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Resumo

As hemoglobinas do peixe que respira ar Synbran-
chus marmoratus apresentam componentes mdltiplos e
demonstram polimorfismo. Fol comparado o equilibrio
de oxigénio com células completas e hemoglobina iso-
lada. H& um efeito Bohr alcalino considerédvel e este é
mais marcado em hemoglobina fraclonada & qual tem
sido adicionado 1 mM ATP. Foram estudadas as ciné-
ticas de dissoclagdo de oxigénio da combinagéo de
oxiemoglobina e monéxido de carbono, apresentando
cursos de tempo cinético surpreendentemente unifor-
mes para um sistema composto de componentes muilti-
plos. Estes resultados sdo discutidos dentro do con-
texto das exigéncias do animal em um meio ambiente
aquético-aéreo misto.

INTRODUGAO

Os drgaos acessérios de respiracdo aérea
tem evoluido para acomodar as diferentes exi-
géncias dos vertebrados na transicdo entre
respiragao aquética e aérea. Estas adaptagdes
variam grandemente desde as modificagbes
faringeas até o uso do intestino como depésito
e intercambiador de gés, alcangando-se a mé-
xima satisfagdo no verdadeiro peixe pulmona-
do Diproano. Os pormenores fisiol6gicos e
anatomicos foram estudados por Johansen
(1970) .

A enguia sul americana, Synbranchus mar-
moratus, é um importante exemplo de um peixe
no qual as guelras tém-se convertido em 6r-
géos de respiragdo aérea. Vive em &guas es-
tagnadas e sabe-se que pode mover-se em ter-
ra quando as dguas pantanosas retrocedem,
onde pode sobreviver estivando durante meses
em tocas.
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Este trabalho continua a documentacgéo so-
bre equilibrio e propriedades cinéticas da he-
moglobina em combinagdo com oxigénio e
monéxido de carbono de peixes adaptados ao
ar que foi pormenorizado anteriormente para
Lepidosiren paradoxa (Phelps et al., 1978),
descrevendo os atributos da hemoglobina de
Synbranchus marmoratus.

MATERIAIS E METODOS

Espécimes de Synbranchus marmoratus
foram obtidos de um pescador local em novem-
bro de 1976, durante uma expedigdo a bordo
do R/V “Alpha Helix" no rio Solimdes, num
local aproximadamente 30 km rio acima da
unido deste com o rio Negro para formar o
Amazonas. A coleta foi feita no final da época
seca, quando o nivel da dgua estava no ponto
mais baixo em lagos e rios. Os animais (peso
corporal 370 — 2000 g) foram mantidos em
aqudrios por periodos de 2-15 dias antes de
serem sangrados.

O sangue foi obtido por pungdo cardiaca
de animais esfriados sob gelo com seringas de
vidro heparinizadas frias; a preparacdo de he-
molisados, eletroforese de gel de disco (pH
8.9), registro dos geis e eletroforese de gel
em dodecyl sulfato de sédio foram realizadas
segundo as técnicas de Fyhn et al., (1978).

A preparagdo de solugdes de hemoglobina
a partir de eritrécitos lisados e a denudacéo
(fracionamento) de compostos orgénicos fos-
fatados, assim como as medigdes de equilibrio
de oxigénio e cinéticas, foram feitas como des-
crito por Phelps et al., (1978).
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RESULTADOS

EQUILIBRIO DE OXIGENIO COM
ERITROCITOS INTACTOS

Os resultados da resposta do sangue com-
pleto a oxigenagdo podem ser observados na
fig. 1, que contrasta o comportamento de equi-
librio a 30° e pH 7,60 em auséncia de CO: onde
o valor de Psx é de 8,2 mm Hg com o equilibrio
encontrado a 5,6% V/V CO; onde o pH caiu a
740 e o valor de Px observado foi de 11,4
mm Hg.
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Fig. 1 — Equilibrio de oxigénio de sangue comple-
to de Synbranchus marmoratus determinado na pre-
senca e auséncia de 5,6% (V/V) CO,.

Assim, com sangue completo, h4 evidéncia
sob estas condigdes para um efeito Bohr com-
posto, mediado por H+ e CO, com um valor de

A log Ps
= — 0,35
A pH

ESTUDOS SOBRE HEMOLISADOS

A eletroforese de gel de disco mostrou que
os hemolisados de eritrécitos de Synbranchus
marmoratus sdo polimérficos. Trés fenbtipos
diferentes f8ram encontrados e entre as amos-
tras examinadas cada fenétipo foi encontrado
em 2 a 3 hemolisados. Repetigdo das eletro-

306 —

foreses deram padroes idénticos. A fig. 2
indica a distribuigdo dos componentes de
hemoglobina nos trés fenotipos como mostra-
do por eletroforese de gel de disco.
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Fig. 2 — Eletroforese em gel de disco de 3 amos-
tras de hemoglobina de eritrécitos de Synbranchus
marmoratus mostrando o grande e varidvel numero
de componentes presentes.

Os componentes mais répidos em todos
os fenétipos apresentaram motilidades relati-
vas acima de 0,70 ao serem comparados com
albumina de soro bovino. A maioria dos hemo-
lisados de peixes amazdnicos apresentam com-
ponentes de hemoglobina com motilidades re-
lativas menores em electroforese de gel de
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disco (Fyhn et al., 1978) . A HbA humana tem
motilidade relativa de 0,66 | 0,01 (N = 5).
Como esté indicando a figura, dois dos fené-
tipos (I e lll) estavam pouco nitidos. O au-
mento da concentragdo de acrilamida dos geis
de 7.5 a 10% ndo melhorou a resolugdo signi-
ficativamente. Decalques de densitémetro
destes fenétipos ndo permitiram determinar a
resolucao de picos individuais,

Por eletroforese de gel SDS, notou-se que
o peso molecular das cadeias de hemoglobina
desnaturalizada de Synbranchus era de 14.200,
o que é similar ao peso molecular das cadeias

de hemoglobina desnaturalizada no homem
(14.600) .

O sangue de Synbranchus geralmente apre-
senta valores de hematrécerito relativamente
altos, variando entre 38 e 82% com média de
57% para 5 amostras.

EQUILIBRIO DE OXIGENIO EM SOLUGOES
DE HEMOGLOBINA

Os resultados de uma série de experimen-
tos desenhados para mostrar a dependéncia de
pH na curva de equilibrio de oxigénio para
material denudado de fosfatos orgénicos po-
dem ser observados na fig. 3, na qual é con-
trastado este comportamento com material ao
qual tem sido adicionado ATP até uma concen-
tragao final de 1 mM. E facilmente observavel
o fato de que o ATP promove uma afinidade de
oxigénio muito diminuida na faixa abaixo de
pH 7,5, acima do qual a diferenga torna-se
marginal. Especialmente notidvel é o grau de
resposta & variagdo de pH através da faixa
fisiolégica. Na presenga de 1 mM de ATP o
efeito Bohr é quatro vezes maior que para he-
moglobina denudada, e o exponente de Hill é
significativamente maior no primeiro caso.
Estas descobertas apoiam a crenga geral de
que os fosfatos orgénicos estabilizam a con-
formagdo dedxi.

A comparagéo dos dados obtidos de solu-
¢bes de hemoglobina a 20°C com aqueles obti-
dos de sangue total a 30° s6 pode ser feita
largamente, ainda se pode cbservar os valores
de P% estdo mais ou menos de acordo nos dois
casos. A magnitude do efeito Bohr em sangue
completo a 30°C (—0,350) é menor que o valor
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obtido a 20° para hemoglobina com 1 mM de
ATP; porém, o efeito de CO. e temperatura
diminuem o valor de qualquer predigéo.
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Fig. 3 — Efeitos do pH nos valores P,, de hemo-
globina fracionada na auséncia (O) e presenca de
1 mM ATP (®) sio mostrados na parte superior do
griafico. Embaixo, a resposta de n dos dois siste-
mas & mudancgas de pH

CINETICA DE DISSOCIACAO E COMBINAGAO
DO LIGANTE GASOSO

A cinética de dissociagdo do oxigénio da
hemoglobina foi medida através da faixa fisio-
l6gica de pH e deu valores para a constante de
primeira ordem como se pode observar na
Fig. 4 (a) onde sdo documentados os dados
para solugdes de hemoglobina livre com e sem
adicdo de 1 mM de ATP; numa série similar
de experimentos a velocidade de combinagéo
da deoxiemoglobina com monéxido de carbono
foi estudada com os resultados apresentados
na fig. 4 (b).

O resultado cinético mais significativo é
possivelmente a observagdo de que todas as
reacdoes examinadas foram cineticamente ho-
mogéneas, ou seja, exibiram percursos de
tempo que podem ser descritos como uma
tnica constante de velocidade. Em vista do
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grande nimero de componentes de hemoglo-
bina detectados em electroforeses do hemoli-
sado de Synbranchus, isto é surpreendente e
sugere que estes componentes devem apre-
sentar propriedades funcionais semelhantes.
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Fig. 4: a) — Efeito de pH e ATP na velocidade de
dissociacdo de oxigénio de solugdes fracionadas de
oxiemoglobina de Synbranchus marmoratus; b) —
Mudanga na constante de velocidade de dissociacéo
para CO com deoxiemoglobina fracionada de Syn-
branchus marmoratus.

As dependéncias de pH destas duas rea-
¢bes a 20°C sdo apresentadas tanto na presen-
¢a quanto auséncia de 1 mM de ATP é em
todos os casos na direcdo prevista em base
ao seu efeito sobre afinidade dos ligantes. O
efeito diminuiu até quase zero quando o pH
foi aumentado acima de 8. As dependéncias
de pH ndo sao notdveis, sendo mais ou menos
as esperadas para uma hemoglobina com efei-
to Bohr normal. Além disto, as constantes de
velocidade Sado similares s reportadas para
hemoglobina humana (Antonini & Brunori,
1971).
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DISCUSSAO GERAL

Synbranchus marmoratus mora em &aguas
estagnadas de péntanos da América do Sul.
Este peixe pode movimentar-se em terra e es-
tivar durante varios meses em tocas profundas
em solos umidos. Quando confinado as dguas
estagnadas de aquérios, o peixe respira ar in-
termitentemente em forma ciclica, uma vez
cada 15-30 minutos. Tem-se demonstrado
que Synbranchus utiliza suas guelras como
6rgaos modificados de respiragdo aérea (Car-
ter & Beadle, 1931; Johansen, 1966). Estes
orgdos sdo excepcionalmente grandes e as la-
melas apresentam pregas secundérias extraor-
dinariamente desenvolvidas, sugerindo um au-
mento na eficiéncia do epitélio para realizar
intercambio respiratério.

A capacidade do sangue deste peixe para
criar uma homeostase apropriada de utilizagao
de oxigénio sob uma ampla gama de pressoes
ambientais a qual é exposta precisa de maior
comentario. Johansen (1966) estudou a fisio-
logia da respiragdo aérea de Synbranchus. A
extracdo de oxigénio da dgua circundante néo
parecia ser eficiente, sendo que um prolongado
e vigoroso bombeamento branquial de agua
ndo conseguiu elevar a saturagdo arterial de
oxigénio até mais de 50-60% . Porém, quando
a camara da guelra foi inflada, a oxigenagéo
arterial fol quase total. Isto sugere uma es-
pecializacdo no epitélio branquial que favorece
um intercAmbio fase gasoso-arterial sobre in-
tercimbio em solugéo.

Johansen (1966) também asseverou que
o meio ambiente natural de pantano destes
peixes favorece altos niveis de CO; e que o0
problema respiratério bésico é optimizar a ex-
tracdo de oxigénio de um meio pobre em oxi-
génio, eliminando ao mesmo tempo CO, em um
meio rico em CO;. Os dados de Willmer (1934)
sugerem que os habitats pantanosos tém PO.
numa faixa de 5-55 mm Hg e PCO: entre
16- 32 mm de Hg respectivamente. Foi sugeri-
do entdo que os 6rgdos de respiragdo basica-
mente aquaticos continuassem servindo a se-
gunda fungdo, enquanto que a maioria dos pei-
xes de respiracdo tem modificado outro 6rgédo
para manter respiragdo aérea. Synbranchus
marmoratus utiliza as guelras para isto. Fica
claro; entdo, que a necessidade maior de Syn-
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branchus é a provisdo de meios moleculares
ou fisiolégicos através dos quais este inter-
cambio de duas vias pode intervir.

As propriedades de equilibrio e cinéticas
da hemoglobina deste peixe como ligantes ga-
s0sos ndo sdo excepcionais. Demonstram um
efeito Bohr significativo e uma forte depen-
déncia ao ATP. O que €é surpreendente é que
um peixe com componentes de hemoglobina
manifestamente multiplos ndo apresenta divi-
sdo aparente de fungdo bioquimica dentro de-
les das maneiras que tem sido vista no caso
de algumas hemoglobinas (Brunori, 1975;
Riggs, 1970) .

Ha confianga razodvel em que o equilibrio
de oxigénio do eritrdcito pode ser substancial-
mente reconstruido com criteriosa mistura de
hemoglobina fracionada com ATP propicio a um
pH requerido em um sistema “in vitro”, e de-
ve-se concluir que muito do controle dos pro-
cessos de respiragdo aérea e aquatica (e a
passo de uma a outra) refere-se a regulagdo
fisiolégica de fluxo sanguineo e comportamen-
to arterial, mais que mudangas especificas dos
transportes moleculares.

As demandas respiratérias especiais im-
postas no animal por estivagdo poderiam ser
resolvidas modulando os niveis de ATP pre-
sentes no eritrécito como foi mostrado por
Johansen et al., (1976) para a ligagdo de GTP
a hemoglobina em animais despertos e esti-
vando do peixe pulmonado africano (Protopte-
rus amphibios. E pertinente citar Krogh &
Leitch (1919):

A adaptagdo do sangue de peixes deve ser causa-
da por alguma substdncia ou substdncias presentes na
hemoglobina dentro dos corpiisculos e queremos assi-
nalar o significado de a hemoglobina estar envolvida nos
corpisculos por uma membrana semipermedvel. Deste
modo, s6 é assegurado o ambiente mals propicio para a
funcdo respiratéria da hemoglobina nesse organismo em
particular.
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SUMMARY

The haemoglobin of the South American lungfish
Lepidosiren paradoxa has a single component. The
equilibria of this respiratory protein with oxygen have
been investigated both in the blood and with the pur.fied
haemoglobin. There is a substantial, normal, alkaline
Bohr effect and marked sensitivity to organic phosphates
in the haemoglobin solutions. Studies on the pH
dependence cf the kinetics of oxygen dissociation can
be interpreted in terms of a normal Bohr effect. The
kinetics of combination of carbon monoxide have an
unusual pH dependence. These findings are discussed
In terms of the two state model of Monod, Wyman and
Changeux (1965).
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