ESTUDOS DE HEMOGLOBINAS EM PEIXES DA AMAZONTA : UMA REVISAC (%)

Austen R‘lgg_s (7&*)

NOTA DO TRADUTOR
RESUMO

Neste antigo, ¢ auton faz uma revdsdo complefa da sdifuacdo, ate aquele anc, dos
estudes de hemoglobinas de peixes. Apesan de muitos thabalhos wnde ferem sdlde oltados,
06 princdpais esiudos fa nealdzados com hemeglebinas o sangue de peixes foram relembso-
dos dunante comparaooes com os estudos realizades nessa etapa da expedicao do R/V Alpha
Helix, que abrangeu um estudo amplo sobre esse asstunto. € awton faz wna compllacac
dos nesultados a nespeito de estrutura (seqlincda primania, componentes mubtiplos, solu
bilidade, antigenicidade, ete.) e funcde lefeitc Bohn, efedto Root, efedito de fosfates
onganicas, ete.),  Pana tanto, sdo widlizados dados da madlonda des trabalhos realiza-
dos durante essa expedicao e trabalhos anterdones, realdizados com especdes de pedxes
da regiae temperada. Finakmente, efe apresenta uma valiosa comparacde enihe especies
de peixes de respiragde cerea e especies de nesplracde aguatica, mosthando ak Gumes
conthevinsias entre os diferentes auiores que esfudaram esses andmais. O Ledten poderd
encontran o conteudo do aritigo e princdpais conclusoes, nesumidamente, ne capltule CON-
CLUSAQ.

1. INTRODUGAQ

Os peixes desenvolveram muitas estrategias de adaptagdo que lhes permitem habitar
com sucesso diversos meios. A maioria dos animais terrestres tem essencialmente um su-

primento constante de oxigénio, porém muitos peixes de agua doce devem enfrentar amplas
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warfagbes no suprimento de oxigénio. Este fato tem levado ao aparecimento de muitas

estratégias adaptativas. Estas adaptagdes, tanto as anatdomicas como as moleculares,
sdo encontradas numa variedade particularmente expressiva nos peixes de rios e laaes
tropicais da América do Sul. As aguas amazdnicas, que constituem cerca de um quinto do

total de agua dos rios, estdo sujeitas & uma grande variacio sazonal, Grandes proporgdes da
floresta tropical chuvesa se tornam submersas quando as aguas atingem seu ponto  maximo;
perto de Manaus o nivel de agua aumenta cerca de 15 metros nesse perfodo. Quando as
dguas baixam, ou seja, durante a vazante, pequenos lagos sao isolados e, com fregleéncia,
secam completamente. Estas mudangas drasticas no ambiente exige uma maior adaptabilida

de por parte dos peixes, As aguas ndo somente se torpam altamente hipdxicas, como mui-

to dcidas. 0s "tetras' (o autor refere-se as espécies do grupo Tetragonopterygii do
rio Negro toleram baixos pHs, tal como 3,1 (Dunson et al., 1377). Alguns peixes pos-
suem respiracdo aérea obrigatoria, outros respiram ar somente quando a PO, aquatica

decresce e se torna mais baixa que o nivel critico para a espécie. Algumas outras uti-
lizam, ainda, a primeira camada de agua, 1-2mm da superficie, que & rica em 02. Peixes
sem capacidade de respiracdc aerea ou sem acesso a essa camada rica em oxigénioc, devem
modificar seu metabolismo de maneira a diminuir suas exigéncias de oxigénio. Essas
adaptagoes sao de particular interesse, uma vez que auxiliam no entendimento dos proble
mas que os organismos enfrentam, durante a evolugdo, na colonizacao do meio terrestre.

0 estudo scbre sangue e hemoglobinas de peixes comegou com o trabalho de Krogh &
Leitch (1919) no qual os autores mostraram que as propriedades respiratérias do sangue
poderiam estar relacionadas com o oxigénio do meio., Um estudo pioneiro da fisiclogia
respiratoria de peixes de agua doce tropical foi efetuado com as classicas  expedicdes
de Carter & Beadle (1931) ao chaco Paraguaio e de Willmer (1934) aos rios da Guiana
{nessa ocasiao Guiana Inglesa). Carter & Beadle (1931) mostraram existir diferentes
estratégias de respiracio aérea, além de demonstrar que as bexigas natat8rias de certos
peixes eram, de fato, funcionalmente ativas na respiracido aérea; outros peixes utiliza-
vam uma porcao modificada do intestino, da faringe ou da cavidade bucal, Experimentos
sobre eguilibrio de oxigenacdo de sangue eram dificeis de se efetuar sob as  condigdes
primitivas em que trabalhavam. Willmer (1934) considerou “portatil" todo o aparato
manométrico de van Slyke, e com grande esforco, manipulcu-o para obter um pequenoc nume-
ro de pontos da curva de equilibric de oxigenacdo num (nico dia, num ambiente quente
como a selva. Que contraste com os dias de hoje, quando podemos obter automaticamente
curvas completas em minutos, Johansen e seus colaboradores dedicaram-se ao estudo  da
fisiologia respiratoria de peixes de respiragao aérea. Estes estudos foram revistos por
Johansen {1970) e Johansen & Lenfant (1972). A expedigao canadense do Alpha Helix de
deteve bastante nesses estudos. Seus resultados estdo resumidos numa sériede trabalhos
fascinantes no vblume 56, n? 4 (parte 2) do Canadian Journal of Zoology publicado en
1978. Nosso trabalho, reunido nos 32 artigos, foil efetuado nos dois meses sequintes a
expedicao canadense. As duas expedic¢oes estudaram, ocasionalmente, as mesmas espécies

de peixes. Atualmente € evidente a importa@ncia dos estudos de hemoglobinas particular-
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mente, na adaptagdo de peixes, uma vez que a molécula de hemoglobina esta situada entre
o metabolismo do organismo e o meio, sendo tao diretamente sensivel aocs requisitos meta
bolicos guanto as pressdes ambientais.

A proposta dessa revisao e fornecer algum conhecimento prévio para a compreensao
dos artigos deste volume. Resumirei a discussac aos aspectos da atual situacao dos es-
tudos de hemoglobinas de peixes. Aprendeu-se muito na Gltima decada sobre suas funcoes.
Certamente, a maioria &os conhecimentos mais detalhados sobre hemoglobinas de peixes
podem ser encontrados a partir de uma revisdo anterior (Riggs 1970), Revisoes mais
recentes sobre aspectos da fisiologia e da bioquimica de hemoglobinas de peixes incluem

aquelas de Grigg (1974%), Brunori (1975) (sobre hemoglobinas de truta) e Bonaventura et

al. (1975), assim como aquelas de Johansen e colaboradores que ja foram mencionados  no
texto.
I1. ESTRUTURA

Sequencia Primaria

A estrutura completa da hemoglobina de um teledsteo nao € conhecida até o presen
te momentc. Apesar da seqliéncia de aminodcidos das cadeias o e B da hemoglobina de tu-
bardo ter sido determinada {Nash et al., 1976; Fisher et al., 1977} e a estrutura das
cadeias o de hemoglobinas de duas especies de peixes serem conhecidas (carpa: Hilse &
Braunitzer, 1968; ''sucker': Powers & Edmundson, 1972 a,b), somente a seqliéncia parcial
da cadeia B da hemoglobina IV de truta j& & dispcnivel (Bossa et al., 1976). Ainda, os
segmentos NH2 — terminais e os respectivos COOH -- terminais de cadeias § de hemoglobi
nas de diferentes teledsteos sao conhecides (Tabela 1), 0 provavel significado dessas

seqliéncias sera discutido na segao I11.

Componentes multiplos: observagoes e especulagoes

A base para o polimorfismo de enzimas, bem estabelecido em populacdes naturais,

tem sido cbjeto de muita especulagdo e tem resultado em diferentes teorias (veja para

diferentes pontos de vista, por exemplo, Kimura 1968; Clark, 1970; Richmond, 1970;
Kimura & Ohata, 1971; King & Jukes, 1969; Goldman et al., 1975; Riggs, 1976; Harris et
“al., 1977; e uma revisdo bastante completa de Wilson et al., 1977). A grande multipli-

cidade e o polimorfismo de hemoglobinas em vertebrados estao da mesma maneira, bem esta
belecidos. 0s estudos de hemolisados de peixes da Amazdnia (Fyhn et al.,1979) nao solu
cionou esses problemas, porém, sdo de grande interesse, uma vez que parecem eliminar
algumas especulacoes simples. Eles examinaram os padroes eletroforéticos de 77 géneros
de peixes de 28 familias. Seus resultados mostram, claramente, que a presenca de compo
nentes multiplos & uma regra: hemolisados com um s& tipode hemoglobinas foram encontra-
dos em apenas 8% dos fenotipos; a média foi de quatro componentes eletroforéticos., Es-
tes resultados devem ser interpretados levando-se em conta conhecimentos prévios de que

o tamanho do genoma nos peixes varia enormemente, que a ocorrénciade duplicagdes génicas
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€ freqiente e que a poliplcidia é amplamente distribuida (Qhno, 1970; Schrdder ed 1973).
Allendorf (1978), observando que, ao menos cincc familias de peixes tém caminhado para
a tetraploidizagao, em alguns pontos recentes de sua historia evolutiva, isoladamente,
acredita que exista uma forte associacao entre a tendéncia a perda da expressao da du-
plicacao génica e o alto grau de polimorfismo. Ele argumenta que este fato & mais com-
pativel com o modelo de substituicac neutra para mudancas nas proteinas do que com  um
modelo gue envolva selegao. Fyhn & Sullivan {1974) fizeram uma cbservagao interessante
na qual o polimorfismo parecia estar muito mais distribuido em hemoglobinas de  peixes
provenientes de Beaufort, NC, do que naqueles provenientes da costa do Pacifico, e ten-
taram correlacionar este fato com a nao uniformidade do meio em Beaufort. 0 alto grau
de polimorfismo encontrado nos peixes da Amazonia por Fyhn et al.(1979) deveria ser,
talvez, relacionado com as mudangas sazonais que ocorrem naquele ambiente,

A guestao que surge imediatamente e: os diferentes componentes presentes nos
hemolisados dos peixes amazonicos tém propriedades significativamente diferentes? As
observagoes de Bunn & Riggs (1979) sugeriram que um numero consideravel de componentes,
nem todos, tém claramente propriedades funcionais bastante diferentes. 0 levantamento
dos padroes por isoeletrofocalizacao, realizado por esses autores, com hemolisados  de
15 espécies de peixes, mostrou gue seis delas possuem pelo menos duas hemoglobinas, uma
das quais se torna mais acida sob desoxigenagao enquanto que a outra se torna menos aci
da. Assim, quase a metade dos hemolisados examinados possui hemoglobinas com proprieda
des muito diferentes: um componente possui um aumento de sua afinidade pelo  oxigénio,
enquanto que o outro tem uma afinidade menor, conforme o aumento do pH. Trés dos hemo-
Tisados com hemoglobinas funcionalmente diferentes foram cromatografados. 0 estudo dos
componentes isolados mostrou, claramente, que os mesmos possuem propriedades muito dife
rentes (Martin et al., 1979a; Brunori et al., 1979; Garlick et al., 1979b).

Bonaventura et al. (1975) e Weber et al (1976b) forneceram uma classificagao fun
cional para hemolisados de peixes cuja descrigao pode nos ser util. Hemolisados perten
centes a classe | contén um ou mais componentes hemoglobinicos, sendo todos  sensivels
a mudanga de pH, com propriedades funcicnais semelhantes mas nao necessariamente identi
cas. 0s hemolisados de carpa (Cyprinus carpio), do ciclideo do Ric Grande (Cichlasoma

cyanoguttatum), do celacanto (Latimeria chalumnae), do "spot'' (Leiostomus xanthurus),

do linguade {(Pleuronectes platessa), um outro tipo de linguado, o© "flounder!
(Platichthys flesus) e Amia, o '""bowfin'', pertencem a essa categoria. Hemolisados da
Classe || contém componentes miltiplos que diferem muite emsuas propriedades funcionais:
os componentes eletroforeticamente anéddicos sac semelhantes aqueles da Classe [
porém, os componentes catodicos nao possuem as sensibilidades normais a variagoes de
pH e temperatura na sua uniao a ligantes. Os hemolisados da truta, enguia, salmdo,
Ysucker'' e '"weatherfish'' parecem pertencer a essa categoria, apesar da dependéncia a

temperatura ter sido bem estudada em hemoglobina de truta. 0Os estudos no Alpha Helix
indicam que hemolisados pertencentes a Classe || devem ser muito mais comuns do que se
pensava anteriormente. A hemoglobina do atum justifica wuma Classe Ill: a hemoglobina,

em sua uniao a ligantes, ¢é sensivel a mudangas de pH mas nac a mudangas na temperatura.
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Reichlin & Davis (1979) efetuaram um levantamento da antigenicidade de hemoglobi
nas de muitos peixes amazdnicos a trésanti-soros de coelho: para hemoglobina de carpa
e para os componeéntes | (catédico) e IV (anddico) de truta. As duas Gltimas hemoglobi-
nas foram estudadas por Tan-Wilscn et al.(1976) e mostraram reatividade antigénica
cruzada, virtualmente nuia. Como sera pormenorizado adiante, elas possuem propr?edau
des funcionais muito diferentes: a ligagao ao oxigénio pela hemoglobina | & independen
te de variacac no pH e na temperatura, enguanto que a ligagao ao oxigénio pelo compo -
nente IV & dependente da variacdo do pH e/ou temperatura. Surpreendentemente, Reichlin
& Davis descobriram que hemoglobinas de muitos peixes amazonicos reagiram com o anti-
soro da hemoglebina | de carpa e truta, mas nem todos com o anti-soro de  hemoglobina
IV de truta. Uma vez que a antigenicidade reflete as propriedades de superficie da
proteina, a presenca de uma forte reacao com hemoglobina | de truta significa que boa
parte da superficie deve ser comum a hemoglobina | de truta, a hemoglobina de carpa e
as hemoglobinas de muitos peixes amazonicos. Mais interessante foi a descoberta de uma
nitida diferenga imunoldgica entre os bagres de respiracao aérea e os de respiragao a-
quatica: todas as hemoglobinas de bagres de respiracao aérea precipitam com anti- soro
hemoglobina | de truta, o que ndo acontece com nenhuma das hemoglobinas de bagre de
respiragao aquatica. Uma vez que os determinantes antigénicos do anti-soro de carpa es
tdo nos componentes andodices e aqueles para o soro hemoglobina | de truta nos componen-
tes catodicos, Reichlin & Davis sugerem que as cadeias polipeptidicas dos componentes
catodicos ¢ anodicos ndo se unem ac acaso, Esses estudos formam um quadro de  relacdes
intrincadas, das quais a verdadeira natureza sera determinada somente quando as seglien
cias de aminoidcidos para as cadeias polipeptidicas de um nimero minimo de hemoglobinas
forem conhecidas; esta € uma ardua tarefa, mesmo com a atual metodologia disponivel.

Certamente, & aceitavel supor que componentes com propriedades funcionais muito
diferentes possam servir a necessidades fisiologicas diferentes, mas a identificacdo da
suposta adaptacado fisiolégica tem sido poucoelucidativa. Nao existe correlagac evidente
como habitat, comportamentoou presenga da rete na cordideou na bexiga natatdria; ainda,
as propriedades s3o tao diferentes que parece ser possivel que os dois tipos de componen
tes representem uma adaptagdo especifica, Ume das possibilidades € um meio de protecao
contra os efeitos da hiperatividade (veja Black, 1958; Powers, 1972 e revisao por Riggs,
1976) . Parece possivel que os diferentes componentes miltiplos tenham um papel no au-
mento dos meios habitaveis ou que sirvam para mudar as necessidades fisiologicas duran-
te o crescimento e desenvolvimento conforme ocorre no girino de '"bullfrog' antes de sua
metamorfose (Watt & Riggs, 1975). Weber et al, (1976c) sugerem que hemoglobinas insen-
sfveis a mudancas de temperatura podem estabilizar sua afinidade ao oxigénic durante a
variacao deste parametro. Assim, & significativo que as propor¢oes em que ocorrem cer-
tos componentes hemoglobinicos mudem durante aclimatacao a diferentes temperaturas na
truta e no peixe dourado {Houston & Cyr, 1974; Weber et al., 1976c), No, peixe dourado,
pelo menos, isso pode resultar da redistribuicao das subunidades que constituem os

componentes (Houston & Rupert, 1976). A proporcao relativa do componente hemoglobinico
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3 da carpavaria sazonalmente (van Vuren & Fourie, 1976); tal variacdoé de diffcil expli
cagao se as fungGes das hemoglobinas forem realmente idénticas. Como colocamos anteriormente
(Riggs, 1976), & esperado que duas hemoglobinas com diferentes pontos isoelétricos pos
sam ter diferencas em seu equilibrio deoxigenacdo dentro das células mesmo se suas pro-
priedades in vitro forem idénticas, pois, o equilibrio de Donnan resultara, preferenci-
almente, num pH intracelular diferente. Mudancas nas propor¢oes de componentes hemoglo
binicos ocorrem durante o crescimento do salmio (Giles & Vanstone, 1976}, no qual mai;
de 25 bandas eletroforéticas podem ser encontradas (Tsuyuki & Ronald, 1971; Wilkins,
1968, 1972 a, b). Da mesma maneira, mudancas nas proporcoes dos componentes de  hemo-
globinas da enquia ocorrem durante o desenvolvimento (Rizotti et al., 1977). © grande
numero de bandas de hemoglobinas de muitos peixes € devido, em parte, ao fato dissocia-
¢ao tetramero-dimero ser tao pequena em hemoglobinas de peixes que tetrameros hibridos
da forma a'a’ 2'f", mantém sua identificacao durante a eletroforese {Wilkins, 1970 ,
Gillen & Riggs, 1973a). Esta situacdo foi estudada em detalhe, recentemente, para hemo
globinas do "killifish'" por Mied & Powers (1578).

A importancia da solubilidade

Algumas hemogiobinas em hemolisados parecem nao diferir umas das outras signifi-
cativamente. A priori, nenhuma razao existe, € claro, para gue procuremos por uma
unica explicacao para essa multiplicidade. 0 que pode constituir uma diferenca ''signi-
ficativa" merece um estudo cuidadoso. Deveriamos lembrar que corredores de maratona,
nos quais a unica diferenga € um oitave de polegada no comprimento de seu passo, podem
estar separados por mais de 200 pés no final da corrida {Fixx, 1977). A presenca de
componentes multiplos numa mistura possui algumas conseqUéncias, que podem ser impor -
tantes na manutencao da multiplicidade. Alguns desses fatores sao essencialmente pro -
prios da hemoglobina e,presumivelmente, nao aplicaveis ao problema paralelo da multi-
plicidade de isozimas. Porém, para procurarmos ''pela Unica explicacgac', devemos pes -
quisar incansavelmente. A hemoglobina existe na célula vermelha, no limite de sua so-
lubilidade como ja discutido (Riggs, 1976), de maneira gue qualquer mutacdo que resulte
num decréscimo significativo desta solubilidade sera desvantajosa. Além disso, este
limite € atingido mais proximamente pela forma ''nao ligada'. Todas as desoxihemoglobi-
nas que foram estudadas sac menos selluveis que asrespectivas oxihemoglobinas, assim, a
solubilidade da nao ligada nos € de fundamental interesse.

Desoxihemoglobinas de mamiferos nac somente possuem baixissimas constantes de
dissociacao tetramero-dimero (Ku ) iO_lz M) tipicamente somente um milionésimo da for
ma ligada (Thomas & Edelstein , ;972, 1973; Ip et al., 1976; Atha & Riggs, 1976), mas
também tém uma certa tendéncia a agregarem-se reversivelmente com outros tetrameros, 0
melhor exemplo estudado € a célula humana com desoxihemoglobina siclémica (Hb-$S) que
forma agregades fibrosos tdo grandes que as células vermelhas mudam drasticamente  sua

forma, com uma consequéncia patoldgica. Este comportamento da Hb-$ parece ser uma for-
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ma grotesca e exagerada da propriedade regularmente presente no comportamento de muitas
hemoglobinas. Assim, Finch et al. (1973) observaram fibras em preparagdo de deschihemo
globina A humana '"normal', semelhantes aquelas da Hb-S, porém, o nimero de fibras
encontrade foi muito menor. Observou-se gue hemoglobinas de diversos anfibios e 4m ti
po de galinha se agregam sob desoxigenacac em, pelo menos, octameros (E11i et al.,1970;
Araki et al., 1974; Morrow et al., 1974). Além do mais, medidas recentes de hemoglobi-
nas de carpa (D.H. Atha & A, Riggs, resultados nao publicados) indicam que esta hemoglo
bina se agrega em octameros quando desoxigenadas a baixo pH. Poderiam estar as mesmas

interfaces intermoleculares envolvidas na agregacao dessas diferentes hemoglobinas? Nao
parece provavel que seja vantajoso para um crganismo possuir hemoglobinas que se crista
lizem cu se precipitem dentro da célula vermelha. Cristalizagac intramclecular tornaria
a célula vermelha prontamente deformavel. Uma vez que células vermelhas sao aproxima-
damente do mesmo tamanho dos capilares atraves dos quais elas se movem, qualquer aumen
to em rigidez seria desvantajoso. Assim, parece que a selegao evolutiva existiria em
favor das hemoglobinas tetraméricas com superficies nac complementares. Selecdo a fa-
vor de componentes multiplos poderia ser um dos processos. A presenca de  componentes
miltiplos pode aumentar com sucesso a solubilidade total. Perutz et al.(1959) sugeriu
que a presenca de duas hemoglobinas nas células vermelhas de cavalo poderiam estar rela
cionadas com a sequinte regra: mais proteina deveria estar presente na solugao satura-
da de uma mistura do que numa com um componente isolado. Se um componente hemoglobfnl
copossuir uma forte tendencia para formar agregados intermoleculares e precipitar, a
presenca de dois ou mais componentes ira interferir igualmente no processo do  aumento
da solubilidade, Esta idéia & apoiada pela descoberta de que o comportamento de gelifi
cacao alterado de misturas de hemoglobinas S - hemoglobina '"X'' seja devido a formacao
de tetrameros hikridos de dimeros desiguais; alguns hibridos incorporam em gel tao
facilmente quanto a hemoglobina S, encuanto que outros o fazem, poreém, naoc tao pronta-
mente (Bookchin & MNagel, 1973; Moffat, 1974). Experimentos recentes de Benesch et al

(1976, 1977) fornecem uma notavel demonstracao dos efeitos da formagao de hidridos na
solubilidade. Eles demonstraram que a solubilidade das cadeias de hemoglobinas g® po-
deria ser aumentada pela substituicao de certas cadeias « mutantes no lugar das cadeias

normais. Assim, a solubilidade da hemoglobina duplamente mutante QZSealy BZS

, era 15
vezes mais solivel que o BS. A prevencao da cristalizacao pode ser feita de duas ma -
neiras: tanto pela presenca de componentes multiplos ligeiramente diferentes, quanto
pela evolucdo de superficies nao complementares de um simples tipo de tetramero a, B,
As barreiras evolutivas para esse ultimo mecanismo seriam mais severas. Se essas consi
deragoes realmente se aplicam a hemoglobinas de peixes so0 saberemos apds a determi-
nacao experimental das solubilidades de componentes individuais ou de misturas.

Outros fatores mais sutis podem também influenciar a evolucao da hemoglobina.
Assim, a energia livre de desnaturagdo demioglobinas parece estar relacionada com a ta-
xa metabolica basal (Mc Lendon, 1977). Isto sugere que a estabilidade proteica pode

evoluir de acordo com requisitos de ''turnover'', apesar disso nao parecer ser real parao
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citocromo c. Semelhantemente, as taxas degradativas para proteinas tem sido correla-
cionadas com o excesso de aminoacidos da superficie e com o tamanhc da subunidade: as
subunidades maiores degradam mais rapidamente que as menores (Momany et al., 1976). Nac
existe explicacao satisfatoria para acetilacao dos grupos a-NH, das cadeias o de hemo-
globinas de peixes. 0 fato de 80% das proteinas soluveis de células asciticas, bem
como de outras células semelhantes, serem N-acetiladas (Brown & Roberts, 1976) torna
improvavel que somente uma unica explicacao para hemoglobina esteja correta. Possivel-
mente, como Brown e Roberts sugerem, a N—acetilagéo pode diminuir a taxa de '‘turnover''.
Se assim for, deveriamos procurar conhecer se tal acetilacao poderia servir para que as

taxas de '"turnover'' das cadeias c e fossem aproximadamente iguais.

IIT. PROPRIEDADES FUNCIONAIS

As propriedades funcionais das hemoglobinas de peixes tem sido amplamente descri
tas utilizando-se uma ou mais modificacoes do modelo alostérico de uniao com ligantes
formulado por Monod et al. (1965). Neste modelo supoe-se que a hemoglobina esteja enm
dois estados''R" (conformagaoc-oxi) ou "T'" (conformagac-desoxi). Estudos cristalografi-
cos mostraram, claramente, as principais diferencas estruturais entre as conformacoes
oxi e desoxi das hemoglobinas humana e de cavalo (veja revisao por Perutz, 1976). A de
terminacao das propriedades funcionais das hemoglobinas nestas conformagées tém mostra-

do, contudo, serem muito dificultosas e enganosas. A descricao das propriedades fun

cionais em termos de teoria alostérica foi revista por Edelstein (1975), Shulman et
al.,(1975) e Baldwin (1976). Grande esforco tem sido dispendido na determinacac das
propriedades intrinsecas das hemoglobinas nestes estados. Infelizmente, a analise das
propriedades funcionais da hemoglobina nestas conformagoes € extremamente dificil, uma

vez que as propriedade de 'R pura'’ sao, geralmente, observaveis a saturagoes de oxigé-
nio acima de 99%, e as propriedades da forma "Tpura' abaixo de 1% de saturagao zo oxigé
nio. Medidas precisas nessas amplitudes sao experimentalmente dificeis. Além disso, a
analise das sclucdes diluidas de hemoglobina humana geralmente usadas, envolve um ou-
tro problema: a dissociacao do tetramero em dimero (Mills et al., 1976). Ambos os pro
blemas parecem ser potencialmente evitaveis atraves do estudo de hemoglobinas de peixes.
fssim, a ligacao das hemoglobinas de peixes ao oxigénic parece ser discutivel, pelo me
nos a primeira vista, em termos do estado '"T'', de baixa afinidade em um pH baixo e o
estado "R'" de alta afinidade em alto pH. As hemogliobinas de peixes nao se dissociam sig
nificativamente de tetrameros para dimeros, mesmo em solugdo totalmente diluida
(Edelstein et al,, 1976). Nestasecgao tentarei elaborar um esbogo de algumas das propri
edades de hemoglobinas de peixes teleosteos que tém sido melhor caracterizadas; princi-
palmente as de carpa e truta, como modelos, com as quais outras hemogiobinas podem

ser comparadas.

A forma da cunva de equikibric da unido a Ligantes e hontemente dependente do pH ni
maionia das hemeglobinas de pedxes: a transigao "R” > "T",
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A hemoglobina de carpa tem sua afinidade ao 0, reduzida em cerca de 160 vezes
entre os pHs 8,0 e 5,6 {Noble et al., 1970; Tan et al., 1972; Gillen & Riggs,1972; Tan
& Noble, 1973). Assim, afinidades tao baixas ocorrem em pHs baixos, de maneira que a
hemoglobina nao volta a se saturar totalmente com o oxigénio quando equilibrada com ar;
este fato e demoninado “'Efeito Root'' (Root, 1931). Nac ha diferenga qualitativa entre
o efeito Root e a dependéncia normal da ligacao da hemoglobina com o 0, ac pH, o efeito
Bohr; e efeitc Reot pode ser considerado como um efeito Bohr acentuado. As grandes mu
dancas na afinidade da hemoglobina de carpa ac oxigénio em relacao a mudangas de pH, podem
ser atribuidas , em sua maioria, a constante dedissociacao do oxigénio, K, que aumenta a-
proximadamente 100 vezes quando o pH € elevadode 5,6 a 8,0 (Tan & Noble, 1973). Em contras
te, a constante de combinacac ao CO, 2', diminui somente 3 vezes com mudancas de pH
da mesma amplitude. Assim, o efeito Root foi atribuido 2 constante de dissociagac do
0,. Entretanto, gquando em baixa concentragao de hemoglobina, tanto aconstante de dis
sociacao quanto a de associacao contribuem significativamente para o efeito Root (Bona-
ventura et al., 1976). O0s experimentocs do Alpha Helix que serao discutidos posterior-
mente, evidenciam que diferentes hemoglobinas utilizam um série de combinagoes de cons
tantes cinéticas para atingir o mesmo resultado. A comparacao K e %' com esse proposi-
to leva a idéia de que o 0, e o CO, sao ligantes equivalentes, exceto num fator quanti
tativo. Porém, Iisso parece nao ser verdade para Noble e seus colaboradores que mostra
ram que o CO, e o 0, tem propriedades de ligagao ligeiramente diferentes. Por exemplo,
o.valor do coeficiente de Hill, n, em pH 5,6 € cerca de 1,0 para a ligacao com o CO e
0,75 paraa ligagdoao 0, (Tan et al., 1972). Além do mais, um efeito Bohr acido esta
presente no equiifbrio de ligagao ao CO abaixo de pH 5,6, o que nao apareceno equilibrio
com 0, (Tan et al., 1972; Tan & Noble, 1973). Assim, a afinidade ao (0 aumenta confor
me o decréscimo do pH para menos gue 5,6. A nac ser por esse efeito, as propriedades

funcionais foram descritas como ''invariaveis' abaixo de pH 5,6 e acima de pH 8,0, embo

ra o coeficiente de Hi1l (n) para o equilibrio com 0, permaneca entre 1,3 e 1,4 em pHs
altos. Esses valores poderiam ser interpretados em termos da presenca de uma popula
¢ao residual de moleculas no estado "T' ou um subestado do estado ''R'.. Tal interpreta

gao, entretanto, mostra um risco em se atribuir propriedades ao modelo: o0s processos
fisicos envolvidos podem tambem ser prontamente estacionados.

A perda de cooperatividade da hemoglobina de carpa em pHs baixos apresenta outra
caracteristica comum das hemoglobinas de peixes: as cadeias o e B diferem significati-
vamente na afinidade aos ligantes. Diferencas funcionais na ligacac ao oxigénio entre
as cadeias o e P ocorrem na hemoglobina humana, porem, elas sac muito menores (Gib-
son, 1973). As diferencas entre as cadeias de hemoglobinas de peixes saoc responsaveis
pelo valer 0,75 de n, no equilibrio da ligacao com o oxigénio em pH baixo. Tais dife-
rengas sao também manifestadas na reacao de combinagao com o CO: duas fases distintas
estdo presentes em baixos pHs. Tais fases sao tio diferentes (& 10 vezes) em algu -
mas hemoglobinas de peixes, que a uniao a ligantes parece seguir uma sequéncia escolhi
da (Pennelly et al., 1978; Saffran & Gibson, 1978).

Tan et al. {1973) demonstraram a natureza cooperativa da combinagao da hemoglobi
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na ac CO, através das reagoes cinéticas de ''flash photolysis" parcial e total. A fo
tolise total em pH neutro € sequida por uma taxa de recombinagao inicial menor que aque
la que & encontrada apos a fotalise parcial. Apenas uma pequena diferenca foi encon -
trada em pH elevado e nenhuma foi encontrada em baixo pH, de acordo com a conclusao de
que a ligagao ao ligante em questdo, em extremos de pH, ndo & acompanhada por mudan -
¢as na conformacao . Estes resultados foram confirmados por Pennelly et al.(1975) atra
vés da comparacao da combinagao do CO apds fotdlise total e fotolise parcial de 10%.
Hemolisados de carpa possuem trés componentes que parecem ser funcionalmente
identicos, porém, isto esta longe de ser verdade para os hemolisados de muitos  outros
peixes, como ja descrito. Hemoglobinas de truta tém sido particularmente bem estuda-
das; suas propriedades foram revistas por Brunori (1975). As ligacdes da hemoglobina
| de truta a ligantes, como ja mencionado, sao completamente independentes de pH e de
fosfatos organicos: nenhum efeito Bohr ou efeito Root esta presente. Ela &€ afetada,
entretanta, por fosfatos inorganicos e cloreto. A hemoglobina 1V, entretanto, & for
temente dependente do pH e suas propriedades funcionais sao geralmente semelhantes aque
las descritas para a carpa. Algumas dessas diferengas funcionais entre os componentes
resultam da presenca de -Tyr-His e =Tyr-Phe- no COOH-terminal das hemoglobinas IV e |

de truta, respectivamente. A histidina COOH-terminal nas cadeias f das  hemoglobinas

de mamiferos & responsavel por aproximadamente metade da dependéncia ao pH da 1igagao
da Hb com O, (veja revisao por Kilmartin & Rossi-Bernardi, 1973). A presenca de -Tyr -
Phe acopladas com a auséncia de grupamentos a=NH, livres na cadeia o (responsavel por
1/3 do efeito Bohr) explica a independéncia de pH nesta hemoglobina, Porém, isto &

somente parte da diferenca para os autores Tan-Wilson et al.(1976), como mencionado an
teriormente, que mostraram que hemoglobinas de truta parecem ser imunologicamente muito
distantes.

Embora o equilibric de ligacao ao oxigénio da hemoglobina | de truta pareca ser
independente da temperatura, Wymanet al. (1977) mostraram que este equilibric resulta
de um balango extraordinario de processos endo e exotérmicos., Assim, o AH da ligacao
ao oxigénio aproxima-se de 6 kcal/mol a niveis baixos de oxigenacao e -11,3kcal/mol  a
altos niveis. Resultados semelhantes foram obtidos por Carey & Gibson (1977) com hemo
qlobinas de atum. Eles mostraram que o resfriamento leva a um aumento na saturacaoc ao
oxigénic abaixos niveis de oxigenacao e um decrescime nesta saturacac a altos niveis, 0
atum mantém sua Lemperatura acima da temperatura ambiente por um sistema contra-corren-
te de troca de calor, e os autores afirmam que '"do ponto de vista do transporte de ga-
ses num sistema de troca de calor por contra-corrente, tal comportamento € ideal pois,
uma vez que ocorre um equilibrio de temperatura, a p0, do sangue arterial pode cair cer
ca de 60% de seu valor inicial enquanto que o sangue venoso nao muda''. Assim, os auto

res explicam seus resultados com base no coeficiente L = { [R]/[T] ) do modelo alosté-

rico, que aumenta apos resfriamento.
Powers et al. (1979b) compararam a dependéncia da ligacao ao oxigénio com a tem
peratura da hemoglobina "stripped'' a pH 9,0 e com sangue de diversos tipos de peixes.

0s resultados mostraram que a entalpia aparente {AH) calculada para hemoglobinas "strip
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ped' em pHs elevados nao variam sianificativamente, apesar da energia livre total
de oxigenagac (AG) ter variado muito. As diferencas na afinidade ao oxigénio foram, as
sim, atribuidas a fatores de entropia pois,.tanto agentes alostéricos como efeits Bohr
nac sao ativos em pH 9,0. A variagdo na entalpia da oxigenacao de sangue parece  ser,
em sua maior parte, resultado das reacoes com fosfatos organicos e do pH. A entalpia

das ligagoes com fosfatos parece ser inteiramente resultado de reacac associada de pro-

tonagao (Riggs, 1971).

Controle da ligagac ao oxigénio por fosfatos

A ligacdo da hemoglobina a fosfatos organicos intraeritrocitarios descoberta ini
cialmente por Chanutin e colaboradores (Sugita & Chanutin, 1963; Chanutin & Curnish,
1964; Ludewig & Chanutin, 1964), modula o equilibrio de oxigénio (Benesch & Benesch,
1967; Chanutin & Curnish, 1967). 0 decréscimo da afinidade ac oxigénio da hemoglobina
humana resulta da ligagdo preferencial a forma nac ligada (desoxi-hemogiobina) (Benesch
et al., 1968); o sitio de ligacdo esta entre os NH,-terminais das cadeias £  (Arnone,
1972). Este sitio se torna menor apos oxigenagac, de maneira que o fosfato nac se li-
ga tao prontamente. A ligacao de fosfatos aos grupos HH,-terminais das proteinas pare
ce ser um fenomeno geral (Hel et al., 1978). Presumivelmente, o sitio de ligagao do
fosfato em hemoglobinas de peixes e semelhante ac das hemoglobinas de mamiferos. 0 si-
tio de ligacao na hemoglobina humana inclui, ainda, ao NH,-terminal, os residuos B82
lisil e & 2 histidil. Estes residuos sao a lisina e o acido glutdmico, respectivamen
te, na hemoglobina IV de truta (Bossa et al.,1976). A tabela | indica que BZ e f3
sao o acido glutamice e triptofano na maicoria das hemoglobinas de peixes. ATP e GTP
sac os agentes moduladores mais comuns das hemoglobinas de peixes. Talvez, o NH3+ do
grupo adenilico do ATP possua interagao com o grupo B 2 glutamil conforme o sitio da mo
lécula de adenina se localize sobre o residuo triptofano; ja se sabe que o triptofano
livre e ATP formam um complexc identificavel (Morita, 1974). Infelizmente, por esta
ideia, o residuo triptofanil &€, provavelmente, orientado para a superficie. Se uma
interacao como esta nao ccorre, pode ser que os dois residuos negativos glutamil dimi-
nuam a ligacao de fosfatos também carregados negativamente. De qualquer maneira, o fa
to das constantes de ligagao do GTP e ATP nao serem as mesmas para muitas hemoglobi -
nas de peixes, esse fato indica um papel especial para a molécula purinica.

Nenhuma cadeia o de hemoglobinas de teleosteos, ja axaminada, possui um grupo
a-NH, livre; a maioria & N-acetilada, apesar disto so ter sido evidenciado para trés
tipos de peixes (truta, Bossa et al., 1976; 'sucker' Powers & Edmundson 1972, a,bjcarpa,
Hilse & Braunitzer, 1968). Funcionalmente, isto significa que somente dois grupos a-
NH, por tetramero de hemoglobina de peixe sao livres para se ligarem ao Co,, diferente
da hemoglobina humana gue possui quatro, Estes resultados, como veremos, mostram um
decrescimo na sensibilidade da hemoglobina ao €0, e um aumento nas ligacoes funcionais

entre os efeitos do CO, e dos fosfatos organicos. Isto ocorrera porque o co, poderét
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agora, se ligar somente ao NH2 - terminal da cadeia B das hemoglobinas de peixes, numa
competicao exclusiva e direta com a ligagao dos fosfatos orgdnicos. Esta competicao €
parcial na hemoglobina humana, pois, a ligagao ao CO2 ocorre no NH2 terminal das cadeias
o, onde os fosfatos organicos nac se ligam a desoxihemoglobina.

Apesar da descoberta inicial de que o ATP possui agao no controle da afinidade
da hemoglobina de peixe ao oxigénio (Gillen & Riggs, 1971; Wood & Johansen, 1972), o
GTP foi encontrado em predomindncia dentre os trifosfatos presentes nos eritrocitos de
enguia (Geohegan & Poluhowich, 1974) e nesse casc, agia mais efetivamente como modula-
dor do que o ATP (Peterson & Poluhowich, 1976). GTP tamhém fol encontrado como agente
modulador mais efetivo no teledsteo Tilapia (Lykkebce et al., 1975) e no peixe dourado
(Torraca et al., 1977). lsaacks et al.(1978a) encontrou GTP em maior quantidade que ATP
emeritrécitos de quase todos os peixes amazonicos que eleanalisou. Recentemente, fol encon
trado inositol pentafosfatocomo o principal fostatoemeritrocitos do peixe de respiragao
aérea, Arapaima gigas, inositcl difosfatono peixe pulmonado Lepdosirem, 2,3 difosfoglicera
to em acaribodd, Pterygoplichthys (Isaacks et al., 1977; Isaacks et al., 1978 a,b; Bart-
lett, 1978 a,b). Cada um estava presente em cerca de 0,5 mol/mol de hemoglobina., Bart-
lett (1976, 1978 a,b) e Kono & Hashimoto (1977) mostraram uma grande variacao dentre
os eritrocitos de varios peixes, na proporcac de ATP e GTP.

Muitas evidencias tem demonstrado que hipoxia & acompanhado por um decréscimono
conteldo de ATP nos eritrocitos de peixes: enguia (Wood & Johansen, 1972), linguado
{Wood et al., 1975) e em Fundulus (Greaney & Powers, 1978). 0 decréscimo esta associa
do com um aumento na afinidade ac oxigénio das células vermelhas., Este fato contrasta
com o aumento de 2,3 difosfoglicerato e o decréscimo na afinidade ao oxigénic das celu
las vermelhas de mamiferos quando em hipoxia. Weber et al,.(1976a) notaram que GTP,
especialmente, diminui em eritrocitos de enguia durante hipoxia. 0 decréscimo de ATP
em eritrécitos de Fundulus, durante hipdxia, parece ser resultado direto da diminuicao
da producao mitocondrial (Greaney & Powers, 1978}, Da mesma maneira, a hipoxia em
Hypostomus e em Pterygoplichthys e acompanhado pela mudanca para respiracao aérea, por
um decréscimo no GTP e por um aumento da afinidade de seu sangue ao oxigénio (Weber et
al., 1979). Hypostomus mantém constante o pH do sangue durante hipdxia por retengdode
co, (Wood et al., 1979a). Tais mudangas no GTP e afinidade ac oxigénio n3o ocorrem en
Symbranchus, peixe de respiracdo bimodal, quando removida da agua; as mudancas corres-
pondem aquelas que ocorrem em organismos de respiragao aérea obrigatdria: um  aumento
no conteldo de fosfatos organicos nos eritrécitos e um decréscimo na afinidade ao oxi-
génio (Johansen et al., 1978a; Weber et al., 1979).

Esses efeitos de fosfatos organicos na ligagdo ao oxigénio resultam diretamente
da ligacdo preferencial a desoxihemoglobina. € importante reconhecer que quando dois
fosfatos organicos tém efeitos quantitativamente diferentes na ligacao da hemogliobina
ao oxigénio, esta diferenca pode ser medida somente pela diferenga na afinidade com
que cada um dos fosfatos sao ligados. Johansen et al., (1978b) descobriram quea efetivi
dade no decréscimo da afinidade da hemoglobina ao oxigénio esta na ordem IHP>GTP> ATP,
em Arapaima, e concluiram ainda, baseados nos efeites da mistura de fosfatos,
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que "nenhuma preferéncia marcante ocorre na ligacac de um fosfato em particular''. En-
tretanto, se os fosfatos diferem em seus efeitos, suas ligagoes devem diferir também.
[sto é uma consequéncia da ligagdo funcicnal {Wyman, 1948, 196h4). Considerem o seguin-

te esquema simplificado:

Hb Hb O

Ko

P ...~ 55}
Hb-P ———————— Hb-P-0,

As constantes descritas representam as constantes de ligacao para cada processo.
Se os fosfatos diminuem a afinidade ao oxigénio, i.e., Ko' <Ky, 1isto pode acontecer
em razao de Kp>Kp' uma vez que KoKp' = KpK;'. Assim, se dois fosfatos possuem efel
tos diferentes, i.e., o valor de K;' e diferente de Ky, a razac de Kp para Kp' deve
ser diferente., Muitos estudos, incluindo alguns dos autores, tém utilizado graficos dos
valores de log Psy ''versus'' a razao fosfato/hemoglobina. Entretanto, a equagao de mag
nitude indica que as quantidades relevantes nao correspondem ao total da razao P/Hb ,
mas sim as concentracoes de fosfatos livres., Estes irao decrescer se a taxa P/Hb  for
constante e se a [Hb] diminuir; assim, um aumento natural da afinidade ao oxigénio o-
correra. 0 decrescimo na afinidade ac oxigénio depende da fracac da hemoglobina, o,

que se liga ac fosfato. Para a desoxihemoglobina, o valor de a sera dado por:
kp [p]

1+ Kp[P]

Isto mostra que o depende diretamente da concentracac de fosfatos livres (P),

Se Cp e Ch 530 as constantes totais de fosfatos e hemoglobinas, respectivamen-

te, estao:

Infelizmente, » & funcao do grau de oxigenacao, pois Kp diminui com a oxigena-

+
¢ao (Kp > Kp'). Nenhuma expressao simples relaciona o com grau de oxigenagao, esta po-
dera ou nao ser linear. Assim, somos incapazes de medir (P) e devemos usar Cp, reco -

nhecendo todas as limitagoes.
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Uma vez que fosfatos carregados negativamente se ligam preferencialmente a deso~
xihemoglobina, na qual os grupos NH2 da.cadeia B sao protonados, isto siginifca que
mais protons estarao ligados 3 desoxihemoglobina em relagdo ao que ocorreria naauséncia
de fosfatos. Isto leva a duas conseqUéncias: 1) 0 efeito Bohr é acentuade na regiao de
pH onde existe uma grande diferenca na ligacao protdnica as oxi e desoxihemoglobinas e

Z) uma proporgao maior de espeécies protonadas estard presente a pHs maiores, na presen-

ca de fosfatos organicos. Isto significa que a conformagdo desoxiprotonada (estado''T")
¢ favorecida pela adicdo de fosfatos organicos e também pela diminuigao do pH.  Gillen
& Riggs (1977) descobriram que a adigao de ImM de ATP & funcionalmente equivalente a

uma queda no pH de 0,5 unidade, em termos do efeito sobre 2 afinidade ao oxigénio para
hemoglcobinas de diversos teledosteos. Da mesma maneira, Tan & Noble (1973) descobriram
que adigdo de 0,7mM de inosite]l hexafosfato (IHP) & hemoglobina de carpa era equivalen
te a uma mudanca no pH de 1,6 unidades., A diferenca entre 1,6 e 0,5 reflete a maior ne-

gatividade na ligacao do IHP comparada 3 do ATP.

- - ~ - - . -~ - .
Peixes de respiracao aerea X peixes de respiracac aquatica

Johansen & Lenfant (1972) sugeriram que o sangue de peixes de respiracao aerea
estao adaptados a liberacao de oxigénio em pressoes parciais superiores que os de respi-
racac aquitica. Johansen et al. (1978a) efetuaram um estudo em peixes amazdnicos e mos
traram que a afinidade do sangue ao oxigénio de peixes de respiracac aérea nio  apenas
era menor, porém, a capacidade de oxigénio, contelido de fosfatos organicos e efeito
Bohr eram todos maiores. Powers et al. (1979a) examinaram sangue de 40 gé€neros de pei-
xes amazonicos para verificar se ocorria uma boa generalizacdo com respeito a
afinidade ao oxigénio. Resumi alguns resultados na tabela 2. 0s dados mostram, clara-
mente, que as principais diferencas ocorrem em comparacao a peixes que habitam zonas
de correntes rapidas e lentas e que a comparacac entre peixes de respiragao aérea e de
respiragao aquatica nao mostra diferenga. 0s peixes de aguas rapidas tendem a possuir
seu sangue com valores de Pso maicres em cerca de 50% que aqueles encontrados para san-
gue de peixes de aguas lentas; os valores de Pgy de peixes de respiracao aérea saoc, en
média, menos que 10% maiores do que os de respiragao aquatica. Além disso, os valores
de Psy obtidos na presenca de 5,6% de C0» sao cerca de duas vezes maicres que  aqueles
obtidos na auséncia de C0z; isto sugere uma pequena diferenca na média dos valores de

efeito Bohr em todas as categorias, A comparacao desses dados com os estudos recentes

de Johansen et al.(1978a) & dificil pois os peixes de respiragdo aquatica  examinados
por Johansen et al, incluiram dois teledsteos, Hoplias e Osteoglossom e 4 especies
de elasmobranquios, eles nao estudaram nenhum dos peixes de "dguas rapidas'  exami-

nados por Powers et al, {1979a) e também, em razdo das diferengas nas técnicas utili-
zadas pelos dois autores. 0 procedimento usado por Johansen et al. (1978a)  consiste
na medida do decréscimo de p0y, em funcdo do tempo no qual a mistura de fermento
{(levedura) e eritrocitos consome gradativamente o oxigénic do meio. A saturacao com 0,

do sangue nao & medida, porém, inferida através da forma da curva de p0Oz X tempo.
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A taxa de consumo de oxigénio pode nao ser uniforme para todus os valores de p0,, nao
s6 pela preparagao com fermento mas, © que € mais importante, pela mistura fermento/
eritrocitos. A acado metabolica do fermento ira produzir €O, e poderia introduzir meta
bolitos desconhecidos. Eles wusaram uma concentragao relativamente alta de
fermento, de maneira que a contribuicao dos eritrdcitos do peixe ac consumo total de
oxigénic era presumivelmente negligfve].(l) Porém, a alta taxa de fermentc para eritrg
citos aumenta a possibilidade de interferéncia dos metabolitos do fermento. Tambem
existem problemas com o instrumento utilizado por Powers et al. (1979a). Apesar deles
medirem a saturacao ao 0, espectrofotometricamente, eles supunham que o eletrodo
de 0,, em contacto com o espago gasoso, media precisamente o gue realmente acontecia
nos eritracitos e que o equilibrio, através da fina membrana, era mantido. Seu méto-
do sofre pela incapacidade em medir o pH dentro da pelicula e pela incerteza referente
ao grau no qual ocorre completa saturacao a baixos pHs. Contudo, a comparagdo entre
os dois grupos de resultados parece conveniente e é possivel para o sangue de peixes
pertencentes a nove géneros (tabela 3). 0s valores de Psq foram estimados por Johansen
et al. em pH 7,4 a partir das curvas de log Psq X pH obtidas com a preparacao de fermen
to e eritrocitos tamponados inicialmente com 11,9 mM de bicarbonato (o equilibrio pC0,
seria cerca de 10-15mmHg) e 0,05 M de Tris mais varios fons inorganicos. Assim, o pro
cedimento mediu  uma supensao diluida de ertrocitos ao invés de sangue total heparini
zado, como utilizade por Powers et al. (1979a). Apesar dessas diferengas técnicas, os
valores para sangue de trés peixes Lepldosirem, Hoplerythrinus e Pterygoplichthys fo =
ram surpreendentemente semelhantes - dentro de 4 a 13%. No geral, os resultados de
Johansen et al. estao mais proximos daqueles obtidos por Powers et al., na auséncia de
£0,. Os resultados de Johansen et al. para as trés espécies de Potamotrygon atingiram
apenas metade dos valores encontrados por Powers et al., mas um elasmobranquio de outro
género resultou em valor préximo ao encontrado por Powers et al. (1979%a). Assim, pa
rece possivel que as espécies estudadas pelos dois grupos possam ter sido espécies dife
rentes. Valores relativamente baixos foram obtidos tambem para Osteoglossum biclrrho -
sum & Symbranchus marmoratus, espécies que nao apresentam duvidas quanto a sua taxono-
mia. A principal fonte dessa variacac seria o conteudo de fosfatos orginicos presentes
em seus eritrocitos. Este conteudo pode decrescer com a hipdxia. As condicoes nas
quais os peixes foram capturados e a maneira como seu sangue foi retirado variaram de
acordo com as circunstancias. Seria surpreendente se nao ocorresse nenhuma variagao.
Posteriormente, Wood et al. {1979b) descobriram que o conteddo de nucleosideos trifosfa
tados encontrados nos eritrocitos de piranha, diminui de acordo com um aumento no peso
de 250 a 400 g; e, simultaneamente, o valor de Ps, decresce 1/3.

Essas comparacces gerais (tabelal) podem ser um pouco enganosas, pois, elas po
dem ocultar adaptagoes isoladas particulares a uma determinada espécie. Por essa razao
e conveniente examinar as hemoglobinas de dois tipos de peixes correlacionados taxonomi
camente, um dos quais € de respiragao aérea e o outro de respiracao aquatica. As du -
plas melhor estudadas durante a nossa expedicdo foram os dois osteoglossideos Arapaima

e Osteoglossum (Galdames-Portus et al., 1979) e dois membros da familia Erythrinidae,
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Hoplerythrinus e Hoplias (Riggs et al., 1979). Para cada uma dessas duplas existe uma
diferenca substancial: a espécie de respiracdo aquatica tem sangue com afinidade maior
ao oxigénic. Johansen et al. (1978b) encontraram resultados semelhantes,

0s resultados obtidos com hemoglobinas de Arapaima e Osteoglossum sao particular
mente elucidativos. Esses resultados (Galdames-Portus et al., 1979) indicam que  as
hemoglobinas de Osteoglossum e Arapaima possuem afinidades ao oxigénio praticamente -
guais em pHs baixos, porem, a hemoglobina de Arapaima tem uma afinidade muito  menor
que aquela do Osteoglossum em pHs altos. Estudos da dependéncia da afinidade das hemc-
globinas ao 0, a variagoes de pH em Osteoglossum e Arapaima sugerem o que se segque. 05
resultados de Osteoglossum podem ser descritos em termos de trés grupos acidos ligados

a oxigenacao, comc formulado por Wyman (1948).

(Hekg) (H+Ko) (H+Ks)
(HeK 1) (H+K ') (H4K ' 5)

log Psg = constante + log

No casc,H € a atividade hidrogenicdnica; Ki; K, e K, sao as constantes de dissoci

agac acida da ligacao ao 0, para desoxihemoglobina e K'i, K K', sao as mesmas

l2’
constantes para oxihemoglobina. A amplitude de mudancas na afinidade ao 0, da hemoglo-
bina de Osteoglossum entre os pHs 6 e 8 exigem que, pelo menos, dois grupos estejam

presentes. Uma vez que Arapaima e Osteoglossum parecem apresentarresultados virtualmen
te coincidentes em baixos pHs, podemos inferir que K, e K'y sejam, provavelmente, os
mesmos, para cada um deles. Posteriormente, umpequeno efeito Bohr reverso, presente em
pH acima de 7,5, parece ser o mesmo para cada especie, de maneira que K, e K', pare -
cem possuir os mesmos valores em cada hemoglobina. Sob tais circunstancias, a diferen

¢a em log Psy sera dada por:

A Tog Peo Psy (Arapaima) = -log _(H+K,)
Psy (Osteoglossum) (Hek ')

Em pHs altos, isto se reduz a:

A log Psy = log

Una vez que & log Psg = 1,0 em pHs altos, podemos inferir que a diferenca entre as
afinidades das hemoglobinas ao oxigénio de Osteoglossum e Arapaima podem ser explicadas
através da suposicac de que Osteoglossum possui um Unico grupo acido por heme, que esta
ausente na hemoglobina de Arapaima e que o pK deste grupc decresce cerca de uma unidade
apos oxigenagao. 0s resultados entre pH 6 e 8 podem ser ajustados satisfatoriamente

com o pK, (desoxi) = 7,4 e pK, (oxi) = 6,2. Esses valores sugerem residuos de histidyl
Assim, a maior afinidade da hemoglobina de Osteoglossum ao oxigénio pode, provavelmen
te, ser encarada pela presenca de residuos de histidyl ligados & oxigenacac, os quais

nac ocorrem na hemoglobina de Arapaima. Esta sugestao, & claro, deve permanecer es -
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peculativa até que estudos sobre estruturas tenham sido realizados. Porem, isto ilus-
tra a idéia, bem estabelecida por estudos em hemoglobinas humanas variantes, de que
grandes mudancas na afinidade ac oxigénio podem ser encontradas em mudancas de  apenas
um Gnico residuo. Entretanto, as diferengas entre as duas hemoglobinas devem ser mais
complexas do que o quadro apresentado indica. A dependéncia ao pH do coeficiente de
Hill, n, para hemoglobina de Osteoglossumé baixaempHs baixosealtos e émaxima em  pHs
proximos a 7. Este comportamento é tipico de hemoglobinas de muitos teledsteos (Gillen &
Riggs, 1977; veja também os varios estudos desse volume) e muito diferente da hemoglo
bina de Arapaima onde o coeficiente de Hill € baixo (<1) em pH baixo e parece ser maxi-
mo a pHs altos. £ curicso (ou coincidente?) gue este comportamento da hemoglobina de
Arapaima seja compartilhado com outro peixe de respiracdo aerea, o ''spotted gar', Lepi
sosteus osculatus { Gillen & Riggs, 1977). Hoplias, um peixe de respiracao aquatica e
Hoplerythrinus, um peixe de respiragao aérea, ambos Erythrinidae primitivos, possuem
hemoglobinas que diferem muito; o mesmo fato e encontrado para Arapaima e Osteoglossum
apesar dos poucos resultados disponiveis. 0 valor de n para hemoglobina de Hoplerythri
nus parece ter uma dependéncia ao pH semelhante aquela que acontece em Arapaima (Riggs
et al., 1979).

Outro peixe de respiracgac aérea examinado pela |V expedicao na Amazdnia incluiu
um teledsteo especializado, Symbranchus ( Phelps et al., 1879b), o peixe pulmenado Le
pldosirem (Phelps et al., 1979a) e trés silurideos '"catfish' de respiracdo aérea Ho -
plosternum {Gariick et al., 1979b}, Pterygoplichthys (Brunori et al., 1979; Weber & Wo
od, 1979) e Hypostomus (Weber & Wood, 1979). 0 equilibrio de oxigenagac dessas hemoglo
binas diferem muito; elas parecem nac compartilhar nenhum fator comum, ausente em pei

xes de respiragao aquatica.

Efeite Root

Root (1931) chamou atengao para o fato de que muitos peixes t@m sangue que ndo
se saturam completamente com oxigénio apos equilibrado com ar a pHs baixos. 0 trabalho
de Farmer et al. (1979) fornece uma nova luz ac problema. Apesar de se pensar que o
efeito Root tivesse um papel importante na liberagao de 0, para a bexiga natatéria, Far
mer et al,, (1979) concluiram que esta propriedade do sangue (e hemcglobina) pode  ser
melhor associada com a presenca de rete na cordide do olho do que com a presenca de re-
te na bexiga natatoria. Assim, o efeito Root pode ter-se originado inicialmente como
uma adaptagao para assegurar o suprimento de 0, aos tecidos retinianos, para adequar -
se as necessidades visuais. 0 olho tem uma alta taxa de consumo de oxigénio, como o
cérebro,do qual € uma extensao. Mas, diferente de nossos olhos o tecido retiniano por
si s0 nesses peixes nao é dotado de uma rede de capilares e assim, dependem da difusio
do oxigénio em extensoes consideraveis. Isto pode ser encontrado soménte através de

um alto gradiente fornecido pelc bombeamento de 0, paraointerior do clho (Wittenberq &
Wittenberg, 1974; Wittenberg & Haedrich, 1974)., N3o foi encontrada rete na corcide de
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Gymnotoidei nem de Silurcidei. Ilsto pode ser indicativo de gue o primeiro depende, pe-
lo menos em parte, de impulsos elétricos ao invés da visao; os S7luroidei parecem uti
lizar seus sensores quimicos bastante desenvolvidos. 0 uUnico peixe nao teledsteo  que
sabe-se possuir rete € Amia, o 'bowfin' (Wittenberg & Wittenberg, 1974); a hemoglobina
deste peixe € caracterizada por um amplo efeito Root {Weber et al., 1976b).

Gostariamos de considerar as propriedades de hemoglobinas que podem ser associa-
das a presenca de efeito Root. 0O equilibrio de oxigenagac das hemoglobinas pode ser
descrito entre 10 e 90% de saturagac ac oxigénic pela equagao de Hill que tem duas cons
tantes, PKD en. A figura 1 mostra, dessa maneira, a relagac entre o valor de Pgq € 0
potenciald de saturagao com oxigénio quando o sangue ¢ equilibrado com o ar (PO, = 150
mmHg) para varios valores de n. Logo, fica evidente que baixos valores de n resultam
em dessaturacoes substanciais em ar. Obviamente, se o valor de n cai a 0,5, um Pspde
apenas 2mmHg pode ser associado com uma perda de 10% na saturacao; a um Pso de somente
16muHg, 1/4 dos sitios de ligagao ao 0, estara livre quando equilibrado com o ar. Va-
lores de n menores que 1,0 em pHs baixos sac comuns para hemoglobinas de uma ampla va -
riedade de peixes e valores tao pequenos quanto 0,5 tém sido observados comumente (veja
vor exemplo, Pennelly et al., 1978; Galdames-Portus et al., 1979; Saffran & Gibson,
1978). Tais valores baixos parecem resultar de diferencas funcionais entre as subunida
des o e B. Assim, ausencia de cooperatividade e grandes diferencas funcionais  entre
as subunidades & e R, a baixos pHs, podem ser caracteristicas de hemoglobinas com
efeito Root, apesar da hetercgeneidade a-f nao ser grande em hemoglobinas de truta e
de carpa. Tal heterogeneidade pode também ser comum em mamiferos e outras hemeglobinas
que nao possuem efeito Root, apesar da dificuldade em examina-las devido a forte coope
ratividade nelas presente.

0 efeito Root, como discutido anteriormente, pode ser caracterizado como um
efeito Bohr acentuadc. Hemoglobinas de muitos peixes sao caracterizadas por uma dife -
renca de duas ordens de magnitude entre afinidade ao 0, a altos e baixos valores de pH,
mas para as quais o valor maximo de & log Psy/4 pH nao é usualmente alto. Certos pei -
xes amazdnicos possuem hemoglobinas com altos valores maximos de Alog Pgo/A pH:  Osteo-
glossum, Arapaima, Mylossoma (I1) e Pterygoplichthys (IV}). A tabela % mostra que todos
esses peixes tém rete na corcide (exceto pelos olhos de Pterygoplhicthys que parecen |
nac terem sido examinados); nenhum dos outros peixes amazdnicos com baixos valores pa-
ra essa variavel  possuem rete na coroide. As hemoglobinas com altos valores de efei-
to Bohr tém valores proximos de AlogPso/A pH que se aproximam de 2,0. Um valor seme -
Thantemente alto foi encontrado em '"menhaden'' por Saffran & Gibson(1978). Istosignifica
que a oxigenacao completa do tetramero, proximo a pH neutro, presumivelmente sera a-
companhada por uma liberacdo de cerca de 8 préotons. Um minimo de 4 grupos acidos  em
cada unidade a-R & necessario para tal efeito. Um estudo detalhado desses grupos e asé

mudancas em seus valores de pK com oxigenagéo, seria de muito valor no entendimentoi
das mudancas que acompanham a oxigenagao e o mecanismo de efeito Root em pHs baixos. E

Qual a base cinética do efeito Root? Uma comparacao com a cinética de combina -
c30 ao (0 e de dissociagao ao 0, de varias hemoglobinas de peixes a pH & e 8 (Tabela 5)

390 Riggs




mestra que um amplo efeito Root esta, em geral, associado com a presenca de duas fa -
ses na cinética de combinacac com CO a baixos pHs. Essas fases, acredita-se, refletem
as propricdades das cadeias o e 8 dentro do tetrdmero, e diferem, em taxas, o equiva
lente a 40 vezes. Conforme o pH aumenta, a fase lenta aumenta proporcionalmente, de
maneira que a cinética de combinacao com o CO &, em geral, homogénea a pH 8,0. Esta
heterogeneidade na dependéncia ao pH nao € comumente evidenciada pela cinética de dis -
sociacdo ao 0., mas nem sempre isso & verdadeiro (Prochllodus, Amla). Hemoglobina de
carpa parece ser excepcional: apesar das duas fases da cinética CQ estarem presentes ,
as diferencas sao pequenas e suas dependéncias do pH nao diferem muito, As hemoglobi -
nas dos peixes amazdnicos que nao possuem amplo efeito Reot nao tém, em geral, tal se
paracac na cinética de combinacao com o C0. Algumas dessas hemoglobinas semefeito Root
tém comportamento autocatalitico a pH 6 na cinética de combinagac ao CO e comportamento
homogéneo em altos pHs (Loricariichthys, Brachyplatystoma). Em contraste, a reagao
co na hemoglobina IV de Pterygoplichthys e homogénea a baixo pH e heterogénea a
alto pH. Somente a hemoglobina de Lepidosiren parece ter cinética de combinagao ao CO
claramente bifasica a baixo pH, entre as hemoglobinas sem efeito Root examinadas. Em
resumo, as aparentes diferencas w-f parecem comumente ser  manifestadas no comporta-
mento da desoxihemoglobina a baixe pH como refletiu a reagao COoﬂ; raramente a altos
pHs e so ocasionalmente & que as cinéticas de dissociagac ao 0, sugerem gue o comporta
mento da hemoglobina ligada seja heterogéneo - talvez em funcaoc das diferengas a-f; po

rém, de maneira aceitavel, por outras razbes tais como mudangas na agregagdo.

Efeito do CO,

Farmer (1979} mediu o efeito especifico do CO, em hemoglobinas de varios peixes;
0s resultados sao de consideravel interesse. Em primeiro lugar, o efeito do co, na
diminuicac da afinidade ac 0, aumenta com pH, como em hemoglobina humana. Em segundo
lugar, este aumento & aproximadamente o mesmo para todos os peixes examinados, exceto
para Brachyplatystoma, para a qual o efeito de £0, € aproximadamente o dobro e igual
ao efeito na hemoglobina humana. A similaridade entre os resultados para hemoglobinas
humana e de Brachyplatystoma indicam que os NH,-terminais, para as quatro cadeias poli
peptidicas da hemoglobina de Brachyplatystoma, sao livres como na hemoglobina humana ,
uma vez que a oxigenacgao dependente de ligagao ac CO, ocorre nos NH_ -terminais da hemo-
globiana humana. 0 efeito mencor de CO, em hemoglobinas de outros peixes e, entao, a-
tribuido ao fato do grupo NH,-terminal da cadeia o« estar, provavelmente, bloqueado. As
hemoglobinas de todos os peixes examinados tem seus grupos NH_ -terminais blogueados (ver
seccdo I11b). E certo que o efeito do CO, € semelhante para Hoplosternum, Lepidosiren
e Typhlonectes (um anfibio), apesar do efeito Bohr {& = AlogPs¢/A pH) ser quantitativa-
mente diferente para cada um deles. Para Hoplosternum ¢ > 0; para Lepid;siren P <0e
para Typhlonectes & = 0. Isto sugere que a ligagac ao co, € essencialmente independen-

te do efeito Bohr na auséncia do CO, e que os grupos NH, da cadeia B nao sao "gripos
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Bohr'!, exceto guando seu equilibrio € perturbado por uma ligagao ao CO, ou a fosfatos.

CONCLUSOES

0s estudos de sangue e hemoglobinas em peixes, descritos nos artigos desse vo-
lume, fornecem um quadro detalhado do que Jeffries Wyman denominou ''variacao de um te-
ma''. Assim, como os peixes desenvolveram muitas estratégias anatomicas para resolver
problemas respiratorios, encontramos uma variacao, igualmente intensa, nas proprieda
des moleculares de suas hemoglobinas. Tais variagoes funcionais foram desenvolvidas pa
ra enfrentar as pressoes ambientais e satisfazer os requisitos metabolicos. Parece que
de uma forma geral, as propriedades requeridas nao seriam satisfeitas com um so tipo
de hemoglobina, de maneira que, como resultado de duplicacoes génicas, pelo menos
dois tipos de hemoglobinas com propriecades ligeiramente distintas estao presentes em
muitos hemolisados de peixes. 0 trabalho com peixes da Amazdnia sugere que esta heterc
geneidade funcional pode até ser uma r.gra ac invés de excegac. Agora estad clarc  que
muitos peixes espalhados pelo mundo possuem, pelo menos, duas hemoglobinas, uma das
quais mostra um aumento na afinidade ac 0, e a outra mostra um decréscimo {ou nao mu -
da) conforme um aumento de pH.

Sabemos, de estudos de hemoglobinas de mamiferos, que muito da adaptagao fun -
cional depende dos residuos de aminoacidos proximos aos grupos NH, e COOH terminais das
cadeias polipeptidicas o e B. Estas representam uma pequena fracdo da superficie tetra
mérica total. N3o & surpreendente, entretanto, quea especificidade imunologica de super-
peficie protéica possaser relacionadacoma genealegia daproteina, porém, nac com a fina
estrutura de sua fungdo. Assim, ahemoglobina IV de trutapossui propriedades funcionais
muito seme!hantes aquelas de muitos outros tipos de peixes queainda mostram relacbes imu-
nologicas essencialmente nulas com qualquer dos peixes amazonicos estudados. Em  con-
traste, os testes imunologicos mostram que a hemoglobina | de truta, com propriedades
funcionais um pouco diferentes da maioria das hemoglobinas, tem uma estrutura de super
ficie que tem muito em comum com a maioria das hemoglobinas dos peixes da Amazonia. A
hemoglobina | de truta, diferente da IV, e a maioria das hemoglobinas tipicas, 530
totalmente desprovidas dos efeitos heterotrdpicos de fosfatos organicos e prétons  na
afinidade ao 0,, mas possuem interagoes cooperativas homotropicas de ligacao ao 0,.

0s resultados obtidos por Powers et al. (1979b) de que a entalpia total de oxige
nagao da hemoglobina a pH 9,0 parece ser essencialmente constante, enquanto que mudan-
¢a na energia livre varia consideravelmente, sugerem que o principal fato da variacao
na afinidade intrinseca ao 0, € entrépica. 0 pH 9,0 foi escolhido para evitar as com-
plexidades de efeitos heterotropicos dos fosfatos organicos e protons., A base molecu -
lar para essa variacao entropica nac e conhecida. Talvez ela esteja associada com di-
ferengas sutis nas conformagoes oxi e desoxi da hemoglobina.

Desde o trabalho pioneiro de Krogh & Leitch (1919) muitc esforce tem sido aplica

do em correlacionar a afinidade do sanque e da hemoglobina ao oxigénio com a  pressao
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ambiental de oxigénie. Assim, Johansen et al., (1978a,b) correlacionaram baixas afini
dades ao oxigénio com peixes de respiracao aérea e altas afinidades ac oxigénio com pei
xes de respiracao aquatica. Esta relacdo parece ser verdadeira quando a comparacao e
efetuada em certas duplas de peixes amazonicos bastante relacionados, uma das quais
respira ar e a outra ndao. Tais duplas sao os dois osteoglossideos Ostecglossum e Ara-
paima e dois membros da primitiva familia Erythrinidae, Hoplias e Hoplerythrinus. En-
tretanto, Powers et al.{(1979a) mostraram que esta correlacdo tende a desaparecer quando
todos os peixes de respiracao aquitica e de respiracdo aérea sao comparados. Esses au
tores encontraram, contrariamente aos anteriores, uma forte correlagao dessa proprie-
dade com o habitat: peixes que habitam aguas rapidas apresentam sangue com baixas afi-
nidades ao oxigénio comparativamente aos que habitam aguas lentas. Provavelmente, Tsso
esta correlacionado a necessidade de natacao mais intensa e assim, com a atividade me-
tabGlica maior em peixes dedguas rapidas; baixas afinidades ao oxigénio significam que
a liberacao desse gis aos tecidos deve ser efetuada a pressoes relativamente altas.

Afinidades menores das hemoglobinas de muitos peixes ao 0, foram encontradas em
baixos pHs, Claramente, elas nao podem se saturar com o oxigénio quando equilibradas
com ar em pHs baixos. Este fendmeno (efeito Root) vinha sendo atribuido a uma adapta-
cao para facilitar a descarga de 0, na bexiga natatoria. 0 mecanismo proposto e que
o acido latico, liberado pela glandula de gds controlada através de neurdnios, dire-
cione a liberagao de oxigénio da hemoglobina, 0 sistema de distribuigao contra-corren
te dos capilares, a rete mirablle, atua na concentragao do oxigénio a altas pres -
soes na bexiga natatédria. A descoberta de Wittenberg & Wittenberg (1974) de que uma re
te esta presente na cordide de olhos de diversos peixes e de sua funcao de facilitar a
liberagao de 0, na retina, sugere outra fungao para as hemoglobinas com efeito Root. Cor
relagac entre a presenca de efeito Root e a presenga de rete na coroide e na bexiga na
tatéria de peixes amazdnicos, levaram Farmer et al, (1979) a sugerir que o efeito Root
pode ter sido desenvolvido inicialmente como parte de mecanismo de liberacao de oxigé -
nic para as necessidades visuais., Aqueles peixes que dependem de outras mecanismos de
percepcao sensorial - os Gymnotoidei (impulsos eletricos) e os Siluroidei (sensores quf
micos) - nao possuem rete na coroide nem um efeito Root significativo,

Existem, ainda, muitas variagoes no tema, descritas nos demais artigos. Elas
servem para ilustrar alguns dos caminhos pelos quais as hemoglobinas evoluiram de manei
ra a permitir aos organismos sobreviverem em diversas circunstancias. Porem, somos i
gnorantes da maioria dos detalhes moleculares. Por exemplo, o mecanismo deefeito Root
ainda nao ¢ compreendido em termos da anatomia molecular da molécula de hemoglobina. A
pesar desses estudos terem mostrado gue o efeite Root pode ser resultado de uma varieda
de de combinacdes de processos cineticos, ndés ainda ndo conhecemos quaisquer detalbes
moleculares. Assim, restam ainda muitos trabalhos a serem efetuados até que possamos
compreender completamente a base molecular para muitas das "adaptacoes apresentadas pela
molécula de hemoglobina. Da mesma maneira, estudos tém demonstrado mudancas acentua -
das nos agentes alostéricos ATP e GTP nos eritrocitos de peixes, como um resultado de

hipéxia, ainda que os detalhes enzimaticos desse processo adaptativo tenham sido  par-
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cialmente estudados. Apesar de conhecermos muito a respeito do comportamento dos eri -
trécitos humanos, o conhecimento do metabolismo das células vermelhas nucleadas de ver
tebrados inferiores € pequeno. 0Os eritrocitos de peixes amazonicos seraoc um campo rico

para futuras investigacoes.
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1. Esta proporcao pode ser criticamente importante. Uma vez que a taxa glicoll
tica em células vermelhas de mamiferos € intimamente ligada ao grau de oxigenagao da he
moglobina e consequentemente a pressao de oxigenio (Brewer & Eaton, 1971), uma relagao
semelhante seria esperada nas celulas vermelhas nucleadas de peixes que podem ter taxas
substanciais de consumo de 0,. Se assim for, a proporcao do consumo de 0, pela mistu-
ra de células vermelhas e fermento (levedura) seria afetada pela pressao de oxigénio.
Se as celulas vermelhas de peixes continham cerca de um mol ATP por mol de hemoglobina,
tudo estaria virtualmente ligado a hemoglobina guando desoxigenada e a maioria estaria
livre quando a hemoglobina estivesse saturada com oxigénio. Tal mudanga no ATP poderia
causar uma significativa mudanca no metabolismo. Naoc esta claro se essas mudancas ocor
rem suficientemente rapido para perturbarem as medidas. Contudo, Rapoport et al,(1976)
encontraram um rapido aumento de 26% na taxa glicolitica de eritrdcitos humanos quando
eram desoxigenados. Seria surpreendente se mudancas rapidas, semelhantes, nao acom-

panhassem adesoxigenacac das c€lulas vermelhas de peixes.
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FIG. 1. Relacdo aproximada entre a pressac de saturacao (mm Hg) de 50% da hemoglobi
na com oxigénio e a porcentagem de saturacao da hemoglobina no ar (p0,= 150

mm Hg) para varios valores do coeficiente de Hill, n.
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Tabela 2. Resumo dos dados de Powers et al. (1978a) sobre equilibrio de

N -~ - +
sangue de peixes amazonicos .

Peixes de respiragac aérea

Peixes de respiracao aquatica

Razao

Peixe de "agua lenta"
Peixe de ''agua rapida'

Razac

P50(+CO2)
22,2
20,3

1,09

17,8
26,6

oxigenacac

de

(+) 0s nimeros representam as médias dos valores encontrados para os peixes nas dife -

rentes categorias. Os dados sao compilados da Tabela 1 de Powers et al. (1979a).

Tabela 3. Comparacac das afinidades ao oxigénio para varics peixes amazdnicos.

Género Johansen et al. (1979a)
Pey (297)

Potamotrigon 6,46
Lepidosiren 8,00
Arapaima 21,00
Osteoglossum 6,08
Hoplias 6,05
Hoplerythrinus 12,07
Hoplosternum 11,1

(14,2 no ar}
Pterygopluchthys 10,4

( 8,5 no ar)
Symbranchus 7,05

+ media de dados para 3 espécies

Estudos de hemoglobinas
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Powers et al
Pso(30°, -CO,)

12,2
7,1
14,8
9,4
4,8
11,4
9,5

10,8

9,4

(1979a)

Ps0(30°,4C0,)

17,8
13,8
37.3
25,0
16,4
36,2
17,8
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Tabela 4. Efeito Bohr ge varias hemoglobinas®

Género ’ A TogPse

Max
A pH
Potamot rygon” -0,5
Lepidosiren® -0,b
Osteoglossum” -1,%
Arapaima” -1,9
Mylossoma® I +0,14
|| -1,8
Pterygoplichthys® | +0,19
v 2,1
Pseudodoras”’ -0,1
Brachyplatystoma® -1,0
Hoplosternum® | +0,3
I ~0,5
Symbranchus®® -0,2
Prochilodus'? ~2,3

Efeitol?

Root

4+

4+

++

4+

Bexiga'?

natatoria

Retel?

Cordide

o o

! Estes valores diferem daqueles citados nos trabalhos porgue aqueles se referem a

um

intervalo especifico de pH que, em geral, divergiu do intervalo onde o efeito Bohr

foi maximo.

Martin et al., 1979¢

Sphelps et al., 1979
“Galdames-Portus et al., 1979
“Martin et alt, 1979a
®Brunori et al., 1979

"Martin et al., 1979

®Martin et al., 1979d
SGarlick et al., 1979b
0phelps et al., 1979b
1'Martin et al., 1979

'2Como resumido por Farmer et al., 1979
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Tabela 5. Comparacao das constantes cinéticas aparentes da combinagao ao (0 e dissocia

cao ao 0, em pH 6 e 8 para varias hemoglobinas®.

Género

Amplo efeito

Root

Osteoglossum?
Arapaima’

Mylossoma- 12

Hylossoma-23
Hoplias"

Hoplerythrinus"®

Prochi lodus °

Cyprinus (Carpa®)

Myripristis’

("squirrel fisch'™)

Amia ("Bowfin'')®

Leiostomus (Spot)’®

Brevoortia'®
("Manhaden’')
Pequeno Efeito

Root

Potamotrygon®®

Pterygoplichthys-111

Sternopygus 1?2

Hoplostermum

_p13

Estudos de hemoglobinas ...

_‘13

Fase

Cinética CO
on

rapido
lento
rapido

lento

rapido
!gnto
rapido
lento
rapido

lento

rapido
lento
rapido

lento

rapido
lento
rapido

lento

2' (pH 8) K (pH 6)
2" (pH 6) K (pH 8)
0,65 92,3

22

0,9

9,0

1,1 0,9

1, 5,9

3,8

1,0-1,2 11

333

1,0-1,3 11

5,7

10 6,4

1, 10

1,5

2 6,8

4o

L .6-11 5,6-10~

28 5.7
10,9

5,2 -

56,5

4,5 3,0

1,0 0,9

3,0 2,7

8,0 4,0

0,8 0,7

2,4 16,7

Observacces

Cineticas on e
of f heterogé -
neas em todos
os pHs.

Razao 0, off a
2°C; razao muj
to rapida para
ser medida a
pH6,0 e 20°C.

Amplitude de
valores para 7
componentes :Re
agao 0, off bl
fasica a baixo
pH.

Cinética hete-
rogénea para
todos 0s pHs.

Reagéo COOn hg_
mogénea a bai-
x0 pH, hetero-
géneaa alto pH.
Cinética total
mente homogé -
nea. Homogenei
dade nao espe-
cificada.
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Tabela 5 ., Continuacao

Sem Efeito

Root

Lepidosiren’” 3,3 3,2 Reacao CO_ bifasica em pH bai-
xo; reagac 0, off homogénea.

Loricariichthys'® 3,0 6,0 Autocatalitica a baixo pH rea -
cao 0, off homogénea.

Pseudodoras®® 3,3 6,7 Efeito Bohr acido para  reacao
COun.

17

Brachyplatystoma 3,4 2,3 Agtoca!(tico a baixo pH; rea -

¢ao 0, off homogénea.
18
Synbranchus 1,4 2,0 Todas as cinéticas homogéneas

0s numeros foram ohtidos através dos trabalhos citados, algumas vezes diretamente
algumas vezes por interpolagao e ocasionalmente pelo uso de dados em valores de pH 1i
geiramente diferentes de 6 ou 8., Alguns dados foram descritos meramente como "hete -
rogéneos'' sem posterior descri¢do. Teria sido mais Util fornecer pelo menos informa-
¢ao suficiente que permitisse o restabelecimento de uma descricao do tempo real do

processo. e

“taldames-Portus et al. (1979)

*Martin et al. (1979a)

*Riggs et al. (1979)

Martin et al. (1979b)

5Tan et al. (1973)

“Pennely et al. (1978)

"Weber et al. (1976b)

*Boaventura et al. (1976) ;
YHartin et al. (1979¢) |
Merunori et al. (1979)

Y20arlick et al. (1979a)

garlick et al. (1979h)

4phelps et al. (1979a)

1SFocesi et al. (1379)

YMartin et al. {1979c)

YMartin et al. (1979d)

¥phelps et al. (1979b)

195affran & Gibson (1978)
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