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Resumo

O efeito Root fni medido em hemolisados de
representantes de 56 géneros de peixes amazdnicos.
Hemolisados de véries espécies de peixes de respi-
ragdo aérea epresenteram efeito Root, contraria-
mente as hip6teses publicadas. Hemolisados de
Potamotrygon, uma arraia de dgua doce, exibiram
efeito Root sob nossas condicbes experimentais. O
padrao de distribuicBo do efeito Root correlacio-
na-se positivamente com a distribuicio das retia
mirabile da cordide e a distribui¢ao das bexigas na-
tatdrias, mas ndo com a das retia mirabile da be-
xiga natatdria; propde-se que a primeira é a estru-
tura mais primitiva que estd associada & origem
das hemoglobinas com efeito Root, Algumas das
hemoglobinas de peixe diferem espectralmente uma
das outras. As posicdes do médximo de absorcao das
desoxihemoglobinas vdo de 553 nm (Lepidosiren
paradoxa e Potamotrygon sp.) a 560 nm (Plagios-
cion), Ocorréncia de efeitos Root ndo estd corre-
lacionada com a complexidade do padréo eletrofo-
rético da hemoglobina, embora em vérias espécies
se tenha encontrado sistemas de hemoglobina mul-
tipla, nos quais o efeito Root estd restrito a certos
componentes.

INTRODUGAO

Ha, aproximadamente, cinqlienta anos, duas
expedigdes partiram para a América do Sul tro-
pical, a fim de estudar o modo de vida da fau-
na habitante dos pantanos (Carter & Beadle
1931; Willmer, 1934). As baixas tensdes de
oxigénio e condigcdes é&cidas freglientemente
encontradas nestas dguas paradas resultam em
condigbes respiratérias muito especiais para
os habitantes. Carter & Beadle descobriram que
muiots dos peixes haviam adotado habito de
respiragé@o aérea. Eles mostraram que a compo-

sicdo gasosa dos Orgédos de respiracdo aérea
destes peixes contém mais que 3% de diéxido
de carbono. Erogh & Leitch (1919) j& haviam de-
monstrado que 2% de CO. eram suficientes
ndo somente para reduzir a afinidade com O.
(efeito Bohr), mas também para desoxigenar
os sangues de carpa e bacalhau para 525 e
32,5% de saturagédo de O respectivamente.
Esta resposta de dessaturagdo do sangue do
peixe ao CO., ou, mais apropriadamente, ao
pH baixo, veio a chamar-se de efeito Root
(Root, 1931), e sua funcdo é aceita como sen-
do a de facilitar a secregdo de O. dentro da
bexiga natatéria (Fangé, 1966) . Este efeito do
CO: levou Carter (1931, p24) a propor mui ra-
zoavelmente que o “sangue como é encontrado
em peixes tipicos de dgua doce ou marinhos
seria entdo um fluido respiratério impossivel
para uso em um 6rgdo fechado de respiragéo
aérea. Parece que um passo preliminar para a
evolucdo de respiracédo aérea nos peixes foi a
evolugdo de um tipo de sangue muito menos
sensivel a presenca de diéxido de carbono...".

Willmer (1934) investigou a respiragéo de
vérios peixes sul-americanos, tanto de respira-
¢do aérea como aquética, e seus dados suge-
riram que o sangue dos que tém respiragéo
aérea era menos sensivel ao pH baixo, apoian-
do a hipétese de Carter. Ele mostrou um efei-
to Bohr muito reduzido para o sangue de Elec-
trophorus electricus e Hoplosternum littorale,
e por evidéncia indireta sugeriu que no sangue
de Hoplerythrinus unitaeniatus acontecia o
mesmo. Fish (1956) encontrou efeitos Bohr
muito pequenos nos sangues de certos peixes
africanos de respiragéo aérea, Clarius mossam-
bicus e Protopterus aethiopicus, também con-
firmando a hip6tese de Carter. Johansen
(1966) mostrou que o sangue de Synbranchus
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marmoratus, um teleGsteo sul-americano de
respiracdo aérea, tem um pequeno efeito Bohr,
mas nao tem efeito Root. Ele e colaboradores
(Johansen & Lenfant, 1967a; Lenfant & Johan-
sen, 1968; e Lenfant, Johansen & Grigg, 1966)
estudaram peixes dipnéicos de trés continen-
tes e encontraram um padréo similar: quanto
maior a dependéncia de respiracdo aérea nas
espécies de peixe dipnéico, tanto menor o efei-
to Bohr. Johansen & Lenfant (1967b) também
estudaram trés anfibios que tendiam a contra-
dizer a relacdo, uma vez que os efeitos Bohr
aumentavam ligeiramente com o aumento de
dependéncia de respiragdo aérea, mas os efei-
tos Bohr eram todos bem pequenos neste caso
(A log Ps/ApH = —0,13 a —0,29) .

De modo geral, a literatura subseqiiente
parece validar a hipétese de Carter de que a
transicdo de respiragdo aquatica para respira-
¢do aérea correlaciona-se com uma diminuigdo
da influéncia do pH na afinidade da hemoglo-
bina pelo oxigénio e sua capacidade de trans-
portar oxigénio. Portanto, foi uma surpresa
quando, no decorrer de nossa prépria expedi-
¢éo ao Amazonas no R/V “Alpha Helix”", notou-
se que Arapaima gigas, que tem obrigatoria-
mente respiracdo aérea, mostrava um pronun-
ciado efeito Root (Galdames-Portus et al.,
1978) . A bexiga natatéria de Arapaima é mui-
to vascularizada e repartida, e serve como um
pulméo, enquanto que no seu parente Osteo-
glossum, que tem respiragdo aquética, a bexiga
natatéria € normal. A tenséo de CO; no sangue
de um peixe respirando dgua é necessariamen-
te menor que quando respirando ar, indo de
4-10 torr no primeiro a mais de 30 torr no ulti-
mo (Rahn & Garey, 1973). A hipé6tese de Car-
ter de que uma hemoglobina com efeito Root
na presencga de tao altas tensdes de CO, resul-
taria em uma séria redugdo na capacidade de
O; é baseada em duas suposigdes: primeira,
que o pH e capacidade tampao do sangue s@o
semelhantes em peixes com respiragido aérea
e aquatica, baixos demais para evitar uma aci-
dificacéo significativa pela alta tenséo de CO,,
e segunda, que qualquer reducéo significativa
na capacidade de O. do sangue €é prejudicial.
E bem possivel que os peixes de respiragéo
aérea tenham desenvolvido diversos mecanis-
mos de compensagao, e que nenhuma das su-
posicOes seja correta.
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Vérios peixes com respiragdo aérea, cujos
hemolisados nédo haviam sido examinados pre-
viamente quanto a presenca de efeito Root
estavam disponiveis e entdo foi possivel testar
mais além a hipdtese de Carter. Além disso,
a auséncia de um efeito Root foi verificada em
varios peixes de respiragdo aquatica e se sus-
peitou de um padrdo de distribuigao filogené-
tica ou relacionada com o habitat.

Como havia muito mais espécies disponi-
veis do que as que poderiam possivelmente
ser examinadas com o demorado procedimento
tonométrico para construir curvas de equilibrio
de O0,, nés examinamos tantos hemolisados
quanto possivel, com vistas a simples presen-
¢a ou auséncia de efeito Root. Neste artigo,
a distribuicdo observada de efeitos Root em
representantes de 56 géneros de peixes ama-
zOnicos é discutida a relagdo ao hébito respi-
ratério, a presenca de bexiga natatéria e rete
mirabile da cordide e a consideragdes ecold-
gicas e filogenéticas. Além disso, dados es-
pectrofotométricos, eletroforéticos (Fyhn ef
al., 1978) e imunolégicos (Reichlin & Davis,
1978) sao examinados no que diz respeito a
correlagbes com a ocorréncia de efeitos Root.

MATERIAIS E METODOS

Os espécimes de peixes foram coletados
em duas éreas da bacia amazbnica durante a
expedi¢do de novembro-dezembro com o R/V
“Alpha Helix": no rio Solimdes, cerca de 50
km acima de seu encontro com o rio Negro e
no rio Negro, cerca de 60 km acima de Manaus.
O periodo de coleta foi no fim da estagéo seca,
quando o nivel da dgua estava no seu minimo
na area. Os peixes eram em geral obtidos com
arrastdo de praia e malhadeiras e eram san-
grados imediatamente apds a coleta no campo
ou transportados para o “Alpha Helix” e san-
grados dentro de 4-6 horas apds a coleta.

As amostras de sangue foram obtidas e
preparadas como descrito por Fyhn et al.
(1978) . Os hemolisados foram armazenados a
5°C e testados para um efeito Root no periodo
de 1-7 dias. Os hemolisados eram diluidos
com tampéo de citrato 0,05 M, pH 5,5, porque
citrato é tanto um bom tampéo neste pH como
também um forte fator alostérico da hemoglo-
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bina humana (Antonini et al. 1972) e provavel-
mente de muitas outras hemoglobinas de ver-
tebrados. Efeitos intraeritrociticos naturais,
como fosfatos orgénicos, estavam necessaria-
mente diluidos, e citrato foi empregado inten-
cionalmente para intensificar o efeito a pH bai-
x0. O método utilizou um espectrofotdmetro
DB Beckman, com a cémara celular mantida a
20°C, e uma cubeta de 1 cm. O hemolisado
concentrado era pipetado na cubeta e diluido
com tampéo citrato 0,05 M (mantido a 20°C)
até uma densidade 6tica correspondente a uma
concentracao de hemoglobina (tetrémero) de
10-12 pM. O pH final era de aproximada-
mente 5,5. Registramos o espectro de 650 nm
a 450 nm. Tampéao Tris sélido era adicionado
na cubeta para aumentar o pH para cerca de
8,0-8,5, permitindo saturagdo da hemoglobi-
bina a tensdes de O. atmosféricas. Isto resul-
tou em diluigdo nao registravel da amostra de
hemoglobina. Novamente, registramos o es-
pectro entre 650 e 450 nm com o espectro de
hehoglobina sobrepondo-se ao espectro regis-
trado em pH baixoc. Uma pequena quantidade
de ditionito foi adicionada ao cubeta e o espec-
tro da desoxiemoglobina foi registrado imedia-
tamente sobre os outros dois espectros. Na
maior parte dos casos, 0s pontos isosbésticos
eram excelentes, embora alguns dos hemoli-
sados contivessem metaemoglobina ou preci-
pitassem (reversivelmente) quando submeti-
das a pH baixo. Os hemolisados eram exami-
nados tao logo quanto possivel, mas amostras
mais velhas eram usadas se uma espécie de
peixe ndo era obtida novamente. Amostras
com mais de 5% de metaemoglobina (como
determinado espectralmente, Benesch et. al.,
1965) foram descartadas. Por causa das va-
ridveis envolvidas, isto €, hemoglobina néo fra-
cionada, pequenas quantidades de metaemo-
globina, algumas hemoglobinas &cido-labeis,
poderia ser enganoso quantificar a porcenta-
gem de desoxigenagé@o precisamente. Em vez
disto, os dados estdo divididos em quatro ca-
tegorias arbitrarias baseadas em porcentagens
aproximadas: O, menos que 10% de desoxige-
nacao; -+, 10-20% de desoxigenagdo; + +,
20-412% de desoxigenagado; + + 4, mais que
40% de desoxigenagdo. Hb A humana fracio-
nada foi examinada como controle, e apresen-
tou menos que 2% de desoxigenagdo sob as
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condigbes experimentais. Deve-se levar em
conta que os espectros, em muitos casos, séo
na verdade médias de vérias hemoglobinas (ver
Tabela I) e um pequeno efeito Root no hemoli-
sado pode resultar da presengca de uma hemo-
globina (ou hemoglobinas) com um grande
efeito Root e uma hemoglobina (ou hemoglo-
binas) mais abundante sem efeito Root.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados sé@o apresentados na Tabe-
la I, com os peixes dispostos de acordo com
a posicdo taxondmica. O fenétipo da hemo-
globina, o nimero de componentes principais
da hemoglobina, e o nimero total de compo-
nentes da hemoglobina referem-se aos padrdes
eletroforéticos encontrados por eletroforese
em disco de gel, de acordo com Fyhn et al.
(1978) . Os efeitos Root sdo classificados de
acordo com sua magnitude, como foi descrito
na segdo de métodos.

Contrariamente a proposicdo de Carter de
que o sangue de peixes de respiracio aérea
néo teria efeito Root, varios peixes de respira-
¢do aérea examinados neste estudo apresenta-
ram este efeito. Arapaima gigas, que tem res-
piragdo aérea obrigatéria, tem um grande
efeito Root, como foi mencionado anteriormen-
te. Além disso, Hoplerythrinus unitaeniatus,
que tem respiragdo aérea facultativa, contraria-
mente a predicao de Willmer (1934), tem um
grande efeito Root (ver Riggs et al., 1978, esta
edicdo) . Hoplosternum littorale (bagre calic-
tildeo), com respiragéo aérea obrigatéria tem
também um pequeno efeito Root (ver Garlick
et al.,, 1978). Entre os bagres loricariideos,
vérios parecem ser capazes de respiracéo aé-
rea acessoria, e muitos tém efeitos Root signi-
ficativos (Tabela 1). Hypostomus tem respira-
Géo aérea facultativa (Kramer & Graham, 1976)
e um dos seus fendtipos mostrou um efeito
Root. Pterygoplichthys e Loricaria mostraram
ndo ser prejudicialmente afetados por periodos
prolongados na terra (observagbes pessoais)
e ambos mostraram efeito Root. Exceto os
Callichthyidae e Loricariidae, nenhuma das fa-
milias de bagre predominantemente sem res-
piracdo aérea mostrou qualquer evidéncia de
hemoglobinas com efeito Root. O gimnotéide
com respiragédo aérea, Gymnotus carapo, tem
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TABEILA I:

Efeitos Root em hemolisados de peixes amazdnicos

Posigdo taxondmica/espécies

N'.. N'a
Fenétipo de maior total Efeito
hemoglobina Hb Hb Root

comp. comp.

Classe Chondrichthyes
Subclasse Elasmobranchii
Ordem Rajiformes
Familia Potamotrygonidae
Potamotrygon sp. 1

Potamotrygon sp. 2
Potamotrygon sp. 4
Classe Osteichthyes
Subclasse Sarcopterygil
Ordem Dipteriformes
Familia Lepidosirenidae

Lepidosiren paradoxa (a.b.)

Subclasse Actinopterygii
Superordem Clupeomorpha
Ordem Clupeiformes
Subordem Clupeoidel
Familia Clupeidae
Ilisha amazonica

Superordem Osteoglossomorpha

Ordem Osteoglossiformes
Famflia Osteoglossidae

Osteoglossum bicirrhosum

Arapaima gigas (a.b.)
Superordem Ostariophysi
Ordem Cypriniformes
Subordem Characoidei
Familia Characidae
Chalceus sp.
Charax sp.
Colossoma sp.

Mylossoma sp.
Serrasalmus sp. 1
Serrasalmus sp.
Triportheus sp.
Familia Erythrinidae
Hoplias erythrinus
unitaeniatus (2.b.)
Hoplias malabaricus
Familia Cynodontidae
Rhapiodon vulpinas
Familia Prochilodontidae
Prochilodus sp.
Famflia Curimatidae
Curimatus sp.
Leporinus sp.
-

Rhytiodus sp.
Schizodon sp,

I 2 3 +
II 2 5 .
II var. 2 4 +
I 3 7 *
I 2 4 +
I 1 1 0
I 3 4 +++
I 1 1 +++
I 1 2 +++
I 1 1 +++
I 2 1 +++
II 3 5 b o o
111 4 6 +++
I 2 2 7k o =
I 2 4 spesjeap
v 3 3 ik s o
I 4 4 G s
I 4 4 +++
I 3 3 S B g
I 4 4 B pi i
I 1 2 +++
II 1 2 ++
1 1 2 o
1I 2 2 1 i
II 2 4 +++
1 3 4 sheafcte

Bexiga
Natatoéria

néo nao
néo néo
sim sim
sim sim
sim+4 sim
sim+ sim*
sim+ sim*
sim+ sim*
sim+ sim*
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TABELA 1 (Continuagdo)

Famfilia Hemidontidae

Hemiodus sp. 1
Subordem Gymnotoidei

Familia Gymnotidae
Gymnotus carapo (a.b.)

Familia Electrophoridae
Electrophorus electricus (a.b.)

Familia Rhamphichthyidae
Eigenmannia sp. (a.b.?)
Rhamphichthys sp. (3.b.7)
Sternopygus macrurus (a.b.?)

Subordem Siluroidei

Familia Doradidae
Opsodoras sp.
Pseudodoras sp.

Familia Pimelodidae
Brachyplatystoma sp. 1
Brachyplatystoma sp, 2
Pimelodella sp.

Pimelodus sp.
Pinirampus sp.
Pseudoplatystoma sp.
Sorubim lima

Familia Ageneiosidae
Ageneiosus sp.

Familia Hypophthalmidae
Hypophthalmus sp.

Familia Callichthyidae
Hoplosternum littorale (a.b.)
Hoplosternum littorale,

componente II

Familia Loricarildae

Hypostomus sp. (a.b.)

Loricaria sp. (2.b.7?)
Loricariichthys,
nova espécie (a.b.?)
Parahemiodon sp. (a.b.?)
Pterygoplichthys sp. 1 (a.b.)
Pterygoplichthys sp. 2 (a.b.)
Spatuloricaria sp. (a.b.?)
Sturisoma sp. (a2.b.?7)
Subfamilia Ancestrinae,
Unidentified espécies
Superordem Atherinomorpha
Ordem Atheriniformes
Familia Belonidae
Potamorrhaphis sp.
Superordem Acanthopterygii
Ordem Synbranchifcrmes
Familia Synbranchidae
Synbranchus marmoratus (a.b.)
Ordem Peciformes
* Subordem Percoidei
Familia Scizenidae
Plagioscion sp.

I

11
I

I var.
I var,
III

Lo B I

M-
<
[

HHHQH

II

II

W WM MR- Lol
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+++

sim++

sim+ +

sim+-+
sim+-+

sim+ +

sim+- +

sim*

nio*

néo*

nao*

nao*

néo*

ne.

n.e.
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TABELA 1 (Continuacio)

Familia Cichlidae

Acaronia npassa I
Aequidens tetramerus 1
Astronotus ocellatus II

Chaetobranchopsis orbicularis
Cinhlasoma severum
Pterophyilum sp.
Ordem Pleuronectiformes
Subordem Soleodei
Familia Soleidae
Achirus sp I
Ordem Tetraodontiformes
Familia Tetraodontidae
Colomesus psittacus I

e ]

sim sim
4 4 +++
4 B +++
5 9 +++
6 9 b
5 9 T4+
5 8 +4+

néo sim*®
1 1 + +

sim sim
2 2 +++

TABELA 1. Efeitos Koot em hemolisados de peixes amazdnicos. O esquema filogenético esti de acordo
com Fink & Fink (1978). Fenétipos e variantes de hemoglobina e nimero de componentes de hemoglobina re-
ferem.se aos padrdes eletroforéticos descritos por Fyhn et al. (1978) A classificagio do efeito Root refere.se
a0 grau em que o hemolisado é desoxigenado a pH 55 20°C, em tampdo de citrato 0,05 M:, menos que
10%; +, 10-20%; - -, 20-40%; + + -+, mais que 40%. A ocorréncia de rete mirabile da bexiga natatéria e da
coréide é tomada da literatura (Bridge & Haddon, 1893; Jones & Marshal, 1953; Alexander, 1965; Greenwood

et al, 1966; Nelson, 1976; Wittenberg & Haedrich, 1974).

um efeito Root, assim como muitos outros
gimnotéides cuja capacidade de respiracgao
aérea nao foi avaliada. Verificamos no entanto
que alguns outros com respiragdo aérea sio
desprovidos de efeito Root, por ex., Lepidosi-
ren, Electrophorus e Synbranchus, como jé ha-
via sido registrado na literatura (Johansen &

Lenfant, 1967a; Willmer, 1934; Johansen, 1966).

Os diversos peixes com respiragdo aérea
diferem no método de obter oxigénio do ar.
Enquanto que os bagres usam porgdes do in-
testino intensamente vascularizados para res-
pirar ar, Hoplerythrinus e Arapaima usam am-
bos bexigas natatérias modificadas como o
6rgdo de respiracdo aérea (Carter & Beadle,
1931; Johansen, 1970) . Synbranchus respira ar
com suas guelras, Electrophorus com o epité-
lio da boca, altamente vascularizado, e Lepido-
siren com um pulméo verdadeiro (Johansen,
1968) . Nenhuma correlagédo entre 6rgéo de res-
piracdo aérea e efeito Root é aparente. Clara-
mente estes 6rgdos internos de respiragéo
aérea funcionam adequadamente, ainda que
p CO; seja alta e hemoglobinas com efeito Root
estejam presentes. Talvez a reduzida capaci-
dade de oXigénio do sangue nédo seja uma des-
vantagem séria, ou seja parcialmente compen-
sada por um aumento na concentragdo de
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hemoglobina. Possivelmente também uma al-
calose metabélica seja utilizada por estes pei-
xes para compensar a acidose respiratéria.

Um segundo achado inesperado foi a des-
coberta de que as arraias de dgua doce que
nés examinamos, Potamotrygon spp. tinham
um efeito Root, embora pequeno, o que é inco-
mum entre os elasmobranquios. Maxwell
(1958, 1963) registrou um grau de dessatura-
¢ao semelhante para solugbes de hemoglobi-
nas de Squalus suckleyi e Raja binoculatu em
tampodes de fosfato, mas ndo considerou isto
como sendo um efeito Root, embora isto pos-
sa ser uma questdo de definigdo. O sangue de
muitos elasmobréanquios carece até de um efei-
to Bohr (Riggs, 1970). Quatro espécies de
Potamotrygon foram apanhadas durante a ex-
pedicédo, e as trés examinadas neste estudo
tinham todas efeitos Root. Martin et al.
(1978a), no entanto, ndo encontraram efeito
Root no espécime de Potamotrygon (espécie
4, fenétipo II) que eles examinaram por equili-
brios tonométricos de oxigénio. Existem trés
diferencas técnicas que poderiam ter gerado
esta discrepancia. Primeiro, a pesquisa pre-
sente foi efetuada a um pH mais baixo, 5,5, ao
invés de 6,0, e segundo, nés usamos tampéo
de citrato 0,05 M no lugar do bis-tris/HCI, pre-
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sumivelmente mais inerte (Antonini et. al.
1972) . Ambos os fatores poderiam contribuir
para decrescer mais a afinidade com o
oxigénio da maior parte das hemoglobinas.
Além disso, a espécie 4, fenétipo I, tem um
padréo eletroforético surpreendentemente di-
ferente do da espécie 4, fendtipo |, que foi
examinada neste estudo (Fyhn et al., 1978).

Classicamente o efeito Root, relatado ori-
ginalmente por R. W. Root (1931) tem signi-
ficado simplesmente uma redugéo na capacida-
de de oxigénio do sangue quando exposto a
condicoes acidas na presenga de tensOes de
oxigénio atmosféricas. Nenhum padréo foi
estabelecido na literatura subseqiiente para
limites inferiores de desoxigenagédo, efeitos
alostéricos, temperatura ou pH. Mesmo a Hb
A humana pode ser induzida a se comportar
um pouco como uma hemoglobina com efeito
Root (na presenca de IHP 100 vezes em exces-
so pH 5° 30°C), como n6s observamos. Ja
que a ligagao do oxigénio com a hemoglobina
é um processo assintético, saturagao de 100%
teoricamente nunca é alcangada, somente apro-
ximada. Existe na realidade uma constante
entre o efeito Bohr e o efeito Root que estd
evidente em nossos dados, e qualquer ponto
de ruptura é necessariamente arbitrério. Nossa
distingdo entre hemoglobinas com e sem efeito
Root é baseada nos espectros de Hb A regis-
trados como controle. Hb A nao é desoxige-
nada mais que 2% sob as condigcdes experi-
mentais, como pode ser visto na Fig. 1, A.
Como foi mencionado na segdo de metodolo-
gia, menos que 10% de desoxigenacdo sob
nossas condicoes experimentais foram consi-
deradas um resultado negativo.

Espectros para Lepidosiren paradoxa, Po-
tamotrygon (sp. 4, fenétipo 1), Sternopygus
macrurus, Hoplesternum littorale (hemolisado
e componente |l isolado), Achirus sp. e Plagios-
clon sp. sdo mostrados na Fig. 1, B-H, ilus-
trando a continuidade entre efeitos Bohr e
Root.

Uma varidvel nédo controlada nestes expe-
rimentos é a efetividade dos ions de citrato
em reduzir a afinidade, ou capacidade, de oxi-
génfb, que pode variar entre as hemoglobinas.
Em concentragdo experimental, citrato pode
ter sido mais efetivo em algumas solugdes
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diluidas de hemoglobina do que o é o fator
intraeritrocitico natural no sangue integral.
Uma vez que ndo se sabe a que pH o sangue
é submetido na rete mirabile da coréide de
nenhum dos peixes examinados, é impossivel
dizer se um pequeno efeito Root (+ na nossa
classificacdo) sempre afeta a capacidade de
0. ou é funcionalmente apenas um efeita Bohr
forte. Além da rete mirabile, no entanto, existe
um possivel papel para o efeito Root/efeito
Bohr em aumentar a liberagdo de O: para teci-
dos com taxa metabdlica especialmente alta
ou concentragdes de matabélitos acidos. No
caso de Potamotrygon, onde nenhuma das retia
estd presente, este é um papel potencial para
o efeito Root.

O padrao de ocorréncia do efeito Root (Ta-
bela 1) segue grosseiramente o esquema filo-
genético (ver Fink & Fink, 1978) . Espécimes
das ordens primitivas dos Clupeitormes e Os-
teoglossiformes exibem grandes efeitos Root.
Hemolisados tanto de caracdides como de per-
coides também mostram grandes efeitos Root,
enquanto hemolisados da maioria das familias
de Silurdides sao desprovidos deste efeito. O
efeito Root nos hemolisados de Gimnotdi-
des varia, indo de ausente até um efeito pro-
nunciado. Como foi visto na Tabela 1, peixes
amazdnicos com uma bexiga natatdoria bem de-
senvolvida geralmente tém um efeito Root pro-
nunciado. A mesma correlagdo geral existe
entre o efeito Root e a presenca de uma rete
mirabile da coréide, nos olhos, embora ndo com
a presenga de uma rete mirabile na bexiga na-
tatéria. A ocorréncia da bexiga natatéria nos
diversos peixes foi tomada da literatura (Bridge
& Haddon, 1894; Jones & Marshall, 1953; Ale-
xander, 1967; Greenwood et al., 1966; Nelson,
1976) . Esta informacédo se aplica as diversas
familias ou em alguns casos a subordens, uma
vez que informacéo especifica sobre os géne-
ros e espécies examinados sé raramente é
disponivel. A ocorréncia de uma rete na cor6i-
de em algumas familias (marcadas com um
asterisco na Tabela 1) é deduzida de informa-
¢ao sobre outras familias da mesma subordem
ou ordem como foi dado por Wittenberg & Hae-
drich (1974), uma vez que informacao especifi-
ca novamente ndo é disponivel. A suposicédo de
que géneros estreitamente relacionados mos-
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trardo um padréo semelhante de ocorréncia de
rete na cordide é fortemente apoiada por seus
dados. 5

Altas tensdes de oxigénio sdo geralmente
encontradas em bexigas natatérias (ver revi-
sdo por Fangué, 1966) e no humor vitreo do
olho de teleésteos (Wittenberg & Wittenberg,
(1974) . Através das semelhangas estruturais
das duas retia, Wittenberg & Wittenberg
(1974) propuseram que a rete mirabile da co-
réide funciona do mesmo modo que a rete mi-
rabile da bexiga natat6éria. Um mecanismo mul-
tiplicador de contra-corrente d4 como resulta-
do a concentragdo do oxigénio que é liberado
da hemoglobina por acidificagdo do sangue
(Steen, 1963; Kuhn et al., 1963) . Hemoglobi-
nas com efeito Root poderiam estar intima-
mente envolvidas neste processo, por intensi-
ficar a transferéncia do oxigénio do sangue
para o lumem da bexiga natatéria ou do olho.
No caso de caracéides por exemplo, que tém
uma bexiga natatéria bem desenvolvida, mas
como outros ostariofisios, ndo possuem a rete
mirabile da bexiga natatéria (Bridge & Haddon,
1893 : 293), a secregdo de oxigénio precisa ser
completada sem o efeito concentrador da rete.
Um forte efeito Root em peixes que tém uma
rete na cordide, mas carecem da rete da bexiga
natatéria, como é visto entre os caracoéides,
clupeideos (Fahlén, 1967a) e a maior parte dos
salmonideos (Fangé, 1958; Fahlén, 1967b), su-
gere que a rete mirabile da coréide pode ser
a caracteristica mais primitiva associada a ori-
gem das hemoglobinas com efeito Root. Isso
poderia funcionar comc uma pré-adaptacéo
para a evolugdo de um eficiente mecanismo
de secrecdo de gds na bexiga natatéria. Os
peixes antes mencionados sdo mais primitivos
que os acontopterigios, onde ambas as retia
sdo geralmente encontradas. Lepidosiren para-
doxa, o mais primitivo peixe ¢sseo encontrado,
nao tem nenhum tipo de rete, nenhuma bexiga
natatdria, e nenhum efeito Root. Por outro
lado, exclusivo de 4gua doce, Achirus, que per-
deu secundariamente a bexiga natatéria, mas
tem uma rete na cordide, um efeito Root é
encontrado. Nao foi determinado se os bagres
com efeitod’ Root tém uma rete na coréide, mas
ndo é improvavel que uma caracteristica possa
ser perdida sem perda da outra. Eigenmannia
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por exemplo, ndo tem qualquer tipo de rete
mirabile, mas tem um aprecidvel efeito Root.

Entre os ostariofisios (Tabela 1), o efeito
Root é forte nos caracdides que tém uma bexi-
ga natatéria bem desenvolvida e uma rete na
coréide, é varidvel nos gimnotdides que tém
uma bexiga natatéria mas presumivelmente
ndo tém rete na cordide, e é pequeno ou ausen-
te nos siluréides que tém bexigas natatérias
reduzidas e geralmente encapsuladas (Bridge
& Haddon, 1893) sendo que os examinados
também carecem de rete na coréide. O desen-
volvimento do altamente especializado apare-
lho weberiano em peixes ostariofisios tornou
a bexiga natatéria importante para audicao.
(Poggendorf, 1952), bem como para flutuabili-
dade. Foi provavelmente a importéncia do apa-
relho weberiano que impediu a perda da bexiga
natatéria em siluréides que vivem no fundo,
ja que ela comumente foi perdida em outros
peixes habitantes do fundo (Alexander, 1967).
Nas familias de bagres encouracados, Callich-
thyidae e Loricarlidae, as quais as espécies de
respiragdo aérea pertencem, a bexiga natatéria
é mindscula, e encapsulada em uma bainha
6ssea (Alexander, 1966) . Pode-se deduzir que
a capacidade para secrecgédo e absorgdo de géas
na bexiga natatéria, especialmente na auséncia
da rete mirabile, deve ser muito limitada e de
pouca importancia nos ajustamentos para flu-
tuagao, ja que hemoglobinas com efeito Root
sdo encontradas em ambas as familias. Pos-
sivelmente a rete da coréide ndo foi perdida
nestas duas familias, mas os dados nao sé@o
ainda disponiveis.

Em conjunto, o padrdo de ocorréncia de
efeito Root nos bagres é o contrdrio do que
seria de esperar-se de acordo com a hip6tese
de Carter de que a respiragao aérea € incom-
pativel com a presenga de efeito Root.

Talvez o efeito Root e a rete mirabile da
cordide tenham sido secundariamente perdidas
por estes peixes, geralmente habitantes de
péntanos, que nédo desenvolveram a opgédo da
respiragdo aérea porque eles precisam ainda
estar aptos a extrair O, de dguas que sdo fre-
giientemente pouco oxigenadas e acidificadas.
Hemolisados de Arapzima gigas e Hoplerythri-
nus unitaeniatus mostram também grandes
efeitos Root; as espécies pr6ximas, Osteoglos-
sum - bicirrhosum e Hoplias malabaricus, res-
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pectivamente, que ndo tém respiragdo aérea,
mas tém efeitos Roat semelhante, morrem, se
impedidas de alcancar a camada superficial
mais oxigenada de tal d4gua (Lowe-Mc Connell,
1975) .

O estudo imunolégico de Reichlin & Davis
(1978) mostra uma correlagéo entre a ocorrén-
cia de efeitos Root nos bagres silurdides e a
reagdo imunolégica de seus hemolisados. Os
hemolisados de silurdéides com efeito Root,
todos de peixes com respiracdo aérea, foram
os unicos hemolisados de siluréide que preci-
pitaram com anti-soro para componente | da
hemoglobina da truta; uma hemoglobina sem
efeito Root. Hemolisados de caracéides e gim-
notéides, também Ostariophysii, precipitaram
do mesmo modo com este anti-soro. Isto su-
gere que a superficie das moléculas de hemo-
globina com efeito Root dos siluréides asseme-
Iha-se tanto a superficie do componente | do
sistema de hemoglobina da truta, como a su-
perficie de componentes da hemoglobina de
outros ostariofisios. Aparentemente, reativi-
dade cruzada entre duas hemoglobinas pode
indicar parentesco evoluciondrio refletido em
certas propriedades da superficie, mas se a
base estrutural para o efeito Root altera as
propriedades de superficie, esta andlise nédo
o detecta.

Os espectros dos hemolisados de diferen-
tes peixes divergem um pouco dos espectros
para Hb A humana. Enquanto executdvamos os
equilibrios de oxigénio, notamos que o pico da
descxiemoglobina era notavelmente mais am-
plo para alguns peixes que para outros, como
pode ser visto na Fig. 1. Durante a andlise,
uma tendéncia tornou-se aparente. Em geral, 0
pico de deséxi em certos peixes é ligeiramente
deslocado em diregdo aos comprimentos de
onda mais altos em comparacdo com Hb A.
Plagioscion é representante dos perciformes;
neste caso, o espectro de dedxi é quase simé-
trico. Os picos dos espectros de deéxi de he-
moglobinas de outros peixes ficam entre os
de Hb A e Plagioscion. Néo hé correlagdo en-
tre dependéncia do pico de dedxi do compri-
mento de onda da presenca de um efeito de
Root, mas hé uma correlagdo com parentesco
filogenético: os espectros de hemoglobina dos
peixes mais primitivos, como Lepidosiren e
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Potamotrygon sdo mais semelhante & Hb A do
que aos espectros dos peixes perciformes, que
séo evolucionariamente mais avangados. Uma
vez que o espectro de dedxi foi obtido imedia-
tamente apd6s a adigao de ditionito, admite-se
que a metaemoglobina ndo estéd contribuindo
para o espectro de dedxi, uma suposigdo que
ndo poderia ser feita para o espectro de Oxi.
No entanto, formagdao de hemocromdégeno po-
deria afetar o espectro de desdxi, se ocorres-
se. Um argumento contra esta possibilidade
é que os espectros de espécies estreitamente
relacionadas sdo virtualmente idénticos, e isto
seria improvavel se hemocromdgeno se for-
masse em quantidades varidveis. Uma inves-
tigacdo das diferengas espectrais relacionadas
as diferencas sequenciais ou de propriedades
funcionais das hemoglobinas dos vertebrados
primitivos pode provar ser muito interessante
enquanto mais hemoglobinas sdo eventualmen-
te sequenciadas.

Hemolisados de peixe podem conter um
nimero varidvel de componentes de hemoglo-
bina eletroforeticamente diferentes (Tabela 1;
Riggs, 1970; Fyhn et al., 1978). Uma correla-
¢do entre multiplicidade de hemoglobina dos
hemolisados e ocorréncia ou magnitude do
efeito Root foi procurada, mas ndo encontrada.
Dentro da ordem Cypriniformes, que inclui
cerca de 70% dos peixes testados, estdo re-
presentadas todas as categorias de efeito
Root. Os Cipriniformes desprovidos de efeito
Root mostram tantas bandas de hemoglobina
quantas mostram os cipriniformes com um for-
te efeito Root (2,9=%= 0,33, N=17 e 3,4=%= 043,
N=16, respectivamente) . Nenhuma correlagéo
foi encontrada entre hemolisados de hemoglo-
bina simples ou hemolisados de hemoglobina
multipla e a presenga de um forte efeito Root
ou a auséncia deste efeito. Aparentemente, a
multiplicidade de hemoglobina dos hemolisa-
dos ndo é um fator crucial para a presenga de
um efeito Root. Alguns hemolisados de hemo-
globina simples apresentam tanto um efeito
Bohr como um efeito Root (ex., Osteoglossum,
Sternopygus), enquanto outros tém o eteito
Bohr, mas ndo o Root (ex., Lepidosiren, Elec-
trophorus) . (Para presenca de efeito Bohr nes-
tes peixes, ver artigos de Galdames-Portus et
al.. (1978), Garlick et al. (1978), Phelps et al.
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(1978) e Johansen et al. (1968)). A base es-
trutural da diferenca entre o efeito Root e Bohr
fica para ser demonstrada.

Em Hoplosternum littorale, em que os dois
componentes foram separados (Fig. 1, E e F),
um tem efeito Root e o outro um efeito Bohr
reverso (ver também Garlick et al., 1978).
Um padrdao semelhante ocorreu em vérios ou-

tros ostariofisios (Mylossoma, Martin et al.,
1978b; Hemiodus, Rhytiodus e Pimelodus, Bunn
& Riggs, 1978; Pterygoplichthyes, Brunori et
al.,, 1978) . Restringir o efeito Root a certos
componentes da hemoglobina pode ser uma
ocorréncia comum em peixes com hemoglobi-
nas miltiplas, e parece ser uma estratégia
atil. Tal compartimentagdo de fungdo tem sido

St s Ee 553 [+ 553 B
554 555
0.40} L - -
>..
j— 0.20 - = =
o
5 " Human HB A " LePIDOSIREN " PoramorrYGoN sp "~ STERNOPYGUS
=) PARADOXA MACRURUS
) [ ey i [ e | e e e L gl oatungs Wik Dl gy TR R i (e |
g [ F G
B — =
& B8Pk + e
— 558
D— - - —
2
040 B L
o P —
0.20 = Lo
HOPLOSTERNUM HOPLOSTERNUM
B LITTORALE = LITTORALE | ACHIRUS SP | PLAGIOSCION SP
(HEMOLYSATE) (COMPONENT IL)
0Ll 1 il 1 L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
500 540 580 500 540 580 500 540 580 500 540 580
nm

Fig. 1 — Espectros da Hb A humana (A) e hemolisados de cinco espécies de peixes Lepidosiren paradoxa
(B); Potomotrygon sp. 4, fendtipo I (C); Sternopygus macrurus (D); Hoplosternum littorale (E); Hoploster-
num littorale componente II da hemoglobina (F); Achirus sp (G); Plagioscion sp (H). Todos os espectros fo-
ram registrados a 20°C na presenca de tampao de citrato 0,056 M. Os espectros das hemoglobinas parcialmen.
te desoxigenadas foram registrados a pH 5,5, espectros das 6xi a pH 8,0 a 8,5 apds a adicdo de Tris sélido, e
espectros de Qeoxi apds adicdo de ditionito. Uma designacdo de efeito Root de O é determinada se o hemolisa
do é desoxigenado menos que 10% a pH 5,5. + se 10-20%, + -+ se 20-40%, e 4 4 4 se desoxigenada mais

que 40%.
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encontrada em vérios peixes para o efeito Bohr
e o efeito de temperatura (revistos por Johan-
sen & Weber, 1976). Presumivelmente a pre-
senca de dois diferentes tipos de hemoglobina
permitiria transporte adequado de oxigénio por
uma das hemoglobinas mesmo sob condigdes
4cidas, enquanto reteria a vantagem de uma
hemoglobina com efeito Root na rete mirabile
do olho ou da bexiga natatéria.

SuMARIO

Este levantamento de efeitos Root em pei-
xes amazOnicos traz a luz muitos fatos impor-
tantes. A coexisténcia de hemoglobinas com
efeito Root e um habito de respiragéo aérea,
com conseqiientes tensdes de CO. sanguineas
altas em um certo nimero de peixes, é contra-
ria a informagGes prévias, e nos forga a ques-
tionar as suposigdes usadas para explicar es-
tas informagdes. Nenhum efeito Root foi
encontrado em Lepidosiren, Electrophorus ou
Synbranchus, corroborando relatos prévios,
mas efeitos Root pronunciados foram encon-
trados em Arapaima e Hoplerythrinus e efeitos
Root menores em certas gimnotéides e silu-
réides de respiragédo aérea. Aparentemente, a
reducdo na capacidade de oxigénio do sangue
induzida pelo CO. ndo torna o mecanismo de
respiracdo aérea impraticavel. Séo propostas
duas possiveis explicagbes que requerem in-
vestigagdo posterior. Primeiro, a capacidade
global de O: pode ser maior em peixes com
respiragdo aérea que em peixes com respira-
¢éo aquética, e é reduzida pelo CO. a um nivel
que é ainda adequado. Segundo, a acidose res-
piratéria pode ser contrabalangada por uma al-
calose metabdlica forte, e o pH pode nao ser
seriamente reduzido.

Relatamos a presenga de um efeito Root
no hemolisado de Potamotrygon, uma arraia de
édgua doce. Que nés saibamos, este é o pri-
meiro relato de uma hemoglobina com efeito
Root em um elasmobréanquio. No entanto, efei-
tos Bohr pronunciados em elasmobrénquios ja
haviam sido registrados anteriormente, e reco-
nhecemos o problema seméntico de separar
os dois efeitos. O grau de desoxigenagéo do
hemélisado suficiente para ser chamado um
efeito Root, e que limite mais baixo pH, esté
arbitrariamente definido neste estudo como
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10% a pH 5,5. Fisiologicamente, um efeito
Root minimo pode ser inperceptivel de um
efeito Bohr grande. Fisico-quimicamente, a dis-
tingdo entre os dois efeitos é igualmente obs-
cura.

O padrédo de ocorréncia do efeito Root se-
gue imperfeitamente linhas filogenéticas, mas
héd numerosas excegdes que sugerem um ele-
mento comum. A ocorréncia de efeitos Root
pronunciados parece correlacionar bem com a
distribuicdo das retia mirabile da coréide dos
olhos e com a distribuicdo da bexiga natatéria
bem desenvolvida. As retia mirabile da bexiga
natatéria, no entanto, estdo geralmente ausen-
tes nos grupos primitivos (ostariofisios, clu-
peideos) embora o efeito Root esteja presen-
te. Possivelmente, a rete mirabile da coréide
seja a mais primitiva estrutura associada 2
origem das hemoglobinas com efeito Root, re-
sultando em um tipo de pré-adaptagdo para a
evolugdo de um eficiente mecanismo de secre-
cdo gasosa na bexiga natatéria.

Dados imunolégicos indicam que duas he-
moglobinas podem ser significativamente dife-
rentes em termos das propriedades de super-
ficie, embora ambas tenham efeito Root ou
vice-versa. As hemoglobinas de siluréides com
efeito Root, bem como as hemoglobinas de
outros ostariofisios, precipitaram com anti-
soro para componente | do sistema de hemo-
globina da truta, uma hemoglobina sem efeito
Root, mas as hemoglobinas de siluréides sem
efeito Root nédo o fizeram.

Os espectros de de6xi de hemolisados de
diferentes peixes variam significativamente.
Como na reatividade imunolégica cruzada, as
diferengas espectrais parecem estar relaciona-
das com a disténcia evoluciondria e néo se
correlacionam com a distribuicdo do efelto
Root. As hemoglobinas de peixe diferem es-
pectralmente da Hb A humana, e os peixes
mais “primativos” parecem ser menos diver-
gentes que os peixes evolucionariamente mais
“avancgados”.

A presenca de efeitos Root ndo se corre-
laciona com a presenca de hemoglobinas sim-
ples ou multiplas, como foi visto pelos padrées
eletroforéticos para os hemolisados destes
peixes. No entanto, efeitos Root parecem es-
tar restritos a apenas certos componentes em
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vérios peixes onde ha presenca de hemoglo-
binas mdltiplas. Tal compartimentagdo de fun-
¢do pode permitir transporte adequado de O,
através de uma grande variedade de condigoes
ambientais.
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SUMMARY

The Root effect was measured in hemolysates
from representatives of 56 genera of Amazonian
fishes. Hemolysates from several species of air-
breathing fishes were found to have Root effects,
contrary to published hypotheses. Hemolysates
from Potamotrygon, a fresh water ray, exhibit a
Root effect under our experimental conditions. The
pattern of Root effect distribution correlates
positively with the distribution of choroid retia
mirabile and swimbladders, but not with the distri-
bution of swimbladder retia mirabile; it is proposed
that the former is tne more primitive structure
which is associated with the origin of Root effect
hemoglobins. Some cf the fish hemoglobins differ
spectrally from one another. The positions of the
absorption maxima of the deoxyhemoglobins range
from 553 nm (Lepidosiren paradoxa and Potamo.
trygon sp.) to 560 nm (Plagioscion). Occurrence of
Root effects is not correlated with the complexity
of the hemoglobin electrophoretic pattern, although
several species are found to have multiple hemo-
globin systems in which the Root effect is restricted
to certain components.
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