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Resumo

Os hemolisados isolados das arraias da Amazo6-
nia, Potamotrygon sp., sdo heterogéneos. Seus pe-
sos moleculares aparentes, determinados pela fil-
tragdo em gel, variam de 54.000 - 58.000. Os expe-
rimentos de filtracdo em gel do ferro e ferrilhemo-
globina mostram que todos os hemolisados sdo te-
trameros, os quais néo se polimerizam sob oxida-
¢ao. Um efeito Bohr é evidente em experimentos
de equilibrio de oxigénio de sangue total e de hemo-
lizados. O P j/9 dos hemolisados fracionado dimi-
nui 33 vezes entre pH 5,95 — 9,0. Nem NaCl nem
uréia em concentragdes até 4 M afetam significati-
vamente a afinidade de oxigénio do hemolisado fra-
cionado. A hemoglobina mostra um comportamen-
to cooperative. Os valores “n”, determinadcs pela
equacdo de Hill, caem dentro da faixa de 10 — 1,6
entre pH 6,0 — 9,0. As cinéticas de dissociagdo de
O, e combinagdo de CO foram medidas pelo es-
pectrofotémetro “stopped flow” e de “flash photo-
lysis” respectivamente. A velocidade de dissociagédo
de oxigénio dimirui e a velocidade de combinagéo
com mondxido de carbono aumenta com o aumen-
to de pH, mudando aproximadamente em quatro
vezes entre pH 6,3 — 8,8. A velocidade de disso-
ciagdo de oxigénio é também sensivel ao fosfato,
aumentando cerca de 22% na presenga de ATP 1
mM a pH 6,3. Os experimentos de desnaturacédo de
uréia indicam que a hemoglobina de Potamotrigo-
nide é mais estdvel em concentragdes elevadas de
uréia do que as de outros elasmobranquios e teleds-
teos, sendo apenas 50% desnaturados em concentra-
¢Oes de uréia maiores que 9 M. A afinidade de oxi-
génio do sangue é mais elevada do que as previa-
mente registradas para muitas espécies de arraias
marinhas (P, = 12 mm Hg a 30°C na auséncia

de CO,).
INTRODUGAO

Hemoglobinas de elasmobrénquios exibem
muitas propriedades diferentes das dos verte-
brados superiores. Fyhn & Sullivan (1975) de-
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monstraram que muitas hemoglobinas de elas-
mobrénquios polimerizam-se rapidamente sob
condigbes de oxidagdo, para formar te-
trameros associados, uma caracteristica com-
partida pelas hemoglobinas de répteis e
anfibios (Sullivan, 1974a, 1974b), porém néo
geralmente pelas hemoglobinas dos mamiferos
e teleésteos. As interagbes heme-heme nao
evoluiram nas hemoglobinas de elasmobran-
quios da mesma forma como em pigmentos
respiratérios de mamiferos e teledsteos
(Manwell, 1958, 1963; Riggs, 1970; Bonaven-
tura et al., 1974a, 1974b). As hemoglobinas de
elasmobrénquios também diferem das hemo-
globinas de mamiferos e tele6steos em res-
posta ao sal. A afinidade de oxigénio de
vérias hemoglobinas de arraias aumenta em
concentragdes salinas elevadas enquanto a
afinidade de oxigénio de hemoglobinas huma-
nas e de teleésteos se reduz em condigdes
semelhantes (Bonaventura et al, 1974a, 1974b;
Brunori et al., 1974; Weber et al., 1975). Além
disso, o sangue dos elasmobrénquios contém
uréia, uma proteina desnaturante, e se tem
proposto (Bonaventura et al., 1974) que as
hemoglobinas dos elasmobranquios evoluiram
a uma estabilidade estrutural em conseqiién-
cia de sua exposicdo & uréia, muito embora
esta hipétese tenha sido debatida (Edelstein
et al. 1976) . De forma clara, as hemoglobinas
dos elasmobrénquios posteriormente demons-
traram os limites da flexibilidade funcional da
molécula de hemoglobina ja exibida em outros
organismos vertebrados.

Registramos aqui as formas estruturais e
funcionais evidenciadas pelas hemoglobinas
isoladas de arraias-lisas de &gua doce do gé-
nero Potamotrygon. Este grupo é um dos pou-
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cos tributos dos elasmobrénquios que evolui-
ram secundariamente num habitat de &gua
doce. (Nelson, 1976). Duas consideragdes
sugeriram de nossa investigacdo destas hemo-
globinas. Primeiro: as arraias desta familia
residem nas dguas relativamente hipéxicas do
alto rio Amazonas e seus afluentes. Por isso,
as adaptagdes nas hemoglobinas destes ani-
mais a baixas concentragbes de oxigénio do
meio ambiente podem ter ocorrido. Segundo:
a vida na 4gua doce torna 6bvia a exigéncia
de altas concentragdes de uréia no sangue
como néo hé muito exigido para osmoregulagio
(Smith, 1931; Goldstein & Foster, 1971; Griffith
et. al., 1973) . Conseqiientemente, o sangue de
Potamotrygon tem um baixo contetido de uréia
(Thorsen et. al., 1967) e suas hemoglobinas
podem ter perdido a estabilidade de uréia atri-
buida as hemoglobinas de elasmobrénquios.
A evidéncia de semelhantes alteragdes mole-
culares, na fungé@o, deveriam fortalecer a idéia
de que as diferencas entre hemoglobinas de
vérias espécies representam adaptagdes as
exigéncias dos respectivos meios ambientes.

MATERIAL E METODOS

ISOLAMENTO

Espécimes de Potamotrygon foram colhl-
dos em novembro e dezembro de 1976 durante
uma expedigdo do R/V “Alpha Helix" no rio
Amazonas, cerca de 50 km acima da confluén-
cia com o rio Negro, no rio Solimdes. As
arraias foram capturadas com tarrafa e trans-
portadas para o “Alpha Helix" para estudo. O
sangue foi obtido por pungdo cardiaca e as-
pirado para dentro de seringas de vidro hepa-
rinizadas a 40°C (100 pl de heparina sédica
(5000 1.U./ml) em 1,7% NaCl por 5 ml de san-
gue) . Pequenas amostras foram colocadas em
tubos capilares de 50 ul e centrifugado durante
trés minutos numa centrififuga de soro para
avaliagbes de hematdécrito. As células de glé-
bulo vermelho foram lavadas trés vezes em
dez volumes de Tris de 1imM a 4°C, pH 8,0,
1,7% NaCl e entdo lisada em trés volumes de
Tris 1mM, pH 8,0 por uma hora g4 0°C. Um dé-
cimo de"volume de 1 M NaCl foi adicionado
ao hemolizado e a mistura foi centrifugada a
28.000 X g durante 15 minutos para remover
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os detritos celuiares. O supernadante foi en-
tao destituido do sal e fosfatos orgénicos pela
passagem por uma coluna de resina Sephadex
G-25 de 2,5 X 50 cm equilibrada em Tris de
1mM, pH 8,5 seguida pelo tratamento numa co-
luna deionizante com as seguintes resinas da
superficie até o fundo: Dowex-50W em forma
de amobnia (2cm), Dowex-1 em forma de ace-
tato (2 cm) e Bio, em leito misturado de resina
(20 cm.) Rad AG 501-X8(D). A hemoglobina
purificada foi guardada a 5°C até o seu uso.
Amostras de hemolisados de arraia foram con-
geladas a —70°C, transportadas em gelo seco
a Beaufort, Carolina do Norte e guardadas a
—20°C por dois meses. Em Beaufort, os he-
molisados foram descongelados e usados em
experimentos de filtragdo a gel e estudos de
cinética réapida.

1 Abreviagoes: Bis-Tris, bis (2-hidroxietil) imi-
notris (hidroximetil) metano; Tris, tris (hidro-
ximetila) aminometano; ATP, trifosfato de
adesonina; EDTA, é&cido etilenodiaminotetraa-
cetico; 1, constante de velocidade de combi-
nacdo de mondxido de carbono de segunda
ordem: K, constante de velocidade de disso-
ciagdo de oxigénio de primeira ordem; Pi/s,
pressdo parcial de oxigénio, em que em meta-
de dos sitios bem disponiveis tem oxigénic
ligado.

ELETROFORESE

Eletroforese vertical em gel da poliacrila-
mida (pH 8,9, 7,5% de gels) foi feita em tem-
peratura ambiente de acordo com Ornstein
(1974) e Davis (1964) . Amostras de hemoglo-
bina (1mg/ml) foram postas no tampéo supe-
rior contendo 0,1M [} —mercaptoetanol e uma
pequena parte ditionito, borbulhada com moné-
xido de carbono e aplicada aos gels. A albumi-
na de soro boving foi usada com um padrao
de mobilidade. Os gels foram corados por trés
horas em R Azul Brilhante Coomassie a 0,25%
em 4&cido acético, metanol, solugdo aquosa
(1:2:4) e descorados por difusdo. Os geis fo-
ram corridos em 560nm usando um registrador
de gel Gilford ligado a um monocromator Beck-
man DU. Os hemolisados individuais foram
identificados e os fendtipos comuns foram for-
mados. Para evitar dificuldades na interpreta-
¢ao dos resultados de ligagdo apenas um fené-

Martin et al



tipo (d da Fig. 1) que corresponde & espécie
IV, fenétipo 2, de Fyhn et al. (1978), foi empre-
gado nos experimentos de equilibrio e cinética.

DETERMINAGOES DE UREIA

As concentragoes de soro, uréia e hemoli-
sado foram medidas em ftriplicatas usando
“Kits" de uréia e nitrogénio (Clay Adams,
Inc.). As concentragbes de uréia intracelular
foram avaliadas pela determinagao do contetido
de uréia dos hemolisados tratados com é&cido
tricloroacético 2 10% e corrigido por diluigéo.

ESTUDOS DE PESO MOLECULAR

Os experimentos de filtragdo de gel de so-
lucdes de hemoglobina oxidada e reduzida de
trés arraias foram executadas segundo Martin
et al. (1978).
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Fig. 1 — Padrbes de gel-disco de hemolisados re-
presexgtativos de Potamotrygon. Areas pontilhadas
representam faixas obscurecidas (indistintas), A or-
denada dd a mobilidade da hemoglobina, relativa a
albumina de soro bovino.
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ESTUDOS DE EQUILIBRIO DE OXIGENIO

Os equilibrios do oxigénio do sangue inte-
gral foram realizados a 30°C pelo método de
Powers et. al. (1978) usando um analisador
de dissociacdo de oxigénio Hem-o-scan. (Ame-
rican Instrument Co.).

Os equilibrios de oxigénio dos hemolisa-
dos fracionados foram realizados a 20°C como
descritos por Riggs e Wolbach (1956). As so-
lucdes de hemoglobina (60 uM) foram levadas
a forga idnica de 0,05 em tampao Tris ou Bis-
tris. Os valores de Pi/. foram determinados
em condigbes varidveis de pH, NaCl e concen-
tracdo de uréia. A uréia usada nestes experi-
mentos foi desionizada com Bio Resina de
camada mista. Rad AG 501-X8(D). Os expe-
rimentos de dependéncia do pH foram executa-
dos na presenca e na auséncia de ATP 1 mM.

EXPERIMENTOS DE CINETICA RAPIDA

As velocidades de dissociagdo de oxigénio
de hemoglobina de arraia em solugdes tampo-
nadas contendo ditionito foram determinadas
usando um espectrofotometro “stopped flow”
Gibson-Durrum equipado com uma direcéo
pneumatica e uma cadmara de observacio de
2 cm por um método previamente descrito
(Bonaventura et al., 1974b). As solucdes de
hemoglobina equilibradas com ar foram rapida-
mente misturadas com solugbes tampdes sem
gés contendo ditionito em excesso e a veloci-
dade de mudanga de absorvéncia da solugéo
de hemoglobina foi seguida a 437,5 nm. As
velocidades de dissociagdo foram medidas
como uma funcédo de pH, uréia e concentracéao
de fosfato organico.

As velocidades de combinacdo de CO da
hemoglobina de Potamotrygon foram examina-
das pela “flash photolysis” usando o método
e aparelho de Bonaventura et. al. (1974c) e a
influéncia de uréia, ATP e pH nas taxas de com-
binagdo foram acertadas. A reagdo foi estuda-
da numa concentragdao de CO e analisada com
um pseudo-processo de primeira ordem. A
andlise dos dados foi facilitada pelo emprego
de um computador PDP 11/E (Digital Equipment
Corporation) e um aparelho de armazenagem

" e recuperacdo de dados (DASAR, American
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Instruments Corporation). Todos os experi-
mentos foram realizados no tampéo Tris ou
Bis-tris, forga idnica de 0,05 ap6s mistura. A

concentracdo de heme apdés mistura foi de
4 oM.

ESTUDOS DE DESNATURAGAO

Os experimentos que testaram os efeitos
de desnaturacédo de uréia sobre a hemoglobina
de Potamotrygon sp. e outras espécies de pei-
xe foram realizadas essencialmente segundo
Herskovits et al. (1970). O efeito de desna-
turacdo de uréia em varias concentragoes foi
determinado pela observagao da diminuigédo em
absorbancia na faixa de Soret da oxiemoglobi-
na depois de duas horas de incubagédo a 23°C
em solugbes de uréia. Nenhuma mudanga pos-
terior no grau de desnaturagao foi observada
ap6s duas horas. A hemoglobina foi misturada
em solugdes tamponadas de uréia (Tris 0,05 M,
pH 7.8) para dar uma concentragao final de
8 M de heme em 1 ml. Condigbes inteiramen-
te de desnaturagdo foram obtidas pela incuba-
¢do da hemoglobina em cloridrato de guanidina
6 M tamponado, leituras de absorbancia foram
feitas no comprimento de onda de absorbéncia
de proteina maxima para cada espécie. Os
dados foram tragados segundo a seguinte
equacao :

Ag =140
Ny = —— x 100
Ao — Ag

nu = % de estrutura nativa de hemoglobina
que permanece ap0s uma incubagao de
duas horas numa solugdo com p concer-
tragdo de uréia.

Ay = a absorbéncia da solucdo de hemoglobi-
na ap6s a incubagdo numa solugédo de
» concentragao de uréia.

Ag = a absorbéancia da solu¢do de hemoglobi-
na em cloridrato de guanidina 6 M.

Ao = a absor¢do da solugdo de hemoglobina
apés incubagédo em Tris 0,05 pH 7,8 sem
uréia ou cloridrato de guanidina.

Nas solu¢bes de hemoglobina foram utilizadas
amostras frescas, neste estudo foram obtidas
da arraia de nariz claro, Raja eglanteria; pinta-
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da, Leiostomus xanthurus; e do peixe pacaméo
Opsamus tau. As amostras que foram armaze-
nadas como hemolisados congelados a —20°C
foram os do cagao-jaguara, Galeocerdo sp.; da
truta, Salmo irideus; do cascudo, Hypostomus
sp. e da arraia-lixa, Potamotrygon sp.

RESULTADOS

CARACTERISTICAS DO SANGUE DE
POTAMOTRYGON SP,

Leituras de hematdcrito tiradas do sangue
de seis individuos revelaram uma proporcao de
eritrocito de 24 = 5% do sangue total. As
determinacdes de uréia do plasma e de eritré-
citos deram valores de 0,83 e 0,81 mM de uréia
respectivamente. Os hemolisados de quatro
arraias, cinco réplicas por individuo, foram sub-
metidas a eletroforese em gel de disco. Exem-
plos representativos de gel aparecem na Fig. 1.
Todos os fendtipos de hemoglobina sdo com:
plexos com duas ou trés faixas anodalmente
migrantes em cada caso. A lista persistente
nos geis corados complica a interpretacéao.
Embora esteja claro que as diferengas na mo-
bilidade relativa das faixas existem entre os
geis, foi dificil obterem-se diferencas consis-
tentes entre os fenétipos.

FILTRACAO EM GEL

As hemoglobinas eluiram com pesos mo-
leculares aparentes entre 54.000 e 58.000.
Tanto as formas oxidadas (tratadas com KsFe
(CN)s) como as reduzidas (incubadas em mer-
captoetenol) de trés fendtipos foram examina-
das. Dentro dos fenétipos, tanto os hemolisa-
dos oxidados como os reduzidos eluiram na
mesma posigao. A hemoglobina do peixe pin-
tado foi notada ser tetrdmera sob as mesmas
condigdes por centrifugacdo (sow = 4,46S)
eluiram numa posigdo idéntica e de um dos
fenétipos de arraia. Tantos os hemolisados
tratados com mercaptano como com KiFe
(CN)s eluiram como picos simétricos unicos
entre todos os fendtipos (Fig. 2). Nem a po-
limerizacao de tetrdmeros nem a dissociagédo
de tetrdmeros em dimeros ocorreu nestes ex-
perimentos.
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Fig, 2 — Cromatografia gel de hemolisados oxida-
dos (—) e reduzidos (---) de Potamotrygon sp.

ESTUDOS DO EQUILIBRIO DO OXIGENIO

Curvas da oxigenagdo do sangue total na
presenca e auséncia de 5,6% de CO, estdo
representadas na Fig. 3. O sangue possui um

efeito Bohr e hé interagdes homotrépicas entre
subunidades. O Pi/: é 12,3 mm Hg a 30°C e
pH 7,7 € 17,0 mm Hg na presenga de 5,6% de
CO,.

Os ploteados de log p'2 vc. pH do hemo-
lisado fracionado de arraia e hemolisado fra-
cionado +1 mm ATP estéo ilustrados na Fig. 4.
P,z e o valor de n foram obtidos por um ajuste
dos quadrados minimos dos dados de oxigena-
¢do a equagdo de Hill. As avaliagbes de Pi/2
do hemolisado fracionado de arraia e contendo
o ATP diminuem aproximadamente 33-vezes en-
tre pH 595 e 9,0. O efeito Bohr calculado
como A log Pi/2 ApH é cerca de —0,4 na hemo-
globina fracionada de arraia. O Py/2 da hemo-
globina fracionada de arraia a 20°C e pH 7,6 é
cerca de 1 mm Hg enquanto o da hemoglobina
+ 1 mm ATP é aproximadamente de 3 mm Hg.

Com pH 6,0 no tampao bisTris 0,05 M,
obtivemos uma depressdo no grau de satura-
¢do das hemoglobinas de Potamotrygon de cer-
ca de 4% . Farmer ef al. (1978) observaram
uma depressédo perto de 10% em experimentos
feitos em tampao citrato 0,05 M, pH 5,5. A di-
ferenca entre estes valores é pequena e indu-
bitavelmente subira por causa das diferencas
em condigbes experimentais. A extrapolagéo
dos dados de pi/z da figura 4 para o pH 55 e

1.0 T

<

LOG P(02)

Fig. 3"— Curvas de saturacd@o do oxigénio do sangue integral de Potamotrygon sp. sem CO, (----) e com
5,6% de CO, (—) nos gases em equilibrio a 30°C. A ordenada y é a saturac@io fraciondria e a abscissa o loga

ritmo da pressdo parcial do oxigénio em Hg mm,
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usando um valor n de 1 e fixando os valores
da equagdo de Hill produz um nivel de satura-
¢ao aproximadamente igual ao de Farmer et. al.
(1978) .

Os valores n variam de 1 a 1,6 entre pH
595 e 9,0. Os dados de equilibrio da hemoglo-
bina fracionada e fracionada + 1mM foram
analisados pela analise de regresséo linear. Os
coeficientes de correlagdo para cada um dos
tratamentos experimentais foram r = — 0,948,
p< 0,001 er = —0,968, p< 0,001 respectiva-
mente. O bom ajuste dos dados de equilibrio
a um modelo linear é consistente com as ob-
servactes de Mumm et al. (1978) na hemaoglo-
bina da arraia-lixa Dasyatis sabina. Esta hemo-
globina exerce uma relagéo quase linear entre
seu log pi/2 e pH.

A afinidade de oxigénio dos hemolisados
fracionados foram examinado a pH 7,6 e a 20°C
como uma funcdo das concentracdes de NaCl
e uréia (Fig. 5a, b). Nenhum dos compostos
parece exercer um efeito significativo até 4 M;
0 pis2 variou pouco mais que 1,5 mm Hg sobre
os niveis totais de concentragbes em cada
caso.

1.5 —— Hemoglobin + Imm ATP
——— Hemoglobin
10
—|ed
o
S Oo3F
=]
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-05 i q ) R
6.0 70 80 90
pH

Fig. 4 — O ploteado do log P v, » & pressdo parcial
do oxigénio na qual a hemoglobina é saturada pela
metade e n vs. pH para hemolisados fracionados
(0) e fralionados + ATP 1 mM (@), tirados de
um tlnico espécime de Potamotirygon sp. As condi-
cOes estdo descritas no texto.
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CINETICA DE DISSOCIAGAO DE OXIGENIO

As constantes de velocidade para a disso-
ciacdo de oxigénio dos hemolisados de arraia,
com 1 mM ATP e sem ele sdo apresentados
como uma funcdo de pH (Fig. 6) . As soluctes
de hemoglobina, 8 M, equilibradas com ar fo-
ram rapidamente misturadas com solucoes -
tampdes contendo ditionito; a cinética de dis-
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Fig. 5a, b — Dependéncia P ,, do hemolisado fra-
cionado de Potamotrygon sp. no concentracao de
cloreto (A) e uréia (B) em pH 7.5. As condicoes
estdo descritas no texto. As ordenadas sao expres-
sas em Hg mm.
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g 60t
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Fig. 6 — Dependéncia em pH da constante de dis-
sociacdo de primeira ordem do hemolisade de Po-
tamotrygon sp. para o oxigénio (K) tirado dos da-
dos da velocidade inicial. As condigdes estdo des-
critas no texto. Hemolisado fracionado (O), hemo-
lisado fracionado + ATP 1 mM (@) e hemolisado
fracionado + ATP 1 mM + uréia 5M ().
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sociagao foi heterogénea a todos os valores
estudados. O processo de dissociagéo foi ana-
lisado em termos de cinética de primeira or-
dem e apenas as velocidades iniciais de disso-
ciagdo foram tragadas vs. pH. A constante de
O o varia aproximadamente 43 vezes na au-
séncia de ATP e 52 vezes na presencga de 1 mM
ATP dentro da faixa de pH 63 — 88. A pH
6.3, Oz of € aproximadamente igual a 85 seg"
& Oz of; (1 mM ATP) igual a 104 seg™. Na pre-
senga de ATP 1 mM aumenta a velocidade de
O: . aproximadamente 22% em pH 6,3. As
velocidades de dissociagdo dos hemolisados
+ ATP a 1 mM e uréia 5 M foram examinados
em pH 88. Nenhum efeito significativo de
uréia pode ser discernido na velocidade
02 off.

COMBINACAO DE MONOXIDO DE CARBONO
PELA “FLASH PHOTOLYSIS"

As solugbes tamponadas de hemoglobinas
heme(8-10 M da mistura) que continham di-
tionito foram examinadas na auséncia e pre-
senga de uréia sob vérias condigées. O pro-
cesso de combinacdo de CO foi multifasico
sob todas condiges. As constantes de velo-
cidade de segunda ordem calculadas a partir
das velocidades de reagédo inicial, observadas
sob vérias condigbes, aparecem na Tabela I.
Pouco efeito da uréia a 5 M é visto na veloci-
dade CO ,, em pH baixo ou alto. Entretanto, a
constante CO,, € atingida pelos aumentos de
pH aproximadamente 4,4 vezes entre pH 6,2 e
pH 8,8. Nao se observa efeito algum de ATP
em pH alto.

TABELA I — Constantes de velocidade para a com-
binagio da hemoglobina de Potamotrygon com Mo-
néxido de Carbono (*)

T x 10-3M-1s-1
Condicoes pH 6,2 pH 88
Fracionada 2,44 10,4
2,22 10,3
Uréia 3 M 2,44 10,6
2,48 10,3
ATP 1 mM --- 10,3

e 10,2

(*) —mOs valores sdo da constante de velocidade de segunda
ordem para combinagdo de CO calculada a portir dos
dados da velocidade inicial, Todos os experimentos fo-
ram realizados em duplicata. As condigbes estGo des-
critas no texto,
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EFEITOS DA UREIA SOBRE AS HEMOGLOBINAS
DE PEIXE NO ESPECTRO DE SORET

Os efeitos da desnaturagao pela uréia so-
bre os espectros na regido de Soret das oxihe-
moglobinas de sete espécies de peixes sdo
mostrados na Fig. 7. A concentracado de uréia
em que o valor nx de cada uma das hemoglo-
binas é 50% difere consideravelmente entre
as espécies. E evidente que baixas concentra-
¢oes de uréia < 3 M tem pouco efeito sobre
o meio ambiente molecular de heme na maio-
ria das hemoglobinas examinadas. Nas con-
centragcoes mais elevadas de uréia, a proteina
presumivelmente se desdobra, a cavidade do
heme das globinas abre-se e as difrencas nos
graus d desdobramento entre as espécies tor-
nam-se pronunciadas; as hemoglobinas de te-
ledsteo desnaturam mais rapidamente do que
as hemoglobinas do elasmobréanquios testado
neste estudo. Entretanto, a hemoglobina de
Potamotrygon sp., uma espécie de dgua doce
com pouca uréia em seu sangue, possui a es-
tabilidade maior em solugtes de uréia, seu va-
lor n sendo apenas 50% em concentracdes de
uréia maiores que 9M.

D1SCUSSAO

Potamotrygon sp. vive em aguas que sao
relativamente hipoxicas em comparagdo aos
habitats das arraias marinhas. Embora os he-
matdcritos das arraias de égua doce nado difi-
ram significativamente do que foi registrado
numa espécie marinha, Raia oscillata (Dill et.
al., 1932), a afinidade de oxigénio de sua he-
moglobina é substancialmente mais elevada do
que as registradas para vérias espécies de ra-
jiformes marinhas, Tabela 2. Admissivelmen-
te, as condigoes experimentais registradas na
Tabela 2 diferem de um estudo a outro e estas
diferengas podem acentuar diferencas menores
na afinidade de oxigénio da hemoglobina. Con-
tudo, a magnitude da diferenga entre pi/2 da
hemoglobina de Potamotrygon e as registradas
para as hemoglobinas de outras espécies sao
aparentes. Assim, a hemoglobina de Potamo-
trygon pode ter desenvolvido uma afinidade
mais elevada de oxigénio em resposta & tenséo
hipéxica.
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TABELA II — Resumo dos dados de P ,, para as hemoglobinas e sangues de virias arraias,

Solugio de
Ensaio hemoglobina
Espécies temperatura pH P,p Condigoes Eritréocitos  diluida Fonte
Gymnura micrura 25°C 74 Hg 145mm Tampao de fosfato —_ + McCutcheon 1947
arraia-borboleta, arraia-manteiga 033 M
Rhinoptera bonasus 25°C 74 Hg 14 mm Tampdo de fosfato e + McCutcheon 1947
arraia ticonha 033 M
Dasyatis say 25°C 74 Hg 145mm Tampao de fosfato — + McCutcheon 1947
arraia-amarela, arraia-manteiga 033 M
Dasyatis Centura 25°C 74 Hg 15 mm Tampio de fosfato — - McCutcheon 1947
arraia-lixa 033 M
Dasyatis americana 25°C 74 Hg 15 mm Tampdo de fosfato — + McCutcheon 1947
arraia-lixa 033 M
Dasyatis sabina 25°C 74 Hg 15 mm Tampédo de fosfato — &+ MecCutcheon 1047
arraia-lixa 033 M
Raja clavata 15°C 7,7 Hg 30,2mm Sangue integral + — Hughes & Wood 1974
arraia-chita
Raja binoculata 10:C 75 Hg 20 mm Com ringers + — Manwell 1958
arraia-chita
Torpedo nobiliana 20°C 7,5 Hg 16 mm Tris 05 M —_ ES Bonaventura, et al, 1974a
torpedo do Atlantico NaCl 1 M
ATP ,001 M
Raja eglanteria 20=C 74 Hg 199mm Tris 05 M - . Bonaventura, et al, 1974b
arraia de focinho claro ATP 1 M
Raja oscillata 20°C 76 Hg 30 mm Sangue integral + _ Dill, et al, 1932
arraia de inverno
Raja oscillata 30°C 76 Hg 50 mm Sangue integral e —- Dill, et al, 1932
arraia de inverno
Potamotrygon sp. 20°C 75 Hg 34mm Tris 051 - + Martin, et al., este
arraia amaz0nica ATP 001 M trabalho
Potamotrygon sp. 30:C — Hg 122mm Sangue integral 4 - Martin, et al,, este
arraia amazdnica Tris 2 M trabalho
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Fig. T — Porcentagem da estrutura pura (n) da hemoglobina que fica apds incubagdes de duas horas a 23°C
em 0,05 M Tris, pH 7,8 vs. concentragdo de uréia. Hypostomus sp. (acari, acari-bodé) (0O). Leiostomus
xanthrurus (pintadc) (e); Truta I. Salmo irideus ([J); Opsanus tau (peixe-sapo) (4); Galeocerdo sp. (tintu-
reira) (m ); Raja eglanteria (arraia do focinho claro) ( A); Potamotrygon sp. (arraia amazobnica) (A). As

condigbes estio descritas no texto

Os dados deste estudo indicam que uma
diferenga considerével existe na afinidade de
oxigénio medida em sangue integral e a afini-
dade de oxigénio da hemoglobina medida na
presenca de ATP de 1 mM. Esta discrepéncia
pode ter vérias fontes. As afinidades do san-
gue total foram medidas a 30°C em vez de a
20°C como no caso dos hemolisados; aumen-
tos na temperatura geralmente reduzem a afi-
nidade de oxigénio da hemoglobina. Também
o pH intracelular do sangue integral néo foi
determinado e pode ter sido abaixo do pH 7.
O exame da Fig 4 mostra que os hemolisados
fracionados + ATP 1 mM fazem aproximar-se
ao gstado mais baixo da afinidade vista no
sangue total quando os experimentos séo rea-
lizados nos indices mais baixos de pH. Tam-
bém os moduladores potentes tais como tri-

fosfato de guanosina ou inositol pentafosfato,
cujos efeitos sobre os hemolisados néo foram
examinados, podem influenciar a afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio dentro da célula.

A resposta aparentemente linear do log
piz2 ao pH é uma caracteristica interessante da
hemoglobina de Potamotrygon. Ao menos, duas
interpretacbes deste fendmeno sédo possiveis.
A molécula pode possuir muitos grupos Bohr,
cada um com pequeno efeito. Alternativamen-
te, e mais provavel, que o hemolisado pode
consistir numa mistura de hemoglobinas com
diferentes afinidades de oxigénio e diferentes
respostas ao pH (Antonini & Brunori, 1971).
Esta observagéo é sustentada pela ligagédo mul-
tifasica e pela velocidade de dissociagédo dos
ligantes observados nos experimentos de ci-
nética.
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A hemoglobina de Potamotrygon é insensi-
vel as mudangas de concentragdo salina, um
comportamento muito diferente do evidenciado
pelas hemoglobinas de teleésteos e mamife-
ros, cujas afinidades diminuem com o aumento
da concentragdo salina, e das observadas nas
hemoglobinas de muitos rajiformes marinhos,
onde as afinidades de oxigénio aumentam com
um aumento na concentragdo salina. E de in-
teresse que Mumm et al., 1978 tenham recen-
temente registrado que a afinidade de oxigénio
da hemoglobina isolada da arraia-lixa, Dasyatis
sabina é também insensivel a NaCl. Bonaven-
tura, et al, (1974b) sugerem que a dissocia-
cdo dos tetrameros a dimeros mais reativos
pode ser responsavel pela afinidade aumenta-
da da hemoglobina da arraia e “skate” em con-
centragdes salinas elevadas. Conclui-se, deste
fenémeno, que as interagdes eletrostéaticas po-
dem ser responséveis pela grande estabilidade
destas hemoglobinas. Se for assim, outros me-
canismos devem ser sugeridos como respon-
sédveis pela extraordindria estabilidade obser-
vada pela hemoglobina de Potamotrygon.

A hemoglobina de Potamotrygon também
difere da maioria das hemoglobinas de elas-
mobrénquios em sua incapacidade para poli-
merizagdo. Provavelmente, os residuos de sul-
fidrilos ndo estdo disponiveis na superficie
destas proteinas pela formagdo de pontes de
dissulfeto intermolecular.

A hemoglobina de Potamotrygon lembra as
hemoglobinas de outros elasmobrédnquios e dos
tele6steos pelo seu comportamento cinético
em que o efeito do fosfato orgénico é manifes-
tado em sua influéncia sob a constante O off -
Também esta hemoglobina possui um efeito
Bohr como acontece na maloria das hemoglo-
binas de peixe. Entretanto, a contribui¢do re-
lativa da constante CO,, ao efeito de pH pare-
ce maior do que a caracteristica de outras
espécies de peixe. O py/z da hemoglobina
fracionada de Potamotrygon diminui aproxima-
damente 33 vezes entre pH 595 — 9,0. Sobre
os valores de pH 6,3 — 8,8 a constante COgn
aumenta 4.4 vezes e a constante O: o diminui
4,2 vezes. Tanto a direcdo como a magnitude
das mudan@as nas constantes “on” e “off” es-
tdo em concordancia qualitativa com os resul-
tados de equilibrio.
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A dissociagdo da subunidade, medida pelo
aumento em proporgéo do material de reagao
rapida ap6s a flash photolysis, parece insigni-
ficante em concentragbes de uréia até 5 M.
Estes resultados sdo posteriormente confirma-
dos pelo resultado do equilibrio de oxigénio e
pelos experimentos de dissociagdo de oxigénio
realizados em uréia. Assim, enquanto as espé-
cies de Potamotrygon ndo mantém concentra-
¢oes elevadas de uréia no sangue, suas hemo-
globinas, entretanto, retém uma estabilidade
notdvel em uréia. Prova posterior desta esta-
bilidade vem dos estudos de desnaturagéo de
uréia. Embora, as concentrages de uréia nes-
tes experimentos excedessem de muito as
concentragdes encontradas em elasmobran-
quios marinhos, uma direcdo definida é discer-
nivel. Parece que as hemoglobinas de teleds-
teos foram mais facilmente desnaturadas do
que as hemoglobinas de elasmobranquios. €
obscuro que vantagem fisiolégica va derivar-
se desta estabilidade adicional. Parece em vez
de ter perdido a estabilidade extra geralmente
exibida pelas hemoglobinas do elamosbran-
quios, a de Potamotrygon tem mantido certa
estabilidade, que seus ancestrais filogenéticos
marinhos podem ter possuido.
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SUMMARY

The hemolysates isolated from Amazonian
stingrays, Potamotrygon sp. are heterogeneous.
Their apparent molecular weights, determined by
gel filtration, vary from 54,000 - 58,000. Gel filtration
experiments of ferro and ferrihemoglobin show
that all of the hemolysates are tetramers which
do not polymerize upon oxidation. A Bohr effect
is evident in oxygen equilibrium experiments
of whole blood and of hemolysates. The p,, of
stripped hemolysates decreases 33-fold between pH

Martin et al.



5.95 — 9.0. Neither NaCl nor urea in concentrations
up to 4 M significantly affect the oxygen affinity of
the stripped hemolysate. The hemoglobin shows
cooperative behavior. The n values, determined by
the Hill equation, fall within the range 1.0 — 1.6
between pH 6.0 — 9.0, The O, dissociation and CO
combination kinetics were measured by stopped
flow spectrophotometry and flash photolysis
respectively. The oxygen dissociation rate decreases
and carbon monoxide combination rate increases
with increasing pH both changing over four-fold
between pH 6.3 — 8.8, The oxygen dissociation
rate is also phosphate sensitive, increasing approxi-
mately 22% in the presence of 1 mM ATP at pH
6.3. Urea denaturation experiments indicate that
Potamotrygonid hemoglobin is more stable at
high wurea concentrations than those of other
elasmobranchs and teleosts, being only 50%
denatured at urea concentrations greater than 9 M.
The oxygen affinity of the blood is higher than
those previously reported for many species of
marine rays and skates p;, = 12 mm Hg at 30°C in
the absence of CO,).
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