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Resumo

Foram medidas as dependéncias da temperatura do
equilibrio de oxigénio do sangue e das solugdes de hemo-
globina de quatro peixes neotropicais e trés da zona tem-
perada. Diferengas significativas existem nas temperatu-
ras de oxigenagdo dos sangues, porém na@o das solu
¢bes de hemoglobina de diferentes espécies. Dife-
rencas na sensibilidade térmica de oxigenagio dos san-
gues parecem depender das diferengas no pH intra-
celular, nos fosfatos orgénicos e nas outras varidvels
da uni@o de ligantes e das entalpias intrinsecas da oxi-
genacdo das hemoglobinas em si.

INTRODUCAO

Bioquimicos e fisiologistas comparativos
tem fornecido valiosa informagdo com respeito
a maquinéria molecular para adaptar-se a ten-
sdo ambiental (Prosser, 1973; Smellie &
Pennock, 1976) . Como os poiquilotermas de-
vem adaptar-se as mudancgas térmicas, foram
feitos esforgos para estudar seus mecanismos
adaptativos (ver as revisdes de Prosser, 1967;
Hazel & Prosser, 1974).

As necessidades de oxigénio dos peixes
estdo correlacionadas com a temperatura. Por
exemplo, Fry & Hart (1948) mostraram que ©
oxigénio consumido pelas carpas douradas é
aumentado em cerca de 250% sobre uma va-
riacdo de 10°C. Conforme a temperatura au-
menta, a disponibilidade de oxigénio na &gua
diminui porque: (1) a solubilidade de oxigénio
diminui com o aumento da temperatura (Lei
de Henry), e (2) a elevada atividade biolégica
(e.qg., bactérica e planctdnica) a altas tempe-
raturas muitas vezes reduzem o oxigénio a
baixa saturagOes. Conseqlientemente, em tem-
peraturas mais altas, os peixes necessitam de
mais oxigénio porém €& menos disponivel em
seu meio ambiente.
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Em geral, os peixes respondem a este di-
lema por uma combinagdo de estratégias. Por
exemplo, o volume de ventilagdo e a batida do
coracdo aumentam diretamente com a tempe-
ratura (Prosser, 1973) . Alguns peixes aumen-
tam a capacidade de transporte do oxigénio do
sangue pelo aumento do hematécrito (DeWilde
& Houston, 1967; Cameron, 1970; Powers,
1974; Houston & Cry, 1974; Pcwers & Powers,
1975) . Entretanto, a evidéncia recente sugere
que primariamente este fendmeno é induzido
estacionalmente ao invés de uma resposta a
temperatura per se (Denton & Yousef, 1975;
Greaney & Powers, 1977a). As vezes, ha mu-
dancas nos niveis intracelulares dos modifica-
dores alostéricos (e.g., Greaney & Powers,
1977b) que, em troca, aumentam a afinidade
pelo oxigénio da hemoglobina as temperaturas
mais elevadas.

O efeito da temperatura sobre os equi-
librios de oxigénio da hemoglobina dos peixes
foi revisado (Riggs, 1970; Johansen & Lenfant,
1972; Johansen & Weber, 1976) . Embora o nu-
mero de espécies examinadas seja limitado,
as propriedades funcionais das hemoglobinas
dos teledsteos podem ser divididas em trés
categorias maiores como sugeridas por Weber
et al., (1976). A classe | contém espécies
com uma ou mais hemoglobinas, todas sen-
siveis tanto & temperatura como ao pH (e.g.,
Gillen & Riggs, 1971; Gillen & Riggs, 1972; Bo-
naventura, Gillen & Riggs, 1974; Weber, 1975;
Mied & Powers, 1977). A classe Il tem espé-
cies com componentes miltiplos, alguns dos
quais sdo funcionalmente semelhantes as he-
moglobinas, da classe |, enquanto os outros
componentes ndo sio atingidos tanto pela tem-
peratura como pelo pH (e..g, Hashimoto et al.,
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1960; Yamaguchi et al., 1962: Yamaguehi
et al, 1963; Binotti et al., 1971; Powers &
Edmundson, 1972; Powers, 1972; Powers, 1974;
Wyman et al., 1977). Os peixes da classe I
possuem hemoglobinas que sdo sensiveis ao
PH mas sdo insensiveis & temperatura feig:,
Rossi-Fanelli & Antonini, 1960; Anderson et al.,
1973) . Estes estudos mostraram que entre as
hemoglobinas do peixe, a entalpia aparente
(A H) da oxigenagdo varia de zero a cerca de
16 kcal por mol. Johansen & L'enfant (1972)
asseveram: “parece bem estabelecido que o
desenvolvimento evoluciondrio favorece uma
diminuigdo na sensibilidade da temperatura da
afinidade de O-Hb nas espécies que experi-
mentam grandes flutuacdes na temperatura”.

Nosso estudo, analisa-se a afinidade pelo
oxigénio das nemoglobinas de quatrc peixes
amazbnicos e comparam-se os resultados com
os dados de equilibrio de outras espécies de
peixe. Em complemento, os estudos de equi-
librio de oxigénio do sangue sdc discutidos
para diversas espécies em relagdo aos dados
obtidos com as solugdes de hemoglobina.

MATERIAL E METODOS

Os organismos empregados neste estudo
foram colhidos e sangrados segundo o método
esbogado por Fyhn et al. (1978).

As curvas de oxigenagdo do sangue total
foram determinadas com um analisador de dis-
sociagéo de oxigénio Aminco Hem-O-Scan con-
forme descrito por Powers et al. (1978). Os
estudos de equilibrio de oxigénio dos compo-
nentes da hemoglobina foram realizados pelo
micro método esbogado abaixo. Os componen-
tes individuais e as amostras totais de hemo-
globina foram separados do fosfato orgénico
e de outros fons pela passagem das solugdes
de hemoglobina primeiro por uma coluna G-25
Sephadex (110 x 1,5 cm) equilibrada com Tris-
HCI 1 mM, pH 8,2, e depois por uma coluna
separadora de troca de ions segundo o método
de Dintzis (1952). As hemoglobinas purifica-
das foram ou diluidas diretamente com tampéo
ou dializadas contra o Tris a 0,1 M, pH 9,0 ou
o tampéo de borato 0,15 M, pH 9,0 de cada so-
lucdc de hemoglobina foi entido medido com
um micro elétrodo de pH do Radidmetro com
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correcdes apropriadas para a temperatura. As
concentracbes de hemoglobina estiveram en-
tre 0.1 mM e 4 mM. As concentragdes de he-
moglobina humana foram de 2,7 mM. Uma ali-
quota de 3 ul de amostra foi colocada sobre
uma lamina de vidro de tampa redonda (espes-
sura nuimero 2 de 18 mm) e coberts por uma
peca circular de 18 mm de uma membrana de
um copolimero silicone (General Eletric Co )
A amostra foi tampada com o dispositivo de
montagem de amostras “Aminco” e colocada
no portador de amostras do analisador de dis-
sociag@o de oxigénio de “Aminco Hem-O-Scan”
até que a amostra ficasse equilibrada 2 tempe-
ratura e as pressGes parciais dos gases na
méquina. O analisador foi calibrado de acordo
com a pressdo barométrica atual. A amostra
foi depois desoxigenada com um nitrogénio de
pureza ultra-elevada (99,999%) e o nivel de
oxigenagdo numa porcentagem de zero foi es-
tabelecida. A oxigenacgao foi depois ajustada
a calibragem mais baixa (5 mm g/min). A
expansao do eixo-X (pressdo parcial do oxigé-
nio) foi acompanhada por uma série de resis-
téncias calibradas. Mais pormenores do méto-
do s@o dados por Powers et al. (1978) .

ResuLTADOS

A energia livre total da oxigenagdo, A G, &
a soma das energias livres de oxigenagéo para
cada uma dos quatro passos. A energia livre
total pode ser calculada por :

A G= —RT In K

onde R é a constante universal de gas, T é a
temperatura absoluta e K é a constante ter-
modinamica de equilibrio. Wyman (1964) mos-
trou que a equagdc acima poderia ser definida
em termos da atividade média do ligante Xm
por :

A G= +RT In Xy

a qual é a mudanca de energia livre quando
saturando hemoglobina com ligante X. Em nos-
so estudo, X ¢ o oxigénio e A G é expresso
em quilocalorias por mol de ligante. Como a
concentracao média de oxigénio foi aproxima-
damente igual & concentracac de oxigénio em
que a hemoglobina foi saturada na metade
(Px), usamos o P, para nossos calculos.
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A entalpia de van't Hogt, A H, pode ser cal-
culada da inclinagéo do ploteado de van't Host
segundo a equagéo :

A H= 2,303R d log Px

d (1/T)

As figuras de 1 a 7 séo 0s plotados de
van't Hof; mostrando os dados da unido de Oz
para o sangue e hemoglobinas das espécies re-
presentativas dos peixes de diferentes ambien-
tes {érmicos. A figura 1 mostra os dados para
o Fundulus heteroclitus, uma carpa eurialina,
encontrada em dguas temperadas ao longo da
costa leste dos Estados Unidos e Canada. Esta
figura demonstra claramente que 0S glébulos
vermelhos de Fundulus na presenca de CO:
(i.e.. pH mais baixo) s@o menos afetados pe-
las mudangas na temperatura do que 08 eritré-
critos equilibrados com gases sem CO.. Além
do mais, ambos os experimentos dos gldbulos
vermelhos ilustram a sensibilidade térmica re-
duzida do sangue em comparagéo as solugbes
de hemoglobina em pH alcalino.
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Fig. 1 — O efeito da temperatura sobre a afinidade de

oxigénio de Fundulus heteroclitus : (a) sangue na pre-

senca de 56% de CO, (—e—); (b) sangue na auséncia

de CO, (—o0-)i e solugdo de hemoglobina (pH 9.0) fra-
cionada dos fosfatos organicos (—J—).
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A fig. 2 é um plotado de van't Hog do san-
gue e hemoglobina da arraia (Raia sp), que

z
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Fig. 2 — O efeito da temperatura sobre a afinidade de

oxigénio da arraia (Rala sp.): (a) sangue na auséncia

de Co, (—0); e (b) solugéo de hemoglobina (pH 8,0
fracionada dos fosfatos orgénicos (-0

Woods Hole, Mass., e a Fig. 3 é um plotado
de van't Hoy de solugdo de hemoglobina e do
sangue do peixe-cachorro (Mustelus canis),

~ apanhado perto de Woods Hole. Estes dois pei-

xes cartilaginosos séo encontrados em embien-
tes com grandes flutuagdes térmicas anuais
(Andnimo, 1968) . Evidentemente, ambos o0s
peixes tém sangue e hemoglobina que s&o afe-
tados pela temperatura e as inclinagdes destes
plotados de van't Hog sao iguais ou maiores
do que as de outras especies de meios am-
bientes com pouca ou nenhuma flutuacéo tér-
mica anual (ver Figs. 4-6). As figuras 4-6 repre-
sentam os dados para trés peixes amazbnicos
(Lepidosiren paradoxa, Serrasalmus rhombius
e Arapaima gigas). Estas espécies mostraram
um efeito menor de temperatura nos glébulos
vermelhos do que na hemoglobina fracionada,
em pH 9,0. Além disso, quando o CO; esteve
presente nos gases de equilibrio, os glébulos
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Fig. 3 — O efelto da temperatura sobre a afinidade de
oxigénio do peixe-cachorro (Mustelus canis): (a) san-
gue na presenga de 56% de CO, (—e—); (b) solugéo
de hemoglobina (pH 9,0) fracionada dos fosfatos orga-

nicos (—-).
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Fig. 4 — O eteito da temperatura sobre a afinidade de
oxigénio do peixe pulmonado (Lepidesiren paradoxa) :
(a) sangue na presenca de 5.6% de CO, (—e—-); (b)
sangue na auséncia de CO, [—0-); e (c) solucio de
hemoglobina (pH 9,0) fracionada dos fosfatos orgénicos
(-Oo-).

vermelhos demonstraram menos sensibilidade
térmica que os glébulos equilibrados com uma
atmosfera que néo continha CO,. De interesse
adicional é um desvio aparente da linearidade
nos dados do sangue exposto ao CO;. Como
estes desvios foram Sémpre maiores em tem-
Peraturas mais baixas, os dados sugerem um
Ou mais das seguintes exploragbes: (1) inibi-
Géo térmica do transporte de CO: nos glébulos
vermelhos, (2) uma fungéo catalitica reduzida
de anidrase carbénica nestas espécies de 4dgua
temperada de meio ambiente constante, (3)
variacdo do pH do sangue entre individuos, (4)
mudanga no pH do sangue como uma fungao
de temperatura ou (5) desnaturagio pelo calor
a témperaturas mais elevadas. Geralmente,
as Figuras de 1 a 6 ilustram que todas as seis
espécies de peixes demonstram respostas tér-
micas semelhantes. Isto €. a hemoglobina fra-
cionada (pH 9,0) é a mais sensivel & tempera-
tura, os glébulos vermelhos sem CO; sdo me-
nos sensiveis do que as hemoglobinas, e os
glébulos vermelhos sio os menos sensiveis
termicamente, na presenca de CO,,
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Fig. 5 — O efeito da temperatura sobre a afinidade de
oxigénio da piranha-vermelha (Serrasalmus rhombius) :
(a) sangue na presenca de 5,6% de CO, (—e—); (b)

sangue na auséncia de CO, (—o0-); & (g) solugdo de
hemoglobina (pH 9,0) rfacionada dos fosfatos organicos
(-O-).
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Fig. 6 — O efeito da temperatura sobre a afinidade de
oxigénio do pirarucu (Arapaima gigas) : (a) sangue na
presenga de 56% de CO, (—e—); (b) sangue na au-
séncia de CO, (—o—): e (c) solugdo de hemoglobina
(pH 9,0) fracionada dos fosfatos organicos (—-).

As diferencas entre os equilibrios de oxi-
génio dos eritrécitos e a solugéo de hemoglo-
bina (em pH 9,0) estdo relacionadas a pH intra-
celular e a outras varidveis da unido de ligan-
te. De fato, as diferencas na sensibilidade
térmica dos gldbulos vermelhos na presenca
ou auséncia de CO. é primariamente uma fun-
¢éo do CO: dissolvido e sua influéncia sobre
o pH. Este é um fendmeno que esta bem do-
cumentado na literatura (e.g., Krogh & Leitch,
1919: Root, 1931; revisto por Prosser, 1973) .
Enquanto a maioria das hemoglobinas séo sen-
siveis  temperatura em pH elevado (dH 9-10},
a sensibilidade térmica é geralmente reduzida
em pH baixo (e.g., veja Truta Hb IV em Binotti
et al., 1971).

Como o sangue coletado de diferentes es-
pécies tem diferentes pH's e fosfatos orgéni-
cos que, por vez, afetam o pH intracelular e os
equilibrios de oxigénio da hemoglobina, pare-
ria apropriado comparar os dados de hemoglo-
bina coletados sob condigdes idénticas. A Fi-

O efeito da. ..

gura 7 mostra os dados de equilibrio de oxigé-
nio da hemoglobina em pH 9,0 para as hemoglo-
binas°de sete espécies de peixes e para a HbA
humana e da mioglobina da baleia. Evidente-
mente, todas as espécies relacionadas na
Fig. 7 tém hemoglobinas com calor de oxige-
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Fig. 7 — Os ploteados de van't H off para as _solugaes
de hemoglobina (pH 9,0) de um nimero de espécies. As

espécies sdo identificadas na figura. Um ploteado para

a mioglobina de cachalote de baleia (pH 7.0) de Amiconi,

G., Antonini, E. Brunori, M. e Magnusson, E., cotada
por Antonini & Brunori (1971).

nagdo similares (A H's entre —13,7 e —158
Kcal/mole) sob condigdes essencialmente
idénticas. Os valores de A H calculados das
inciinagdes dos plotados de van't Hog estdo
presentes na Tabela 1.

As afinidades de oxigénio das solugdes de
hemoglobina a 20°C (sem NaCl) para trés das
espécies amazbnicas, mostraram Px's muito
semelhantes aos determinados na presenga de
NaCl 0.1 M. Entretanto, a hemoglobina de
Arapaima possuia um Ps (NaCl 0,1 M 20°C)
que era aproximadamente 2 mm Hg maior que
o determinado na auséncia de sal. Parece que
a hemoglobina de Arapaima tem um efeito sa-
lino significativo mesmo em pH relativamente
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TABELA 1 — Valores de calores de Oxigenacdo para as
hemoglobinas de peixe em pH alcalino com HbA humana
e mioglobina de baleia para comparagdo

AH Meio térmico
Espécies (Kcals mol-1) interno
Human HbA —14.6 Constante
Arapaima —14.6 Constante
Lepidosiren —15.3 Constante
Osteoglossum —15.7 Constante
Serrasalmus —13.7 Variavel
Mustelus —~15.3 Variével
Rala —-13.7° Varidvel
Fundulus —15.8 Varidvel

Inclui o calor da solugdo para o oxigénio (@ 200C é cerca de

-3,1 Kcals mol -1).
* Uma hemeglobina de arraia termn um pequeno efeito Bohr
mesmo em pH 9,0 (Mumm et al., 1978).

elevado. Um efeitg parecido foi registrado
para carpa Hbl em pH 7,7 (Gillen & Riggs,
1972} . Entretanto, é concebivel que um erro
sistematico nao detectado causou uma estra-
tagema no perfil da temperatura especialmen-
te para os dados colhidos na hemoglobina de
Arapaima na auséncia de sal. Estamos corren-
temente repetindo esses estudos para exami.
nar essa possibilidade.

Discussio

Barcroft & King (1509) foram 0s primeiros
a demonstrar_que um aumento na temperatura
diminuiré a afinidade da hemoglobina pelo oxi-
génio. A determinagdo da sensibilidade térmi-
ca da hemoglobina pode ser feita ou por mi-
crocalorimetria ou pelo emprego do ploteado
de van't Hofr. Entretanto, os dados obtidos dos
ploteados de van't Hogs podem ser enganosos
a menos que interpretados com respeito as
condigbes exatas sob as quais foram feitas as
medicbes. A teémperatura atinge uma ampla
variedade de fendémenos bioquimicos que po-
dem influir direta ou indiretamente nos equili-
brios de oxigénio. Por exemplo, a temperatu-
ra, atinge a fluidez das membranas dos eritré-
citos, o pH do sangue, as constantes de unio
dos fosfatos orgénicos e os coeficientes de
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atividade de um nimero de componentes intra
€ exrtacelulares. A entalpia de van't Hog; to-
tal, A H, representa a temperatura intrinseca
da ligacdo de oxigénio e as contribuigdes de-
vidas a outros processos da unido de ligante.
Semelhante processo é associado com os equi-
librios de préton das cadeias laterais do amino
acido (i.e., os Efeitos Root e Bohr). Em pH
alcalino (i.e. pH 9-10), os efeitos Root e Bohr
séo essencialmente inoperantes. Conseqiien-
temente, os ploteados de van't Hog; das hemo-
globinas em pH 9,0 sdo em geral isentas das
contribuigdes entélpicas devidas aos efeitos
Root e Bohr comg também outros processos
de unido de ligante dependente de pH (e.g.,
ligagéo do fosfato orgénico & desoxi-hemoglo-
bina) .

Como os dados colhidos nas hemoglobinas
fracionada em pH alcalino, sobre uma variagdo
de temperaturas, fornecessem informacgéo pri-
mariamente sobre a molécula da hemoglobina,
as diferencas ou semelhangas de ligagdo de
O: observadas entre espécies deveriam refle-
tir os parametros termodindmicos intrinsicos
das hemoglobinas per se. Sob tais condigdes
as inclinacées dos ploteados van't Hos para
as hemoglobinas fracionadas (e.g., veja Fig.
7) foram quase idénticas. Além disso, estes
dados estdo de acordo com os valores para um
nimero de hemoglobinas de peixe de uma va-
riedade de ambientes térmicos. Visto que a
energia livre total de oxigenagdo (A G) é di-
ferente para cads uma das varias hemoglobi-
nas. (Como: A G= +RT In Xm) segue-se que
a maior diferenga termodinamica entre espé-
cies com entalpias idénticas ou semelhantes,
A H, deveria ser Primariamente entrépica por-
que :

AG= AH-—TAS

Solugdes diferentes de hemoglobina em
PH alcalino, os dados de equilibrio do oxigénio
do sangue apresentados tanto aqui como na
literatura (e.g., Johansen e Lenfant 1972)
mostraram contribuicdes substanciais da pro-
tonacédo e outros fendmenos associados. Na
preseénca de CO. o pH do sangue serd baixo,
reduzindo, além disso, a sensibilidade térmica
aparente das curvas de equilibrio de oxigénio
(e.g., veja Figuras 1-6) .
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Johansen & Lenfant (1972) compararam os
dados para a hemoglobina humana (Benesch &
Benesch, 1970) com dados para o sangue de

seis espécies (Rossi Fanelli & Antonini, 1960;

Grigg, 1967; Lenfant & Johansen, 1968; Johan-
sen et al., 1970; Lenfant et al., 1966 e Dill
et al., 1932). Alguns destes estudos de san-
gue foram feitos na auséncia de CO: enquanto
outros foram feitos na presenga de CO.. Com-
parando a afinidade de O-Hb de diversas espé-
cies sob uma série de diferentes condigdes
bioquimicas e fisioldgicas torna-se dificil a in-
terpretagao e avaliagBo das conclusdes. Tal-
vez os estudos comparativos poderiam consi-
derar a possibilidade que um grande efeito da
temperatura sobre a afinidade de O-rHb podia
ser mais propriamente interpretado como um
efeito diminuido de outros pardmetros de
unido de ligante (e.g., o papel dos fostatos
orgénicos e pH).

Como previamente estabelecido, foi pro-
posto (Johansen & Lenfant, 1972), que a evo-
lugdo tenha optado por uma diminuigéo na
sensibilidade de temperatura das hemoglobi-
nas nas espécies que experimentam grandes
flutuagdes térmicas do melo ambiente, en-
quanto as espécies que vivem em meios tér-
micos relativamente constantes tém sensibi-
lidades térmicas mais elevadas. Esta generali-
zagio conta com diversas linhas de evidéncia.
Primeiro, os peixes da Antértica (e.g., Trema-
tomous), que vivem em ambientes frios, mas
anualmente constantes, apresentam grande
sensibilidade térmica (A H = —11 Kcal/mol)
da afinidade de OrHb (Grigg, 1967). Grigg
estudou o sangue integral em duas tempera-
turas (—1,5°C e 4,5°C) . Ja que a variagéo da
temperatura € uma em que Se da um ndmero
de transicdes de fase, um valor para A H pro-
vavelmente ndo sera calculado, especialmente
sobre o sangue total. Ademais, Grigg (1967)
mostrou que uma espécie (T. berachii) tinha
um efeito Root a 4,5°C porém néo a-1352C"
Entretanto, parece haver um efeito substancial
da temperatura na afinidade de OrHb do san-
gue para estes peixes da Antértica.

A evidéncia mais forte para a reduzida
sensibilidade térmica da afinidade de OxHb foi
apresentada por diversos peixes de tuna e al-
guns de seus predatores. Por exemplo, a tuna
de barbatana azul (Thunnus thynnus) nada por
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diversos meios térmicos e tem hemoglobinas
que mostram pouco ou nenhuma sensibilidade
a temperatura (Rossi-Fanelli e Antonini, 1960) .
Entretanto, esta adaptagdo da hemoglobina po-
deria ser mais um ajustamento 2 heterotermia
interna do animal (Carey et al., 1966, 1969,
1971; e Carey, 1973) ao invés de uma adapta-
cdo ao meio térmico extremamente flutuante.
De outro lado, podia-se argiir que qualquer
adaptagdo é o resultado de mudangas mole-
culares e morfoldgicas e, por definicéo, estas
mudancas ndo podem ser separadas. Se a
adaptagéo é unicamente associada com as mu-
dancas circulatérias internas, entdo, talvez é
um exemplo inadequado para uma teoria gene-
ralizada de adaptagdo. Uma comunidade ainda
mai conhecida é a da néustonica ou animais
que flutuam passivamente na superficie do
mar. Um comprovante importante desta comu-
nidade é o chamado “neustdnico facultativo”,
esses animais que flutuam apenas 2 noite, des-
cendo a 800-1000m de profundidade durante o
dia. Estas espécies experimentam grandes
flutuagbes térmicas duas vezes por dia num
curto periodo de natagéo através de uma termo
clina (A T = 25°C). Infelizmente, nenhum es-
tudo de temperatura foi feito sobre a afinidade
de O»Hb dos peixes neustonicos facultativos,
se nio contam com metabolismo anaerdbio,
(ver: Douglas et al., 1976), entéo 0s estudos
futuros sobre estas espécies semelhantes po-
deriam aclarar esta questéo.

Ha alguns peixes poiquilotérmicos que vi-
vermn em meios térmicos anualmente flutuantes
e tém hemoglobinas com sensibilidade redu-
zida a temperatura (e.g., Truta e C. clarkii) .
Em todo caso, a redugdo na dependéncia a tem-
peratura resulta da presenga de um ou mais
componentes raros de hemoglobinas séo em
geral acompanhadas por outros componentes
que sdo relativamente insensiveis a tempera-
tura. Essas hemoglobinas séo em geral acom-
panhadas por outros componentes que sdo
grandemente afetados pela temperatura. Ja
que a estratégia adaptativa parece ser seme-
lhante para a maioria destas espécies, uma
discussdo sobre os componentes | e IV da he-
moglobina da truta poderia ser suficiente. A
ligagdo de oxigénio da truta Hbl é relativamen-
te independente da temperatura com uma en-
talpia aparente, A H, entre —3 e —4 kcals/mol
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a 20°C, Ja que este valor é aproximadamente
igual a temperatura da solugdo de oxigénio, a
“entalpia intrinseca” & essencialmente zero.
De outro lado, o HbIV de truta demonstra uma
grande dependéncia a temperatura. Em pH al-
caling (i.e., onde os efeitos Root e Bohr sdo
inoperantes), a entalpia é cerca de —14 kcal/
mol. a qual é a mesma que a das hemoglobi-
nas da maioria das outras espécies.

Foi proposto que a sensibilidade térmica
reduzida da truta HbIV ests possivelmente re-
lacionada com as substitui¢gbes de amino-acido
de B 143 (His—>Phe), B 143 (His—>Ser) e
talvez autras cadeias laterais de amino-acido,
(Barra, Bossa & Bonaventura, 1973). Esta hip6-
tese € reforgada pelos achados semelhantes
em outras espécies de peixe (e.g., Powers &
Edmundson, 1972) . J4 que B 146 (His) foi mos-
trado ser responsével por uma grande quanti-
dade do efeito Bohr (Kilmartin & Wooton,
1970), n&o constitui surpresa que a Hbl da tru-
ta e de diversas outras hemoglobinas de peixes
sejam também essencialmente independentes
do pH. Foi sugerido (Powers, 1972) que a in-
dependéncia ao pH destes componentes das
hemoglobinas poderiam ser ecologicamente
importantes durante a acidose transitoria.

Wyman e coautores (1977) mostraram que
o Hbl no estado T tem um A H positivo quando
reage com um ligante, enquanto o Hbl no es-
tado R tem um A H negativo. Portanto, ndp é
surpreendente que na concentragdo média de
Oxigénio, a entalpia neta pudesse ser pequena
para as hemoglobinas que sejam estrutural e
funcionalmente semelhantes ao Hbl da truta.

Johansen & Lenfant (1972) sugeriram que
a dependéncia mais baixa 3 temperatura da
afinidade de oxigénio do sangue pode ser uma
adaptacéo a grandes flutuagdes de temperatu-
ra ambiental. Eles compararam Neoceratodus
e Protopterus, os peixes pulmonados australia-
nos e africanos respectivamente. A sensibili-
dade diminuida & temperatura da ligagéo do O,
pelo sangue de Neoceratodus & vista como
Uuma vantagem para este peixe, que é um res-
pirador aquatico com excegdo onde o 0; é de-
ficiente. O Protopterus, por outro lado, vive
num meio relativamente estdvel termicamente
e a ligagdo de oxigénio por seu sangue tem
uma dependéncia normal & temperatura. Este
€ um argumento plausivel, porém Amia o
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Bowfin, vivem num ambiente com grande va-
riagéo de temperatura, ainda assim tem o san-
gue com a mesma dependéncia 3 temperatura
da ligagdo de oxigénio como a encontrada em
Protopterus. Johansen & Lenfant (1972) ten
tam explicar esta aparente anomalia do Amia,
apontando que a Amia é um respirador aqué-
tico em concentragées elevadas de oxigénio
€ um respirador aéreo obrigatério em baixo
oxigénio dissolvido, porém esta caracteristica
é também compartilhada pelo Neoceratodus
Johansen, (1970). Johansen & Lenfant (1972)
também sugerem que as arraias, habitantes
das profundezas, vivem num meio termicamen-
tes e§tével 0 que elas correlacionam com uma
grande dependéncia a témperatura da ligagdo
de O: pelo sangue. Embora o meio ambiente da
arraia possa ser termicamente mais estavel do
que o dos peixes interditais, tais como o
Fundulus, o meio ambiente da arraia da dgua
das regides temperadas tem flutuagdes anuais
maiores & temperatura do que o das espécies
tropicais discutidas acima (Andnimo, 1968) .

Como os peixes da Amazénia vivem em
areas onde a temperatura da &gua varia apenas

~ alguns graus durante o ano, nossa descoberta

de que suas hemoglobinas apresentam um efei-
to significativo a temperatura & consistente
com o argumento evolucionério para os ani-
mais de “ambientes térmicos constantes”
(e.g., Johansen & Lenfant, 1872) . Entretanto,
as espécies de peixe de regides temperadas
em nosso estudo tém hemoglobinas com sen-
sibilidade térmica semelhante & de suas con-
trapartes das regides tropicais (Tabela 1), o
que ndo é consistente com a observacio aci-
ma. Talvez, o melhor exemplo seja o vairdo
eurialino Fundulus heteroclitus. O Fundulus
téem uma limitada variagdo de residéncia de 36
metros (Lotrich, 1975) e vive num dos gradien-
tes térmicos anuais mais excessivos do mun-
do (Andnimo, 1968: Powers e Powers, 1975) .
Ademais, seu habitat intertidal & caracterizado
por mudangas didrias significativas de tempe-
raturas (A T=10°C por dia). Sendo as hemo-
globinas de Fundulus termicamente quase téo
sensiveis quanto as dos peixes dos “ambien-
tes térmicos constantes”. (Tabela 1), uma teo-
ria generalizada com respeito 2 hemoglobina,
habitat, e estabilidade térmica nao parece ser
Justificével.
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Embora uma vantagem seletiva para uma
hemoglobina termicamente insensivel pudes-
se ser concebivelmente feita para algumas es-
pécies raras, o desenvolvimento evoluciona-
rio generalizado ou a sensibilidade térmica
reduzida da hemoglobina para peixes em meios
térmicos flutuantes ndo é obrigatério. Se a
evolugdo, na verdade, favorecer geralmente
uma diminuigdo na sensibilidade & temperatura
da afinidade do O-Hb em peixes que experi-
mentam grandes flutuagdes, entdo deve estar
primariamente associada com a regulagio do
pH intracelular, com os niveis e tipos de fosfa-
tos orgénicos, e com outros fendmenos de
unido de ligantes ao invés da selegdo das he-
moglobinas per se. Espera-se que os estudos
comparativos futuros dos equilibrios de oxigé-
nio para as solugdes de hemoglobina e sangue,
sob condigdes uniformes de andlise, estabele-
cerdo a correlacdo, ou talvez nenhuma, entre a
sensibilidade térmica e a variabilidade am-
biental
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SUMMARY
We have measured the temperature dependence of
the oxygen equilibria of blood and hemoglobin solutions

from four neotropical and three temperate zone fishes.
Significant differences exist in the heats of oxygenation

O efeito da. ..

of the bloods but not the hemoglobin solutions from
different species. The differences in thermal sensitivity
of the oxygenation of the bloods appear to depend on
differences in intracellular pH, organic phosphates and
other ligand-linked variables and not the intrinsic
enthalpies of the oxygenation of the hemoglobins
themselves.
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