ESTUDO DAS PROPRIEDADES FUNCIONAISE ESTRUTURAIS
DA HEMOGL OBINA DA SERPENTE SEMI-AQUATICA
HELICOPS MODESTUS
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Resumo: Foi proposto para Hb da serpente semi-aquatica Liophis miliaris um processo de
transicdo reversivel dimero - tetrémero dependente da ligagdo de O,. Este processo seria
parcialmente explicado devido a substituicdo dos aminoacidos Glu(101)bP Va e
Glu(43) b Thr, que estéo presentes na interface dimérica (ayf3,). Tais substituicdes resultariam
na perda de dois aminoacidos carregados negativamente na interface dimérica, contribuindo
desse modo para a desestabilizacdo do tetramero de hemoglobina. Com o objetivo de testarmos
se tal processo é valido para a hemoglobina de Helicops modestus, utilizamos as técnicas de
tonometria, cromatografia analitica de filtracdo em gel e espalhamento de raios X a baixo
angulo (SAXS). Os dados das propriedades funcionais de ligagcdo de O, mostraram que a
hemoglobina de Helicops modestus, tanto na forma stripped como na presenca de cloreto,
possui ata afinidade por oxigénio e processo cooperativo de ligagdo de O,, em toda a faixa de
pH analisado. Na presenca de ATP, a afinidade por oxigénio diminui acentuadamente entre pH
7,0 e 8,5 e a cooperatividade (ny) fica entre valores de 2,0 e 2,6. Nas trés condi¢fes analisadas,
observamos a presenca de efeito Bohr alcalino, caracteristico de hemoglobinas tetraméricas. Os
dados de estresse osmatico sugerem que a desoxi-hemoglobina de Helicops modestus, quando
na auséncia de anions, assume um novo estado conformacional, denominado estado T,, como
proposto por Colombo & Seixas, (1999) para a hemoglobina humana. Os resultados obtidos
através da constante de associacdo dimero-tetramero, mostraram que a hemoglobina desta
serpente apresenta-se como um tetrémero estavel em solucdo. Os dados de SAXS mostraram
gue o raio de giro e dimensdo maxima determinados para a hemoglobina de Helicops modestus
sdo similares aos encontrados para a hemoglobina humana. Diante dos dados obtidos,
concluimos que a hemoglobina de Helicops modestus € um tetramero estavel em solugéo e que,
portanto, ndo ha provas da existéncia do mecanismo de dimerizacdo proposto na literatura para

a hemoglobina de Liophis miliaris.
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INTRODUCAO

A hemoglobina (Hb) é uma proteina tetramérica composta por duas subunidas a
e duas . Sua massa molecular é de aproximadamente 64 Kda. Sua principal funcdo é
transportar oxigénio (O,) dos orgdos captadores deste gas para os tecidos e de parte do
diéxido de carbono (CO,) produzido no sentido inverso. O que mantém este oligdmero
unido sdo interacdes intermoleculares do tipo interacdo ibnica, forca de Van der Waalse
ponte de hidrogénio, entre os residuos de aminoacidos das diferentes cadeias (Baldwin
& Chotia, 1979).

A interacdo entre a,f; € ogPz, € muito estével, pois € mantida por interacoes
entre 35 residuos de aminoécidos (Voet et al., 2000; Nichols et al., 1997). Jaainteracdo
entre a1, € opPf1 € mais susceptivel pois, esta regido (conhecida como interface
dimérica) sofre grandes mudancas conformacionais durante o processo de oxigenacao.
Além de que, alteragdes nos residuos de aminoécidos que compdem esta interface
colaboram para que ocorra a dissociacdo da Hb (Kavanaugh et al., 1992). Em solugdes
diluidas, a Hb humana dissocia-se em dimeros a; 31 € 02B2, cuja massa molecular é de 32
KDa (Manning et al., 1996; Abraham et al., 1997).

As hemoglobinas de serpentes, na auséncia de fosfatos organicos (tal como,
ATP), exibem alta afinidade de ligacdo de oxigénio, um pequeno efeito Bohr alcalino
comparado a hemoglobina humana e auséncia de cooperatividade. No entanto, na
presenca destes fosfatos, ocorre uma diminuicdo acentuada da afinidade por oxigénio e
aligacdo de oxigénio passa a ser cooperativa (Focesi et al., 1987; Matsuura et al., 1987;
Bonillaet al., 1994).

Em virtude desses achados, um mecanismo de transicdo dependente da ligacéo
de O, entre oxi-dimeros e desoxi-tetrameros foi proposto por Foces et al., (1987);
Matsuura et al., (1989). De acordo com este mecanismo sugeriu-se que as Hbs de
algumas serpentes quando se encontrassem no estado desoxigenado a estrutura
predominante seria o tetramero e, quando ocorresse a oxigenagao toda populacéo de Hb
tetramérica passaria & dimero. Tal mecanismo foi baseado em andlises funcionais e
estruturais da hemoglobina de Liophis miliaris.
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Pogteriormente, este mecanismo de dissociagdo foi extendido para outras
hemoglobinas de serpentes, tais como, Bothrops alternatus (Oyama et al., 1993),
Mastigodryas bifossatus (Bonilla et al., 1994), Boa constrictor (Bonilla et al., 1994) e
Helicops modestus (Bonafe et al., 1999).

A fim de elucidar a funcionalidade de tal mecanismo Matsuura et al., (1989)
sequenciaram as globinas de Liophis miliaris. Os resultados mostraram que naregido de
contato a1, ocorreram duas substituicdes de residuos de aminoécidos. O residuo Glu
(G3) foi substituido por Va e Glu (CD2) foi substituido por Thr. Ou sgja, onde existiam
duas cargas negativas, passaram a existir duas cadeias apolares grandes. A perda de
duas cargas negativas, na interface dimérica, levaria [J instabilidade do tetramero,
favorecendo a formacao de dimeros.

No presente trabalho, analisamos as propriedades funcionais de ligacéo de O,, a
estabilidade tetramérica por determinacéo da constante de associacdo do estado ligado e
espalhamento de raios X a baixo angulo, com o intuito de tentarmos encontrar
evidéncias funcionais e estruturais da presenca ou ndo de dimeros de hemoglobinas de
serpentes, como descrito para a hemoglobina da serpente semi-aquética Liophis miliaris
(Focesi et al., 1987; Matsuuraet al., 1987; Matsuura et al., 1989).

MATERIAISE METODOS

Espécimes adultos da serpente semi-aquatica Helicops modestus foram cedidos
pelo Departamento de Botéanica e Zoologia da UNESP-IBILCE, por intermédio do Prof.
Dr. Arif Cais.

Para realizarmos a coleta de sangue, 0s animais foram anestesiados com éter e o
sangue foi coletado por puncdo cardiaca, usando uma seringa contendo solucéo salina
com EDTA 1mM. Em seguida, as hemaceas foram lavadas com solucdo salina (TRIS-
HCl 50mM pH 8,0 contendo NaCl 0,9% D-Glicose 0,2% e EDTA 1mM) por
centrifugacdo quatro vezes (2.000xg por 10 minutos cada lavagem).

Pogeriormente, realizamos a hemdlise das heméceas com tamp&o TRIS-HCI
30mM pH 9,0 contendo EDTA 1mM, seguida de uma centrifugacdo (8.000xg por 60
minutos) para retirada de material celular. Para a remog&o dos fosfatos orgéanicos, o

hemolisado foi dialisado contra 0 mesmo tampdo, sendo, em seguida, realizada uma
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cromatografia de filtracdo em gel em Sephadex G-25 (Sigma) em uma coluna (2,6 x
30cm) equilibrada com o mesmo tampéo.

Realizamos também uma passagem do hemolisado por outra cromatografia de
filtracdo em gel em Sephacryl HR S-100 para a retirada de proteinas com massas
moleculares acima da hemoglobina.

Os estudos das propriedades de ligacdo de oxigénio foram realizados pelo
método tonométrico-espectrofotométrico (Giardina & Amiconi, 1981) na forma
stripped (que é a hemoglobina sem anions) e na presenca de anions (cloreto e ATP). A
concentracdo da proteina estava em torno de 50 - 60uM (heme) em tampédo TRIS-HCI
50mM em diferentes valores de pH a20°C .

Adicionamos em todos os experimentos de ligacdo de O, catalase e superdxido
dismutase a fim de evitar a formacdo de meta-hemoglobina. Dados de equilibrio de O,
gue possuissem valores de meta-hemoglobina superiores a 5% foram descartados. Os
espectros da hemoglobina em solug&o foram coletados na faixa de 400 - 700nm com um
espectrofotdmetro CARY 100 Scan (Varian).

As mudangas conformacionais da hemoglobina de Helicops modestus foram
estudadas pelo método de estresse osmético (Colombo et al., 1992; Colombo &
Bonilla-Rodriguez, 1996), estimando o nimero diferencial de moléculas de &gua que se
ligam a forma oxigenada desta hemoglobina, durante o processo detransicdo TP R. Os
experimentos foram realizados com tamp&o TAPS -NaOH 30mM pH 8,0 a201C.

A constante de associagdo dimero - tetrAmero (“K,) foi determinada por
cromatografia de filtracdo em gel usando o método proposto por Ackers (1975). Os
experimentos foram realizados com uma coluna preenchida com Sephadex G-75 (1 x
20cm) em temperatura ambiente, previamente equilibrada com tampd& TRIS-HCI
50mM pH 8,0. A amostra de hemoglobina, a qual foi estabilizada com mondxido de
carbono com o intuito de evitar a oxidagdo, foi aplicada em grandes volumes na faixa de
concentragéo de 1 a60uM (heme).

O fluxo da coluna foi mantido por volta de 12mL/h, através do auxilio de uma
bomba peristaltica (Pharmacia). Leituras continuas da absorbancia do perfil de eluicdo
foram realizadas usando uma cubeta de quartzo acoplada ao espectrofotdmetro
(Varian), em 541 ou 412nm dependendo da concentracéo de hemoglobina utilizada.

O volume de exclusdo (Vo) e o volume interno (Vi) da coluna foram
determinados com a passagem de azul dextran (M.M.: 2.000.000) e ATP (M.M.: 551)
pela coluna, com leituras de absorbancia em 520 e 260nm, respectivamente. Para
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calibragem da coluna utilizamos como padriles. 1- Mioglobina (Sigma; M.M.:
16.800Da), 2- Anidrase Carbonica (Sigma; M.M.: 29.000Da) e 3- desoxi-hemoglobina
humana (M.M.: 64.000Da).

Esta técnica envolve transformar os volumes de eluicdo em coeficientes de

particdo usando a equacdo 1, aseguir:

Eq. 1

onde V. € 0 volume de eluicdo, V, é o volume de exclusdo (azul dextran) e Vi é 0
volume interno (ATP). V, e V; correspondem aos limites entre O e 1, respectivamente.
Ja que ndo encontramos diferencas entre usar coeficientes de particdo ou volumes de
eluicdo, nés decidimos utilizar os volumes de eluicéo paraestimar a K.

A associacdo de dimeros pode ser representada pela expressao abaixo:

Hb, + Hb, = Hb, Eq. 2

onde a frac8o de dimeros fy sera descrita pela equagéo 3:

Hb,

fi=— ¢ Eqg. 3
* ™ (Hb, + Hb) A

A constante de associacdo para o estado ligado (“Ky) é representada pela fracéo
de tetrémeros dividido pela fracdo de dimeros, como descrito a seguir:

sk f,  _@-f,)

= = Eq. 4
* fZ*Hb fZ*Hb A

Assim, a concentracdo total de hemoglobina é f; + fg, € a equacdo anterior seria

re-arranjada para:

K, * f2*Hb+ f, - 1=0 Eq. 5
sendo assim, tem-se uma equacgdo quadrética com fy = X. Pode-se, entdo,

calcular araiz defq:
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- b+4b? - 4*arc - 1+1- 4** K, * Hb* (- 1)
fd = " = " Eq 6
2% a 2** K, * Hb

Uma regressdo ndo-linear foi realizada utilizando a equacdo 7 abaixo:

V, =(f (v, - V) +V, Eq. 7
onde V,, refere-se a solucdo de Hb, fy € a fracdo de dimeros e V4 e Vi
representam o0s volumes de eluicdo para as formas diméricas e tetramérica,
respectivamente (Nenortas & Beckett, 1994). Na equacdo 7, fy foi substituido pela
equacéo 6.
V. foi obtido pela passagem de desoxi-hemoglobina humana e V4 foi obtido
baseado na aproximagao usada por Perutz et al., (1994) e Chiancone et al., (1968):

M +V1)

V., =
d 2

Eqg. 8

O equipamento utilizado na coleta de dados de espalhamento de raios X a baixo
angulo (SAXS) foi um gerador de raios X com anodo rotatério Rigaku RU 300. Nos
experimentos de SAXS foi utilizado um alvo de cobre e radiagéo Ka=1,54D. A poténcia
do aparelho escolhida foi de 5SKW (50KV —90mA). As contribui¢des na intensidade de
espalhamento geradas pelo solvente, capilar e o ar foram subtraidas da intensidade total.

As medidas de SAXS foram realizadas usando concentragbes de 10mg/ml de
hemoglobina de Helicops modestus e o tempo de coleta foi de aproximadamente 7
horas, em temperatura ambiente (20°C). O tampé&o utilizado nos experimentos foi
HEPES 30mM pH 7,0 e 8,0.

Informacbes da estrutura quaternaria foram obtidas a partir da funcéo de
distribuicdo das distancias p(r):

p(r)= 2;2 i‘j (h)y* (hr)* sin(hr)dh Eq. 9

A fungdo p(r) € proporcional ao nimero de pares de elétrons separados pela
disténcia r que é determinada pelas combinacBes entre todos os elementos da

macromolécula.
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O raio de giro da macromolécula em solugdo, é determinado pela aproximacao
de Guinier ou pela funcdo p(r). A vantagem de se utilizar a funcéo p(r) estd no fato de
gue toda a curva de espalhamento serd utilizada nos calculos de raio de giro, enquanto
gue no método de Guinier somente uma parte da curva serd utilizada. O raio de giro de
uma molécula é relacionado a p(r) pela expressao abaixo:

Y * 2%
RZ_Qp(r) re*dr

¥ Eqg. 10
2@ p(r)*dr

A fungdo p(r) tem sido determinada pela transformada de Fourier indireta
usando o programa | TP desenvolvido por Glatter (1977). Este método mostrou-se mais
eficiente do que o uso datransformada de Fourier direta. (Glatter, 1982).

As fungbes p(r) tedricas foram calculadas usando o programa Multibody
(Glatter, 1980), modificado com o objetivo de facilitar a construgdo de modelos
moleculares (Olivieri, 1992). Os modelos usados neste programa foram gerados a partir
de um arranjo de peguenas esferas, as quais reproduzem a forma e o tamanho molecular
desgjado.

Para obter a funcdo p(r) tedrica, para a forma dimérica, foram utilizadas as
coordenadas atémicas da hemoglobina humana (1HHO), depositadas no banco de dados
de estruturas tridimensionais. Foram usadas as coordenadas de uma globina alfa e uma
globina beta para gerar uma funcdo p(r) da forma dimérica. Com estas coordenadas, foi
montado o dimero de hemoglobina através do programa Multibody (Glatter, 1980) com
O intuito de calcular o raio de giro e dimensdo maxima. As mesmas coordenadas
atdmicas e procedimentos foram utilizados para gerar uma fungéo p(r) para a forma
tetramérica

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os dados das propriedades funcionais de ligagcdo de O, mostraram que o
hemolisado de Helicops modestus, na forma stripped, possui alta afinidade por oxigénio
(Pso=0,85mmHg, em pH 7,5) (figura 1A), efeito Bohr alcalino de DH'=-0,53 e
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3,04 m  stripped

coeficiente de Hill (ny) sempre superior a 28] o NaCl 100mM

j A ATP1mM
2,6

1,0 (figura 1B), o que indica processo 24]

2,2

cooperativo de ligagdo de O.. L 20

Na presenca de ATP, a afinidade %E N\ .
por oxigénio diminui acentuadamente s | \I\ | )
(Psi=4,9mmHg, em pH 7.5) (figuralA), U
ocorre um aumento do efeito Bohr 08- . rpped
acaino para DH'=-073 e a 0'6': < Keim

0,4
cooperatividade fica em torno de 2,0,

50

0,2 1

Log P

0,04

alcancando o valor de 2,6 em pH 7,5

-0,24

(figura 1B). Este comportamento também

. _()'4_- ‘;>E—<
foi observado para as hemoglobinas de 06 :
Bothrops alternatus (Oyama Jr. et al., s e
1993) e Mastigodryas bifossatus (Bonilla Figwa 1 A) Gréfico ilusrando a
et al., 1994). dependéncia do log Pso, da hemoglobina de

Helicops modestus, em diferentes valores

Os valores de efeito Bohr obtidos por de pH. B) Gréfico ilustrando o

L~ . . . comportamento da cooperatividade da
n6s sa muito diferentes dos determinados por  hemoglobina de Helicops modestus em
relagdo a variagdo do pH. Os experimentos
foram redlizados com tampdo ADA e

de Helicops modestus. Os autores sugerem que a :Azsfé)om' A concentracao da amosira
Ol dex .

Bonafe et al., (1999) para mesma hemoglobina

hemoglobina desta serpente, quando na forma

stripped, possui auséncia de efeito Bohr alcalino e cooperatividade igual a 1,0, entre pH
7,0 — 9,0. Além do mais, eles mostram que, na presenca de ATP, abaixo de pH 8,0, a
cooperatividade € igual a 2,0, no entanto, acima de pH 8,0, ela possui ny=1,0, 0 que
caracterizarialigagéo ndo cooperativa de Os.

Os autores tentam sustentar, com esses dados, a existéncia de um mecanismo de
dissociacdo dependente da ligagcdo de O,, como proposto para a hemoglobina de Liophis
miliaris (Focesi et al., 1987; Matsuura et al., 1987; Foces et al., 1990; Focesi et al.,
1992). Em adicéo, Bonafe et al., (1999) extende tal mecanismo para todos os animais
ectotérmicos

Entretanto, nossos dados das propriedades funcionais de ligacéo de O, sugerem
gue a hemoglobina de Helicops modestus € uma proteina tetramérica em solucéo. Com
o intuito de confirmarmos tal suposicdo, realizamos andlises de estresse osmoético,
cromatografia analitica de filtracdo em gel e coleta de dados de espalhamento de raios X
a baixo angulo (SAXS), como mostrado a seguir.
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Os resultados dos experimentos de estresse osmoético mostraram que o
hemoglobina stripped da serpente Helicops modestus liga, durante o processo de
oxigenacdo, 24 moléculas de 24 + 7 moléculas de &gua. Na presenca de cloreto, o
nimero de moléculas de &gua que se ligam a forma oxigenada aumenta para56 + 4 e, na
presenca de ATP, este nimero diminui para 20 + 2 moléculas de &gua (figura 2).

Estes resultados sugerem que a hemoglobina de Helicops modestus, quando na
auséncia de anions, assume um novo estado alostérico, denominado estado To, como
proposto por Colombo e Seixas, (1999) para a hemoglobina humana. O estado Ty € um
novo estado da forma desoxigenada, ele € mais hidratado que o estado desoxigenado
classico (Ty).

stripped
NaCl 100mM
ATP 1mM

>eoenm

In (P, /P

T T T T T T T T T T T T T 1
-0,030 -0,025 -0,020 -0,015 -0,010 -0,005 0,000
Ina

Figura 2. Gréfico ilustrando o comportamento da
hemogl obina de Helicops modestus em func&o da variag@o
da atividade de agua. Os experimentos foram realizados
em tamp&o TAPS 30mM pH 8,0 a 20°C. A concentracdo
daamostrafoi de £60rmM.

Na presenca de cloreto, a proteina adota o estado Tx menos hidratado,
conseqlentemente, quando ocorre a transicdo conformacional de T para R, a
hemoglobina expde uma maior area a0 solvente, isto pode ser comprovado pelo
aumento no nimero de moléculas ligadas a forma oxigenada da hemoglobina de
Helicops modestus, que foi de 56 + 4 moléculas de &gua.

Na presenca de ATP, a hemoglobina de Helicops modestus comporta-se
diferentemente do apresentado pela hemoglobina humana. Em vez de ligar a forma

oxigenada 44 moléculas de &gua, como na hemoglobina humana (Tosqui et al., 2000), a
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hemoglobina de Helicops modestus liga apenas 20 moléculas de &gua, sugerindo um
enfraguecimento na ligagdo entre ATP e hemoglobina

Estes resultados reforcam a idéia de que a hemoglobina de Helicops modestus é
uma proteina tetramérica em solugdo, ja que seu comportamento € muito similar ao da
hemoglobina humana, que € uma hemoglobina comprovadamente tetramérica
(Chiancone et al., 1968; Nenortas e Beckett, 1994). Além de que os valores de

cooperatividade sdo sempre superiores a ny=1,0 (figura 3).

3,04 .
W stripped
284 e NaCl100mM
26/ 4 ATP1mM N
241 * % A Aa
2,2_- A 1 - A
. ]
< 2,0
1,84 °
1,64 n ;
] - T
144 e o
1,2
1,0

T T T T T T T T T T T T T 1
-0,030 -0,025 -0,020 -0,015 -0,010 -0,005 0,000
Ina

Figura 3. Gréfico ilustrando o comportamento da
cooperatividade, da hemoglobina de Helicops modestus,
em funcdo da atividade de &agua. As condigles
experimentai s s80 as mesmas descritas na figura 2.

Os dados de cromatografia analitica de filtragdo em gel mostraram que a
hemoglobina de Helicops modestus de 60 a 13mM possui predominantemente arranjos
tetraméricos em solucdo. Abaixo desta concentragdo, comega ocorrer dimerizacéo desta
hemoglobina, entretanto, um pouco menos do que a hemoglobina humana, como pode
ser observado na figura 4.

A constante de associacdo dimero — tetrdmero do estado ligado (*K>)
determinada para a hemoglobina de Helicops modestus foi estimada em “K, = 1,6 +
0,17 x 10'M™. Este valor esta de acordo com os valores reportados na literatura, 0s
quais ficam por volta de *K, = 1,0 x 10° M (Valdes et al., 1978; Ackers,1992;
Nenortas & Beckett, 1994; Dumoulin et al., 1997; Manning et al., 1996) e com o0s
valores obtidos em nosso laboratdrio para a hemoglobina humana (‘K. = 2,0 +
0,2x10°M™%).
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De posse da constante de associacéo dimero — tetramero foi possivel estimarmos
a porcentagem de tetrdmeros e dimeros in vitro e in vivo. Nas condi¢les experimentais
(invitro, 60mM), a hemoglobina de Helicops modestus apresenta 96,8% de tetrameros e
in vivo, ou segja, no interior das hemaceas, 99% de tetrémeros.

Dumoulin et al., (1997) estudaram o comportamento de dissociacdo das
hemoglobinas humana e fetal. Eles encontraram que a hemoglobina humana possui 40%
e a hemoglobina fetal 80% de tetrameros em solugdo, quando a concentragdo de
proteina € igual a 1mM. Nesta concentracdo, a hemoglobina de Helicops modestus
apresenta 73% de tetrameros em solucéo.

Sendo assim, os dados de cromatografia analitica de filtracdo em gel corroboram
os dados de estresse osmético e das propriedades funcionais de ligacdo de O,, de que a
hemoglobina de Helicops modestus possui a estrutura quaternéria tetramérica na

condi¢do in vivo.

12,04

Mioglobina
11,54

A Hemoglobina de Helicops modestus

11,04 O Hemoglobina humana

10,54
1— ab (dimero)
10,04

9,5 -
o

Ao
9,04
| 2% N & A o o
A O a,b, (tetramero)
T T T 1

Volume de Elui¢do do Centroide (mL)

85 ——r7— —
0 10 20 30 40 50 60

[Hb-CO] x 10° Molar/heme

Figura 4. Gréfico ilustrando o comportamento do volume de
eluicdo do centréide da hemoglobina humana e de Helicops
modestus (todas na forma stripped) em func&o da concentracdo
de hemoglobina. Os experimentos foram realizados em tampéo
TRISHCI pH 8,0 a temperatura ambiente, mondxido de
carbono (CO) foi aplicado em todas as amostras, a fim de
previnir aformag&o de meta-hemoglobina

Os dados de espalhamento de raios X a baixo angulo também sugerem que a
hemoglobina de Helicops modestus é tetramérica, uma vez que O raio de giro

determinado para esta proteina foi de 25D, enquanto que o raio de giro determinado, por
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nos, para a hemoglobina humana tetramérica foi de 23D e para a hemoglobina humana
dimérica foi de 17D, tanto em pH 7,0 como em pH 8,0.

Conrad et al., (1969) determinaram o raio de giro da oxi-hemoglobina humana,
os valores obtidos pelos autores foi de 24,7D, sendo um valor muito proximo do obtido
por nos para a hemoglobina de Helicops modestus e hemoglobina humana.

Sendo assim, refutamos o modelo estrutural de dissociacdo proposto na
literatura, para a hemoglobina de Liophis miliaris e, posteriormente, estendido para
outras hemoglobinas de serpentes.
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