Contetdo citocromico mitocondrial

e atividade da oxidase citocromica em alguns peixes amazonicos (*)

Resumo

O contelido em citocromo de particulas Keilin-
Hartree isoladas de peixes respiradores de dgua e
respiradores de ar facultativos € anotado e compa-
rado com dados para mitocondrias de mamiferos.
Medicoes cinéticas de “steady state” foram realiza-
das sobre o sistema de oxidase., Os resultados po-
dem ser interpretados em termos de dois locais de
ligacio do citocromo C cineticamente significativos
associados com o citocromo-oxidase com valores
Km de ~1x10-6 e ~5x10-8 M. Estes valores sdo
semelhantes aos encontrados em mitocondrias de
boi (Ferguson-Miller et al, 1976). Os valores de
“turnover” para os citocromo-oxidases de vérios pei-
xes sio comparados, encontrando-se que sdo simi-
lares e préximos aos encontrados para a enzima de
mamiferos. A constdncia do conteido de citocromo
e os parimetros cinéticos entre espécies sugerem
gue 0s processos respiratérios constifuem um siste-
ma conservador desde o ponto de vista evolutivo.

INTRODUGAO

Os problemas respiratérios que surgem
com um meio ambiente aquatico e as maneli-
ras como estes problemas tém sido resolvidos
por organismos de respiragdo aquética, tém
sido até recentemente a provincia dos fisiolo-
gistas. Porém, as adaptagdes bioguimicas e
moleculares que permitem encaixar 0s orga-
nismos aquéticos no seu meio ambiente tém-
se tornado de grande interesse para a pesquisa.
A biogquimica comparativa das moléculas trans-
portadoras de oxigénio de espécies aquéticas
tem recebido especial atengdo em uma série
de laboratérios (ver Antonini & Brunori, 1975;
Bonaventura et al., 1975; Bonaventura et al.,
1877 e Brunori, 1975; para revisbes) .
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Os peixes do rio Solimdes enfrentam o pro-
blema adicional de morar em &guas com um
baixo contelido de oxigénio dissolvido. Algu-
mas espécies tém enfrentado esta situagédo
desenvolvendo a capacidade para respirar ar e
tém evoluido tecidos altamente vascularizados
(modificagdo de estruturas existentes tais
como a faringe, bexiga natatéria ou o estoma-
go) por cima dos quais pode passar ar. Outros
trabalhos neste volume discutem as adapta-
¢oes da bioquimica do sangue completo e do
transportador de oxigénio, a hemoglobina, que
permitem a um organismo levar uma vida aqué-
tica a baixa tensdo ambiental de oxigénio e/ou

uma existéncia de respiragdo parcialmente
aérea.

Também é de interesse, porém, examinar
as enzimas responséveis pela utilizagédo de oxi-
génio a nivel celular, quer dizer a cadeia de
transferécia de elétrons da mitocondria e a
enzima citocromo-oxidase e também investigar
se 0s processos respiratérios celulares tam-
bém sofreriam adaptag&o. Este trabalho repor-
ta experimentos de "steady-state” monitorando
forma de oxigénio por particulas Keilin-Hartree
preparadas de espécies de respiragdao exclusi-
vamente aquatica (Osteoglossum bicirrhosum,
Hoplias malabaricus) ou de respiragdo aérea
facultativa (Arapaima gigas, Hoplerythrinus
unitaeniatus, Pterygoplychthys pardalis).

As condigdes experimentais foram aquelas
sob as quais tem sido sugerido que a oxidase
citocromica ligada a mitocondria de boi apre-
senta dois locais de ligagao para o citocromo
C cineticamente ativos (Ferguson-Miller et al.,
1976) .

*) — Verséo original inglesa publicada em Comp. Biochem. Physiol. vol. 62 A (1). 1979.
1) £ Department of Chemistry. University of Essex, Wivenhoe Park, Colchester, Essex, CO4 3SQ.
2} — Duke University Marine Laboratory, Beaufort, North Carolina 28516, U.S.A.

— CNR Center Molecular Biclogy, Institute of Chemistry an Biochemistry, Faculty of Medicine, University of
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MATERIAIS E METODOS

PREPARAGAO DAS PARTICULAS KEILIN-HARTREE

O processo utilizado foi o descrito por
Yonetani (1960). Os coragdes foram retirados
de peixes recém-capturados e homogeneizados
em um homogenizador de vidro. O lixo celular
foi retirado por centrifugagdo a baixa rotagdo
e o sobrenadante levado a pH 5,6 com é&cido
acético. Os fragmentos mitocondriais foram
precipitados por centrifugagdo (7000 g durante
20 minutos] e resuspensos em uns poucos
ml do tampdo do teste. A preparagdo de parti-
culas resultante foi usada imediatamente ou
guardada a 4°C (por um maximo de 4 dias).
A concentragado protéica das particulas trata-
das com deoxicolato foi determinada utilizando
o método biuret. O contelido de citocromos
das particulas foi determinado da diferenca do
espectros obtidos entre material reduzido e
oxidado, usando um Aminco DW-2a a bordo do
barco. Os coeficientes de extingdo usados fo-
ram encontrados por Wilson & Epel (1968) e
Van Gelder (1966) e usados por Irving & Wat-
son (1976) para determinar o conteddo de ci-
tocromo de mitocondrias de peixes tropicais

TESTE DA CITOCROMO — OXIDASE

A atividade da oxidase foi monitorada pola-
rograficamente utilizando um eletrodo de oxi-
génio (Rank Brothers, Bottisham, Cambridge) .
O tampdo do teste foi TRIS/CACODILATO
25mM, pH 7.4 contetido 250mM de sucrose e
imM EDTA. Ascobato (2mM) e T.M.P.D(")
(0,3 mM) foram utilizados como agente redutor
e medidor de transferéncia de electron respec-
tivamente, este dGltimo facilitando a redugéo do
citocromo ¢ pelq ascorbato. Os testes foram
conduzidos a 29°C, a temperatura do rio. Estas
condigbes sdo similares as utilizadas por Fer-
guson - Miller et. al. (1976) sendo que eles usa-
ram concentracbes menores de ascorbato e

T.M.P.D. para garantir uma taxa baixa na au-

séncia de particulas mitocondriais e citocromo
c. Experimentos controle indicaram que cito-
cromo ¢ adicionado permaneceu no estado re-
duzido o experimento. Citocromo ¢ de coragao
de cavalo Sigma Tipo (lll) foi usado nestes
testes sem mais purificagdo. As taxas de con-
sumo de oxigénio foram calculadas assumindo
225 n moles de 02/ml de tampéo a 29°C. Este
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valor foi obtido de Ferguson-Miller et al.
(1976) e as Tabelas Criticas Internacionais
(Washburn, 1926).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fig. 1 apresenta exemplo dos diferentes
aspectos para duas das espécies de peixe
(Osteoglossum bicirrhosum e Hoplerythrinus
unitaeniatus) investigadas. Os aspectos de di-
ferenga entre ditionita reduzida e oxidada séo
tipicos de espécies eucariontes exibindo picos
a aproximadamente 550, 560 e 605 nm, carac-
teristicos de citocromos C,, b e oxidase respec-
tivamente (Lemberg & Barrett, 1973; Paulo &
Tappel, 1961) . Os espectros de diferenga de
Hoplias malabaricus, Arapaima gigas e Ptery-
goplychthys pardalis foram similares. Da re-
gido da faixa oc destes espectros é possivel
calcular as concentragdes dos citocromos pre-
sentes. A tabela 1 apresenta estas concentra-
¢oes normalizadas com relagéo a concentragao
de proteinas das particulas.

Durante a preparagédo, a maior parte do ci-
tocromo C solivel em &gua é removido das
particulas e assim a absorgao a 550nm € resul-
tante em grande parte da presenga do citocro-
mo C,. Niao foi feita nenhuma tentativa de
distinguir entre citocromo C remanente e cito-
cromo C, ligado @ membrana, e os dois estao
juntos na tabela 1 como C;. Os valores obtidos
para Osteoglossum bicirrhosum, Arapaima gi-
gas e Hoplerythrinus unitaeniatus concordam
bem com os valores reportados por Irving &
Watson (1976) para peixes tropicais. Os valo-
res para Pterygoplychthys pardalis séo baixos,
o que provavelmente indica que grandes quan-
tidades de proteina ndo mitocondrica também
foi precipitada com as particulas Keilin-Har-
tree. Ainda assim, as taxas moleculares dos
citocromos sao similares as encontradas em
outras espécies relacionadas na tabela. Hoplias
malabaricus parece ser excepcional, apresen-
tando um contetddo de citocromo B muito alto.
Ha porém alguma dificuldade em dar um valor
a concentragdo de oxidase na presenca de tan-
to citocromo B sendo que este tem uma consi-
derével contribuigdo espectral a 605nm. E pos-

. sivel entdo que o valor de 0,2n moles de citi-

cromo-oxidase/mg de proteina (Tabela 1) seja
neste caso uma estimativa alta.
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TABELA 1 — Conteiido citocrdmico das mitocondrias de alguns peixes amazdnicos e comparacio dos parime-
tros cinéticos “steady state” para citocromo-oxidase,

Parametros cinéticos para
itocromo-oxid
Proteina mg Conteiido citocromo sl i s
Espécie mli-! de pre- | n moles mg proteina -1 Em (M) Turnover
= baixa afi. alta afi- -
ragao 1 b oxidase g ]
Bexe . nidade nidade W
sitio (x108)  sitio (x108) seg
Osteoglossum
9 0.2 0.35 0.25 ; F 217
(Aruani) (a) 2 AA 13
Arapaima (b) 28.5 6.1 0.15 0.1 1.2 3.7 24
Hoplias (a) 6.5 0.53 2.2 <0.2 2 12.5 > 9
Hoplerythrinus (b) 26 0.2 0.35 0.1 0.7 5 46
Pterygoplychthys (b) 35 0.03 | 0.035 0.035 1.0 6.1 80
7 40 0.35
. ; 0.6 ~ 50
Bol a 70 : ¢4 Oef 1.0 s

( @ ) Respirador de dgua,

( b ) Respirador facultativo de ar,

{ * ) De Ferguson-Miller et al. 1976.

(4 ) Os nimeros de “turnover” sdo citados sob condicSes de saturagdo de citocromo ¢ @ estdo expressados em (moles 02) (moles oxi=

dase) -1 (seq) -1,

TABELA 2 — Relagcde peso corpéreo a peso de coragao para alguns peixes respiradores de agua ou respirado-
res facultativos de ar.

. Hopleryth-| = 10 as
Arapaima gigas Osteoglossum bicirrhosum | rinus um- P
taeniatus (malabaricus
Espécie a b Média (3) c d Média (9)| Meédia (8) | Médla (9)
respirador
respirador de ar facultativo respirador de dgua facultativo respil:a.dor
de ar de dgua
Peso corporal (kg) 1.54 4.02 2.445 0.5317 1.626 0.91 0.234 0.359
Pe(“) do ventriculo 1.65 | 4.58 2.89 | 0.150 | 0.395 0.244 0.245 0.227
g
Peso do coragdo 255 | 6.41 3.8¢ | 0270 | 0.953 0.487 0.405 0.315
completo

Peso ventriculo
(g)/kg 1.07 1.14 1.18 0.27 0.242 0.27 1.05 0.63
peso corporeo

Coragdo completo
(g)/kg 1.66 1.6 1.57 0.5 0.585 0.53 1.73 0.88

peso corpdéreo
Ld
Os peixes estdo agrupados em pares de peso corporal comparavel, ex, Aropai e Osteogl ; Hoplerythinus e Hoplios, Cada par
contém um respirador de dgua e um respirador focultativo de ar, aq, b, ¢ e d apresentam os valores para quatro peixes individuais que
cobrem o faixa de pesos encontrada para Arapoima e Osteoglossum, Os nGmeros em parentesis indicam o nimero de peixes usados para
calcular cada média,
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Fig. 1 — Espectros de diferenga das partfcuias
Keilin-Hartree. As linhas sélidas representam os
espectros (reduzidos) menos (oxidados) e as linhas
pontilhadas representam os espectros (reduzidos -+
CO) menos (reduzidos). a) Osteoglossum (Aruani);
b) Hoplerythrinus: As suspensdes “stock” das parti-
culas foram diluidas 10 vezes com um tampdo fos
fato de pH 7,4. Percurso = lem, Temperatura 25°C.

A fig. 1 também apresenta o espectro de
diferenca de particulas tratadas com dithionite
em auséncia e presenga de CO. A figura apre-
senta os pequenos picos esperados perto de
600nm, o que se pode observar mais claramen-
te na Fig. 1 (a) devido & combinacdo de CO
com o citocromo as;. Além disto, o espectro de
diferenca exibe picos marcados a 538nm e
575nm indicando que o CO também esta ligan-
do-se a outros citocromos. Observagdes simi-
lares foram feitas para peixes marinhos (Wil-
son, Bonaventura C., Bonaventura J., Brunori
e Lalla-Maharajh, 1976, trabalho ndo publicado).
Um candidato 6bvio para este sitio de ligagéo
de CO ¢ 0 _grupo hemo do citocromo B sendo
que se sabe que esta hemoproteina, quando
parcialmente desnaturada, pode ligar ligandos
externos (Lemberg & Barrett, 1973) . Porém, as
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particulas Keilin-Hartree usadas aqui, foram
preparadas por um procedimento relativamen-
te suave que deixa o citocromo B firmemente
ligado & membrana mitocondrial e no caso de
particulas de boi pelo menos, capaz de precipi-
tar na cadeia de transporte de eletrons de
succinato de oxigénio. Podemos concluir entdo
que, ou o citocromo B de peixes é facilmente
desnaturalizado ou que seu grupo hemo na pro-
teina nativa pode ligar CO. Se este lltimo é
0 caso, isto pode ter importantes implicacoes
para a fungdo in vivo da cadeia respiratéria em
peixes e merece mais pesquisas.

CINETICA “STEADY STATE” DO CITOCROMO-
OXIDASE LIGADA A MEMBRANA

A fig. 2 apresenta os gréficos Eadie-Hofs-
tee de V/|S| versus para a enzima citocromo-
oxidase. As velocidades sdo expressadas em
termos de nmoles de O, consumidos por minu-
to e as concentragbes de substrato (citocromo
C reduzido) como M. A figura claramente
indica que tais graficos sao bifasicos para to-
das as espécies examinadas e sdo fortemente
reminiscentes dos resultados obtidos por Fer-
guson-Miller et al. (1976) para particulas Kei-
lin-Hartree de boi. Estes autores interpretaram
esta natureza bifasica como indicando a pre-
senca de dois sitios de ligagdo de citocromo
C cineticamente significantes. Se aceitamos
que esta interpretagdo, podemos assinalar va-
lores Km aparentes para os dois sitios de li-
gacédo baseados nas pendentes dos gréaficos da
Fig. 2. A tabela 1 da estes valores e os compara
com os obtidos para boi. Os valores Km apa-
rentes para o sitio de ligacdo de baixa afinida-
de variam entre 0,7x10°M a 2x10%, sendo que
os obtidos para aqueles de alta afinidade va-
riam entre 3,7x10°M. E claro que ha pauca va-
riagdo entre espécies de peixe nos valores Km
aparentes e que estes sdo préximos aos en-
contrados em particulas de mamiferos (Tab. 1).

Dos valores Vmax derivados dos graficos
na Fig. 2 podemos calcular os valores de “tur-
nover” para as oxidases citocromicas ligadas
as particulas e estes valores também sdo da-
dos na Tab. 1. Também aqui vemos uma cons-
tancia extraordinéria entre as espécies com os
valores de “turnover” sé variando em uma fai-
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xa de 2,5 vezes. Novamente, Hoplias malaba-
rius é uma excecgdo, exibindo um valor de
“turnover” marcadamente menor mas isto po-
de ser uma estimativa baixa ja que é provavel
que o conteido de oxidase foi sobrestimado
(ver acima).
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Fig 2, — Gréficos Eadie-Hofstee para a taxa de con-
sumo de oxigenio por particulas Keilin-Hartree usan-
do citocromo C de cavalo como substrato. a) Osteo.
glossum (Aruand) 0,11mg protefna/ml; b) Arapaima
0,23mg proteina/ml; c¢) Plerygoplichthys (O) 0,28mg
proteina/ml e Hoplias ([]) 0,2mg proteina/ml; d)
Hoplerythrinus 0,22mg proteina/ml. Condigdes co-
mo descritas no texto.

RELAGAO ENTRE PESO CORPOREO E PESO
DO CORAGAO

Durante este estudo foi medida a taxa de
relagdo entre peso corpdreo e peso do coragédo
de algumas das espécies estudadas. A tabela
2 indica esta taxa para dois respiradores de
agua (Osteoglossum bicirrhosum e Hoplias
maIaBaﬂcusJ e dois respiradores de ar facul-
tativos (Araparima gigas e Hoplerythrinus ma-
labaricus) .

Contetido. ..

Nossos dados estdo de acordo com obser-
vagoes anteriores que indicam que a relagéo
de peso coragdo-corpo € consideravelmente
menor que para aves (8,2g/kg), mamiferos
(5.9a/kg), répteis (5,1g/k) e anfibios (4,6g/
kg) (Schmidt-Nielsen, 1975). A massa do co-
ragéo normalizada com relagdo ao peso corpé-
reo é consideravelmente menor para as duas
espécies respiradoras de édgua que para as
duas respiradoras facultativas de ar. Esta
diferenca pode possivelmente estar correlata
com o trabalho extra requerido para que o co-
racdo bombeie sangue através de sistemas
respiratérios vascularizados (ex. as guelras e
o “pseudo pulméo”) nas espécies respiradoras
facultativas de ar.

CONCLUSOES

Ainda que existam diferengas marcadas
entre mamiferos e peixes e entre espécies de
peixes quanto as suas fisiologias respiratérias,
isto ndo parece estender-se aos processos res-
piratérios celulares. A conclusdao geral que
pode ser tirada dos experimentos reportados
é que as propriedades da cadeia de transporte
de elétrons das mitocondrias sdo extraordina-
riamente constantes de espécie a espécie. A
estoquiometria dos citocromos e suas concen-
tragdes absolutas ndo diferem apreciavelmen-
te. Com a interpretagdo de Ferguson-Miller
et al. (1976) os estudos cinéticos podem ser
utilizados para apoiar o ponto de vista de que
dois sitios de ligagéo do citocromo c estédo as-
sociados com oxidase de peixe e que a baixa
concentragdo idnica, o citocromo ¢ de cavalo
pode ligar-se com ambos. Isto também implica
que a distribuicdo de carga i6nica ao redor do
sitio de ligagdo do substrato apresenta seme-
lhangas surpreendentes entre oxidases de es-
pécies muito diferentes. Assim, os parametros
cinéticos de “Steady state” sa@o aproximada-
mente 0s mesmos para organismos explorando
habitats diversos.

A cadeia respiratéria e a oxidase terminal
parecem entdo constituir um sistema evolucio-
nariamente conservador que ndo sofre maiores
adaptagdbes em resposta a mudangas nos re-
querimentos respiratérios do organismo que
estes requerimentos sdo cumpridos por modi-
ficagdes nos sistemas de toma e transporte de
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oxigénio. Esta conclusdo é apoiada por estu-
dos recentes feitos em citocromo-oxidase iso-
lada (Bonaventura, C., Bonaventura J., Brunori
e Wilson, 1976, trabalho nao publicado], onde
se confirma a semelhanga global entre enzi-
mas de peixes e mamiferos.
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SUMMARY

The cytochrome content of Keilin-Hartree
particles isolated from water-breathing and facul-
tative air-breathing fishes is reported and compared
with data for mammalian mitochondria. Steady
state kinetic measurements were performed on the
oxidase system. The results may be interpreted in
terms of two, kinetically significant cytochrome c
binding sites associated with cytochrome oxidase
with Km values of ~ 1x10-6 and ~ 5x10-8M. These
values are close to those reported for beetf
mitochondria (Ferguson-Miller et al 1976). The
turnover numbers for the cytochrome oxidases from
a variety of fishes are compared, and are found to
be similar and close to the value found for
the value found for the mammalian enzyme. The
constancy of the cytochrome content and the kinetic
parameters from species to species suggests that
the cellular respiratory processes constitute a
conservative system from the stand point of
evolution.
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