Variacoes sobre o tema:

Um estudo comparativo de hemoglobinas de peixes (*)

Resumo

¥ destacada a importancia de estudar o com-
portamento das hemoglobinas em peixes, ressaltan-

do a excepcional oportunidade oferecida pela dispo-
nibilidade do navio Alpha Helix, Quanto 2 uniao
dos ligantes sob condigdes de equilibrio, s&o dados
varios exemplos das possibilidades de variacéo, dis-
cutindo-se também outros aspectos das pesquisas
tais como associagio e dissociacdo na unido do ligan-
te, o fendomeno das fases regulamentadas, as flutua-
gbes de conformagio das proteinas, a divisio da
molécula entre dois ou malis ligantes e O efeito de
fosfatos organicos e outras substincias. Também
sio discutidos os ligantes sob estado de repouso €
condicdes de transicdo, assim como 3 possibilida-
de de utilizar reacbes antigénicas cruzadas em pes-
quisas filogenéticas.

INTRODUGAO

Se a esta expedigdo fosse dado um nome,
poderia bem ser denominada “Um Estudo das
VariagGes sobre um Tema". O tema é hemo-
glohina, as variagdes, as diferencas nas pro-
priedades e no comportamento, que tem sido
desenvolvido no curso da evolugdo para satis-
fazer as necessidades particulares das diferen-
tes formas animais. Filosoficamente, a inicia-
tiva é de algum interesse: primeiro, como uma
aventura na bioquimica comparada; segundo,
como um intento de ganhar em profundidade
dentro dos principios operacionais no funciona-
mento geral das macromoléculas biolégicas,
tomando a hemoglobina como um €aso tipico;
terceiro, o porqué das diferencas € semelhan-
cas entre as hemoglobinas de diversas espé-
cies, que podem ser, como as de outras protei-
nas, diagnéstico de afinidades filogenéticas.

Uma grande parte dos trabalhos prévios de
hemoglobina tem sido dedicada & hemoglobina
humana (HbA) e seus derivados anormais,
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cujo numero agora atinge a centenas. Muito
também tém sido estudadas as modificagoes
quimicas dos diferentes modos de unides cru-
zadas. Evidentemente, um amplo campo estaréd
aberto quando se estenda o estudo de hemo-
globinas a outras espécies, confiando que a
natureza produz o trabalho das modificagdes
quimicas. A escolha de hemoglobina de pei-
xes para o presente trabalho foi sugerida pelo
fato de que, em muitas, ja se conhece que exi-
bem um nuimero excepcional e esclarecedor
de propriedades. A escolha da Amazodnia, como
o lugar para este estudo, foi determinado pela
grande riqueza da fauna daquele importante rio
e pela acessibilidade para a excepcional dis-
ponibilidade do navio “Alpha Helix".

UNIAo DOS LIGANTES SOB CONDIGOES
DE EQUILIBRIO

A hemoglobina, desempenhando um papel
de transportador de oxigénio, funciona essen-
cialmente em equilibrio e muitos estudos rea-
lizados nos trabalhos seguintes foram feitos
em sistemas de equilibrio. Tais estudos tém
a vantagem de que séo levados sob as condi-
¢bes onde se verificam principios de termodi-
namica e a afinidade do ligante derivada dele
edo aplicaveis. A atengéo pode ser dirigida
também para o fenomeno de cooperatividade,
envolvendo as interagoes homotrépicas entre
os sitios, 0§ quais unem o MEsmo ligante ou
também o fendmeno regulatério envolvendo
interacdes heterotrépicas entre sitios, 0s quais
unem diferentes ligantes. Na maioria das pro-
teinas, as interacdes observadas, homotropi-
cas, tém sua origem nas mudancgas conforma-
cionais, na unido de ligantes. Tais alteragdes
podem envolver uma simples mudanga na dis-
posicdo e contato numa regido da macromolé-

(*) — Verséo original inglesa publicada em Comp. Biochem. Physio. vol. 62A(1). 1979.
(1) — C.N.R. Centro de Blologia Molecular, Instituto de Quimica Bioldgica, Cidade Universitaria 00185, Roma, Itélia.
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cula ou, num caso extremo, a atual associacio
ou dissociacdo. No primeiro caso, referimo-
nos ao efeito alostérico do ligante, no dltimo,
ao poliestérico. A causa da distingdo € o tra-
tamento analitico diferente aplicavel aos dois
tipos de ligantes.

Todas as relagdes termodindmicas de |i-
gantes aplicaveis ao sistema de equilibrio po-
dem originarse de um grupo potencialmente
derivavel de energia pelo correspondente gru-
po de transformacdo de Legendre (Wyman,
19752a) . Um membro principal deste grupo é
0 que tem sido chamadg potencial de uniao.
No caso do sistemga alostérico, pode ser este
expresso como um logaritmo de um polinomi-
nal na atividade de vérios ligantes; no caso do
sistema poliestérico, nenhuma de tais formu-
lagées simples, é possivel. Apesar disso, am-
bos os tipos de sistemas respondem g seus
ligantes quase da mesma forma. Em ambas as
mudancas conformacionais, sempre permite-se
alcancar a Cooperatividade (a qual pode natu-
ralmente ser disfarcada pelo sitio heterogs-
neo} e, para ambos os ploteados de Hill, sao
muito semelhantes e s3g caracterizados por
Uma assimptota com uma unidade de inclina-
¢do a cada lado (Colosimo, et al., 1976).

A hemoglobina de vertebrados constituida
Por quatro cadeias (2 alfas e 2 betas), cada
uma com um sitio simples de unido de oxi-
génio, parece obedecer, pelo menos, a uma
aproximacdo aos dois modelos alostéricos
classicos e seu CoOmportamento pode ser inter-
pretado adequadamente . Apesar disto, no en-
tanto, hd uma notsvel diferenca em relacéo aos
efeitos homotrépicos e heterotrépicos. Seja-
nos permitido considerar um exemplo. No caso
de hemoglobing humana, a curva de unido
de oxigénio apresenta uma forte coope-
ratividade com um valor de coeficiente de
Hill n =3, é uma das caracteristicas exibidas
por esta hemoglobina: ¢ 3 invariabilidade da
forma da curva de unido (e ploteado de Hill)
€0m a tempcratura e o pH. Baseado na teoria
de ligantes, a invariabilidade de temperaturs
implica que o calor de oxigenacdp é indepen-
dente do grau de saturacdo e este esti de

(2) — Atualmente, por motivos préaticos, tanto estes es
foram feitos por substituicdio de CO pelo oxigé
bina, ha uma consideravel similaridade entre estes
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acordo com as recentes medidas calorimétri-
cas de Atha e Ackers (1974) e de Gaud et al.
(1974) . Mais especificamente, em termos sim-
ples, ha dois estados do modelo alostérico,
isto significa que o calor de oxigenacgdo de um
sitio € 0 mesmo na forma R como na forma T
da  molécula. Similarmente, a invariabili-
dade de pH implica que o ndmero de
prétons Bohr liberados oy ocupados por “mol”
de oxigénio unide & independente do grau de
saturacéo, isto é, o nimero de protons libera-
dos é proporcional a saturagéo. Isto, igualmen-
te, tem sido confirmado, pelo menos, como
uma boa aproximacao em eéxperimentos dire-
tos. Em termos de modelo alostérico, implica-
se que o efeito Bohr principalmente, pelo me-
nos, o local da cadeia ¢ o mesmo para cada
cadeia. Isto é compativel com dedugdes feitas
de estudos de raios-X.

Na truta, a situacéo & radicalmente diferen-
te (Brunori, 1975) . 0O sangue de truta, em vez
de conter uma simples hemoglobina como o
sangue humano, contém quatro, duas das
Quais, como unidades principais, sao designa-
das como | e IV em relagdo a sua mobi-
lidade eletroforética. Truta I ndo anresenta
efeito Bohr e, em qualquer caso, o valor de
P1/2 é independente do PH e o calor de oxige-
nacédo é independente do calor de ionizacdo
do tampio usado no controle do pH, como se
Na oxigenagdo ndo houvesse liberagdo de pré-
tons. Nesta hemoglobina, ¢ pt/2 é também,
embora sé dificilmente, independente da tem.
Peératura, como se o calor de oxigenagdo fosse
zero. Este dltimo, no entanto, é eluido, resul-
tande, de qualquer forma, um inesperado e in-
teressante fendmeno de compensacio. Medi-
das calorimétricas precisas do valor principal
de calor de oxigenacdo como uma funcdo de
saturacdo, mostra que estas mudangas quan-
titativas assinaladas durante o processg de
unido passando de um valor endotérmico a uma
baixa saturacdo a uma unidade exotérmica e
alta saturagdo (?) {(Wyman et al, 1977). A
deducdo é que a curva de unido, a diferentes
temperaturas, deve cruzar-se em algum ponto,
e isto é na verdade justificado com o que eles
encontraram; sua forma varia grandemente

tudos calorimétricos, quanto os relacionados aos ligantes,

No entanto, vendo 3 entalpia de unido de hemoglo-

dois ligantes, como t&m sido estudados em tajs casos,
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com a temperatura. De fato, pode-se predizer
que, a temperatura suficientemente alta, toda
a cooperatividade de unido deve desaparecer.
Em concordédncia com o modelo alostérico, o
calor endotérmico estd sendo associado com
a forma T e o calor exotérmico com a forma
R da molécula de hemoglobina e é interessante
te observar que o calor exotérmico associado
com a forma R é ligeiramente similar ac calor
de oxigenacgdo de HbA.

A hemoglobina Truta IV difere amplamente
de ambas, HbA e Truta |. Ambas sido muito
sensiveis ao pH com respeito ao p1/2 e na
forma da curva de unidc. Ao pH alto, onde o
valor de p1/2 é similar ao de HbA, a curva mos-
tra alta cooperatividade (n =3); ao pH baixo,
isto é grandemente aplanado e torna-se apro-
ximadamente bifasica, no ponto meio, afasta-se
para a direita de modo gue comega a ser im-
possivel a saturagdo da molécula mesmo com
oxigénio puro, a pressdo atmosférica. Esta
forma de comportamento é conhecida como
efeito Root e presume-se que prove a um me-
canismo a Hb IV da truta que atua como uma
bomba molecular para injetar oxigénio na be-
xiga natatdria. Vale salientar que, diante desta
ocorréncia, a hemoglobina dd um belo exemplo
de uma macromolécula atuando como um
“transducer” usando a energia livre derivada
do fluxo de um ligante (proton) em uma dire-
¢do para compensar o fluxo de um segundo
ligante diferente (oxigénio). Formalmente, a
situacdo € a mesma para o trabalho polifun-
cional da enzima sob condigbes de repouso
como se descreveu alhures (Wyman 1975b).
Em tais casos, a acdo de bomba (usando o ter-
mo em sentido geral) é possivel sé pela efi-
ciéncia de acoplamento envolvendo dois ligan-
tes, provavelmente de origem alostérica ou
polistérica, o qual é propiciado pela macromo-
lécula.

Tenho exposto estes trés casos como um
exemplo de classe de variagdo que podem ser
vistos, em tais estudos, comparativos como
uma atualidade, porém ha naturalmente mui-
tos outros aspectos significativos do compor-
tamento molecular, os guais podem igualmen-
te ser investigados sob condigbes de equili-
brio. Entre eles, posso mencionar os seguintes:
(1) associagio e dissociagdo na unido de
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ligante. Na forma oxigenada, HbA dissociada,
a uma diluicdo suficientemente alta, em dime-
ros oc B, enquanto sob as mesmas condigdes,
as moléculas desoxigenadas permanecem, na
maioria, completamente tetramérica. Em com-
paragdo com HbA as hemoglobinas da truta,
quer ligadas ou desligadas, sdo quase néo dis-
sociaveis. O fendmeno de dissociagdo na
unido do ligante, o qual é uma expressdo de
forcas operantes nas superficies de contactos
das subunidades, isto &, estritamente relacio-
nado & questda de energia livre de interagéo
nos sitios de unido de oxigénio na molécula
nao dissociavel (2) fendmeno de fases regu-
lamentadas. E sabido que as formas oxigena-
das de hemoglobinas tetraméricas, a diferenca
das mioglobinas, monoméricas, em diversas
formas cristalinas, caracterizadas por diferen-
tes solubilidades. Em alguns casos, isto & oxi
e em outros deoxi, a qual é a mais soldvel,
seguindo as consideragdes da fase regulamen-
tada, estas podem ter um valor de presséo
parcial do oxigénio na qual as trés fases —
solucdo, oxiemoglobima cristalina e deoxiemo-
globina cristalina — podem coexistir. Poderia
ser interessante investigar como estas carac-
teristicas triplices assinaladas variam a estru-
tura da molécula de hemoglobina. Estritamen-
te relacionado com isto, é o assunto do calor
de solucdo das duas classes de cristais. Ba-
seado no modelo alostérico, um dele poderia
corresponder a forma T e outro & forma R, e 0
estudo poderia prever informagdo como, por
exemplo, a energia latente das duas formas.
(3) Flutuagdes. Tem sido agora provado que
muitas proteinas (provavelmente todas) reve-
lam flutuagées de conformacéo sob condicdes
constantes. Isto tem sido verificado por am-
bos os estudos, intercAmbio de isdtopos e
unidades 6ticas, destas particularmente envol-
vendo fluorescéncias. Tais flutuacbes ocorrem
sempre envolvendo mudancas de energia livre
isto é suficientemente peguena em relacao KT,
como deve certamente ser para a transicdo da
forma T para R no caso cléssico de dois esta-
dos de sistema alostérico, onde naturalmente
a transigdo de energia livre estd controlada
pela presenca ou auséncia de ligante. Isto é
significativo: as flutuacbes observadas apon-
tam um espectro de tempos de relaxagao
no limite do nono segunco, a hora ou ainda a
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dias. (4) A divisdo da molécula entre dois ou
mais ligantes, como o exemplificado pela he-
moglobina na presenca de oxigé&nio e mondxido
de carbono, dois ligantes que competem no
mesmo sitio. (5) O efeito de fosfatos orga-
nicos e outras substincias, notavelmente va-
riados ions inorgénicos, na afinidade de oxigé-
nio e dissociabilidade de hemoglobina. (Isto
é um fendmeno que recebe uma considerdve]
atengdo em alguns dos trabalhos a seguir).

LIGANTES SOB ESTADO DE REPOUSO
E CONDICOES DE TRANSICAO

Até aqui, eu mesmo tenho limitado o fe-
némeno realizado sob condigées de equilibrio.
Muitas macromoléculas bioldgicas, notavel-
mente enzimas, nao operam em equilibrio po-
rém sob condi¢bes de estado de repouso. Se
a hemoglobina é usada como um protétipo de
tais macromoléculas, claramente deve ser es-
tudada em estado de repouso, mais apropria-
do que as condigdes em equilibrio. Quando
passamos do equilibrio ao estado de repouso
naturalmente, ndo por muito tempo, fazemos
uso do principio termodindmico cldssico: em
seu lugar, devemos ter o auxilio da equagéo
cinética, a qual descreve o sistema (Wyman
et al., 1975b). No caso de macromoléculas,
que existem em conformagdes variadas na pre-
senca de seus ligantes, teriam uma equacdo
para cada forma da molécula, tomando em con-
ta as varias conformagdes como também os di-
ferentes estados de ligagdo. Cada equacéo
dard o tempo derivado da quantidade da forma
correspondente em termos da quantidade dife-
renciada da forma total, a constante cinética e
atividade de ligantes. Se as atividades dos li-
gantes sdo consideradas constantes e se a
macromolécula nédo esta dissociada, esta sers
linear acopladas as equacdes de primeira or-
dem. Neste caso, contanto que a quantidade
de macromolécula permanega constante, pode-
se deduzir que haverd sempre um UGnico estado
de repouso (ponto critico) definido pela solu-
cao de equagdes com cada derivada de tempo
igual a zero, e este sistema sera assimptotica-
mente estavel ao redor deste ponto; que nio é

o caso da condicdo inicial: a aproximagio des-
te ponto de relaxagdo n-1, onde “n” é o nimero
de formas diferentes da macromolécula. Estes
tempos de relaxacédo sdo dados pela equacéo
secular de grau “n" da solugdo, na qual a uni-
dade de origem é zero, derivada da equagéo
cinética dirigente. O equilibrio é simplesmen-
te um caso especial onde a constante cinética
satisfaca as condigGes de balanco microsco-
pico.

Quando a macromolécula dissociada, ou
quando a quantidade de ligantes é mantida
constante, de preferéncia a uma atividade cons-
tante, a equacdo governante poderd nio ser
linear por muito tempo e, em geral, ndo havera
solugdo analitica, ou as condicées de balanco
microscépico ndo serfo satisfeitas, no entanto,
observando as coisas qualitativamente da ma-
neira introduzida por Poincaré e Liapounov
para tais casos, inferimos, embora sem prova,
gue proporciona a quantidade total da macro-
molécula que persistem constantes nesse pon-
to haverd ainda um ponto critico (Estado de
repouso), ao redor do qual o sistema é assimp-
toticamente estdvel. Neste caso, entretanto,
ndo havera uma equacio secular e conseqlien-
temente ndo poderiamos expressar o processo
de relaxacdo em termos de uma fracdo finita,
os tempos de relaxacdo embora as equagdes
sejam lineares (Esta conclusdoc é naturalmen-
te 6bvia quando o estado de repouso é um equi-
librio verdadeiro) .

E importante observar que, sob ambos os
estados de repouso e condicdes transitérias
as equacdes cinética sao uma fonte de relagéo
de acoplamento ndo menos precisa, embora
de formulagcdo menos simples, que as deriva-
das do principio termodindmico para um siste-
ma em equilibrio. Num caso simples, onde a
equagédo do estado de repouso & linear, a quan-
tidade relativa das varias formas da macromo-
lécula é dada por cofatores apropriados esco-
lhidos, determinando a invengdo do coeficiente
das variadas formas na equacdo {(Wyman,
1975b) (*) . E interessante observar que conti-
nuando com isto sob as condigbes apropriadas,
um estado de repouso pode ser alcangado para

(3) — A quantidade relativa de varias formas poderiam n aturalmente variar conforme as co‘ndigées, Isto, por exem-
plo, as formas que sdo despreziveis ao equilibrio, podem tornar-se visiveis ou equilibradamente predominan-

tes sob condigbes de repouso.
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uma cooperatividade de unifo que poderd ser
totalmente impossivel sob condices de equi-
librio, assim o valor do coeficiente de Hill “n”
pode exceder ap nimero de sitios na macro-
molécula, Por esta razdo, baseado s6 nos da-
dos de unido pede ser impossivel distinguir
entre o verdadeiro equilibrio e um estado de
repouso, embora que uma determinacdo exata
da assimptota superior de um pléteo de Hill,
se praticdvel, pode ser decisivo: um valor
maior que 1 € indicativo de um estado de re-
pouso.

Objetivando empregar a hemoglobina como
um protétipo de enzima trabalhando sob con-
di¢bes de repouso, poderiamos ter a vantagem
da extrema fotcssensibilidade deste composto
com mondéxido de carbono. Estudando Hb CO
na presenca de variadas quantidades de luz,
estaremos de fato, estudando uma macromolé-
cula em um estado de repouso. A relaxacdo
que € revelada quando a luz é afastada ou esta
intensidade alterada serd mais representativa
do que poderia ser esperado de uma enzima
quando as condigdes de trabalho sdo subita-
mente mudadas. Um fenémeno transitdrio des-
te tipo que ocorre sob tais condicOes sdo am-
plamente significativos em conexdao com a
visdo e outros fendmenos sensoriais, na ver-
dade, geralmente na biologia. Que, depois de
tude, € a vida, sendo uma seqiiéncia transitéria
incompleta ?

REAQOES CRUZADAS DE ANTIGENO E ANTICORPO

Como um assunto fora do pardgrafo aberto,
uma comparacdo das propriedades de hemo-
globinas de diferentes espécies pode dar uma
informagao Util orientando as relagdes filoge-
nética. Uma ilustracdo disto é provida pelos
experimentos inmunoldgicos descritos em um
dos trabalhos a seguir. Nos experimentos, ai
descritos, anticorpos foram preparados contra
trés hemoglobinas de peixes, isto é, a carpa,
truta | e truta IV e a reacdo cruzada destes an-
ticorpos foram estudado com as hemoglobinas
de outras espécies de peixes. Resumindo os
resultados sem detalhes, podemos dizer que
cada um dos trés anticorpos (e deste modo
com cada um dos peixes correspondentes) po-
de ser identificado como uma reacdo cruza-
da caracterizando as hemoglobinas. Além dis-
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s, foi possivel fracionar anticorpos por proce-
dimentos inmunolégicos apropriados e, quando
isto foi feito, notou-se que cada fragdo poderia
ser identificada com um subgrupo de hemoglo-
binas, que reagem com o anticorpo original
ndo fracionado. Pareceria que uma maneira
proveitosa do procedimento com experimentos
desta classe dirigidos até as relacdes filoge-
néticas, poderia ser em termos de um grupo
tedrico, desse modo fazendo o possivel para
aplicar simples métodos para grupos, tais como
os relatando uma adic@o, subtragdo e intersec-
¢do expondo e analisando os resultados.

UMA LINGUAGEM BIOLOGICA

Torna-se, ndo obstante, em pequena consi-
deragdo para convencer-nos a nés mesmos da
fundamental importancia para a biologia, fend-
meno de unido a qualquer nivel, tomando-o
num sentido mais geral, i.e. o reconhecimento
e unido de substancias especificas por sitios
especificos e interatuando na unido. Isto é o
que faz possivel o controle de reacdes de ma-
cromoléculas, que dirigem sua unido como
também as de maioria das estruturas, que en-
contram expressGes no fendmeno inmunoldgi-
co, que existe baseado na quimostacia mostra-
da por células e organismos, e, a nivel supe-
rior, tais casos de comportamento estdo
representados como resposta de um inseto a
um fendmeno. Examinando os fatos amplamen-
te, todas estas coisas podem ser imaginadas
como um momento de percepgcdo e neste sen-
tido de percepgdo pode ser explicado como
uma linguagem biolégica.

Na grande maioria dos casos, a forma de
comunicagé@o fntima desta linguagem, i.e. o
modo pelo qual a mensagem é entregue desde
um sitio de interagdo a outro, encontrou-se na
mudanga conformacional induzida pelos ligan-
tes; estas mudancas conformacionais unidas
aos ligantes; efetores alostéricos possivel-
mente podem ser um mecanismo de fala. E
equivalente & gramética? Muitas linguagens
tém as regras da gramatica. E natural pergun-
tar-se, portanto, onde residem essas lingua-
gens de percepcao. As respostas estdo claras:
elas residem minuciosamente naquelas rela-
coes de unifes basicas, para os sistemas em
equilibrio, sdo dadas por um apropriado grupo
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de potencial termodindmico, e para os siste-
mas em um estado de repouso, estdo implici-
tas nas equacOes cinéticas, lineares ou nao
lineares. As hemaoglobinas fornecem uma ex-
cepcional oportunidade para estudar esta lin-
guagem bioldgica fundamental.

SUMMARY

The importance of studying hemoglobin be-
haviour in fish is discussed, noting the exceptional
oportunity for this aboard RV Alpha Helix. Several
examples are given of ligand binding under
equilibria. Several possibilities for further research
are also discussed, such as association and
dissociation in ligand binding, the phenomenon of
regularized phases, fluctuations of protein confor-
mation, division of the molecule between two or
more ligands and the effect of organic phosphates
and other substances. Also discussed are ligands
in resting state and under transition, as well as
the possibility of using antigenic reactions in
phylogenetic research.
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