumentá-la. Na hemoglobina fetal humana ocorre uma forma não

acetilada (Hb F0 ou simplesmente Hb F) e outra acetilada (Hb F1). A Hb F1 difere-se

da Hb F por possuir uma maior propensão a dissociar-se em dímeros, assemelhando-

se à Hb A0 (Dumoulin et al., 1997).
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Sugere-se que este comportamento da Hb F1 é devido a presença do grupo N-

acetil no fim da cavidade central, enfraquecendo os contatos entre os pares de

dímeros no tetrâmero, como consequência da falta das duas cargas positivas dos

grupos –terminais.

Gershey et al., (1968) sugerem que a acetilação pode representar um

mecanismo geral de desestabilização das interações entre proteína-proteína ou

proteína-ácido nucléico.

I. h. Hemoglobinas de Animais

As hemoglobinas de répteis possuem características de ligação de O2 e

cooperatividade bem diferentes das Hbs de mamíferos (Perutz, 1983).

Focesi et al., (1987) estudaram as frações purificadas da serpente semi-

aquática Liophis miliaris. Neste trabalho, o hemolisado total, quando submetido a

uma cromatografia de troca catiônica (CM-celulose) com gradiente de pH 6 - 8,5,

mostra ser constituído de duas frações, uma fração que elui rapidamente,

denominada fração I (com ponto isoelétrico abaixo da fração II) e a segunda fração

que só elui com o aumento do pH do gradiente, denominada fração II (com ponto

isoelétrico em torno de 8,1). A fração I que elui em pH baixo foi considerada como

a forma tetramérica e a fração II como a forma dimérica do sangue de Liophis

miliaris.

Estes dados foram sustentados por determinações de massa molecular por

filtração em gel e dados das propriedades das ligações de O2 destas frações. Os

dados mostravam que na forma stripped a Hb de L.miliaris apresentava alta

afinidade por O2 (P50�1mmHg, em tampão TRIS-HCl 0,05M pH 7,5 a 25°C),

ausência de cooperatividade (nH�1,0, nas mesmas condições experimentais
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descritas para a P50) e de efeito Bohr, o que para os pesquisadores caracterizaria o

estado dimérico da Hb (Focesi et al., 1987; Matsuura et al., 1987).

Na presença de fosfatos orgânicos, o comportamento da Hb de L. miliaris se

alterava. O processo cooperativo tornava-se evidente e a afinidade por O2 diminuia

(Focesi et al., 1987). De uma forma geral, a forma tetramérica só seria evidente na

presença de fosfatos orgânicos e pH abaixo de 8. A forma dimérica seria

predominante em pH 8 ou maior, tanto na forma stripped como na presença de

fosfatos orgânicos (Focesi et al., 1992).

Uma possível explicação estrutural para a formação desses dímeros foi

elaborada por Matsuura et al., (1989) e Padovan, (1996). Eles mostraram,

analisando a seqüência primária das cadeias � e � de L. miliaris , que vários resíduos

de aminoácidos estavam substituídos na Hb da serpente semi-aquática em relação

à hemoglobina humana.

Contudo, duas substituições foram consideradas alterações chaves no

processo de formação dos dímeros, são elas: Glu CD2(43)�2�Ser e Glu

CD2(43)�1�Thr. Esses dois resíduos de Glu seriam, na opinião daqueles autores,

importantes na estabilização da interface �1�2, pois realizam pontes de hidrogênio

com o grupo guanidina Arg FG4(92)�. Com as substituições ocorreria a

desestabilização do tetrâmero e dissociação em dímeros (Matsuura et al., 1989;

Padovan, 1996).

Embora ocorram várias substituições na interface �1�1 (em relação à Hb

humana) entre elas: Leu G13(106)�1�His; Pro GH2(114)�1�Arg; Pro

H3(125)�1�Asn; Val B15(33)�1�Ile, as conseqüências para as propriedades

alostéricas são muito menores que as derivadas das substituições na interface �1�2.

Uma substituição na interface �1�2 pode alterar drasticamente o mecanismo de

cooperatividade e afinidade por O2 (Padovan, 1996).
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Chiancone et al., (1981) purificaram duas frações de hemoglobina do molusco

Scapharca inaequivalvis denominadas Hb-I (homodimérica) e Hb-II

(heterotetramérica). Ambas apresentam processo cooperativo de ligação de O2, no

entanto, bem diferente do apresentado pelas Hbs tetraméricas de vertebrados.

Royer et al., (1990) mostraram que a interface da Hb homodimérica é

formada pelas hélices E e F, de modo que seus dois grupos heme estão em contato

direto via seus grupos ácidos propiônicos, através de um conjunto de 17 moléculas

de água ordenadas simetricamente (Royer et al., 1996, 97).

A ligação do O2 ao grupo heme faz com que o átomo de ferro se desloque

para o plano da porfirina, como nas Hbs de vertebrados. Mudanças associadas à

forma do heme pressionam o resíduo Phe 97 para fora da cavidade do heme na

interface, levando este resíduo de aminoácido a entrar em contato com a outra

subunidade.

Essas mudanças rompem o ordenamento das 17 moléculas de água e 6 são

liberadas. Os hemes movem-se para mais longe na cavidade, de modo que os grupos

propiônicos de cada subunidade movem-se ao longo de outra subunidade. Estas

mudanças locais na cavidade do heme e na interface adjacente são os processos

responsáveis pela ligação cooperativa de O2. Este mecanismo também é conhecido

como processo de dissociação induzido pelo ligante (Royer et al., 1996; Riggs,

1998).

A estrutura tridimensional da Hb heterotetramérica de Scapharca mostra que

a estrutura do heterodímero dentro do arranjo tetramérico é muito similar àquele da

Hb homodimérica (Royer et al., 1995).

Ainda entre os invertebrados, as Hbs de Caudina arenicula (equinodermata),

são diméricas quando oxigenadas e tetraméricas quando desoxigenadas. Estas Hbs

também apresentam cooperatividade de ligação de O2, como nas Hbs de Scapharca,
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e o processo responsável por isso também é a dissociação induzida pelo ligante

(Mitchell et al., 1995).

As lampréias e peixes bruxas, que são os mais primitivos vertebrados

viventes, também apresentam Hbs que se dissociam. As Hbs de lampréia são

monoméricas em pH 7 quando no estado oxigenado e se auto-associam a dímeros

e tetrâmeros na forma desoxigenada (Dohi et al., 1973).

A área de contato do dímero na interface, na forma desoxigenada das Hbs de

lampréia, é composta por quatro resíduos de aminoácidos da “dobra” AB e 5

resíduos de aminoácidos da hélice E (cadeias laterais Tyr30, Glu31, Arg71, Glu75

e o grupo carbonila da Ser28) de cada subunidade e são estabilizadas por pontes de

hidrogênio e por interações de van der Waals com as cadeias laterais de Trp72 e

Asn79. A substituição da Tyr30 para Phe é o suficiente para inibir a formação de

dímeros em uma Hb recombinante de lampréia (Qiu et al., 2000).

Fago et al., (2001) purificaram e caracterizaram três componentes (Hb-I, Hb-

II e Hb-III) do sangue de peixe-bruxa (Myxine glutinosa) e encontraram algumas

similaridades entre as Hbs de lampréia e peixe-bruxa.

Os pesquisadores observaram que estes componentes são capazes de interagir

entre si formando homo e hetero-oligômeros. Contudo, nem todas as combinações

de associação entre eles são permitidas. Somente a Hb-II é capaz de se auto-associar

e se combinar com Hb-I e Hb-III. As frações Hb-I e Hb-III não se combinam.

Estudos de ultracentrifugação mostraram que a Hb-I e Hb-III são

monoméricas tanto na forma oxigenada quanto na forma desoxigenada. A análise da

seqüência de aminoácidos revelam que a substituiçãode Arg71�Lys tanto na Hb-I

quanto na Hb-III e Glu75�Ser na Hb-I, pode da mesma maneira (como na Hb

recombinante de lampréia) impedir a formação de dímeros na forma desoxigenada.

A substituição His(distal)73�Gln impede a formação de dímeros na forma

desoxigenada de lampréias e peixes-bruxas, que ocorre de forma natural nas Hb-I
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e Hb-III do peixe-bruxa (Fago et al., 2001). Na Hb recombinante de lampréia esta

substituição inibe a auto-associação em pHs neutro e levemente ácidos (Qiu et al.,

2000).
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II. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho, envolvendo hemoglobinas de várias

espécies de serpentes, é:

Realizar a análise criteriosa da existência ou não de transição dímero-

tetrâmero, através da determinação da constante de associação dímero-tetrâmero

para a forma ligada, em diferentes pH.

Os objetivos específicos deste trabalho, são:

1. Caracterizar as propriedades funcionais de ligação de O2 das

hemoglobinas de Crotalus durissus terrificus e Helicops modestus, do ponto de

vista alostérico: 1- efeito de fosfatos, 2- cloreto, 3- prótons.

2. Determinar através do método de estresse osmótico, o número diferencial

de moléculas de água ligadas entre as formas desoxigenada e oxigenada das

hemoglobinas de Crotalus durissus terrificus, Helicops modestus e Liophis miliaris.

Com o intuito de investigarmos possíveis mudanças conformacionais, pela ligação

de O2 e de efetores alostéricos como cloreto e ATP.

3. Utilizar o espalhamento de raios X a baixo ângulo (SAXS) como forma

de se investigar a estrutura quaternária em solução.

4. Fazer a modelagem molecular da hemoglobina de Liophis miliaris, a fim

de se realizar uma análise estrutural com o intuito de se investigar a proposição da

existência ou não de dissociação.
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III. MATERIAIS E MÉTODOS

III.a. Obtenção dos Espécimes e Coleta do Sangue

No início do projeto, os espécimes de Crotalus durissus terrificus

(Cascavel, figura 13) e Liophis miliaris (Cobra d’água, figura 14) foram fornecidos

pelo Instituto Butantan - S.P.. No entanto, um ano depois enfrentamos dificuldades

para a obtenção de exemplares impostas pelo IBAMA. Durante este período, para

obtermos exemplares de Crotalus durissus terrificus e Boa constrictor (Jibóia,

figura 15) contamos com a ajuda do Departamento de Zoologia deste câmpus, na

figura do Prof. Dr. Arif Cais, quem sempre esteve disponível para nos ajudar.

Nesse período, o Bosque de São José do Rio Preto, que gentilmente nos

cedeu exemplares de Crotalus durissus terrificus. Nos últimos meses do projeto, o

Instituto Butantan nos cedeu dois exemplares de Liophis miliaris. Os espécimes de

Helicops modestus (cobra d’água, figura 16) foram capturados em um lago dentro

de um condomínio em São José do Rio Preto.

Para a coleta do sangue, todos os animais foram devidamente anestesiados

com éter etílico. Posteriormente, com o auxílio de um bisturi, fizemos um corte na

porção ventral do corpo do animal e, em seguida, com uma seringa, fizemos punção

direta da aorta.

O sangue foi colocado em tubos contendo solução salina tamponada (Tris-

HCl 50mM pH 8,0, 0,9% NaCl, 0,2% glicose e EDTA 1mM), com o intuito de não

permitir o rompimento das hemáceas. Fizemos no mínimo três lavagens do sangue

coletado em centrífuga Incibrás a 290 x g por 10 minutos a 4°C. Em seguida,

promovemos a hemólise em tampão Tris-HCl 50mM pH 9,2 (Tampão de hemólise);

esta solução, com o hemolisado total, foi submetida a centrifugação por 90 minutos
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a 1.162 x g em centrífuga Incibrás refrigerada a 4°C, para a retirada de material

celular.

Posteriormente, concentramos o sobrenadante na mesma centrífuga a 653

x g a 4"C, utilizando concentradores Centripep 50 (Amicon). As amostras foram

estocadas em nitrogênio líquido (-180°C) até sua utilização.

III.b. Procedimento de Purificação

O hemolisado de cascavel foi primeiramente aplicado a uma coluna 2,6 x

22cm (Bio-Rad) de filtração em gel preenchida com Sephadex G-25 (Sigma), para

exclusão de moléculas de baixa massa molecular (entre 100-5.000 Da). Em seguida,

aplicamos o hemolisado total a uma coluna de dimensões iguais a descrita acima, a

qual foi preenchida com Sephacryl S-100 HR(Sigma), com o intuito de se excluir do

hemolisado proteínas de massa molecular acima e abaixo da hemoglobina.

Ambas colunas foram equilibradas com tampão Tris-HCl 50mM pH 9,2.

Adicionamos à coluna com Sephacryl S-100 cloreto de sódio 0,2M, para inibir a

adsorção de amostra à resina. Na coluna contendo Sephadex G-25 adicionamos

cloreto de sódio 20mM, com o mesmo propósito.

Por fim, o hemolisado foi submetido a uma coluna 2,6 x 22cm (Sigma) de

troca aniônica (DEAE Sepharose Fast Flow (Pharmacia)). A coluna foi equilibrada

com tampão TRIS-HCl 50mM pH 9,2 e a eluição da amostra foi feita com gradiente

salino de 0 a 50mM de NaCl.

Amostras de sangue das outras espécies (Boa, Liophis e Helicops) foram

submetidas somente a passagem nas colunas de filtração em gel. Tentamos várias

vezes fazer o isolamento de frações de Hb presentes no sangue destas espécies,

utilizando cromatografia de troca iônica, no entanto, sem sucesso.
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Figura 16. Foto da serpente Helicops

modestus, também conhecida popularmente
c o m o  c o b r a  d ’ á g u a .
http://www.butantan.gov.br/museu

Figura 13. Foto de uma Crotalus durissus

terrificus, conhecida popularmente como
Ca sc av e l .  F ig u r a  r e t i r a d a  d e
http://www.faunacps.cnpm.embrapa.br/repti
l/cascavel.html

Figura 15. Foto de uma Boa constrictor, cujo
nome popular é Jibóia. Figura retirada de
h t t p : / / h o m e . w a n a d o o -
nl/d.vandorp/slangennamen.htm

Figura 14. Foto da serpente semi-aquática
Liophis miliaris, conhecida popularmente
como cobra d’água. Figura retirada de
http://www.butantan.gov.br/museu

III.c. Verificação da Pureza da Amostra

Para constatação da pureza da amostra cromatografada foi elaborada uma

focalização isoelétrica em gel de agarose, que proporciona uma excelente resolução

das frações do hemolisado total pelos seus pontos isoelétricos (pI).

Para a confecção do gel pesamos 0,22g de agarose em Erlemneyer de 50mL

e adicionamos a esta 13,2mL de água bidestilada. Em seguida, colocamos o
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erlemeyer em banho maria para que a agarose se dissolvesse (±3 minutos a 100°C).

Após a dissolução da agarose, acrescentamos à solução os anfólitos nas seguintes

proporções: 0,8mL de anfólito (faixa de pH 3-10) e 0,8mL de anfólito (faixa de pH

8-10,5).

Posteriormente, a solução foi rapidamente distribuída sobre uma placa de

vidro (5 x 7cm) que suporta 5mL de gel. Em poucos segundos o gel solidificou-se

e, então, foi colocado nas extremidades da placa contendo o gel, duas tiras de papel

de filtro (5x 0,5cm, com 1mm de espessura) embebidas em uma com solução de

NaOH 1M (extremidade catódica) e outra solução de H3PO4 1M (extremidade

anôdica).

A seguir, colocamos a placa numa caixa de isopor contendo gelo no seu

interior, para dissipação do calor, e sobre a placa, colocamos uma tampa de acrílico

com os eletrodos sobre as tiras, permitindo assim a passagem de corrente elétrica

pelo gel de agarose. Esta etapa é chamada de pré-focalização. Durante a pré-

focalização foi aplicado uma corrente de 5mA por 10-15 minutos, a fim de que os

anfólitos se distribuam pelo gel, formando o gradiente de pH.

Durante a pré-focalização preparamos tiras de 1mm de espessura, medindo

1 x 5cm cada uma, nas quais aplicamos a amostra de Hb. Após a pré-focalização,

retiramos a placa com os eletrodos e colocamos as tiras embebidas com solução de

Hb no meio do gel, durante o processo de transferência da amostra, da fita para o

gel, mantivemos a corrente de 5mA constante, o tempo de transferência é variável,

sendo analisado visualmente. Após uma razoável transferência da amostra, elevamos

a corrente elétrica para 8mA constante, iniciando a corrida de aproximadamente 40

minutos.

No fim da corrida, fixamos o gel com TCA 20% (Ácido Tricloroacético) por

três minutos e, em seguida, cobrimos o mesmo com papel de filtro para secagem. Se
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Figura 17. Diferença entre os espectros das
formas desoxigenada (linha vermelha) e
oxigenada (linha azul). As linhas tracejadas
indicam os pontos isosbésticos

necessário, após uma boa desidratação do gel, é feita a coloração com Ponceau ou

Negro de Amido. 

III.d. Estudo das Propriedades Funcionais de Ligação de O2

Os experimentos para determinarmos as características funcionais de ligação

de O2 da hemoglobinas foram realizados dissolvendo a Hb concentrada em tampão

apropriado. Utilizamos tampão Tris-HCl 50mM (para pH acima de 8,0) e ADA-

NaOH 50mM (para os pH 7,0 e 7,5). A concentração final da hemoglobina nestes

experimentos foi de 60�M/heme. Realizamos as análises na ausência (forma

stripped) e na presença de efetores alostéricos (cloreto e ATP).

O método experimental utilizado foi o espectrofotométrico - tonométrico

(Giardina & Amiconi, 1981), o qual se baseia

nas mudanças espectrais que ocorrem durante

a transição entre as formas desoxigenada e

oxigenada (Figura 17).

Antes de iniciarmos a desoxigenação da

Hemoglobina, fizemos uma leitura da

absorbância da oxi-hemoglobina inicial, dados

utilizados para os cálculos de P50, Log P50 e

n50.

Em seguida, iniciamos a desoxigenação

da Hemoglobina passando nitrogênio

umidificado pelo tonômetro (figura 18).

Devido à a lta afinidade de  várias

hemoglobinas, foi necessário que fizéssemos

também vácuo (com uma bomba de vácuo) no tonômetro, para auxiliar na

desoxigenação da amostra.



MATERIAIS E MÉTODOS 38

Figura 18. Tonômetro de vidro,
usado para os experimentos de
caracterização funcional das
hemoglobinas de serpentes.

Após a desoxigenação da amostra, que

inicialmente foi avaliada visualmente, colocamos o

tonômetro em banho com

temperatura controlada e, após

sete minutos, fizemos a

avaliação do grau de desoxigenação da solução de

acordo com a proposta de Benesch & Benesch,

(1965):

Eq. 9

onde Abs 555 e 540 nanômetros são os coeficientes

de absortividade das formas desoxigenada e oxigenada, respectivamente. Esta

relação indica a desoxigenação; se o índice obtido for igual ou maior que 1,24

iniciamos a fase seguinte. A obtenção da forma desoxigenada não pode ser um

processo lento, pois pode ocorrer a formação de meta-hemoglobina, o que

prejudicaria todo o experimento.

Obtido um bom índice, fizemos a leitura de absorbância da forma

desoxigenada e, então, iniciamos a adição de quantidades conhecidas de oxigênio

no tonômetro, com uma seringa.

Entre uma adição e outra esperávamos no mínimo sete minutos para a leitura

das absorbâncias, que foram realizadas em: 630, 690, 576, 569, 560 e 541nm. Este

tempo foi necessário para permitir o total equilíbrio entre a fase gasosa e a solução.

As leituras em 576, 560 e 541nm, foram usadas para o cálculo da saturação

fracional Y de acordo com a seguinte equação:

Eq. 10
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3Esta modificação constitui protocolo experimental padrão do laboratório do Prof.
Joseph Bonaventura (Duke University, Beaufort, NC,EUA).

onde 
 é o comprimento de onda, A
 é a leitura de absorbância da amostra,

e  as absorbâncias das formas desoxigenada e oxigenada, respectivamente.

Como fizemos leituras em 3 comprimentos de onda, consideramos a variação total

de absorbância entre oxi e desoxi-hemoglobina:

Eq. 11

como referencial (�AREF).

Após cada adição “i”, foi feito a leitura de absorbância na amostra equilibrada

permitindo calcular a saturação:

Eq. 12

As leituras de absorbância em 569nm (ponto isosbéstico) permitiram corrigir

as medições espectrais.

Por sua vez, a pO2 (pressão parcial de oxigênio) foi calculada pela equação

13 (Giardina & Amiconi, 1981) modificada por Bonaventura3:

Eq.13

onde pO2 (mmHg): é a pressão parcial de oxigênio. O2 é a fração do gás na

atmosfera (0,21), PBC é a pressão atmosférica corrigida (mmHg) (no anexo 1 consta

o procedimento para correção da pressão barométrica), PV é a pressão de vapor de

água (anexo2), UR é a umidade relativa (%), VT é o volume do tonômetro (mL), VA

é o volume de amostra (mL), VI é o volume de ar injetado (mL), TB é a temperatura

do banho (°C) e TA é a temperatura ambiente (°C).
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As adições prosseguiam até que se alcançasse elevados níveis de saturação.

Por fim, o tonômetro era aberto para que fizéssemos a leitura da oxi-hemoglobina

final (100% saturada após o experimento).

Posteriormente, os valores de absorbância obtidos eram digitados em um

programa que mostra a representação gráfica de Hill e executa os cálculos de P50,

Log P50 e nH, pelos procedimentos antes descritos. Após cada experimento, a

quantidade de meta-hemoglobina inicial e final foram quantificados de acordo com

o procedimento mostrado a seguir. Os dados experimentais com mais de 5% de

meta-hemoglobina inicial ou final foram descartados.

III.e. Cálculo da Concentração de Oxi-hemoglobina e Meta-hemoglobina

A determinação da concentração da oxi e meta-hemoglobina foi realizada

utilizando as leiturasem 576 e 630 nm, com coeficientes de extinção ( , ,

e ) determinados para a hemoglobina humana (Benesch et al., 1973) (anexo 3).

O cálculo da concentração de meta-hemoglobina foi obtido determinando as

absorbâncias em 576 e 630 nm para depois correlacioná-las com seus respectivos

coeficientes de extinção na seguinte equação:

Abs576=[oxiHb]. +[metaHb]. Eq. 14

Abs630=[oxiHb]. +[metaHb]. Eq. 15

Dessa forma, a concentração das duas espécies (as duas incógnitas) pode ser

resolvida conforme segue, onde “DET” é a determinante da matriz:
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Eq. 16

Eq. 17

Eq. 18

Como no caso da meta-hemoglobina os coeficientes � variam com o pH,

usamos os valores de acordo com a condição experimental (anexo 3).

III.f. O Efeito da atividade de Água na Ligação de O2

O método utilizado para avaliar a variação de hidratação das hemoglobinas

de serpentes foi o método de estresse osmótico (Colombo et al., 1992), que consiste

em usar solutos neutros, que são excluídos da superfície da molécula, e diminuem

a atividade de água em solução.

Basicamente, estes experimentos seguem o esquema utilizado no item III.d.

Utilizamos o método espectrofotométrico - tonométrico (Giardina & Amiconi, 1981)

e realizamos os mesmos preparativos. A concentração de hemoglobina utilizada no

experimento também foi de 60�M/heme.
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Preparamos uma solução estoque que possui 32% de sacarose (soluto neutro),

dissolvida no tampão que será utilizado. Conforme o experimento a ser realizado

esta solução estoque é diluída em diferentes porcentagens com o mesmo tampão.

Realizamos os experimentos primeiramente sem soluto neutro, para a

obtenção de dados na ausência desta substância e, em seguida, adicionamos diversas

proporções de sacarose.

Ao final dos experimentos, os dados de P50, Log P50 e n50 foram obtidos como

descrito no item III.d. Antes disso, para cada amostra foi realizada a medida de

osmolalidade da solução (Osmoles/Kg) em osmômetro “Osmomette A” modelo

#5002 - PRECISION SYSTEMS INC. A relação entre a osmolalidade e a atividade

de água da solução é dada por:

Eq. 19

onde 55,55 é a molaridade da água pura. 

Como proposto por Colombo et al., (1992) o efeito de solvatação pode ser

determinado quantitativamente em termos do número diferencial de moléculas de

água ligadas entre as formas desoxi e oxigenadas, através da utilização da equação

de linkage proposta por Wyman (Wyman, 1964).

A equação de linkage que determina o número diferencial de moléculas de um

ligante L que se liga à Hb com ligação de oxigênio é expressa da seguinte forma:

Eq. 20

onde P50 tem o significado antes citado; aL é a atividade de ligante L, ai corresponde

a atividade de outros ligantes que não L; �nL é o número diferencial de moléculas
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de L ligados entre as estruturas oxi e desoxi da Hb e 4 é o número de sítios de

ligação de O2 existentes na proteína. Esta análise é correta apenas quando a

atividade de um ligante varia e a atividade de qualquer outro ligante presente na

solução é mantida constante. Quando o ligante alostérico L é a água, esta relação

pode ser escrita como:

Eq. 21

onde  e  são os números de moléculas de água ligadas às estruturas oxi

(R) e desoxi (T) da Hb, �nw é o número diferencial de moléculas de água ligadas no

estado totalmente oxigenado em relação ao totalmente desoxigenado.

A partir de um gráfico do lnP50 versus ln (aw) é feita uma regressão linear, cuja

inclinação fornece o número de moléculas de água que se ligam à Hb por subunidade

com a oxigenação completa (Colombo et al., 1992).

As inclinações obtidas por regressão linear foram analisadas estatisticamente

aos pares usando a análise de covariância de acordo com Zar (1999) usando o

programa “Prism” (GraphPad, E.U.A.). Testamos as inclinações contra a hipótese

nula (H0), de que as mesmas não seriam diferentes entre si. Foram considerados

significativos valores de P<0,05.
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III.g. Titulação com ATP

Determinamos as constantes de associação com ATP na ausência e na

presença de ATP, utilizando rotina para estimativa não linear de parâmetros do

programa Sigma Plot versão 7.0, de acordo com o modelo abaixo. O efeito do ATP

sobre a afinidade por O2 foi analisado pelo método espectrofotométrico-tonométrico

(Giardina & Amiconi, 1981).

Eq. 22

onde log(P50)p é a medida na presença de ATP, log(P50)a na sua ausência, KD e KO,

são as constantes de associação às formas desoxigenada e oxigenada,

respectivamente, e X é a concentração molar de ATP livre.

III.h. Determinação da Constante de Associação Dímero-Tetrâmero do Estado

Ligado (4K2)

Utilizamos a técnica de cromatografia de Filtração em Gel para a

determinação da constante de associação dímero-tetrâmero do estado ligado (4K2),

proposta por Ackers (1975). Uma coluna de 1 x 20cm (Pharmacia) foi preenchida

com Sephadex G-75 (Sigma) e equilibrada com tampão Tris-HCl 50mM pH 8,0. A

resina cromatográfica Sephadex G-75, nos permite isolar proteínas com massas

moleculares entre 3.000 - 80.000 Da.
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Figura 19. Exemplo de um perfil de eluição total da Hb-II de
Crotalus durissus terrificus.

Figura20. Curva transformada (1-valor normalizado) em
vermelho, criada para cálculo do volume de eluição.

Para obtenção da

constante de associação

dímero - tetrâmero do estado

ligado  (4K2) aplicamos as

s e g u i n t e s  a m o s t r a s

estabilizadas com monóxido

de carbono em volumes

saturantes: 1- Hb humana A0,

2- hemolisado de Urutu

(Bothrops alternatus), 3- Hb

da cobra d’água (Helicops

modestus) e 4- Hb-II de cascavel (Crotalus durissus terrificus). Como padrões, para

calibragem da coluna, passamos: 1- Mioglobina de coração de cavalo M.M. 16.800

(Sigma M-1882), 2- Anidrase Carbônica M.M. 29.000 (Sigma C-4831), 3- Azul

Dextran M.M. 2.000.000

(Sigma D-5751), Glicil

Glicina M.M. 168,5 (Sigma

G-1127) e ATP M.M. 551, 1

(Sigma A-2383).

Aplicamos também a

hemoglobina de matrinxã

(Brycon cephalus) em duas

concentrações. Este método

já foi empregado por

Colombo e Bonilla-Rodriguez

(1995 a,b) para estudar o

efeito da atividade de água sobre a dissociação de hemoglobina humana. Aplicamos
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Figura 21. Gráfico ilustrando a relação entre o volume de
eluição e a área calculada para cada curva (normalizada e
transformada). O ponto onde as retas se cruzam é o
centróide, ou seja, é o volume de eluição correspondente a
uma determinada concentração da amostra.

as amostras com auxílio de

bomba peristáltica (Pharmacia

P-1) com fluxo constante de

12,0mL/h.

A amostra passava por

uma cela de fluxo, acoplada

em espectrofotômetro Cary

100 (Varian) e as leituras de

a b s o r b â n c i a  f o r a m

continuamente registradas em

280, 541  ou 412 nm,

dependendo da proteína e sua

c o n c e n t r a ç ã o . O s

experimentos foram executados na faixa de concentração de 60 a 1�M/heme e

temperatura ambiente (±25"C).

O eluente foi coletado em provetas, as quais foram devidamente pesadas antes

e depois dos experimentos, para que se determinasse precisamente o fluxo após cada

experimento, conforme recomendação de Nenortas & Beckett (1994).

Os dados foram exportados em formato ASCII e tratados em um programa

gráfico (Origin versão 6.0), onde o volume de eluição correspondente a região

frontal do platô obtido foi calculado por integração da área acima e abaixo da curva

normalizada entre 0 e 1 (figura 19).

O cálculo da curva acima do platô foi obtido usando uma segunda curva

transformada da original (1-valor normalizado) (figura 20). Com este gráfico

calculamos a área acima e abaixo da curva, obtendo-se o volume de cada área

calculada. A partir do gráfico dos dados de volume pelas áreas calculadas, foi obtido

o volume do centróide (figura 21). 
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O coeficiente de partição sigma (�) é um parâmetro que expressa como uma

molécula se comporta numa cromatografia de exclusão molecular. Este parâmetro

é proporcional ao grau de interação da molécula com a malha da resina. O sigma

pode ser calculado pela fórmula (Ackers, 1975):

Eq. 23

onde Ve é o volume de eluição da molécula, V0 é o volume de exclusão (medido pela

passagem de azul dextran) e Vi é o volume interno (obtido pela passagem de glicil

glicina ou ATP). V0 e Vi representam os extremos de “não interação” e “interação

completa” com a resina, que corresponde aos valores limites de sigma de 0 a 1,

respectivamente.

Utilizamos a anidrase carbônica como padrão próximo do volume de eluição

da espécie dimérica. A mioglobina também foi utilizada como padrão de monômero,

sendo aplicada tanto em pequeno volume quanto em volume saturante, sendo lida

em 412nm. O padrão de tetrâmero foi obtido pela passagem de Hb humana na forma

desoxigenada e na presença de ATP e ditionito de sódio. Segundo Valdes et al.,

(1978) a constante de associação da desoxi-hemoglobina é extremamente elevada,

sendo esta a melhor maneira para se obter o padrão de tetrâmeros. O tampão foi

previamente desoxigenado por borbulhamento de nitrogênio e adição de ditionito de

sódio a 0,1%.

O método utilizado para estimar os valores da constante foi o proposto por

Nenortas & Beckett (1994). O modelo de associação dímero-tetrâmero pode ser

representado pela equação:

     Eq. 24
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onde a fração de dímeros será:

Eq. 25

A constante de associação (4K2) para o estado ligado é representada por:

      Eq. 26

Assim, a concentração total de hemoglobina é , e a equação anterior

seria re-arranjada para:

Eq. 27

ou seja, tem-se uma equação quadrática com fd = X. Pode-se, então, calcular a raíz

fd:

Eq. 28

e achar uma expressão que relaciona a fração de dímeros com a concentração de

hemoglobina total.

Essa fórmula, incluída na equação a seguir, fornece uma expressão dos

parâmetros a serem estimados: 4K2, �d e �t em função da concentração da proteína

Hb:

�w = (fd(�d - �t)) + �t Eq. 29
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onde o valor de �t foi estimado independentemente pela passagem de Hb

desoxigenada, e o de �d pela média dos coeficientes de partição da forma

tetramérica e a mioglobina (Nenortas & Beckett, 1994): ,

permitindo restringir o ajuste a apenas dois parâmetros.

Essa equação é um modelo ao qual pode-se tentar fazer o ajuste dos dados

obtidos na filtração analítica em gel. Fez-se também um ajuste no qual substituiu-se

os sigmas pelos valores de eluição, não tendo diferenças na estimativa. Assim,

optamos por usar os volumes de eluição dos centróides de forma a simplificar o

cálculo.

III.i. Modelagem Molecular por Homologia

Modelagem molecular por homologia é o método escolhido quando há uma

evidente relação de identidade entre a seqüência da proteína de estudo (alvo) e uma

proteína de estrutura tridimensional conhecida (modelo).

Proteínas de mesma família possuem estrutura terciária mais conservada do

que suas seqüências primárias (Lesk & Chothia, 1980). Portanto, se há uma grande

identidade na seqüência primária entre duas proteínas, certamente estas proteínas

terão estrutura terciária muito semelhantes.

No ínicio das análises de modelagem molecular por homologia utilizamos o

programa computacional BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)(Altschul, et

al., 1990). O BLAST é um conjunto de programas que possibilita ao usuário

encontrar seqüências (modelos), tanto de proteínas como de ácidos nucleicos,

depositadas no Protein Data Bank (PDB), a fim de se comparar com a seqüência

alvo.
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Figura 22. Representação esquemática dos passos de uma modelagem molecular por
homologiaFigura retirada de Sanchez & Sali, 1997.
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Utilizamos o BLAST com o intuito de obtermos uma seqüência primária de

hemoglobina (modelo), a qual possuísse coordenadas tridimensionais depositadas

no PDB, que apresentasse a mais alta identidade com a seqüência primária da

hemoglobina alvo, no caso a hemoglobina da serpente semi-aquática Liophis

miliaris, para que, em seguida, fosse possível se propor um modelo tridimensional

para esta proteína.

Como a hemoglobina é um tetrâmero composto por duas cadeias alfa e duas

beta, foi necessário que fizéssemos a procura das seqüências primárias das cadeias

isoladamente, ou seja, primeiro realizamos a pesquisa para a cadeia alfa e depois

para a cadeia beta.

De posse dos resultados, realizamos o alinhamento entre as seqüências

primárias das proteínas modelo e alvo. Para isso, utilizamos o programa MultAlign

(Corpet, 1988).

Feito o alinhamento, utilizamos o programa MODELLER para modelar a

hemoglobina de Liophis miliaris. De uma maneira geral, o MODELLER utiliza as

coordenadas tridimensionais da proteína modelo para extrair as distâncias entre os

átomos e calcular as restrições de ângulos diedros. Em seguida, o programa utiliza

o alinhamento feito, entre a proteína modelo e alvo, para acomodar os resíduos de

aminoácidos da proteína alvo, nas coordenadas tridimensionais da proteína modelo.

Finalmente, o modelo gerado para a proteína alvo sofre uma otimização

que minimiza algumas violações de ângulos diedros e distâncias entre átomos até

que um modelo que satisfaça as restrições espaciais seja obtido. A seguir, ilustramos

uma representação esquemática dos passos da modelagem molecular por homologia

(figura 22).
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Após a proteína alvo ter sido modelada, é importante avaliar possíveis erros.

Devemos levar em consideração dois tipos de avaliação: (I) avaliação interna de sua

consistência intrínseca que verifica se o modelo satisfaz ou não as restrições

calculadas e (II) avaliação externa que confia em informações que não foram usadas

no cálculo do modelo.

Uma das maneiras de se localizar regiões incertas de um modelo é avaliar a

estéreo-química (ângulos diedrais e sobreposição de átomo-átomo) do modelo com

o programa PROCHECK (Laskowski et al., 1994). 

Este procedimento é de grande importância durante os experimentos de

modelagem comparativa, já que erros de estéreo-química são comuns e, uma vez

detectados esses erros, os mesmos podem ser corrigidos, dando maior credibilidade

ao modelo gerado.

Finalmente, uma ferramenta de avaliação importante é o conhecimento

experimental sobre a estrutura e função da proteína. Um modelo deve ser consistente

com as observações experimentais, como por exemplo, dados de cross linking,

ligações dos ligantes e assim por diante.

Com o programa LSQKAB, do pacote de programas do CCP4 (CCP4, 1994),

reunimos as coordenadas tridimensionais da cadeia alfa gerada, com as da cadeia

beta, num mesmo arquivo, formando-se assim, o dímero. Em seguida, com o mesmo

LSQKAB aplicamos ao arquivo contendo as coordenadas do dímero, uma matriz

inversa de translação e rotação, gerando o dímero correspondente. Estes novos

dados são reunidos em um mesmo arquivo formando o tetrâmero.

Caso algum resíduo de aminoácido esteja fora de posição, é feito um ajuste

manual deste resíduo e, em seguida, uma minimização de posição. Utilizamos

novamente o gráfico de Ramachandram para avaliar a qualidade do modelo de

tetrâmero gerado para Liophis miliaris.
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III.j. Coleta de Dados de Espalhamento de Raios X a Baixo Ângulo

As coletas de dados de espalhamento de raios X a baixo ângulo foram

realizadas no laboratório de baixo ângulo e cristalografia de raios X, do

Departamento de Física, em colaboração com o Prof. Dr. Johnny Rizzieri Olivieri

e o aluno de doutoramento Geovanni César dos Santos.

O equipamento utilizado nas coletas de dados de SAXS foi um gerador de

raios X com ânodo rotatório, RIGAKU RU 300, com capacidade máxima de 18 KW

(60 KV - 300 mA). O gerador possui um sistema de janelas (esquerda e direita) de

saída de feixes de raios X com dois perfis, linha e ponto, permitindo seu uso

simultâneo tanto para coleta de dados de espalhamento de raios X a baixo ângulo

quanto na coleta de dados de difração de raios X (cristalografia).

Analisamos as amostras de hemoglobina em tampão HEPES 30 mM em pH

7,0 e 8,0, uma vez que se propõe que a forma dimérica prevaleça em pH 8,0 e a

tetramérica em pH 7,0 (Focesi et al., 1987).

Colocamos as amostras em capilares de vidro de diâmetro interno de 1 mm.

No início dos experimentos, coletamos dados de SAXS em quatro concentrações

diferentes (30, 25, 20 e 17 mg/ml) para cada pH (7,0 e 8,0) para posterior

extrapolação para a concentração “zero”. O tempo de coleta para cada concentração

foi de 4 horas à temperatura de 20°C.

Após alguns experimentos, optamos por realizar uma única coleta de dados

a 10 mg/ml de proteína, aumentando o tempo de coleta (6 horas), pois observamos

que não havia diferenças entre as curvas de SAXS para os dois métodos adotados,

evitando sim, o gasto desnecessário de amostra.

Ao final de cada experimento foi avaliada a porcentagem de meta-

hemoglobina em solução, descartamos valores de meta-hemoglobina acima de 5%

e realizamos novas medidas. Antes das coletas de dados, aplicamos a todas as
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amostras monóxido de carbono, a fim de se estabilizar a molécula, evitando assim

a formação de meta-hemoglobina.

III.k. Cristalização e Coleta de Dados de Difração de Raios X da Hb-II de

Crotalus durissus terrificus

Após a purificação, a Hb-II de Crotalus durissus terrificus foi lavada três

vezes em uma solução de Tris-HCl 10mM pH 9,0 a 4°C e, em seguida, borbulhamos

monóxido de carbono (CO) na amostra de Hb-II com o intuito de estabilizar a

proteína.

Realizamos as primeiras triagens, para obtenção de monocristais apropriados

para a coleta de dados de difração de raios X, utilizando o método da matriz esparsa

proposto por Jancarik & Kim (1991), através do método de cristalização por difusão

a vapor (sistema hanging drop). A concentração de proteína nestes experimentos foi

de 10mg/mL.

Conseguimos monocristais de Hb-II de Crotalus durissus terrificus em

solução de sulfato de lítio 2M, Tris-HCl 0,1M e PEG 4000 20%.

A coleta de dados de difração de raios X foi realizada no Laboratório

Nacional de Luz Síncroton (LNLS), em Campinas.

Coletamos os dados de difração de raios X a um cumprimento de onda de

1.544�, em uma placa detectora de imagens MAR de 34,5cm (Polikarpov et. al.,

1998a, 1998b), a distância do cristal ao detector foi de 250.0mm a temperatura de

8°C. Usando um ângulo de oscilação de 1.0°, coletamos 80 imagens e as integramos,

a 4.5� de resolução, usando o programa DENZO. Fizemos o escalonamento com

o programa SCALEPACK (Otwinowski, 1993).
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III.l. Análise das Estruturas Quaternárias

Com o intuito de propormos uma explicação estrutural para a ausência de

dimerização em hemoglobinas de serpentes, optamos por fazer uma análise estrutural

dos resíduos que compõem a interface dimérica em hemoglobinas, avaliando quais

resíduos contribuem para a manutenção do tetrâmero na forma oxigenada.

Consideramos os seguintes resíduos que compõem a interface dimérica (�1�2

e sua recíproca) (figura 10, na introdução): 1- Cadeia alfa: Pro C2 (37), Thr C3(38),

Lys C5(40), Thr C6(41), Tyr C7(42), Pro CD2(44), Ala F9(88), Leu FG3(91), Arg

FG4(92), Asp G1(94), Pro G2(95), Val G3(96), Asn G4(97), LeuG7(100). 2-

Cadeia beta: Val B16(34), Tyr C1(35), Pro C2(36), Trp C3(37),Gln C5(39), Arg

C6(40), Phe C7(41), Glu CD2(43), His FG4(97), Val FG5(98), Asp G1(99), Pro

G2(100), Glu G3(101), Asn G4(102), Leu G7(105), conforme Perutz et al., (1968)

e Abraham et al., (1997).

Para alcançarmos nosso propósito de análise buscamos no PDB (Protein

Data Bank) as estruturas terciárias de quatro moléculas comprovadamente

tetraméricas: 1- Estrutura da oxi-hemoglobina humana determinada em alta

concentração de NaCl (código no PDB: 1HHO; Shaanan, 1983); 2- Estrutura da oxi-

hemoglobina humana determinada em baixa concentração de NaCl (código no PDB:

1BBB; Mercedes Silva et al., 1992); 3- Estrutura da oxi-hemoglobina de Gallus

gallus (código no PDB: 1HBR; Knapp et al., 1999) e 4- Estrutura da Carboxi-

hemoglobina-I de Truta (Oncorhyncus mykiss)(código no PDB: 1OUU; Tame et al.,

1996). As coordenadas da hemoglobina de Liophis miliaris foram obtidas por

modelagem molecular por homologia.

Utilizamos o programa de visualização gráfica Swiss-PdbViewer versão 3.7,

de domínio público, para realizar as análises de estrutura quaternária. O programa

também nos possibilitou avaliar as distâncias entre os átomos constituintes das

cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos que integram a interface dimérica,
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sendo possível, dessa maneira, avaliar se naquela determinada distância poderia

ocorrer ou não algum tipo de interação, tal como, uma ponte de hidrogênio ou um

contato de van der Waals.

Realizamos também a sobreposição das estruturas quaternárias para

medirmos o grau de semelhança de tais estruturas. Esta avaliação foi feita através

do valor dos desvios de r.m.s.d. (root-mean square deviation ou desvio médio

quadrático). Este número indica a média da distância entre os carbonos alfa das

proteínas comparadas. Quanto menor o valor do r.m.s., maior o grau de semelhança

estrutural.

A sobreposição das estruturas quaternárias foi realizada utilizando todos os

carbonos alfa das hélices B, G e H, uma vez que estas hélices são menos afetadas

pelas mudanças terciárias (Baldwin & Chothia, 1979). A hemoglobina humana

(1BBB) e as hemoglobinas de animais foram sobrepostas sobre a Hb humana

(1HHO).

A análise relativa à região interdimérica foi conduzida com os seguintes

critérios: foram consideradas pontes de hidrogênio se um determinado átomo é um

bom doador de hidrogênio e o outro é um bom aceptor de hidrogênio com uma

distância de 3,6 a 3,0� (Abraham et al., 1997).

Os contatos de van der Waals foram calculados da seguinte maneira:

somaram-se os raios de van der Waals dos átomos que possívelmente estão em

contato, se a distância entre eles fosse igual ou menor à soma dos raios de van der

Waals desses átomos, considerou-se que eles estabelecem contato de van der Waals.

Foram considerados os seguintes raios de van der Waals para cada átomo: 1-

Carbono da carbonila da cadeia principal: 1,8�, oxigênio da carbonila da cadeia

principal: 1,52�, todos os átomos das caeias laterais e grupos: 1,8� (Bondi, 1964).
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III.m. Evidências Espectroscópicas de Transição Conformacional T�R na

Forma Stripped, em Solução, da Hemoglobina de Liophis miliaris

A proposta mais recente envolvendo a Hb de Liophis miliaris, feita por

Bonafé et al. (1999), supõe que a ligação de ATP à forma desoxigenada mantém o

tetrâmero unido, ou seja, assume que a forma stripped não teria a conformação T.

Enoki & Tyuma, (1964) mostraram que as formas oxigenada e desoxigenada

da hemoglobina tetramérica, possuem espectros de absorção distintos na região do

ultravioleta entre 270 e 300nm. A diferença entre estes espectros, mostra uma

pequena banda de absorção centrada em 290nm, que está localizada bem no topo

da larga banda de absorção da porfirina. Os autores atribuem a origem desta banda

à absorção óptica dos resíduos aromáticos localizados na interface dimérica (�1�2).

São eles: Tyr 42(�), Trp 37 (�) e Phe 41(�). Esta banda é o único marcador

espectroscópico conhecido da transição alostérica T�R.

Diferentemente da região visível que vai de 500 à 700nm, a banda em 290nm

está diretamente relacionada a variações que ocorrem na estrutura da cadeia

protéica, e não ao grupo heme (Briehl & Hobbs, 1970).

O experimento foi realizado com tampão HEPES 30mM pH 7,5 com a

hemoglobina na forma stripped.
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IV. RESULTADOS

IV.a. Purificação do hemolisado de Crotalus durissus terrificus

Devido à proximidade entre os pontos isoelétricos (diferença essa de

centésimos de unidade de uma fração para outra) das frações que compõem o

hemolisado de serpentes, a purificação destas isoformas é muito dificultada.

A primeira tentativa foi utilizar uma coluna de troca aniônica preenchida

com DEAE Sephadex (Sigma), a fim de se obter uma separação das frações. Para

isso, utilizamos um gradiente de pH com tampões Hepes 50mM pH 7,6 e TRIS-HCl

50mM pH 9,0.

No entanto, a tentativa foi frustrada pois, a eluição da amostra se deu sem

que se observasse nenhuma separação das frações, o que se confirmou,

posteriormente, com a leitura de absorbância em 576nm dos tubos coletados.

Optamos, primeiramente, por utilizar o Rotofor (Bio-Rad), cujo princípio

básico é o de uma isoeletrofocalização. Contudo, no Rotofor o meio de migração da

macromolécula não é sólido (gel) e sim líquido.

Durante três meses tentamos otimizar a purificação das amostras de

hemoglobina de Crotalus durissus terrificus e Bothrops alternatus. Os fabricantes

do aparelho propunham que o mesmo tinha a capacidade de separar isoformas com

até 0,05 de diferença nos seus pIs. Entretanto, nunca conseguimos a formação de um

gradiente com uma faixa tão estreita de um pH para outro, o que impossibilitava uma

boa separação entre as frações.

Foi então que decidimos testar uma purificação na resina de troca aniônica

DEAE-Sepharose (Pharmacia), utilizando um gradiente salino linear de 0 a 50mM

para a eluição das frações da Hb. Os resultados foram satisfatórios e serão

apresentados a seguir.
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Figura 23. A figura ilustra um gel de isoeletrofocalização (IEF),
mostrando as várias frações de Hb que compõem o hemolisado de
Crotalus durissus terrificus. Observa-se também a Hb-II purificada.

O hemolisado de Crotalus durissus terrificus revelou a presença de sete

frações de hemoglobinas (figura 23). A fração II foi identificada como a fração

majoritária (35%), seguida pela fração III (30%). As frações I, IV, V, VI e VII

apresentaram-se como frações minoritárias do hemolisado de Crotalus durissus

terrificus. Já que a fração II, denominada por nós como Hb-II, era o componente

obtido em maior quantidade, esta tornou-se nosso objeto de estudo. A fim de

comprovar a pureza da amostra, realizamos um gel de isoeletrofocalização. A figura

23, mostra que houve uma boa purificação da Hb-II, além de comprovar que esta

fração é o componente principal do sangue desta serpente. Devemos ressaltar que

não observamos variações intra-específicas no padrão eletroforético das

hemoglobinas de serpentes.
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Figura 24. Dependência do log P50 com a variação do pH a
20°C, da Hb-II de Crotalus durissus terrificus. Os dados
foram obtidos em tampão ADA 50mM (em pH 7,0 e 7,5) e
Tris-HCl 50mM (acima de pH 8,0). A concentração da
amostra foi de ± 60�M/heme. Figura gerada com o programa
gráfico Origin versão 6.0.

IV.b. Propriedades Funcionais de Ligação de Oxigênio das Hemoglobinas de

Serpentes

IV.b.1. Hemoglobina II de Crotalus durissus terrificus

A figura 24 mostra como as propriedades funcionais de ligação de O2 da Hb-

II de Crotalus durissus terrificus varia em diferentes pH a 20°C. No gráfico do log

P50 versus pH, observamos que a forma stripped possui alta afinidade por oxigênio.

Os valores de P50 variam de

1,7 a 0,7 mmHg, na faixa de

p H  e n t r e  7  e  9 ,

r e s p ec t iv a me n te .  Fic a

evidente também a presença

de efeito Bohr alcalino, que

pode ser medido pela

variação no número de H+

(�H+ = �log P50 /�pH), de -

0,39 H+/heme entre pH 7 e 8.

Na presença de Cl-

( N a C l  1 0 0 m M ) o

comportamento da Hb-II é

parecido ao da forma

stripped, porém a a finidade por O2 decresce acima de pH 7,5. O efeito Bohr, na

presença de cloreto, cai para -0,25 ± 0,13 H+/heme

Na presença de ATP 1mM, observamos uma acentuada diminuição da

afinidade da Hb-II por O2 em relação à sua forma stripped, na mesma faixa de pH.

Em pH 7,0, a P50 eleva-se para 7,4 mmHg, um decréscimo de 4,4 vezes na afinidade.
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Figura 25. Comportamento do coeficiente de Hill (nH) da
Hb-II de Crotalus durissus terrificus em diferentes pH a
20°C. As condições experimentais são as mesmas descritas na
figura 24. Figura gerada com o programa gráfico Origin
versão 6.0.

Verificamos também um aumento no efeito Bohr alcalino para -0,44 ± 0,06

H+/heme, aproximando-se do valor encontrado para Hb humana (-0,5 H+/heme)

(Duguet & Acher, 1975). Este comportamento, na presença de ATP, já foi descrito

para outras hemoglobinas de serpentes, tais como, Bothrops alternatus (Oyama et

al., 1993), Helicops modestus (Bonafe et al., 1999) e Liophis miliaris (Focesi et al.,

1987).

O coeficiente de Hill (nH), da forma stripped (figura 25), mostrou uma

dependência do pH, uma vez

que o aumento do pH

diminuiu os valores de

cooperatividade, de 1,9 para

1,4 entre pH 7,0 e 9,0, mas

todos os valores obtidos

indicam processo cooperativo

de ligação de oxigênio à Hb-

II.

Na presença de Cl- há

um discreto aumento da

cooperatividade entre pH 7,0

e 8,0 (nH= 1,8 e nH=1,98,

respectivamente). Acima de

pH 8,0 observamos uma diminuição do nH. Na presença de ATP, a cooperatividade

ficou acima das encontradas na presença de NaCl e stripped, em toda a faixa de pH

estudada. Pela análise do gráfico, observamos que a cooperatividade varia com o

pH, atingindo um máximo ao redor do pH 7,5.
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Figura 26. Dependência do log P50 com a variação do pH a
30°C da Hb-II de Crotalus durissus terrificus. Os dados
foram obtidos em tampão ADA 50mM (pH 7,0 e 7,5) e Tris-
HCl 50mM (acima de pH 8,0). A concentração da amostra
foi de ± 60�M/heme. Figura gerada com o programa gráfico
Origin versão 6.0.

O menor valor de cooperatividade obtido acima de pH 8,0 foi 1,87,

mostrando que acima de pH 8,0, mesmo na presença de ATP, ocorre processo

cooperativo de ligação de oxigênio para a Hb-II de Crotalus durissus terrificus.

A figura 26 mostra a dependência das propriedades funcionais de ligação de

oxigênio à Hb-II em diferentes pH a 30°C.

Observamos que houve um aumento na P50 nas três condições experimentais

(stripped, na presença de Cl- e na presença de ATP), em relação à 20°C.

Na forma stripped houve um aumento de aproximadamente 2,5 vezes na P50

a pH 7,0 (de 1,7 a 20°C para 4,2 a 30°C). Outro ponto importante foi a diminuição

do efeito Bohr alcalino, com o aumento da temperatura, na forma stripped e na

presença de Cl-.

Na forma stripped, o

valor de �H+/heme diminuiu

de -0,39 ± 0,08 a 20°C para -

0,27 ± 0,03 a 30°C e na

presença de Cl- diminui de -

0,25 ± 0,1 a 20°C para -0,19

± 0,03 a 30°C. Entretanto, na

presença de ATP 1mM, o que

ocorre é um aumento do efeito

Bohr alcalino de -0,44 ± 0,06

a 20°C para -0,51 ± 0,01 a

30°C.

Com relação ao nH

(figura 27), constatamos uma

dependência deste com a variação do pH. Na forma stripped e na presença de Cl-,

essa dependência já havia sido detectada a 20°C e se manteve a 30°C, sendo que,
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Figura 27. Comportamento do coeficiente de Hill (nH) com
a variação do pH a 30°C da Hb-II de Crotalus durissus

terrificus. As condições experimentaisais são as mesmas
descritas na figura 26. Figura gerada com o programa gráfico
Origin versão 6.0.

em pH 8,0 a forma stripped apresenta um nH igual 1,64 ± 0,03 e na presença de Cl-

igual a 1,71 ± 0,06, confirmando a presença de processo cooperativo também a

30°C.

Na presença de ATP também constatamos uma maior dependência do nH

com a variação do pH. Em 30°C, a cooperatividade elevou-se de 2,03, em pH 7,0,

até 2,36 em pH 8,0. Acima deste pH houve uma diminuição desta até pH 9,0 cujo

valor foi de 1,83, confirmando também a presença de processo cooperativo de

ligação de oxigênio à temperatura de 30°C, acima de pH 8,0 (figura 27).
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IV.b.2. Hemoglobinas de Helicops modestus

As figuras 28 e 29 ilustram as propriedades de ligação do O2 do hemolisado

de H. modestus com a variação do pH a 20°C. Na figura 28, está representada a

afinidade da Hb total de H. modestus em três condições: stripped, com NaCl

100mM e com ATP 1mM.

Observamos que, na forma stripped e com NaCl 100mM, a Hb total de H.

modestus possui uma alta afinidade por O2, por toda a faixa de pH analisada. Na

forma stripped, o valor da P50 em pH 7,0 é de 1,21 ± 0,04 mmHg, este valor diminui

até pH 8,0 (0,37 ± 0,02 mmHg), mostrando um efeito Bohr alcalino, medido pela

variação no número de H+ (�H+= �log P50/�pH) de -0,53 ± 0,1 H+/heme, nesta faixa

de pH. Acima de pH 7,7 não observamos variação na afinidade por O2 nem efeito

Bohr.

Na condição que contêm NaCl 100mM, os dados da P50 são muito

semelhantes aos da forma stripped, contudo, a variação no número de prótons

diminui (-0,30 ± 0,05 H+/heme), sugerindo que os íons Cl- se ligam à resíduos de

aminoácidos responsáveis pelo efeito Bohr, sobrepondo o efeito dos prótons.

Quando adicionamos ATP 1mM à solução a afinidade por O2 diminui

drasticamente entre os pH 7,0 e 8,5, em relação às formas stripped e com NaCl.

Entretanto, a partir do pH 8,0 a afinidade por O2 aumenta até pH 9,0. O efeito Bohr

alcalino apresentado com ATP foi de -0,67 ± 0,06 H+/heme, entre pH 7,0 e 8,5.

A figura 29 ilustra um gráfico da cooperatividade pelo pH a 20°C, do

hemolisado total de H. modestus. Nas três condições analisadas (stripped, com NaCl

e com ATP), observamos, em toda a faixa de pH, processo cooperativo de ligação

de O2. Na forma stripped, a cooperatividade atinge valores máximos em pH 7

(nH=2,58±0,1). Acima de pH 7,5 a cooperatividade sofre uma redução para valores

em torno de nH=1,4, mas, nunca assume valores de nH iguais a 1, o que caracterizaria
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Figura 28. Dependência do log P50 do hemolisado de
Helicops modestus, em diferentes pH a 20°C. Os
experimentos foram realizados com tampão ADA e TAPS-
NaOH 30mM. A concentração da amostra foi ± 60�M/heme.
Figura gerada com o programa gráfico Origin versão 6.0.

Figura 29. Comportamento da cooperatividade do hemolisado
de Helicops modestus em diferentes valores de pH. As
condições experimentais são as mesmas descritas na figura 28.
Figura gerada com o programa gráfico Origin versão 6.0.
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Figura 30. Efeito da concentração de ATP na afinidade por
oxigênio da Hb-II de Crotalus durissus terrificus. A linha
contínua representa o ajuste feito para a determinação das
constantes de associação de ATP às formas desoxigenada
(KD) e oxigenada (KO), conforme equação 20. Os
experimentos foram realizados em tampão TRIS-HCl 50mM
pH 7,5, 43mM de cloreto a 20°C. A concentração de ATP
variou de 0,5�M a 100mM e a concentração de amostra foi
de ± 60�M/heme. Figura gerada com o programa gráfico
SigmaPlot versão 7.0

processo não cooperativo de ligação de O2, tal como, na mioglobina.

Na presença de cloreto (NaCl 100mM), o comportamento da

cooperatividade é muito semelhante ao da forma stripped, ocorrendo um discreto

aumento da mesma entre pH 8,0 e 9,0.

Na presença de ATP, fica evidente um processo cooperativo de ligação de

O2 em toda a faixa de pH analisada, sendo que, em pH 7,5, ocorre o maior valor

registrado nH=2,55 e, em pH 9,0, o menor valor obtido: nH=1,87.

IV.c. Titulação com ATP para Determinação da Constante de Ligação nas
Formas Oxigenada e Desoxigenada

Os experimentos de titulação com ATP para determinação da constante de

ligação às formas oxi (KO) e

desoxigenada (KD) foram

r e a l i z a d o s  c o m

concentrações crescentes de

ATP, usando a equação 20.

O s  r e su l ta d o s

obtidos indicam um �x= -

0,25/heme confirmando a

existência de um sítio de

ligação para o ATP por

molécula de Hb (ATP:Hb

te t râmero) , co nfo rme

equação de interrelação de

Wyman (-�x = �logP50

/�log [ATP]), onde �x

fornece o número de
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Figura 31. Comportamento da Hb-II de Crotalus durissus

terrificus em diferentes valores de atividade de água. Os
experimentos foram realizados em tampão HEPES-NaOH
30mM pH 7,5 a 20°C. A concentração da amostra foi de ±
60�M/heme. Figura gerada com o programa gráfico Origin
6.0.

moléculas de ATP ligado por subunidade. O valor da constante de ligação de ATP

na forma desoxigenada (KD) foi de 5,13 x 105 ± 0,85 x 105M-1 e para forma

oxigenada (KO) foi de 1,92 x 102 ± 0,63 x 102M-1, conforme ilustra o ajuste feito na

figura 30.

IV.d. Análise das Mudanças Conformacionais das Hemoglobinas de Serpentes

Através do Método do Estresse Osmótico

IV.d.1. Hemoglobina II de Crotalus durissus terrificus

Os experimentos de estresse osmótico foram realizados a fim de se analisar

a variação da área exposta ao solvente e, dessa forma, sondar as mudanças

conformacionais que ocorrem durante o processo de oxigenação da Hb-II e de outras

hemoglobinas de serpentes.

As análises foram realizadas

na forma stripped e na

presença de ânions (cloreto ou

ATP).

Os dados obtidos

(figura 31) mostraram que,

para a Hb-II de Crotalus

durissus terrificus, na forma

stripped, o número de

moléculas de água que se

ligam a mais à Hb na forma

oxigenada, durante o processo
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Figura 32. Comportamento da cooperatividade da Hb-II de
Crotalus durissus terrificus, em diferentes valores de
atividade de água. As condições experimentais são as mesmas
descritas na figura 31. Figura gerada com o programa gráfico
Origin versão 6.0.

de oxigenação, foi de 36 ± 7 moléculas de água. Na presença de cloreto este número

elevou-se para 52 ± 5 moléculas de água e na presença de ATP 45 ±11 moléculas

de água.

A análise estatística não mostrou diferenças significativas da inclinação para

a comparação entre a forma stripped e com cloreto (P=0,094), e para a comparação

stripped com ATP (P=0,496).

A figura 32 ilustra o comportamento da cooperatividade versus a atividade

de água.

O gráfico mostra que nas três condições experimentais estudadas (stripped,

com cloreto e com ATP) o

processo de oxigenação da

Hb-II de Crotalus durissus

terrificus foi cooperativo.

Na forma stripped e na

presença de cloreto, a

cooperatividade manteve-se

entre 2,2 e 2,6 em toda a

faixa de atividade de água

estudada.

Na presença de

ATP, o coeficiente de Hill

possui um valor maior em

relação a forma stripped e na presença de cloreto. A cooperatividade nesta condição

manteve-se entre 2,6 e 3,1.
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Figura 33. Comportamento do hemolisado de Helicops

modestus em função da variação da atividade de água. Os
experimentos foram realizados com tampão TAPS 30mM pH
8,0 a 20°C. A concentração da amostra foi de ± 60�M/heme.
Figura gerada com o programa gráfico Origin versão 6.0.

IV.d.2. Hemoglobinas de Helicops modestus

A figura 33 ilustra a dependência do ln P50 versus a variação da atividade de

água (ln aw) do hemolisado de Helicops modestus.

Na forma stripped, observamos que 24 ± 7 moléculas de água se ligam à

mais à Hb na forma oxigenada. Na presença de ATP medimos um total de 20 ± 2

moléculas de água, sendo este

resultado muito semelhante ao

encontrado para a forma

stripped.

Na presença de

cloreto, 56 ± 4 moléculas de

água ligam-se a mais à Hb na

f o r m a  o x ig e n a d a ,  d o

hemolisado de Helicops

modestus, sugerindo que esta

hemoglobina assume uma

conformação quaternária

d i f e r e n t e  n a  f o r m a

desoxigenada, em relação à desoxi-hemoglobina da forma stripped e na presença de

ATP. Este mecanismo será discutido com mais detalhes no item discussão.

A análise estatística das interações mostrou diferença significativa entre a

as regressões da forma stripped e com cloreto (P<0,0001), porém não há diferença

significativa entre a regressão da forma stripped e na presença de ATP (P=0,429).

A figura 34 ilustra um gráfico de nH (cooperatividade) versus a atividade de

água (ln aw).



RESULTADOS 70

Figura 34. Comportamento da cooperatividade do
hemolisado de Helicops modestus em função da atividade de
água. As condições experimentais são as mesmas descritas na
figura 33. Figura gerada com o programa gráfico Origin
versão 6.0.

Pela análise da

figura observamos que o

hemolisado de Helicops

modestus liga oxigênio

cooperativamente nas três

c o n d iç õ e s  e s t u d a d a s

(stripped, na presença de

cloreto e na presença de

ATP).

Na presença dos

efetores alostéricos (cloreto

e ATP) constatamos que

não há dependência da

cooperatividade com a variação da atividade de água. Na presença de cloreto, a

cooperatividade manteve-se entre 1,77 e 1,89 em toda a faixa

analisada. Na presença de ATP, embora a cooperatividade tenha mostrado valores

superiores, em relação às formas stripped e com cloreto, não houve uma

dependência desta com relação a variação da atividade de água. Os valores de nH,

na presença de ATP, permaneceram entre 2,2 e 2,53.

Na forma stripped, observamos uma discreta dependência da

cooperatividade em relação à variação da atividade de água. Em valores altos de

atividade de água (aw=154mOsm) a cooperatividade foi de 1,39, enquanto que em

valores baixos de atividade de água, tal como, aw=1.292mOsm, o valor de nH passou

para 1,65.
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Figura 35. Comportamento do hemolisado de Liophis

miliaris em diferentes atividades de água. Os experimentos
foram realizados em tampão TAPS 30mM pH 8,0 a 20°C. A
concentração da amostra foi de ± 60�M/heme. Figura gerada
com o programa gráfico Origin versão 6.0.

IV.d.3. Hemoglobinas de Liophis miliaris

A figura 35 ilustra o comportamento do ln P50 versus a atividade de água do

hemolisado de Liophis miliaris.

Os resultados mostram que 62 ± 4 moléculas de água se ligam a mais à Hb

stripped de Liophis miliaris,

na forma oxigenada, enquanto

que na presença de cloreto e

ATP este número diminui

para 50 ± 6 e 57 ± 7

m o l é c u l a s  d e  á g u a ,

respectivamente.

A análise estatística

mostrou diferenças entre a

forma stripped e na presença

de cloreto (P=0,025), porém

não na comparação entre a

forma stripped e com ATP

(p=0,146).

A figura 36 mostra o comportamento da cooperatividade do hemolisado de

Liophis miliaris em diferentes atividades de água.

De uma maneira geral a cooperatividade das três condições analisadas

(stripped, com cloreto e com ATP) não mostrou dependência com a variação da

atividade de água, como pode ser visto na figura 36.

Na forma stripped, a cooperatividade manteve-se entre 1,2 e 1,4 em toda a

faixa estudada. Na presença de cloreto houve um aumento no indíce de Hill, em
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Figura 36. Comportamento da cooperatividade do hemolisado
de Liophis miliaris, em diferentes atividades de água. As
condições experimentais são as mesmas descritas na figura 35.
Figura gerada com o programa gráfico Origin versão 6.0.

relação à forma stripped, na mesma faixa de atividade de água analisada. Os valores

de nH, na presença de cloreto, permaneceram entre 1,63 e 1,8.

Na presença de ATP, o aumento da cooperatividade foi bem mais acentuado

em relação às outras duas condições estudadas (stripped e com cloreto),

confirmando a forte influência que este efetor alostérico exerce sobre as

hemoglobinas de serpentes

A tabela 2 mostra um resumo da variação no número de moléculas de água

(�nw) por tetrâmero, durante a transição do estado desoxigenado para o oxigenado,

para as hemoglobinas de Crotalus durissus terrificus, Helicops modestus e Liophis

miliaris.
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Tabela 2. Tabela ilustrando a variação no número de moléculas de água (�nw) por tetrâmero,
durante a transição do estado desoxigenado para o estado oxigenado, para as hemoglobinas de
Crotalus durissus terrificus, Helicops modestus e Liophis miliaris.

Amostra Condição

Experimental

�n
w

Análise

Estatística*

Hb-II de

Crotalus durissus

terrificus

stripped

NaCl

ATP

36 ± 7 molec. água

52 ± 10 molec. água

45 ± 11 molec. água

Referência

ns

ns

Hemolisado de

Helicops modestus

stripped

NaCl

ATP

24 ± 7 molec. água

56 ± 4 molec. água

20 ± 2 molec. água

Referência

P<0,0001

ns

Hemolisado de

Liophis miliaris

stripped

NaCl

ATP

62 ± 4 molec. água

50 ± 6 molec. água

57 ± 7 molec. água

Referência

P=0,025

ns

*A análise estatística de comparações das inclinações usou a forma stripped como referência. As
diferenças foram consideradas significativas para P<0,05. ns=não significativo (P>0,05). O valor
P é um parâmetro de probabilidade, ou seja, valores de P pequenos sugerem que há diferença
estatística entre as duas condições experimentais analisadas. No entanto, valores de P grandes
sugerem que a diferença observada experimentalmente é eventual.

IV.e. Determinação da Constante de Associação Dímero-Tetrâmero do Estado

Ligado (4K2)

Em virtude de dificuldades relativas às colunas utilizadas, as determinações

para as várias hemoglobinas analisadas foram executadas em conjuntos diferentes.

A figura 37 ilustra um gráfico do volume de eluição do centróide versus a

concentração de hemoglobina de Crotalus durissus terrificus, Helicops modestus

e Bothrops alternatus.
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Figura 37. Comportamento do volume de eluição do centróide de várias  hemoglobinas de
serpentes (todas na forma stripped) em função da concentração de hemoglobina. Os
experimentos foram realizados em tampão TAPS 30mM pH 8,0 a temperatura ambiente, foi
aplicado monóxido de carbono (CO) em todas as amostras de Hb , a fim de previnir a
formação de meta-hemoglobina. Figura gerada com o programa gráfico Origin versão 6.0.

Para uma avaliação qualitativa dos procedimentos executados, fizemos a

passagem da hemoglobina humana a fim de medirmos o volume de eluição e a

constante de associação para esta hemoglobina comprovadamente tetramérica em

solução.

Os resultados mostraram que a hemoglobina humana, entre 14-60�M, elui

em 8,80 ± 0,11mL. Abaixo de 10�M, torna-se evidente a dissociação da

hemoglobina humana devido à diluição da amostra  (Chiancone, 1968; Valdes et al.,

1978; Dumoulin et al., 1997), ocorrendo assim, um aumento no volume de eluição

desta proteína (9,35mL a 1�M). Deve-se ressaltar que o volume de eluição do

dímero foi estimado em 10,26mL, como mostra a figura 37.
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O cálculo da constante de associação dímero-tetrâmero forneceu um valor

de 2,0 ± 0,2x106M-1, em boa concordância com valores reportados na literatura por

Nenortas & Beckett, (1994), que situam a constante por volta de 1,2 x 106M-1.

Neste conjunto de dados observamos que, de uma maneira geral, as

hemoglobinas analisadas de serpentes possuem volumes de eluição semelhante ao

encontrado para a hemoglobina humana.

O volume de eluição do centróide da Hb-II de Crotalus durissus terrificus,

na forma stripped,  foi de 8,98mL a 1�M, indicando que esta hemoglobina é menos

propensa à dimerização do que a hemoglobina humana. Fizemos também a passagem

do hemolisado de Crotalus durissus terrificus a fim de observarmos se há diferença

no volume de eluição do centróide da forma purificada e não purificada.

Os resultados mostraram que o volume de eluição do centróide, para o

hemolisado de Crotalus durissus terrificus, foi de 8,80mL a 1�M, indicando que

não há grandes diferenças entre as amostras citadas acima, na faixa de concentração

analisada.

Na concentração de 5�M de hemoglobina, a semelhança entre os volumes

de eluição dos centróides, entre as formas purificada e não purificada, é ainda maior,

sendo de 8,79 e 8,78mL, respectivamente.

A constante de associação dímero-tetrâmero estimada para a Hb-II de

Crotalus durissus terrificus foi de 1,5 ± 0,24 x 107 M-1.

Os dados obtidos para o hemolisado stripped de Helicops modestus foram

muito parecidos aos encontrados para a Hb-II de Crotalus durissus terrificus. A

hemoglobina de Helicops modestus mostrou um volume de eluição do centróide de

8,82mL em 30�M e 9,07mL em 0,5�M. A constante de associação dímero-

tetrâmero estimada para esta hemoglobina foi de 1,6 ± 0,17 x 107 M-1.

Observamos também o comportamento de eluição do hemolisado stripped

da serpente Bothrops alternatus (Urutu). A hemoglobina desta serpente apresentou
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volumes de eluição do centróide muito parecido com os observados para as

hemoglobinas de Crotalus durissus terrificus, Helicops modestus e humana.

Na concentração de 1�M, o valor do volume de eluição do centróide foi de

8,86mL. Devido à má qualidade dos dados apresentados para esta hemoglobina não

foi possível estimar a constante de associação dímero-tetrâmero com confiabilidade.

Novas análises deveriam ser realizadas a fim de se buscar um melhor ajuste

da curva, no entanto, foi impossível obter novos exemplares desta espécie junto ao

Instituto Butantan.

Em outro conjunto de dados avaliamos o comportamento de eluição do

hemolisado stripped de Boa constrictor por cromatografia analítica de filtração em

gel, como ilustra a figura 38.

A figura 38 mostra o volume de eluição do centróide em função da

concentração de hemoglobina. Pela análise do gráfico, verificamos que a

hemoglobina de Boa constrictor possui um volume de eluição próximo à forma

tetramérica, como descrito para as hemoglobinas de Crotalus durissus terrificus,

Helicops modestus, Bothrops alternatus e humana.

A análise estatística realizada por regressão não-linear para este conjunto

de dados forneceu uma estimativa de 4K2=1,0 ± 0,36x107M-1. Estes dados

concordam com os dados determinados para as constantes de associação dímero-

tetrâmero de Crotalus durissus terrificus (1,5 ± 0,24x107M-1), Helicops modestus

(1,6 ± 0,17 x 107 M-1) e humana (2,0 ± 0,2 x 106M-1).

O valor obtido para a constante de associação da Hb de Boa constrictor,

permite estimar que a fração de dímeros dentro da hemácia seria de apenas 0,7%.

Em condições experimentais (60�M) a fração de dímero seria de 4%.

Em um outro conjunto de dados, fizemos a análise da constante de

associação da hemoglobina stripped de Liophis miliaris. Os dados revelaram que

esta hemoglobina também possui volume de eluição próximo ao da forma
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Figura 38. Comportamento do volume de eluição do hemolisado stripped de Boa

constrictor em função da concentração de hemoglobina. Os experimentos foram
realizados com tampão TAPS-NaOH 30 mM pH 8,0 a temperatura ambiente. A
amostra de hemoglobina foi saturada com monóxido de carbono (CO). Figura gerada
com o programa gráfico SigmaPlot versão 7.0

tetramérica, já que o volume de eluição do padrão de tetrâmeros (desoxi-

hemoglobina humana com IHP e ditionito de sódio) foi de 6,49mL e o volume de

eluição para a hemoglobina de Liophis miliaris foi em torno de 6,91mL até a

concentração de 10�M.

Abaixo desta concentração há um aumento no volume de eluição como

apresentado pelas outras hemoglobinas de serpentes. O volume de eluição para a

espécie dimérica foi de 7,65mL (figura 39).

O valor da constante de associação dímero-tetrâmero obtido foi de 1,2 ± 4

x 106M-6. O erro associado a estimativa da constante da hemoglobina de Liophis

miliaris não nos agradou e, um segundo conjunto de dados foi estimado a fim de

obtermos dados mais confiáveis. Aparentemente, houve uma alteração na coluna.
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Figura 39. Comportamento de eluição do hemolisado de Liophis miliaris em função
da concentração de hemoglobina (primeiro conjunto de dados). Os experimentos
foram realizados com tampão TAPS-NaOH 30mM pH 8,0 a temperatura ambiente.
A amostra foi saturada com monóxido de carbono (CO). Figura gerada com o
programa gráfico SigmaPlot versão 7.0

Não foi possível confirmar o valor da Hb humana após as passagens da Hb de

Liophis miliaris.

Neste segundo conjunto de dados, podemos observar que a hemoglobina de

Liophis miliaris manteve o mesmo padrão de eluição apresentado no primeiro

conjunto de dados (figura 40), eluindo próximo ao volume de eluição da forma

tetramérica. O volume de eluição do tetrâmero (desoxi-Hb A0) foi de 12,31mL

(6�M), enquanto que a estimativa para eleuição da forma dimérica eluiu com um

volume de 14,22mL. A hemoglobina de Liophis miliaris apresentou em 44�M um

volume de eluição do centróide de 12,33mL e, em 1�M de 12,68mL, como podemos

observar na figura 40.
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Figura 40. Comportamentodo volume de eluição do hemolisado de Liophis miliaris

em função da concentração de hemoglobina (segundo conjunto de dados). Os
experimentos foram realizados em tampão TAPS-NaOH 30mM pH 8,0 a
temperatura ambiente. A amostra foi saturada com monóxido de carbono (CO).
Figura gerada com o programa gráfico SigmaPlot versão 7.0.

O valor da constante de associação dímero-tetrâmero, para este segundo

conjunto de dados, foi de 2,89 ± 0,35 x 107M-1. Este resultado corrobora os dados

obtidos para as outras hemoglobinas de serpente, comprovando que estas

hemoglobinas possuem uma estrutura quaternária tetramérica.

De posse do valor da constante de associação dímero-tetrâmero, podemos

sugerir que em condições experimentais (60�M/heme) apenas 2,5% da hemoglobina

de Liophis miliaris esta na forma dimérica, enquanto que nas condições in vivo, ou

seja, no interior das hemáceas, este número é de 0,4%.
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IV.f. Coleta de Dados de Espalhamento de Raios X a Baixo Ângulo (SAXS)

As propostas elaboradas para Hb de Liophis miliaris e outras espécies

sempre propuseram a existência de espécies diméricas predominantes na forma

oxigenada, como mecanismo operacional in vivo. Por isso, decidimos fazer medidas

de SAXS em amostras mais concentradas do que as usadas nas metodologias

anteriores.

O raio de giro e a máxima dimensão de uma molécula são parâmetros

importantes que caracterizam espécies moleculares com massas moleculares bem

distintas, por exemplo, um tetrâmero de hemoglobina (64 KDa) e a sua forma

dimérica (32 KDa).

Diante destes dados, foram realizados experimentos de SAXS para se tentar

mostrar como as hemoglobinas de diferentes espécies de serpentes se comportam

em solução, em dois pHs diferentes, pH 7,0 e 8,0, uma vez que consta na literatura

que em pH 7,0 as hemoglobinas desses animais, estão na forma tetramérica e, em

pH 8,0, na forma dimérica (Focesi, et al., 1987; Matsuura et al., 1989).

Os cálculos revelaram que a hemoglobina humana tetramérica possui um

raio de giro de 23 � e uma dimensão máxima de 63 �. Para a forma dimérica

encontramos um raio de giro de 17 � e uma dimensão máxima de 50 �, valores

usados para comparação com os dados experimentais coletados para as

hemoglobinas de serpentes.

A fim de ratificar os dados teóricos, realizamos a análise experimental da

hemoglobina humana em pH 7,0 e 8,0. Os resultados obtidos experimentalmente

concordam com os dados teóricos, já que o valor do raio de giro obtido foi de 23�

e a dimensão máxima da molécula foi de 63, nos dois pH analisados (Tabela 3).
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4p(r) expressa a distância (r) entre dois pares de elétrons no interior de uma
macromolécula. Contêm informações sobre a forma da macromolécula.

Figura 41. Figura ilustrando as funções de distribuição das distâncias p(r) da hemoglobina
humana dimérica (fita vermelha) e tetramérica (fita verde) (dados teóricos). São mostradas
também as funções p(r) obtidas experimentalmente para a hemoglobina humana em pH 7,0( fita
azul) e em pH 8,0 (fita azul claro), bem como para as hemoglobinas de serpentes. O
sexperimentos foram realizados com tampão HEPES-NaOH 30mM pH 7,0 e 8,0 em temperatura
ambiente. A concentração das amostras foi de 600�M. Todas as amostras foram saturadas com
monóxido de carbono. Figura gerada com o programa gráfico Origin versão 6.0.

A tabela 3 reúne os valores de raio de giro e dimensão máxima das

hemoglobinas de serpentes (dados experimentais) e hemoglobina humana (dados

teóricos e experimentais).

Como pode ser observado na tabela 3, os resultados mostram que os valores

de raio de giro e dimensão máxima encontrados para as hemoglobinas de serpentes

são muito semelhantes aos valores encontrados para a forma tetramérica da

hemoglobina humana, corroborando com os dados obtidos para a constante de

associação e propriedades funcionais de ligação de O2, discutidos anteriormente.

A figura 41 mostra as funções de distribuição das distâncias p(r)4 das

hemoglobinas das serpentes: Crotalus durissus terrificus, Boa constrictor e Liophis

miliaris, comparada à função de distribuição da hemoglobina humana (Hb A0).
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Os resultados revelaram que, tanto em pH 7,0 quanto em pH 8,0, as funções

de distribuição das hemoglobinas de serpentes acompanham a função p(r) da

hemoglobina tetramérica, sendo que, a p(r) da forma dimérica da hemoglobina

humana fica bem deslocada à direita do gráfico, dando uma boa noção da diferença

entre a forma dimérica e tetramérica (figura 41).

Os dados de raio de giro para a hemoglobina de Helicops modestus foram

obtidos atrvés do gráfico de Guinier, os resultados encontrados indicam que em pH

7,0 o raio de giro da hemoglobina de Helicops modestus é de 24,6� e em pH 8,0 é

de 25, corroboram com os valores encontrados para a hemoglobina humana e para

as outras hemoglobinas de serpentes.

Tabela 3. Valores experimentais de raio de giro e dimensão máxima obtidos para as
hemoglobinas de serpentes e humana (teóricos e experimentais), tanto pelo gráfico de Guinier
quanto pela p(r). Todos os experimentos foram realizados com as amostras na forma stripped

(saturadas com monóxido de carbono) e em tampão HEPES-NaOH 30mM em pH 7,0 e 8,0. A
concentração das amostras foi de 600�M.

Hemoglobina pH Raio de Giro (�) Dimensão Máxima (�)

Guinier p(r)

Humana
Dimérica

Tetramérica
7,0

8,0

----------

----------

Teórico

17*

23*

Experim.

-----------

-----------

23,2

22,9

Teórico

50*

63*

Experim.

-----------

-----------

63

63

Hb-II de C. d.

terrificus

7,0

8,0

----------

26,1

22,6

22,6

63

63

Liophis miliaris 7,0

8,0

----------

----------

24,1

24,2

63

64

Helicops

modestus

7,0

8,0

24,6

25

------------------------

------------------------

----------------------------

-----------------------------
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Boa constrictor 7,0

8,0

25

26,3

23,2

22,8

63

63

*Não foi considerado no cálculo teórico do raio de giro e máxima dimensão o pH, como indicado
na tabela.

Com o intuito de verificarmos a confiabilidade de nossos dados calculamos

os coeficientes de correlação entre as curvas teóricas e experimentais das

hemoglobinas humana e de serpentes.

Primeiramente, comparamos as curvas teóricas (da hemoglobina tetramérica)

com as curvas experimentais da hemoglobina humana. Os valores dos coeficientes

de correlação obtidos foram de 0,999 (em pH 7,0) e 0,997 (em pH 8,0), já que

valores mais próximos de 1,0 indicam alta similaridade entre as curvas de SAXS.

A comparação entre as curvas da hemoglobina humana e as curvas da

hemoglobina de Crotalus durissus terrificus forneceram coeficientes de correlação

de 0,999 (em pH 7,0) e 0,998(em pH 8,0).

Os valores de coeficientes de correlação obtidos entre as curvas da

hemoglobina humana e de Boa constrictor foram de 0,999 (em pH 7,0) e 0,998 (em

pH 8,0). E para as curvas da hemoglobina humana e de Liophis miliaris foram de

0,994 (em pH 7,0) e 0,989 (em pH 8,0). Todos os valores obtidos de coeficiente de

correlação estão expostos na tabela 4.
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Tabela 4. Valores dos coeficientes de correlação obtidos após a comparação da p(r) teórica da
hemoglobina humana tetramérica com as p(r) das hemoglobinas de serpentes obtidas
experimentalmente.

Hemoglobina pH Coeficiente de Correlação

Humana Teórico/Humana

experimental

7,0

8,0

0,999

0,997

Humana Teórico/Hb-II de

Crotalus durissus terrificus

7,0

8,0

0,999

0,998

Humana Teórico/Hemolisado de

Boa constrictor

7,0

8,0

0,999

0,998

Humana Teórico/Hemolisado de

Liophis miliaris

7,0

8,0

0,995

0,989

IV.g. Coleta dos Dados de Difração de Raios X da Hb-II de Crotalus durissus

terrificus

Assim que conseguimos estabelecer um protocolo de purificação para a Hb-

II de Crotalus durissus terrificus iniciamos os experimentos de cristalização. No

início, conseguimos alguns cristais, no entanto, o tamanho e a ordem interna dos

mesmos impediram uma boa coleta de dados de difração de raios X.

Realizamos novos experimentos de cristalização adotando alguns

procedimentos para estabilizar a proteína. Entre estes procedimentos podemos citar:

1- saturar a amostra de sangue, antes do rompimento das hemáceas, com monóxido

de carbono (CO), 2- acrescentar inibidores de proteases, para evitar a degradação

da proteína e, 3- adição de ácido iodoacético, para evitar a formação de aglomerados

de hemoglobina, devido aos resíduos de cisteína livres na superfície da molécula.
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Com esses procedimentos conseguimos obter pela primeira vez um padrão de

difração de raios X dos cristais de Hb-II de Crotalus durissus terrificus.

O cristal escolhido para os experimentos de difração de raios X tinha

dimensões de 0,2x0,2x0,2mm. Este apresentou grupo espacial P2 ou P21 e era

monoclínico.

Os parâmetros de cela foram de : a=64,3�, b=92,1�, c=162� , �=95,3° e

�=	=90°. O volume da cela unitária estimado foi de 9,55x105�3. Assumindo três

tetrâmeros na unidade assimétrica, o valor do Vm calculado foi de 2,49�3Da-1

(Mathews, 1968). O conteúdo de solvente e a densidade do cristal foram de 50,6%

e 1,18gcm-3, respectivamente.

Os cristais de Hb-II, no início da coleta de dados de difração de raios X,

difrataram a 3.0�, contudo, conforme o passar do tempo houve um decaimento na

resolução dos dados. Tentamos, então, colocar os cristais em condições criogênicas,

usando procedimentos de congelamento instantâneo (de Azevedo et al., 1996; de

Azevedo et. al., 1997), que têm como objetivo aumentar o tempo de exposição do

cristal sem que este sofra danos, no entanto, os resultados não foram favoráveis, pois

os cristais não produziram difração. Sendo assim, só foi possível uma coletar um

conjunto completo de dados a 4,5� de resolução a 8°C. A tabela 5 ilustra a

estatística da difração de raios X.
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Tabela 5. Estatística da coleta de dados de difração de raios X para o cristal de Hb-II de Crotalus

durissus terrificus.

Faixa de Resolução (�) 30,0 - 4,5

Número total de observações (I > 1�) 17,076

Número de reflexões únicas 9,194

Completeza (%) 82,0

Redundância 1,86

I/� total 7,19

*Rmerge (%) 11,3

Rmerge na mais alta camada de resolução (4,66 - 4,5�) 25,3

Completeza na mais alta camada de resolução (%) 85,8

Redundância na mais alta camada de resolução 1,8

I/� na mais alta camada de resolução 3,32

*Rmerge=100 x �hkl [�i(�Ihkl,i - �Ihkl��)]/�hkl,i (Ihkl), onde Ihkl,i é a intensidade de uma medida individual
de reflexões com índices h, k e l e �Ihkl� é a média das intensidades destas reflexões.

Em seguida, tentamos resolver a estrutura da Hb-II de Crotalus durissus

terrificus pelo método padrão de substituição molecular usando o programa AMORe

(Navaza, 1994). As coordenadas atômicas de oito hemoglobinas de peixes e uma de

ave, depositadas no PDB (Protein data Bank), foram usadas como modelos para

pesquisa.

Funções de rotação cruzada foram calculadas numa faixa de resolução de

10 - 4,5� usando passos de 2,5°. Estes cálculos foram realizados com raio de

integração de 28�. As rotações que geraram os mais altos coeficientes de correlação

(CC) foram aplicadas aos modelos e usados nos subseqüentes cálculos da função de

translação, baseado em dados na mesma faixa de resolução. A substituição

molecular usando nove modelos diferentes para pesquisa não produziu uma solução.

Isto provavelmente ocorreu em virtude da alta resolução apresentada.
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Conseguir cristais de hemoglobina não é uma tarefa muito difícil; entretanto,

isto não se extende as Hbs de répteis, pois não consta nenhuma delas no PDB. Deve

ficar claro que o uso do termo “baixa resolução” em cristalografia significa que a

imagem obtida (mapa de densidade eletrônica) pode ser bem visualizada e com

detalhes. Portanto, quando uma estrutura terciária é obtida à 1.8�, diz-se que esta

estrutura foi determinada em baixa resolução. Contudo, ao se obter uma estrutura

terciária a 6�, diz-se que esta estrutura foi obtida a alta resolução e,

conseqüentemente, é impossível a visualização detalhada dos resíduos que

constituem esta proteína e as possíveis interações existentes entre eles e outros

compostos.

Realizamos vários outros experimentos de cristalização sem sucesso. Sendo

assim, decidimos realizar a modelagem molecular da hemoglobina de Liophis

miliaris, já que esta hemoglobina possuía seqüência primária depositada no banco

de dados.

IV.h. Modelagem Molecular por Homologia da Hemoglobina de Liophis miliaris

Após análises funcionais, de cromatografia de filtração em gel e SAXS,

verificamos que as hemoglobinas de Crotalus durissus terrificus, Boa constrictor,

Helicops modestus e Liophis miliaris apresentam-se como estruturas tetraméricas

estáveis.

No entanto, a literatura relativa a estas hemoglobinas afirma que elas são

diméricas no estado oxigenado. Esta afirmação se sustenta em dados de

propriedades funcionais (Focesi et al., 1987, 1992; Matsuura et al., 1987) e pela

análise da seqüência primária elaborada por Matsuura et al., (1989), como já

discutido na introdução.



RESULTADOS 88

Matsuura et al., (1989) seqüenciaram duas cadeias de globinas de Liophis

miliaris e, propuseram que na região de contato entre os dímeros (interface

dimérica) �1�2 há duas substituições na seqüência de aminoácidos. O resíduo Glu

43 � (CD2) é substituído por Thr e o resíduo Glu 101� (G3) por Val. Sendo assim,

a perda dessas duas cargas negativas na interface dimérica levaria à instabilidade do

tetrâmero, favorecendo a formação de dímeros. Essa proposição atribui,

implicitamente, um papel essencial a ambos os glutamatos na manutenção do arranjo

tetramérico, por interações iônicas.

Com o intuito de comprovarmos os dados coletados experimentalmente

durante o doutorado, realizamos uma modelagem molecular por homologia para a

hemoglobina de Liophis miliaris, como apresentado acima.

Em seguida, decidimos comparar esta hemoglobina modelada com estruturas

terciárias de hemoglobinas, comprovadamente tetraméricas, depositadas no PDB

(Protein Data BanK).

Antes disso, realizamos uma análise de seqüência primária a fim de

encontrarmos hemoglobinas com alta identidade em relação à hemoglobina de

Liophis miliaris.

De posse dos resultados decidimos utilizar, para comparação com a nossa

hemoglobina modelada, uma hemoglobina de Gallus gallus (ave), uma de peixe

(truta - Oncorhyncus mykiss) e duas coordenadas tridimensionais diferentes de

hemoglobina humana: 1- uma determinada em alta concentração de sal (1HHO) e

outra em baixa concentração de sal (1BBB).

Os resultados obtidos da análise da seqüência primária estão resumidos na

tabela 6.

Os resultados mostraram que a hemoglobina de Gallus é a que possui maior

identidade com a hemoglobina de Liophis miliaris. A segunda hemoglobina com

maior identidade foi a hemoglobina humana, seguida da hemoglobina de truta. Deve-
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se ressaltar que todas as cadeias de hemoglobina apresentaram alta identidade

(>50%) com as cadeias de globina de Liophis miliaris; isto reforça a idéia de que

se as estruturas primárias são parecidas, as estruturas terciárias e quaternárias

também o serão.

A única exceção foi a cadeia � da hemoglobina de truta, a qual apresentou

47% de identidade com a cadeia � de Liophis miliaris. No entanto, esta identidade

ainda é considerada excelente, pois considera-se um bom template (modelo), para

se modelar uma proteína, aquele que possui até 30% de identidade (comunicação

pessoal do Prof. Dr. Walter F. De Azevedo Júnior5).

O modelo escolhido para a modelagem molecular da hemoglobina de

Liophis miliaris foram as cadeias alfa e beta da hemoglobina D de Gallus gallus

(1HBR) resolvidas a 2.3�, uma vez que estas apresentaram 52% e 73% de

identidade com as cadeias alfa e beta da hemoglobina de Liophis miliaris ,

respectivamente.

Este resultado torna o modelo confiável, uma vez que estruturas

tridimensionais de proteínas da mesma família (como no caso hemoglobinas) são

mais conservadas que suas seqüências primárias. Portanto, se há grande similaridade

entre duas proteínas nas suas seqüências primárias, certamente uma alta similaridade

para as estruturas tridimensionais pode ser assumida (Sanchez & Sali, 1997). A

figura 42 mostra os alinhamentos feitos para as cadeias alfa e beta utilizando o

programa MultAlin (Corpet, 1988). Os asteriscos ressaltam os resíduos de

aminoácidos idênticos.
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Tabela 6. Dados comparativos sobre a porcentagem de resíduos de aminoácidos idênticos das
hemoglobinas comparadas.

Espécies comparadas Identidade (%)

Liophis miliaris/Gallus gallus cadeia �=52          Cadeia �=74

Liophis miliaris/Oncorhyncus mykiss cadeia �=47          Cadeia �=53

Liophis miliaris/Homo sapiens cadeia �=51          Cadeia �=66
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Figura 43. Ilustração do modelo proposto para a
hemoglobina de Liophis miliaris, com base nas
seqüências primárias obtidas por Matsuura et al.,
(1989). Figura gerada no programa computacional
Swiss-Pdb Viewer versão 3.7 de domínio público.

Já que nossos dados, tanto

por filtração analítica em gel como

por SAXS, confirmam a presença

da forma tetramérica em solução,

não existindo influência do pH, foi

proposto um modelo de tetrâmero

para a hemoglobina da serpente

Liophis miliaris (figura 43),

utilizando as seqüências de

Matsuura et al., (1989).

Para avaliar a qualidade

do modelo gerado, utilizou-se o

gráfico de Ramachandran. A análise deste gráfico, mostra que 91,5% dos resíduos

de aminoácidos encontram-se nas regiões muito favoráveis, 8,1% em regiões

permitidas e apenas 0,8% em regiões generosamente permitidas. Vale destacar que

nenhum resíduo de aminoácido ocupou posições não permitidas, excetuando os

resíduos de glicina (triângulos pretos) que devido à sua pequena cadeia lateral possui

uma liberdade de ângulos phi e psi muito grande. A prolina também ocupa esta

posição no gráfico devido a restrições estéricas da sua cadeia lateral cíclica, como

pode ser observado na figura 44.
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Figura 44. Gráfico de Ramachandran para o modelo de
tetrâmero proposto para a hemoglobina de Liophis miliaris. Em
vermelho estão as regiões muito favoráveis, em amarelo estão as
regiões permitidas e, em amarelo claro estão as regiões
generosamente permitidas. Em branco está a região não
permitida. Os resíduos de glicina e prolina são mostrados como
triângulos.

IV.i. Análise Estrutural da Molécula de Liophis miliaris Modelada

Após análise da seqüência primária, passamos a fase seguinte analisando a

estrutura da oxi-hemoglobina modelada de Liophis miliaris e das oxi-hemoglobinas

escolhidas para comparação. Nosso critério de análise centrou-se na interface

dimérica e, mais especificadamente, nos resíduos de aminoácidos Glu 43(�) e Glu

101(�).
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Os resultados mostraram que os resíduos Glu 43(�) e Glu 101(�) não fazem

nenhum tipo de interação na interface dimérica das oxi-hemoglobinas analisadas.

Com exceção da oxi-hemoglobina humana (1BBB), onde o resíduo de Glu 43(�)

realiza uma ponte de hidrogênio com o NH2 da Arg 92(�), o resíduo de Glu 101(�)

não realiza nenhuma interação na interface dimérica.

Estes resultados sugerem que tais resíduos de aminoácidos não contribuem

de forma significativa para a manutenção do tetrâmero na forma oxigenada. No item

discussão, fazemos uma análise criteriosa da relação destes resíduos de aminoácidos

com a interface dimérica, em todas as hemoglobinas citadas.

IV.j. Evidências da Existência de uma Transição Conformacional T-R na Forma
stripped em Solução

A fim de testarmos se a hemoglobina de Liophis miliaris assume a

conformação desoxigenada “T” na forma stripped, realizamos o seguinte

experimento.

Medimos o espectro da oxi-hemoglobina stripped (sem ânions) na presença

de tampão HEPES-NaOH 30mM, pH 7,5. Em seguida, iniciamos a desoxigenação

da hemoglobina de Liophis miliaris e, após 10 minutos, realizamos a leitura do

espectro da desoxi-hemoglobina. Por fim, subtraímos o espectro da oxi-hemoglobina

em relação ao da desoxi-hemoglobina.

Os resultados mostraram que a oxi-hemoglobina de Liophis miliaris sofre

mudanças conformacionais T�R durante o processo de oxigenação. A figura 45

destaca a área indicada que aparece somente no espectro de diferença (Abs oxi-Hb -

Abs desóxi-Hb). A linha reta representada no gráfico ao longo do eixo y=0, mostra

que o espectro da conformação oxi não varia.

A banda de absorção observada em 290nm (figura 45) representa a exposição

de resíduos de aminoácidos aromáticos (Tyr 42�, Trp 37(�) e Phe 41(�)) durante
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Figura 45. Diferença de absorção entre as formas desoxi e
oxigenada da hemoglobina de Liophis miliaris. O pico em
290nm representa a diferença de absorção entre os estados
conformacionais T e R. Figura gerada com o programa
gráfico Origin versão 6.0.

o processo de oxigenação da Hb-II de Crotalus durissus terrificus, indicando

transição alostérica na Hb-II.

Isto  só ocorreria  em

hemoglobinas tetraméricas.
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V. DISCUSSÃO

V.a. Padrão Eletroforético

O hemolisado de Crotalus durissus terrificus, como mostrado em

resultados, é composto por sete frações de hemoglobina, sendo que o segundo

componente (Hb-II) é a fração principal.

A presença de várias isoformas é comum em serpentes, como mostrado na

literatura. Focesi et al., (1987) encontraram para a serpente semi-aquática, Liophis

miliaris, que o sangue total desta espécie é composto por duas frações de

hemoglobina. Dados semelhantes foram descritos para as serpentes Bothrops

alternatus, Mastigodryas bifossatus e Laticauda laticaudata, onde se constatou

também a presença de dois componentes hemoglobínicos presentes no hemolisado

destes animais. O método de análise utilizado foi gel de poliacrilamida (Oyama et

al., 1993; Bonilla et al., 1994; Eguchi & Eguchi, 2002).

Seymor et al., (1981), utilizando IEF como método de análise de padrão

eletroforético, investigaram o hemolisado da serpente aquática Acrochordus

arafurae e encontraram que este é composto por quatro frações de hemoglobina.

Análises por IEF, em nosso laboratório, com o hemolisado do sangue das

serpentes Helicops modestus, Liophis miliaris e Bothrops alternatus, mostraram que

o sangue total destas serpentes possui quatro, seis e quatro frações de hemoglobinas,

respectivamente. A heterogeneidade pode sofrer alterações devido ao polimorfismo

intraespecífico, variação pelo sexo, idade, época do ano, etc.

Aparentemente, o número de frações de hemoglobina também pode

depender do método de análise utilizado, onde eletroforeses utilizando IEF parecem

ser mais sensíveis do que gel de poliacrilamida.
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Isto é conseqüência da proximidade que existe entre o pI das frações que

constituem o sangue total destes animais. A diferença de pI de uma fração para outra

pode ser de 0,05 unidades ou ainda menor.

Sendo assim, o gel de poliacrilamida não possui capacidade suficiente para

discriminar frações com pI tão próximos. Já no gel de IEF o mesmo não ocorre, pois

o gel de IEF é confeccionado com substâncias (anfólitos) que induzem a formação

de um gradiente de pH. O gradiente de pH formado é extremamente restrito,

podendo diferenciar proteínas com até 0,02 unidades nos seus pI.

Tal sensibilidade obriga a estabilizar as amostras com monóxido de carbono,

para evitar o aparecimento de bandas devido à auto-oxidação.

Pérez et al., (1995) analisaram o hemolisado de centenas de espécies de

peixes utilizando gel de amido e poliacrilamida. Os resultados mostraram que o

número de frações encontradas no gel de amido foi sempre superior ao número de

frações encontradas no gel de poliacrilamida, confirmando a dependência dos

achados em relação à metodologia.

A presença de várias isoformas de hemoglobina nas hemáceas destes

animais pode estar relacionada com a prevenção da precipitação da desoxi-

hemoglobina (uma vez que a desoxi-hemoglobina é menos solúvel que a oxi-

hemoglobina), quando o animal é submetido a um ambiente de hipóxia (Weber,

1990).

Sugere-se, também, que pode ocorrer uma vantagem adaptativa para

suportar mudanças ambientais e/ou fisiológicas (Powers, 1980), ou mesmo, ser

vestígios evolutivos, os quais têm pouca ou nenhuma conseqüência para o animal

(Kimura, 1989).
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V.b. Propriedades Funcionais

Como já discutido anteriormente, as hemoglobinas de serpentes são

descritas, na literatura, como moléculas que, na ausência de fosfatos orgânicos,

possuem alta afinidade por O2, baixo ou nenhum efeito Bohr alcalino (acima de pH

8,0) e ausência de cooperatividade de ligação de O2.

Coeficiente de Hill igual a 1,0 caracterizaria processo não cooperativo de

ligação de O2, tal como, apresentado pela mioglobina, que é uma molécula

monomérica.

Entretanto, quando fosfatos orgânicos são adicionados à solução de

hemoglobina, observa-se uma acentuada diminuição na afinidade por O2, um efeito

Bohr alcalino torna-se evidente e ocorre aumento da cooperatividade. (Focesi et al.,

1987; Matsuura et al., 1987; Focesi et al., 1990; Bonafé et al., 1999).

As propriedades funcionais de ligação de O2 das hemoglobinas de Crotalus

durissus terrificus e Helicops modestus também mostram alta afinidade por O2 e

ausência de efeito Bohr alcalino (acima de pH 8,0), mas não apresentam ausência

de cooperatividade.

Tanto a Hb-II de Crotalus durissus terrificus como o hemolisado de

Helicops modestus apresentaram coeficiente de Hill (nH) superior a nH=1,0,

indicando presença de cooperatividade de ligação de O2 (figuras 25 e 29,

respectivamente).

Focesi et al., (1987) propuseram que a hemoglobina de Liophis miliaris, na

forma stripped (sem cloreto e ATP), acima de pH 8,0, sofre dissociação dependente

da oxigenação. Os pesquisadores sustentam esta proposta através de dados

funcionais desta proteína, onde eles mostraram que existe ausência de efeito Bohr

e cooperatividade.
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Contudo, a hemoglobina stripped de Liophis miliaris apresenta efeito Bohr

alcalino, entre pH 7,0 e 8,0. Este efeito Bohr também foi descrito para os

componentes Hb-I e Hb-II (na forma stripped) de Bothrops alternatus (�H+=-0,38)

(Oyama et al., 1993) e Mastigodryas bifossatus (�H+=-0,30) (Bonilla et al., 1994).

Focesi et al., (1987) sugeriram que a presença deste efeito Bohr alcalino,

observado na forma stripped, pode ser explicado pela transição do desoxi-tetrâmero

à oxi-dímero durante o processo de oxigenação, pois espécies diméricas têm como

características funcionais ausência de cooperatividade e ausência de efeito Bohr

(Atha & Riggs, 1976; Bonafé et al., 1999).

Entretanto, o sequenciamento das quatro cadeias globínicas de Liophis

miliaris (A(�1,Lm), B(�1,Lm), C(�2,Lm) e D(�2,Lm)) (Matsuura et al., 1989; Padovan,

1996) mostraram que os principais resíduos responsáveis pelo efeito Bohr alcalino

(His 146 (�), Asp 94 (�) e Val 1 (�)) (Ho & Russu, 1987) estão conservados na

hemoglobina desta serpente.

Portanto, o efeito Bohr encontrado por Focesi et al., (1987), na hemoglobina

de Liophis miliaris, não é em conseqüência da transição do desoxi-tetrâmero à oxi-

dímero, mas sim devido à presença dos resíduos de aminoácidos responsáveis por

este efeito.

A ausência de efeito Bohr também não é uma propriedade exclusiva de

hemoglobinas diméricas. Quando Smarra (1997) estudou as propriedades funcionais

de ligação de O2 da Hb-I de Lioposarcus anisitsi (cascudo), constatou que a forma

stripped desta hemoglobina não possuía efeito Bohr alcalino, em toda a faixa de pH

estudada (pH 6,5 a 9,0) e, que a cooperatividade em pH 8,5 era de nH=1,2.

Quando analisada por cromatografia de filtração em gel (Sephadex G-75),

calibrada com hemoglobina humana e outras proteínas de massa molecular

conhecida, mostrou-se que a Hb-I de Liposarcus anisitsi possui um volume de
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eluição próximo ao volume de eluição da hemoglobina humana, o que comprova que

esta hemoglobina possui uma estrutura tetramérica estável.

Embora a Hb-I do cascudo possua como características funcionais baixa

cooperatividade e ausência de efeito Bohr alcalino (características de espécies

diméricas) estas propriedades por si só não sustentam a idéia de que tal hemoglobina

seja propensa a dissociação durante o processo de oxigenação.

O mais interessante desses dados foi a possibilidade de compará-los com os

apresentados por Bonafé et al., (1999).

Os dados de P50 apresentados por eles mostraram uma semelhança com os

nossos, quando se diz respeito à presença de ATP. No entanto, na forma stripped,

os dados apresentados por Bonafé et al., (1999) mostraram que o hemolisado de H.

modestus não responde a uma variação do pH a 20°C (efeito Bohr ausente), sendo

que a P50 fica próxima a 1mmHg em toda a faixa de pH analisada.

Os dados apresentados em nosso trabalho, mostram um efeito Bohr alcalino

evidente e os valores de P50 caem de 1,16±0,04mmHg, em pH 7,0, para

0,3±0,02mmHg, em pH 8,0. Fica claro, dessa forma, que há uma resposta da forma

stripped à concentração de prótons (presença de alosterismo). Devemos ressaltar

que a porcentagem de meta-Hb foi monitorada antes e após cada experimento, e os

valores de meta-Hb não ultrapassaram 3%.

Isto é resultado de uma postura rígida adotada pelo grupo com respeito ao

controle de meta-Hb durante os experimentos. A chegada de um aparelho de água

ultrapura ELGA Scientific, que possibilita a retirada de íons, os quais contribuem

para a formação de meta-Hb, também foi imprescindível para os bons resultados

alcançados. A tudo isso, soma-se o uso de nitrogênio de altíssima pureza, que

possibilita a rápida obtenção da forma desoxigenada, em dois ou três minutos.

A cooperatividade apresentada em nossos experimentos também se

diferencia bastante em relação aos dados apresentados por Bonafé et al., (1999). 
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Nas três condições analisadas (stripped, com cloreto e ATP), observamos

processo cooperativo de ligação de O2, em toda a faixa analisada de pH. Os dados

mais significativos são os da forma stripped, entre pH 7 e 7,5, nossos dados

apresentaram cooperatividade de 2,58±0,1 e 2,31±0,07. Segundo Bonafé et al.,

(1999) a forma stripped do hemolisado total de H. modestus não responde

cooperativamente em toda a faixa de pH analisada (entre 7,0 a 9,0).

Outro dado de grande importância, diz respeito à cooperatividade na

presença de ATP, acima de pH 8,0. Em nossos dados, observamos uma

cooperatividade de 2,12±0,11 (pH 8,5) e 1,87±0,03 (pH 9,0). Bonafé et al., (1999)

encontraram ausência de cooperatividade (nH=1), entre pH 8,0 e 9,0. 

Bonafé et al., (1999) propõem que os dados relatados por eles são

compatíveis com a presença de dímeros em solução tanto na ausência como na

presença de ATP. Nossos dados vêm em direção oposta aos apresentados pelos

pesquisadores citados. Na verdade, nossos dados funcionais sustentam a presença

de formas tetraméricas em solução.

Nossos dados funcionais concordam com os apresentados por Sullivan,

(1967), os quais estudaram as propriedades funcionais da serpente aquática Natrix

taxispilota. Os resultados obtidos mostraram que o hemolisado stripped desta

serpente possui alta afinidade por O2, efeito Bohr alcalino (entre pH 7,0 e 8,0) e

cooperatividade igual a 2,0, em pH 8,0.

Em relação à Hb-II de Crotalus durissus terrificus, os dados de titulação

com ATP indicam a presença de um sítio de ligação de ATP por tetrâmero. O valor

obtido para a constante de associação de ATP à forma desoxigenada (KD) foi de

4,6±0,77x105M-1. Este valor é cerca de dez vezes maior em relação ao respectivo

valor para KD da hemoglobina humana (KD=104M-1) (de Rosa et al.,1998), sugerindo

que o ATP se liga à Hb-II mais fortemente do que à hemoglobina humana.
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No entanto, quando comparamos o KD da Hb-II de Crotalus durissus

terrificus com os KD obtidos por Bonilla et al., (1994B) para Liophis miliaris,

Bothrops alternatus (106M-1) e Boa constrictor ( KD=107M-1), constatamos que as

constantes de associação de ATP à forma desoxigenada são cerca de 10 e 100 vezes

maior em relação à Hb-II de Crotalus durissus terrificus, sugerindo uma maior

afinidade dessas hemoglobinas pelo ATP.

O valor encontrado para a constante de associação de ATP à forma

oxigenada (KO) foi de 1,66±0,57x102M-1, este valor esta de acordo com o relatado

para o KO da oxi-hemoglobina humana (KO=102M-1) (de Rosa et al., 1998) e para KO

das hemoglobinas de Liophis miliaris e Boa constrictor (102M-1) (Bonilla et al.,

1994B).

A influência de ânions nas propriedades funcionais e na estrutura da

hemoglobina tem sido estudada por Colombo et al., (1992; 96) usando o método de

estresse osmótico, o qual permite determinar o número de moléculas de água que se

ligam à hemoglobina durante o processo de oxigenação.

A mudança de hidratação entre os estados T e R da hemoglobina, reflete

diferenças nos estados conformacionais das formas oxigenada e desoxigenada,

podendo dessa forma nos fornecer informações sobre mudanças conformacionais

durante a ligação de O2.

Conforme Colombo e Seixas (1999) descreveram para a hemoglobina

humana, os dados referentes à Hb-II de Crotalus durissus terrificus e ao hemolisado

de Helicops modestus, sugerem que, na ausência de cloreto, estas hemoglobinas

assumem um novo estado conformacional, denominado estado T0.

Este novo estado conformacional T0 seria uma estrutura intermediária entre

as formas desoxigenada (Tx) e oxigenada (R) da hemoglobina. Portanto, a desoxi-

hemoglobina coexistiria em duas conformações alostéricas, o estado Tx e o estado

T0, que dependeria da presença ou não de cloreto (Colombo e Seixas, 1999).
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Isto fica claro, quando observamos os resultados obtidos para a Hb-II de

Crotalus durissus terrificus e para o hemolisado de H. modestus, na ausência de

cloreto. A Hb-II apresentou uma variação de hidratação de 36±7 moléculas de água

e o hemolisado de H.modestus 24±7 moléculas de água, durante o processo de

oxigenação. Colombo e Seixas, (1999) obtiveram aproximadamente 25 moléculas

de água.

Entretanto, quando cloreto foi adicionado à solução de hemoglobina, o

comportamento de hidratação da molécula é alterado. Em concentrações acima de

50mM de cloreto, a molécula não mais assume o estado T0, mas sim a conformação

Tx; tal suposição é comprovada pela variação de hidratação da hemoglobina humana,

que foi de 70 moléculas de água na presença de NaCl 100mM (Colombo e Seixas,

1999).

Em nossos experimentos, com a Hb-II de Crotalus durissus terrificus

(52±10 molec. de água) e o hemolisado de H. modestus (56±4 molec. de água),

observamos resultados semelhantes ao da hemoglobina humana, na mesma

concentração de sal.

Com o ânion BPG (para hemoglobina humana) ocorre basicamente o mesmo

comportamento. Até 50�M de BPG, Tosqui et al., (2000), observaram que 70

moléculas de água se ligam à forma oxigenada durante o processo de oxigenação da

hemoglobina humana. Acima de 500�M de BPG, eles passaram a observar que 45

moléculas de água se ligavam à hemoglobina humana, indicando que, nestas

condições, o BPG se liga à oxi-hemoglobina, estabilizando esta forma em um estado

conformacional similar ao estado desoxigenado.

Tal comportamento de hidratação, na presença de fosfato orgânico (para

serpentes ATP) também foi observado para a Hb-II de Crotalus durissus terrificus.

Determinamos que 45±11 molécula de água se ligam a oxi-hemoglobina desta
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serpente. Contudo, para o hemolisado de H. modestus observamos que apenas 20±2

moléculas de água se ligam à oxi-hemoglobina.

A análise estatística realizada através da comparação das inclinações para

a Hb-II de Crotalus durissus terrificus, mostra que as diferenças entre as inclinações

da forma stripped com aquelas na presença de cloreto e ATP não são significativas.

Isto se deve pela pouca linearidade dos dados em valores de atividade de água

elevados, principalmente para as condições stripped e na presença de ATP.

A análise estatística aplicada ao hemolisado de Helicops modestus, mostra

que não há diferenças significativas de inclinação entre o conjunto stripped e aquele

na presença de ATP, o que confirma o resultado encontrado por nós através do �nw

(Tabela 2).

A comparação entre a forma stripped e na presença de cloreto, sugere que

há diferença significativa entre as inclinações destas duas condições, confirmando

a influência do íon cloreto em promover mudanças conformacionais, como

encontrado por Colombo & Seixas, (1999).

O comportamento da variação de hidratação do hemolisado de Liophis

miliaris mostrou diferenças em relação às hemoglobinas de serpentes e hemoglobina

humana.

De uma maneira geral, os dados obtidos sugerem que a hemoglobina desta

serpente não assume o estado T0 na ausência de cloreto. Na verdade, o número de

62±4 moléculas de água obtido para o hemolisado de Liophis miliaris, na ausência

de cloreto, está próximo das 70 moléculas de água obtidas para a hemoglobina

humana, na presença de cloreto.

A hemoglobina humana, na presença de cloreto, quando é desoxigenada

assume a conformação Tx e, quando novamente oxigenada, assume a conformação

R clássica, com uma variação de 70 moléculas de água, como já discutido acima.
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Os dados de estresse osmótico também reforçam a idéia de que as

hemoglobinas destas serpentes são tetrâmeros estáveis, já que o número de

moléculas de água associado às mudanças conformacionais são muito próximos aos

da hemoglobina humana e, além de que, a ligação de O2 sempre foi cooperativa.

Müller et al., (2003) analisaram o comportamento da variação de hidratação

das hemoglobinas Hb-II e Hb-III do peixe bruxa (Myxine glutinosa) pelo método de

estresse osmótico. As hemoglobinas Hb-II e Hb-III são monoméricas quando no

estado oxigenado, contudo, ao serem desoxigenadas elas se associam formando uma

hemoglobina dimérica (Hb-II+Hb-III).

Os resultados mostraram que nestas hemoglobinas as moléculas de água se

ligam majoritariamente à forma desoxigenada e não à forma oxigenada como na

hemoglobina humana e de serpentes. O número de moléculas de água que se ligaram

ao desoxi-dímero de peixe bruxa (Hb-II+Hb-III) foi de 3,54±2,7 moléculas de água

(Müller et al., 2003), sendo um número bem inferior ao apresentado pelas

hemoglobinas de serpente.

A comparação estatística das inclinações, para o hemolisado de Liophis

miliaris, corroboram com os dados encontrados para o �nw desta hemoglobina.

V.c. Constante de Associação Dímero-Tetrâmero do Estado Ligado

O mecanismo de transporte de O2 proposto para Liophis miliaris e outras

serpentes envolve transições entre oxi-dímeros e desoxi-tetrâmeros, como discutido

anteriormente.

Os pesquisadores que propuseram tal mecanismo sustentam seus argumentos

a partir de dados funcionais de ligação de O2 e determinações de massa molecular

por cromatografia de filtração em gel, utilizando pequenos volumes de amostra
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(Focesi et al., 1987; Matsuura et al., 1987; Focesi et al., 1990 A,B; Oyama et al.,

1993; Bonilla et al., 1994 A,B; Bonafé et al., 1999).

A metodologia antes citada promove a diluição progressiva da amostra

conforme ela migra ao longo da coluna, não permitindo controlar a concentração da

amostra. Em particular a Sephadex G-100, resina usada naquelas medidas, promove

significativamente a diluição da Hb.

Contudo, apesar de considerarem o mecanismo uma propriedade operacional

em condições fisiológicas, nunca houve uma abordagem, por parte de tais

pesquisadores, de se tentar quantificar a presença de dímeros e/ou tetrâmeros em

solução, através da determinação da constante de associação dímero-tetrâmero do

estado ligado (4K2).

Neste trabalho, obtivemos a constante de associação do estado ligado para

as hemoglobinas de quatro espécies de serpentes : 1- Crotalus durissus terrificus,

2- Helicops modestus, 3- Boa constrictor e 4- Liophis miliaris. Não é possível, por

este método, fazer a estimativa da constante de associação para o estado

desoxigenado (0K2), por este ser significativamente maior e fora da resolução que

poderia ser atingida. Para adeterminação de 0K2 deveria ser usada a haptoglobina

(referencia metodos enzimology vol 76)

A cromatografia analítica de filtração em gel conhecida em inglês como

“large zone gel filtration”e idealizada pelo Dr. Gary Ackers, baseia-se na aplicação

de volumes saturantes de amostra de forma a estabilizar o equilíbrio

dímero/tetrâmero. Na medida em que várias concentrações são aplicadas, o volume

de eluição de cada amostra reflete o equilíbrio entre as formas dimérica e

tetramérica, dado pela equação 29, na qual fica claro que afração de dímeros

aumenta proporcionalmente à diluição da amostra.
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Ou seja, esta metodologia permite controlar a diluição da amostra ao induzir

um “steady-state” e determinar a fração de dímeros e tetrâmeros derivada da

concentração da proteína.

Nossos resultados indicam que as constantes de associação obtidas para as

quatro espécies de serpentes possuem valores superiores aos encontrados para a

hemoglobina humana, a qual é uma proteína comprovadamente tetramérica.

Estimativas da constante de associação para a hemoglobina humana,

realizada por nós, resultou num valor de 2x106M-1, corroborando com valores

reportados na literatura por Nenortas & Beckett (1994), os quais obtiveram um valor

de 4K2 de 1,2x106M-1.

Nossos resultados indicam que tais hemoglobinas são formas tetraméricas

mais estáveis, em solução, do que a prória hemoglobina humana.

Yamaguchi & Adachi (2002), estudaram o comportamento de dissociação

das hemoglobinas humana normal (Hb A0) e fetal (Hb F), através de um sistema de

espalhamento de luz. Eles encontraram que a hemoglobina fetal dissocia-se bem

menos em dímeros do que a hemoglobina humana normal. O valor da constante de

dissociação (KD) da Hb F foi de 0,66x10-6M e para a Hb A0 foi de 2,58x10-6M,

reforçando nossos resultados.

Imamura & Yanase (1978) estudaram o comportamento de eluição da

hemoglobina Hirose, a qual possui uma substituição Trp 37(�)�Ser e apresenta um

altíssimo grau de dimerização no estado oxigenado. Eles estimaram que a constante

de dissociação da oxi-hemoglobina Hirose situa-se por volta de 1,0M, tamanho é o

grau de dissociação desta proteína.

Sabe-se que a desoxi-hemoglobina humana dissocia-se muito pouco,

principalmente na presença de fosfatos orgânicos (Chu & Ackers, 1981). Imamura

& Yanase, (1978) mostraram que a Hb Hirose possui grande propensão em

dissociar-se medindo a constante de dissociação para a forma desoxigenada. 
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O valor da constante de dissociação obtido, por eles, para a forma

desoxigenada, foi de 1,2x10-6M, o qual está próximo do valor da constante de

dissociação da oxi-hemoglobina humana (Manning et al., 1996) e não da desoxi-

hemoglobina (KD=5x10-10M)(Chu & Ackers, 1981; Turner et al., 1981).

Assim como a Hb Hirose, a hemoglobina Rothschild (Trp 37(�)�Arg)

também apresenta-se totalmente na forma dimérica quando oxigenada, como já

exposto na Introdução. Isto sugere um papel importante do resíduo Trp 37(�) na

manutenção do tetrâmero de hemoglobina.

Através de estudos de mutação sítio-dirigida, Yanase et al., (1994)

expressaram uma hemoglobina mutante Asp 99(�)�Lys, a qual apresentou grande

susceptibilidade para a dissociação em dímeros. Enquanto a desoxi-hemoglobina

humana apresentava 19% de dímeros em uma solução de concentração 2�M, a Hb

mutante possuía 71% de dímeros, na mesma concentração. Este resultado reflete a

importância do resíduo Asp 99 na manutenção do tetrâmero de hemoglobina, como

proposto para o resíduo de Trp 37(�).

De posse das constantes de associação dímero-tetrâmero foi possível

estimarmos a porcentagem de tetrâmeros e dímeros in vitro e in vivo. Nas condições

experimentais utilizadas para os experimentos funcionais (in vitro, 60�M), a espécie

que apresentou menor porcentagem de dímeros em solução foi a serpente semi-

aquática Liophis miliaris (2,5%), seguida da serpente Helicops modestus (3,2%),

Hb-II de Crotalus durissus terrificus (3,3%) e, por último, Boa constrictor (4%).

In vivo, ou seja, no interior das hemáceas em uma concentração aproximada de

5mM (Sode, 1991), todas as espécies apresentariam porcentagem de dímeros por

volta de 0,5%.

Supondo que a constante de associação dímero-tetrâmero do estado ligado

fosse muito menor (103M-1) da encontrada para as hemoglobinas de serpentes e

humana, a porcentagem de dímeros in vivo seria de 33%.
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Dumoulin et al., (1997) estudaram o comportamento de dissociação das

hemoglobinas humana (Hb A0) e fetal (Hb F). Eles encontraram que a Hb A0 possui

40% e Hb F 80% de tetrâmeros em solução com concentração de 1�M. Nesta

concentração, as hemoglobinas de serpente apresentariam: 1- Hb-II de Crotalus

durissus terrificus 77%, Helicops modestus 73%, Boa constrictor 78% e Liophis

miliaris 83% de tetrâmeros em solução.

As hemoglobinas de serpente são também formas tetraméricas mais estáveis

do que a hemoglobina S, a qual apresentou em torno de 65% de tetrâmeros na

concentração de 1�M (Manning et al., 1996).

Os experimentos de espalhamento de raios X a baixo ângulo foram

realizados com o intuito de confirmarmos, através de uma outra técnica, os dados

encontrados por cromatografia analítica de filtração em gel, já que a técnica de

SAXS nos permitiria constatar, com confiabilidade, a presença de tetrâmeros ou

dímeros em solução numa concentração maior e mais próxima às condições

encontradas in vivo, pois as propostas formuladas para a Hb de Liophis miliaris e

outras espécies sempre postularam a existência de dímeros oxigenados e tetrâmeros

desoxigenados, em um mecanismo opearcional in vivo de “tudo ou nada”.

A Hb Kansas, que apresenta a substituição, na interface �1�2, �102 Asn

�Thr, na concentração de 1mM apresenta em torno de 25% de dímeros, e em

0,1mM, aproximadamente 50% dessa forma (Atha et al., 1979).

Devemos ressaltar que a vantagem principal desta técnica é a possibilidade

de analisar macromoléculas biológicas em condições próximas às fisiológicas ou

mesmo em uma condição desejada de pH, concentração salina, presença ou não de

cofatores, efetores alostéricos, etc (Svergun et al., 2000).

As curvas de SAXS mostram que as hemoglobinas humana e de serpentes

possuem raios de giro e dimensão máxima muito próximos, o que caracteriza,

portanto, a presença de tetrâmeros de hemoglobina.
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Figura 46. Figura ilustrativa da interface dimérica da
hemoglobina Rothschild. Observamos os choques estéricos
(linhas lilás) que ocorreriam entre a Arg 37(�) (alaranjado) e
Arg 92(�) (verde) na oxi-hemoglobina Rothschild. A figura foi
gerada no programa computacional Swiss-Pdb Viewer versão
3.7 de domínio público, como forma de ilustrar o motivo
sugerido por Kavanaugh et al., (1992), para a desestabilização
do tetrâmero de hemoglobina Rothschild, na forma oxigenada.

Sendo assim, os resultados obtidos a partir das propriedades funcionais, por

cromatografia analítica de filtração em gel e SAXS, mostram um quadro que sustenta

que o equilíbrio dímero-tetrâmero nas hemoglobinas de serpentes está deslocado

para a forma tetramérica.

Faltava, contudo, elucidar qual a base estrutural da manutenção do

tetrâmero, uma vez que o modelo estrutural de dissociação proposto para a

hemoglobina de Liophis miliaris não mais se sustenta, com base nos resultados

obtidos. Sugerimos, a seguir, uma explicação estrutural para tal questão.

V.d. A  H em oglo bina

Oxigenada de Liophis

miliaris é Dimérica ou

Tetramérica?

Antes de entrarmos

n a  q u e s t ã o  d a s

hemoglobinas de serpentes

p r o p r i a m e n t e d i t a ,

gostaríamos de comentar

a lguns  p o ntos s o b re

hemo g lo b inas humana

c o m p r o v a d a m e n t e

diméricas, tais como ,

hemoglobina Rothschild, Kansas e Hirose.

A hemoglobina Rothschild é uma Hb variante Trp 37(�) � Arg (figura 46).

Como conseqüência desta alteração na interface �1�2, Kavanaugh et al., (1992)
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propôs que o resíduo de Arg não pode ser acomodado na região da interface

dimérica a fim de permitir que a Arg tenha ângulos conformacionais aceitáveis.

Outro fato importante para a desestabilização do tetrâmero na forma

oxigenada é a falta de espaço para a ligação do contra-íon cloreto, como ocorre na

desoxi-hemoglobina Rothschild (Kavanaugh et al., 1992).

Na desoxi-hemoglobina Rothschild a Arg 37 (�) está acomodada na

interface dimérica de modo a interagir com os resíduos Asp 94 (�) e Pro 95 (�). Em

adição, a substituição do aminoácido Trp por Arg cria um vazio na interface

dimérica, devido à falta da volumosa cadeia lateral do Triptofano. Isto resulta no

surgimento de um sítio de cloreto, o qual faz uma ligação iônica com a cadeia lateral

da Arg 37 (�), contribuindo para a estabilização do tetrâmero na forma desoxigenada

(Kavanaugh et al., 1992).

A hemoglobina Hirose é uma hemoglobina variante que também possui uma

alteração no resíduo Trp 37(�), contudo, nesta hemoglobina, o resíduo de triptofano

é substituído para uma serina (Sasaki et al., 1978). Estes pesquisadores mostraram

que a hemoglobina Hirose se encontra totalmente dissociada em dímeros quando

oxigenada.

Uma explicação plausível para a dissociação da hemoglobina Hirose é

devido à substituição Trp 37(�) � Ser. Os autores propõem que o resíduo de

triptofano 37 exerce uma função crucial na interface dimérica para manter a

estabilidade do tetrâmero (Sasaki et al., 1978).

Vallone et al., (1996) estudaram a interface dimérica da hemoglobina

através de mutagênese sítio dirigida. Os resultados mostraram que a hemoglobina

mutante Trp 37 (�) � Thr dissocia mais do que a hemoglobina humana; isto sugere

que a substituição do resíduo de Trp 37(�) leva à instabilidade do tetrâmero na

forma oxigenada, como observado também para as hemoglobinas Rothschild e

Hirose (figura 47).
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Figura 47. Ilustração dos resíduos de aminoácidos que
compõem a interface dimérica da hemoglobina humana
(1HHO). Em vermelho, estão os resíduos de Trp 37(�)
e Asn 102(�) realizando ponte de hidrogênio com Asp
94(�) (azul). A substituição desses resíduos de
aminoácidos, nas hemoglobinas Rothschild, Kansas e
Hirose, resulta em maior grau de dissociação dessas
proteínas. Afigura foi gerada com o programa
computacional Swiss-Pdb Viewer versão 3.7 de
domínio público.

A hemoglobina Kansas

(Asn 102(�) � Thr) também é uma

hemoglobina variante que apresenta

alto grau de dissociação em dímeros

quando oxigenada. No estado

oxigenado a  constante  de

dissociação da hemoglobina Kansas

é de 2x10-4 M, em tampão fosfato

0,1 M pH 7,5 a 20°C, enquanto que

a constante de dissociação para a

hemoglobina humana é de 1,2x10-6

M, nas mesmas condições (figura

47).

Uma explicação para esta

dissociação foi dada por Perutz & Lehmann, (1968). Os autores propuseram que o

resíduo de Asn 102(�) estabelece uma ponte de hidrogênio com o resíduo Asp

94(�). A substituição da Asn 102(�) por Thr extingue esta ponte de hidrogênio, o

que levaria à maior susceptibilidade desta hemoglobina a formar dímeros.

Sendo assim, diante de dados fidedignos encontrados na literatura para

hemoglobinas humana variantes, entre eles uma estrutura terciária resolvida em alta

resolução (Hemoglobina Rothschild resolução de 2,0�), sugere-se que os resíduos

de Trp 37(�) e Asn 102(�) contribuem de forma significativa na manutenção do

tetrâmero de hemoglobina, no estado oxigenado. Podemos observar na figura 48

(letras verdes), que estes resíduos são conservados em todas as hemoglobinas

comparadas.

Com exceção dos trabalhos antes citados, relativos às hemoglobinas de

serpentes, não encontramos nenhum trabalho que relacione a falta dos resíduos Glu



C
A
D
E
I
A
 
A
L
F
A

1
 
1
0

2
0

 
 
 
 
 
 
3
0

 
4
0

 
 
 
5
0

 
 
 
 
 
 
6
0

 
7
0

 
 
 
 
8
0

 
 
 
 
 
 
9
0

 
 
1
0
0

1
L
i
o
p
h
i
s

V
L
T
A
E
D
R
R
L
L
Q
A
S
V
G
K
L
G
C
R
L
E
D
I
G
A
D
A
L
N
R
L
L
I
T
F
P
Q
S
K
T
Y
F
S
H
F
-
N
L
S
P
G
S
K
D
I
I
H
Q
G
E
K
V
G
K
A
L
D
S
A
L
K
H
L
D
D
I
R
G
T
L
S
Q
L
S
D
L
H
A
Y
N
L
R
V
D
P
V
N
F
Q
L

2
G
a
l
l
u
s

M
L
T
A
E
D
K
K
L
I
Q
Q
A
W
E
K
A
A
S
H
Q
E
E
F
G
A
E
A
L
T
R
M
F
T
T
Y
P
Q
T
K
T
Y
F
P
H
F
-
D
L
S
P
G
S
D
Q
V
R
G
H
G
K
K
V
L
G
A
L
G
N
A
V
K
N
V
O
N
L
S
Q
A
M
A
E
L
S
N
L
H
A
Y
N
L
R
V
D
P
V
N
F
K
L

3
 
H
u
m
a
n
a

V
L
S
P
A
D
K
T
N
V
K
A
A
W
G
K
V
G
A
H
A
G
E
Y
G
A
E
A
L
E
R
M
F
L
S
F
P
T
T
K
T
Y
F
P
H
F
-
D
L
S
H
G
S
A
Q
V
K
G
H
G
K
K
V
A
D
A
L
T
N
A
V
A
H
V
D
D
M
P
N
A
L
S
A
L
S
D
L
H
A
H
K
L
R
V
D
P
V
N
F
K
L

4
 
T
r
u
t
a

S
L
T
A
K
D
K
S
V
V
K
A
F
W
G
K
I
S
G
K
A
D
V
V
G
A
E
A
L
G
R
M
L
T
A
Y
P
Q
T
K
T
Y
F
S
H
W
A
D
L
S
P
G
S
G
P
V
K
K
H
G
G
I
I
M
G
A
I
G
K
A
V
G
L
M
D
D
L
V
G
G
M
S
A
L
S
D
L
H
A
F
K
L
R
V
D
P
G
N
F
K
I

 
 
 
 
 
1
0
2

1
1
0

 
 
1
2
0

 
 
 
 
1
3
0

1
4
0

1
 
L
i
o
p
h
i
s

L
S
K
C
I
H
V
S
L
A
T
H
L
R
N
E
Y
S
A
S
V
T
L
A
W
D
K
F
L
E
L
V
A
D
V
L
S
E
K
Y
R

2
 
G
a
l
l
u
s

L
S
Q
C
I
Q
V
V
L
A
V
H
M
G
K
D
Y
T
P
E
V
H
A
A
F
D
K
F
L
S
A
V
S
A
V
L
A
E
K
Y
R

3
 
H
u
m
a
n
a

L
S
H
C
L
L
V
T
L
A
A
H
L
P
A
E
F
T
P
A
V
H
A
S
L
D
K
F
L
A
S
V
S
T
V
L
T
S
K
Y
R

4
 
T
r
u
t
a

L
S
H
N
I
L
V
T
L
A
I
H
F
P
S
D
F
T
P
E
V
H
I
A
V
D
K
F
L
A
A
V
S
A
A
L
A
D
K
Y
R

C
A
D
E
I
A
 
B
E
T
A

1
 
1
0

 
 
 
2
0

 
 
 
 
 
 
3
0

 
4
0

 
 
 
5
0

 
 
 
 
 
 
6
0

 
7
0

 
 
 
8
0

 
 
 
 
 
 
9
0

 
1
0
0

1
L
i
o
p
h
i
s

V
H
W
T
A
E
E
K
S
A
I
T
A
I
W
G
K
V
D
V
A
A
I
G
G
E
A
L
C
R
L
L
I
V
Y
P
W
T
Q
R
F
F
T
S
F
G
N
L
S
N
A
A
A
I
Q
S
N
A
Q
V
K
A
H
G
K
K
V
F
T
A
F
G
D
A
V
K
N
P
E
G
V
K
D
T
F
A
K
L
S
E
L
H
C
D
K
L
H
V
D
P
V

2
G
a
l
l
u
s

V
H
W
T
A
E
E
K
Q
L
I
T
G
L
W
G
K
V
N
V
A
E
C
G
A
E
A
L
A
R
L
L
I
V
Y
P
W
T
Q
R
F
F
A
S
F
G
N
L
S
S
P
T
A
I
L
G
N
P
M
V
R
A
H
G
K
K
V
L
T
S
F
G
D
A
V
K
N
L
D
N
I
K
N
T
F
S
Q
L
S
E
L
H
C
D
K
L
H
V
D
P
E

3
 
H
u
m
a
n
a

V
H
L
T
P
E
E
K
S
A
V
T
A
L
W
G
K
V
N
V
D
E
V
G
G
E
A
L
G
R
L
L
V
V
Y
P
W
T
Q
R
F
F
E
S
F
G
D
L
S
T
P
D
A
V
M
G
N
P
K
V
K
A
H
G
K
K
V
L
G
A
F
S
D
G
L
A
H
L
D
N
L
K
G
T
F
A
T
L
S
E
L
H
C
D
K
L
H
V
D
P
E

4
 
T
r
u
t
a

V
E
W
T
D
A
E
K
S
T
I
S
A
V
W
G
K
V
N
I
D
E
I
G
P
L
A
L
A
R
V
L
I
V
Y
P
W
T
Q
R
Y
F
G
S
F
G
N
V
S
T
P
A
A
I
M
G
N
P
K
V
A
A
N
G
K
V
V
C
G
A
L
D
K
A
V
K
N
M
G
N
I
L
A
T
Y
K
S
L
S
E
T
H
A
N
K
L
F
V
D
P
D

 
 
 
 
 
1
0
2

1
1
0

 
 
1
2
0

 
 
 
 
1
3
0

1
4
0
 
 
 
 
1
4
6

1
L
i
o
p
h
i
s

N
F
K
L
L
G
Q
I
L
I
T
V
L
A
A
H
F
G
K
D
F
T
P
N
V
Q
A
A
Y
Q
K
L
V
S
V
V
A
H
A
L
A
H
Q
Y
H

2
G
a
l
l
u
s

N
F
R
L
L
G
D
I
L
I
I
V
L
A
A
H
F
S
K
D
F
T
P
E
C
Q
A
A
W
Q
K
L
V
R
V
V
A
H
A
L
A
R
K
Y
H

3
 
H
u
m
a
n
a

N
F
R
L
L
G
N
V
L
V
C
V
L
A
H
H
F
G
K
E
F
T
P
P
V
Q
A
A
Y
Q
K
V
V
A
G
V
A
N
A
L
A
H
K
Y
H

4
 
T
r
u
t
a

N
F
R
V
L
A
D
V
L
T
I
V
I
A
A
K
F
G
A
S
F
T
P
E
I
Q
A
T
W
Q
K
F
M
K
V
V
V
A
A
M
G
S
R
Y
F

F
ig

u
r
a
 4

8
. 

A
lin

ha
m

en
to

 d
as

 s
eq

üê
nc

ia
s 

pr
im

ár
ia

s 
da

s 
ca

de
ia

s 
al

fa
 e

 b
et

a 
da

s 
he

m
og

lo
bi

na
s 

de
 L

io
p

h
is

 m
il

ia
ri

s,
 a

ve
 (

G
a
ll

u
s 

g
a
ll

u
s)

, 
hu

m
an

a 
e 

pe
ix

e
(T

ru
ta

).
 A

s 
le

tr
as

 e
m

 v
er

m
el

ho
 il

us
tr

am
 o

s 
re

sí
du

os
 d

e 
T

rp
 3

7(
�

) e
 A

sn
 1

02
(�

) q
ue

 e
st

ão
 c

o
ns

er
va

do
s 

em
 to

da
s 

as
 s

eq
üê

nc
ia

s 
an

al
is

ad
as

. A
s 

le
tr

as
 a

zu
is

ilu
st

ra
m

 o
s 

re
sí

du
os

 d
a 

po
si

çã
o 

43
 e

 1
01

 d
a 

ca
de

ia
 b

et
a.

 A
s 

le
tr

as
 v

er
de

s 
es

tã
o 

re
ss

al
ta

nd
o

 o
s 

re
sí

du
o

s 
co

ns
ti

tu
in

te
s 

da
 in

te
rf

ac
e 

di
m

ér
ic

a.
 A

s 
le

tr
as

 e
m

ne
gr

ito
 r

ep
re

se
nt

am
 a

 c
on

ta
ge

m
 a

 c
ad

a 
de

z 
re

sí
du

os
 d

e 
am

in
oá

ci
do

s.



DISCUSSÃO 114

43(�) e Glu 101(�) com o aumento de dissociação de tetrâmeros a dímeros. Pela

análise da figura 48, também observamos, pelas letras azuis, que estes resíduos de

aminoácidos não são conservados nas quatro seqüências analisadas.

Observamos também que os resíduos constituintes da  interface dimérica são

idênticos, principalmente, quando comparamos as seqüências primárias da

hemoglobina de Liophis miliaris, humana e ave. A hemoglobina de truta possui

cinco resíduos diferentes nesta região em relação as demais hemoglobinas, sendo

que duas destas substituições são conservativas, ou seja, na posição 97 da cadeia �

de truta ocorre um resíduo de glicina (nas demais ocorre um resíduo de valina) e na

posição 105 ocorre um resíduo de valina (nas demais ocorre um resíduo de leucina),

como pode ser visto na figura 48, letras vermelhas.

Diante da falta de evidências da participação destes resíduos de aminoácidos

na estabilização do tetrâmero, passamos a analisar a interface dimérica da

hemoglobina de Liophis miliaris modelada e das hemoglobinas escolhidas através

da análise de seqüência primária.

Inicialmente, verificamos os contatos da interface dimérica, na forma

oxigenada, para todas as hemoglobinas analisadas (humana, peixe, ave e serpente),

como ilustrado no anexo 4.

Observamos que o tetrâmero (na interface �1�2 e sua recíproca), na forma

oxigenada, é mantido em média por 3-5 pontes de hidrogênio e 3-5 contatos de van

der Waals, dependendo da estrutura analisada, em concordância com os dados

encontrados por Abraham et al., (1997).

Em todas as hemoglobinas analisadas os resíduos de Trp 37(�) e Asn 102(�)

estabelecem contato com outros resíduos e, portanto, contribuem para a

estabilização do tetrâmero na sua forma oxigenada.

Para a hemoglobina de Liophis miliaris modelada encontramos 4 pontes de

hidrogênio e 5 contatos de van der Waals, ou seja, esta hemoglobina tem mais
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Figura 49. Figura ilustrando a sobreposição de duas hemoglobinas
humana (1BBB em verde e 1HHO em azul). Estão representados na
figura somente os carbonos alfa das duas moléculas, além dos
resíduos de aminoácidos constituintes da interface dimérica (em
vermelho). Observamos que o resíduo Glu 101 está voltado para a
cavidade central da Hb, e não para a interface dimérica. Figura
gerada com o programa computacional Swiss-Pdb Viewer versão 3.7
de domínio público.

contatos na interface

dimérica, no estado

oxigenado, do que a

hemoglobina humana

(1BBB), a qual faz 3

pontes de hidrogênio e

4 contatos de van der

Waals, e também

e s t a b e l e c e  m a i s

c o n ta t o s  q u e a

hemoglobina de truta,

que faz 4 pontes de

h i d r o g ê n i o  e  3

contatos de van der

Waals.

Feita esta primeira análise, iniciamos o estudo da interface dimérica das

estruturas terciárias propriamente dito. A figura 49 mostra a sobreposição das

hemoglobinas humana (1BBB e 1HHO) ressaltando, em vermelho, a região da

interface dimérica. Analisando a figura 49, verificamos que os resíduos de Glu

101(�) estão voltados para a cavidade central da molécula e não para a interface

dimérica, como os outros resíduos de aminoácidos (vermelho) que compõem esta

região.

Em seguida, analisamos a situação do resíduo Glu 43 (�) através da figura

50, que ilustra a sobreposição das hemoglobinas humana. A figura mostra que o OE2

do Glu 43 da hemoglobina humana (1BBB) faz uma ponte de hidrogênio com o NH2

da Arg 92 (�), a distância desta ligação é de 3,09�. Contudo, na hemoglobina
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Figura 50. Figura ilustrando a sobreposição das duas
hemoglobinas humana (1BBB em verde e 1HHO em azul).
Podemos notar que a ligação entre Glu 43(�) e Arg 92(�)
ocorre na Hb humana (1 BBB), mas não na Hb humana 1HHO.
As distâncias são dadas em Angström (�). Figura gerada no
programa computacional Swiss-Pdb Viewer versão 3.7 de
domínio público.

humana (1HHO) esta

ligação não ocorre, pois a

dis tânc ia entre  seus

átomos de O e N é de 5,38�.

Send o as sim ,

vimos que nas duas

hemoglobinas humana

analisadas, os resíduos

G l u  1 0 1 ( � )  n ã o

cont r ib u e m p a r a a

manutenção do tetrâmero

na forma oxigenada, pois

estão voltados para a

cavidade central d a

molécula e, com respeito ao resíduo Glu 43(�), embora exista uma ligação deste

resíduo na hemoglobina humana (1BBB), na hemoglobina humana (1HHO) esta

interação não existe, sugerindo que a falta desta ligação não é suficiente para

promover a dissociação do tetrâmero de hemoglobina, uma vez que a hemoglobina

humana é tetramérica.

Outra molécula analisada foi a hemoglobina D de Gallus gallus. As

propriedades funcionais dessa hemoglobina têm sido muito estudadas e mostrou-se

que tal hemoglobina é tetramérica em solução (Knapp et al., 1999)

A única diferença desta hemoglobina em relação as demais é que ela

apresenta uma cooperatividade muito alta, ou seja, uma supercooperatividade

(nH=4,2)(Knapp et al., 1999; Riggs, 1998), devido à agregação de tetrâmeros na

desoxi-hemoglobina. Dados cristalográficos sugerem que há um sítio hidrofóbico

que envolve parte da hélice D e E da subunidade � (Knapp et al., 1999).
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Figura 52. Ilustração da Hb D de Gallus gallus. Observamos
que o Glu 43(�) foi substituído para uma Ala, a qual não
realiza nenhum contato com a Arg 92(�). As distâncias são
dadas em Angström (�). Figura gerada com o programa
computacional Swiss-Pdb Viewer versão 3.7 de domínio
público.

Figura 51. Figura ilustrativa da Hb D de Gallus gallus,
mostrando a posição do resíduo Glu 101 (em preto), que está
voltado para a cavidade central da Hb D, e dos resíduos da
interface dimérica (em vermelho). Figura gerada com o
programa computacional Swiss-Pdb Viewer versão 3.7 de
domínio público.

O b s e r v a n d o a

molécula de hemoglobina D

de Gallus gallus também

visualizamos os resíduos

Glu 101(�) na cavidade

central da molécula, tal

como  na hemo globina

humana, como ilustra a

figura 51.

P o s t e r io r m e n t e ,

passamos à análise do

resíduo Glu 43(�); para

nossa surpresa, este resíduo havia sofrido uma substituição de Glu 43(�) � Ala.

Verificando a estrutura terciária desta hemoglobina, podemos notar que a Ala 43, da

hemoglobina D de Gallus gallus, não faz nenhum tipo de interação, já que o resíduo

localiza-se à distância de

9,4� do NE da Arg 92(�) e

10,69� do O da Arg

92(�)(figura 52).

Conseqüentemente,

este resíduo de aminoácido

também não contribui para a

estabilização do tetrâmero,

na conformação oxigenada,

na interface �1�2. Além

disso, constatamos também

que o resíduo Glu 101(�) também não realiza nenhum contato nesta região (figura
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Figura 54. Ilustração da hemoglobina I de truta (1OOU),
mostrando a ausência de contato, entre Gly 43(�) e Arg 93(�), na
interface dimérica. As distâncias são dadas em Angström (�)
Figura gerada no programa computacional Swiss-Pdb Viewer
versão 3.7 de domínio público.

Figura 53. Figura da hemoglobina I de Truta (1OOU).
Ilustrando a mutação Glu 101(�) para Asp (preto). Este
resíduo de aminoácido também está voltado para a cavidade
central da molécula, não realizando nenhum tipo de interação
na interface dimérica (resíduos representados pela cor
vermelha). Figura gerada no programa computacional Swiss-
Pdb Viewer versão 3.7 de domínio público.

51). Então, caberia nos

perguntarmos, por que a

hemoglobina D de Gallus

gallus não dimeriza, pois há,

também, na interface dimérica

desta hemoglobina, a falta de

duas cargas negativas?

A hemoglobina de

truta apresentou alterações nos

dois resíduos de aminoácidos

Glu 101(�) � Asp (figura 53)

e Glu 43(�) � Gly (figura

54). A substituição de Glu

101(�) para Asp não causaria

grandes alterações tanto na

estrutura terciária como na quaternária pois, seria uma alteração conservativa.

T o d a v ia , o

resíduo substituído na

Hb de truta também

encontra-se voltado

para a cavidade central

da molécula (figura 54).

Entretanto, a

substituição de Glu

43(�) para Gly teria

implicações importantes

para a estrutura da
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Figura 55. Figura ilustrando o resíduo Thr 43(�) da
hemoglobina de Liophis miliaris. Este resíduo de aminoácido
encontra-se distante dos demais resíduos da cadeia �, sendo
improvável qualquer tipo de interação entre eles. As distâncias
são dadas em Angström (�). Figura gerada no programa
computacional Swiss-Pdb Viewer versão 3.7 de domínio
público.

molécula, pois onde existia uma cadeia lateral relativamente longa e carregada,

passou a existir uma cadeia lateral curta e sem carga, além de que, por ser um

hidrogênio, a cadeia lateral da glicina, possui uma liberdade de rotação deste átomo

muito grande, podendo este assumir vários ângulos � e � (phi e psi), sendo

estericamente desfavorável a interação dele com outros átomos, na região da

interface dimérica (figura 53).

Por fim, passamos a analisar a hemoglobina de Liophis miliaris modelada.

O resíduo de Glu 43(�) substituído para Thr não realiza nenhum tipo de contato na

interface dimérica, uma vez

que se distancia dos demais

resíduos de aminoácidos da

cadeia alfa por volta de 8,39

a 11�, como pode ser visto

na figura 55.

O resíduo Glu

101(�) substituído para Val

foi a nossa grande surpresa.

Como visto nas outras

hemoglobinas analisadas, o

Glu 101(�) de ave e humana

e o Asp 101(�) de truta, estavam voltados para a cavidade central da molécula, não

estabelecendo contatos na interface dimérica.

Quando analisamos o CG2 da Val 101(�) da hemoglobina de Liophis

miliaris, observamos que este realiza contato de van der Waals com o CG2 Val

96(�) na interface dimérica, cuja distância é de 3,29� (figura 56).

Portanto, onde não havia nenhuma interação (hemoglobinas de truta, humana

e ave), na hemoglobina de Liophis miliaris ocorre um contato de van der Waals, que
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Figura 56. Figura ilustrando o contato de van der Waals que
ocorre entre Val 101(�) e Val 96(�) na oxi-hemoglobina de
Liophis miliaris modelada. A distância é dada em Angström (�).
Figura gerada no programa computacional Swiss-Pdb Viewer
versão 3.7 de domínio público.

juntamente com as outras interações presentes nesta interface dimérica, contribui

para a manutenção do tetrâmero. Ou seja, a substituição Glu 101(�) � Val na

verdade reforçaria, e não desestabilizaria o tetrâmero.

Realizamos também a comparação das estruturas cristalográficas entre as

hemoglobinas citadas. Nesta comparação o programa (Swiss-Pdb Viewer versão

3.7) utiliza os elementos de estrutura secundária (�-hélices e �-folhas) para realizar

a sobreposição.

A tabela 7 mostra os valores dos desvios de r.m.s. e o número de

aminoácidos sobrepostos, usando apenas os carbonos alfa das moléculas. Nas

sobreposições, foram utilizados somente os resíduos de aminoácidos das hélices B,

G e H, uma vez que estas hélices são menos afetadas pelas mudanças terciárias

(Baldwin & Chothia, 1979).
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Tabela 7. Valores de desvios de r.m.s. (root-mean square deviation) obtidos nas sobreposições
da hemoglobina de Liophis miliaris com outras hemoglobinas.

Moléculas comparadas Desvios de
r.m.s (�)

Número de aminoácidos
comparados

Liophis miliaris/Humana (1BBB) 1,28 104

Liophis miliairs/Humana (1HHO) 0,82 104

Liophis miliaris/Gallus gallus 0,25 104

Liophis miliaris/Truta 2,34 104

O resultado desta comparação de estruturas terciárias confirmou os dados

de seqüência primária, ou seja, quando comparamos as estruturas de Liophis miliaris

e Gallus gallus obtivemos um desvio de r.m.s. de 0,25�, indicando que estas

estruturas se assemelham mais do que as outras comparações, já que foi o menor

r.m.s. obtido. Isso era de se esperar uma vez que a hemoglobina de Gallus gallus foi

utilizada como modelo (template).

As outras hemoglobinas que mais se assemelham à hemoglobina de Liophis

miliaris, depois da hemoglobina de ave, foram as duas hemoglobinas humana, cujos

r.m.s. foram de 0,82� para 1HHO e 1,28� para 1BBB.

O maior r.m.s foi o de truta: 2,34�, o que confirma o resultado da análise

de seqüência primária, o qual mostra que dentre as hemoglobinas comparadas a

hemoglobina de truta é a que possui menor identidade com a hemoglobina de

Liophis miliaris.

As figuras 57 e 58 mostram a sobreposição de todas as hemoglobinas

analisadas. Fica evidente que o único resíduo de aminoácido que está voltado para

a interface dimérica é a Val 101(�) da hemoglobina de Liophis miliaris. Os demais

resíduos estão voltados para a cavidade central da proteína, não contribuindo com

interações na interface dimérica na forma oxigenada (figura 57).
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Figura 57. Sobreposição das hemoglobinas de Truta (preto;
1OOU), humana (vermelha; 1BBB), humana (verde; 1HHO),
Gallus gallus (alaranjado; 1HBR) e Liophis miliaris (azul). A
figura mostra que o único resíduo de aminoácido voltado para a
interface dimérica é Val 101(�) (em azul), os demais resíduos
estão voltados para a cavidade central da molécula. Figura gerada
no programa computacional Swiss-Pdb Viewer versão 3.7 de
domínio público.

Figura 58. Figura ilustrando a sobreposição das hemoglobinas
de Truta (preto; 1OOU), humana (vermelho; 1BBB), humana
(verde; 1HHO), Gallus gallus (alaranjado; 1HBR) e Liophis

miliaris (azul). A figura mostra a posição do resíduo Glu 43(�)
nas várias hemoglobinas analisadas. Figura gerada no programa
computacional Swiss-Pdb Viewer versão 3.7 de domínio
público.

Com respeito ao

resíduo de Glu 43(�),

observamos pela figura

58, que a sua substituição

não resulta em dissociação

da hemoglobina, já que as

hemoglobinas de ave

(Gallus gallus) e peixe

(truta) não são diméricas.

Após todas essas

análises, fizemos uma

pergunta: Será que o

r e s íd u o  G l u 1 0 1 (� ) ,

voltado para a cavidade central da molécula, poderia ter impedimento estérico com

a cadeia lateral de algum resíduo de aminoácido presente também nesta região,

resultando assim em uma

d e s e s t a b i l i z a ç ã o  d o

tetrâmero?

A resposta é não.

Visualizando a posição da

cadeia lateral do Glu

101(�) e de possíveis

cadeias laterais de outros

resíduos de aminoácidos,

podemos ver que a cadeia

lateral que mais se

aproxima da cadeia lateral
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Figura 59. Figura ilustrando a cavidade central da hemoglobina
humana (1HHO). Podemos constatar que não há interações entre
a cadeia lateral do Glu 101(�) e as demais cadeias laterais dos
resíduos de aminoácidos das outras globinas. As distâncias são
dadas em Angström (�). Figura gerada no programa
computacional Swiss-Pdb Viewer versão 3.7 de domínio público.

do Glu 101(�) é uma cadeia lateral de um resíduo de Lys99(�1), que se distancia

deste 4,1�, sendo impossível se estabelecer qualquer tipo de interação a esta

distância (figura 59).

As outras distâncias analisadas mostraram que a cadeia lateral da Pro 95

(cadeia �2) está a 9,96� da cadeia lateral do Glu 101(�). A cadeia lateral da His 146

(cadeia �2) dista 13,1� da cadeia lateral do Glu 101(�), como pode ser observado

na figura 59.

Padovan (1996) sugere que a hemoglobina de Liophis miliaris é composta

por quatro cadeias de globinas distintas: A(�2,Lm), B(�2,Lm), C(�1, m,Lm) e D(�1,Lm). As

duas cadeias � possuem na posição Glu 101 uma substituição para Val. No entanto,

no resíduo Glu 43 na

cadeia A(�2,Lm ) a

substituição é para Ser

e, na cadeia D(�1,Lm) a

substituição é para Thr.

A presença de

uma serina na cadeia A

e uma Thr na cadeia D,

nã o  just if ic a r ia a

dissociação de um

possível tetrâmero com

quatro cadeias distintas,

uma vez que constatamos, pela análise das hemoglobinas de ave e peixe, que esta

posição (Glu 43) não contribui para a manutenção do tetrâmero na forma oxigenada,

além de que, os resíduos da interface dimérica são bem conservados, como ilustra

a figura 48.
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A proposta mais recente envolvendo a Hb de Liophis miliaris, feita por

Bonafé et al. (1999), supõe que a ligação de ATP à forma desoxigenada mantém o

tetrâmero unido, ou seja, assume que a forma stripped não teria a conformação Tx.

Através da diferença de absorbância (em 290nm) entre as formas oxi e

desoxigenada (figura 45), observamos que a hemoglobina de Liophis miliaris, na

forma stripped, sofre mudanças conformacionais durante o processo de oxigenação,

entre os estados Tx e R, e estas mudanças conformacionais só poderiam ser

evidenciadas com a forma tetramérica.
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VI. CONCLUSÕES

De acordo com os resultados e discussões apresentados neste trabalho,

concluímos que:

1. O efeito Bohr alcalino observado na forma stripped, tanto da Hb-II de

Crotalus durissus terrificus como no hemolisado de Helicops modestus, não é

decorrente da associação em tetrâmeros da forma desoxigenada, como proposto por

Focesi et al., (1987), e sim um efeito alostérico que auxília na liberação de O2, assim

como na hemoglobina humana.

2. De acordo com os dados coletados das propriedades funcionais de ligação

de O2 da Hb-II de Crotalus durissus terrificus e do hemolisado de Helicops

modestus, observamos que tanto na ausência (forma stripped) como na presença de

fosfatos orgânicos, estas hemoglobinas apresentam ligação cooperativa de O2, em

toda a faixa de pH estudada. Este resultado contraria os relatados na literatura, a

qual sustenta que hemoglobinas de serpentes, na ausência de fosfatos orgânicos ou

quando na presença destes, mas acima de pH 7,5, ligam O2 de forma não

cooperativa.

3. Os dados relativos aos experimentos de atividade de água sugerem que

a desoxi-hemoglobina de Crotalus durissus terrificus e Helicops modestus, quando

na presença de cloreto, assumem um novo estado conformacional, denominado

estado T0, como proposto por Colombo e Seixas, (1999), para as hemoglobinas

tetraméricas humana e bovina.
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4. Os dados de atividade de água sugerem que a hemoglobina de Liophis

miliaris, tanto na ausência como na presença de cloreto, comporta-se diferente da

hemoglobina humana. Os dados mostram que, na ausência de ânions, a hemoglobina

de Liophis miliaris não assume o estado T0, mas sim o estado Tx.

5. Os resultados obtidos por cromatografia de filtração em gel e SAXS,

através da determinação da constante de associação dímero-tetrâmero, raio de giro

e dimensão máxima, indicam que as hemoglobinas das quatro serpentes analisadas

são estruturas tetraméricas mais estáveis do que a hemoglobina humana, tanto in

vitro como in vivo.

6. A análise estrutural comparativa realizada entre a hemoglobina de Liophis

miliaris modelada e as hemoglobinas de peixe, ave e humana, mostrou que os

resíduos de aminoácidos Glu 43(�) e Glu 101(�) não são resíduos importantes na

manutenção da forma tetramérica, uma vez que as hemoglobinas de ave e peixe

também possuem substituições de aminoácidos nas referidas posições e nem por isso

são hemoglobinas diméricas. Sendo assim, refutamos o mecanismo estrutural de

dissociação, proposto na literatura, para a hemoglobina de Liophis miliaris, e

posteriormente estendido para outras espécies.
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Procedimento para correção da pressão bartométrica (P.B.)

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

1000mBar (hPa) � 750,062 mmHg

Portanto:

Onde x é a pressão barométrica corrigida em mmHg e n a pressão (em hPa)

lida no barômetro durante o experimento.

2. Determinar o fator de correção da P.B. interpolando o valor baseado na

tabela de correção (anexo 5).

Note que a P.B. da tabela varia de 10 em 10 unidades e a temperatura de

uma em uma. Desta forma, o cálculo para valores intermediários de P.B. ou de

temperatura é 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 são determinado multiplicando a diferença entre o valor de correção

da maior pressão e o valor de correção da menor pressão (ambos na mesma

temperatura) pela diferença entre a P.B. medida e a menor P.B., dividido por 10.

Somando-se a isto, o menor valor de correção.
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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

A determinação de Y é realizado pela multiplicação da diferença entre X e

Z com o valor da diferença entre a temperatura medida com a menor temperatura.

Soma-se a isto o valor de X:

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

2,9345 é o fator de correção a ser subtraído da P.B. lida.
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Coeficiente de extinção molar (�) para a oxi-hemoglobina (X10
-4

M).


 (nm) � para a oxi-hemoglobina

540 1,46

560 0,87

570 1,18

576 1,58

630 0,014

Coeficiente de extinção molar (�) da meta-hemoglobina em função do pH (x10
-

4
M)

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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ANEXO 4

Tabela ilustrando os resíduos de aminoácidos que participam da manutenção do tetrâmero

de hemoglobina na forma oxigenada e suas interações.
*
d12 refere-se a distância da ligação

(em angströns) entre os dois átomos analisados.

Molécula

Analisada

Resíduos de Aminoácidos

Envolvidos na Interação

Tipo de Interação d12(�)
*

Hemoglobina

Humana

(1HHO)

Thr 38 (�) OG1 e His 97 (�) O

Thr 41 (�) O e Arg 40 (�) NH2

Arg 92 (�) NH1 e Gln 39 (�) OE1

Arg 92 (�) NH2 e Gln 39 (�) OE1

Asp 94 (�) OD1 e Trp 37 (�) NE1

Pro 95 (�) CD e Trp 37 (�) CD2

Val 96 (�) CG1 e Asp 99 (�) OD1

Val 96 (�) CG1 e Asp 99 (�) OD2

Ponte de Hidrogênio

Ponte de Hidrogênio

Ponte de Hidrogênio

Ponte de Hidrogênio

Ponte de Hidrogênio

Força de van der Waals

Força de van der Waals

Força de van der Waals

3,22

3,41

3,48

3,18

3,57

3,43

3,49

3,35

Hemoglobina

Humana

(1BBB)

Thr 41 (�) O e Arg 40 (�) NH2

Arg 92 (�) NH2 e Glu 43 (�) OE2

Asp 94 (�) OD2 e Asn 102 (�) ND2

Pro 95 (�) CD e Trp 37 (�) CD2

Pro 95 (�) CD e Trp 37 (�) CG

Val 96 (�) CG1 e Asp 99 (�) OD1

Val 96 (�) CG2 e Asp 99 (�) OD1

Ponte de Hidrogênio

Ponte de Hidrogênio

Ponte de Hidrogênio

Força de van der Waals

Força de van der Waals

Força de van der Waals

Força de van der Waals

3,52

3,09

2,75

3,36

3,62

3,73

3,62

Hemoglobina

de

Gallus gallus

Arg 92 (�) NH2 e Gln 39 (�) OE1

Asp 94 (�) OD2 e Asn 102 (�) ND2

Asp 94 (�) OD1 e Trp 37 (�) NE1

Pro 95 (�) CD e Trp 37 (�) CD2

Pro 95 (�) CD e Trp 37 (�) CE3

Val 96 (�) CG1 e Asp 99 (�) OD2

Val 96 (�) CG2 e Asp 99 (�) OD1

Ponte de Hidrogênio

Ponte de Hidrogênio

Ponte de Hidrogênio

Força de van der Waals

Força de van der Waals

Força de van der Waals

Força de van der Waals

3,38

3,44

3,66

3,40

3,66

3,38

3,74
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Molécula

Analisada

Resíduos de Aminoácidos

Envolvidos na Interação

Tipo de Interação d12(�)

Hemoglobina

de

Liophis miliaris

Arg 92 (�) NE e Pro 36 (�) O

Arg 92 (�) NH1 e Pro 36 (�) O

Arg 92 (�) NH1 e Trp 37 (�) O

Asp 94 (�) OD2 e Asn 102 (�) ND2

Val 96 (�) CG1 e Asp 99 (�) OD2

Val 96 (�) CG2 e Val 101 (�) CG1

Val 96 (�) CG2 e Val 101 (�) CG2

Tyr 140 (�) CD2 e Trp 37 (�) CE3

Tyr 140 (�) CD2 e Trp 37 (�) CZ3

Ponte de Hidrogênio

Ponte de Hidrogênio

Ponte de Hidrogênio

Ponte de Hidrogênio

Força de van der Waals

Força de van der Waals

Força de van der Waals

Força de van der Waals

Força de van der Waals

3,17

2,36

3,34

3,38

3,25

3,67

3,24

3,10

3,63

Hemoglobina

de

Truta

Thr 41 (�) CG2 e Phe 97 (�) CD2

Tyr 42 (�) OH e Arg 40 (�) NH1

Asp 94 (�) OD2 e Asn 102 (�) ND2

Pro 95 (�) CD e Trp 37 (�) CD1

Pro 95 (�) CD e Trp 37 (�) CG

Asp 99 (�) OD2 e Gln 38 (�) NE2

Força de van der Waals

Ponte de Hidrogênio

Ponte de Hidrogênio

Força de van der Waals

Força de van der Waals

Ponte de Hidrogênio

3,56

3,58

2,96

3,75

3,49

3,12
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