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Resumo

Foram isoladas as duas hemoglobinas, | e Il do
bagre de respiracdo aérea obrigatdria Hoplosternum
littorale. A hemoglobina nio fracionada apresenta alta
atividade de oxigénio, efeito Bohr alcalino normal e
efeito Root. Tanto o efeito Bohr quanto o efeito Root
séo aumentados por imM ATP. A hemoglobina | fra-
cionada apresenta uma atividade relativamente alta de
oxigénio, um efeito Bohr inverso entre pH 6,0 e 8,0
(Alog p50/ApH > 0), porém sem apresentar efeito Root.
Adigéo de 1mM ATP a hemoglobina | causa uma redugio
acentuada na afinidade oxigénio, mudanca a um efeito
Bohr alcalino normal (Alog p50/A pH>0) mas ndo no
efeito Root. A hemoglobina Il fracionada apresenta
menor afinidade de oxigénio a pH baixo e maior afini-
dade de oxigénio a pH alto que a hemoglobina I. A he-
moglobina Il apresenta um efeito Bohr alcalino acentuado
que s6 € ligeiramente aumentado por 1mM ATP e um
efeito Root a pH baixo que é aumentado por 1mM ATP.
As velocidades de dissociagio de 0, observadas e com-
binagido de CO com os componentes | e Il apresentam

diferencas paralelas as observadas nas medicdes de
equilibrio de oxigénio.

INTRODUCAO

Aguas doces tropicais de movimento lento
séo freqlientemente hipéxicas, quentes e po-
dem apresentar altas concentracbes de CO..
Estes fatores dificultam a respiragdo aquatica
e orgdos especiais, sangue e padrdes de com-
portamento tém evoluido em certos peixes
tropicais permitindo-lhes respirar oxigénio at-
mosférico (Carter & Beadle, 1931; Johansen,
1970; Kramer & Graham, 1976). O bagre
Hoplostrnum littorale respira oxigénio atmos-
férico por meio de uma seccdo do intestino de
paredes delgadas altamente vascularizada lo-

calizada em seguida ao estbmago. As paredes
desta seccio do intestino sfo aglandulares,
ndo ciliadas e apresentam vasos sanguineos
grandes na parte externa e densas camadas
capilares no interior. Esta parte respiratdria
ocupa a maior parte do intestino. Por dissec-
cdo tem-se mostrado desprovidas de alimentos
e cheias de ar (Carter & Beadle, 1931). H.
littorale vai a superficie para respirar a cada
10 minutos independente da concentragéo de
CO. da 4gua e seu sangue apresenta uma ca-
pacidade de oxigénic muito alta relativa aos
sangues de outros peixes das mesmas &guas
(Willmer, 1934) . Concluimos que esta espécie,
se mantida Gmida, podia sobreviver fora da
dgua durante a noite na ponte do “Alpha Helix".

Eletroforese preliminar (Fyhn et al., 1978)
e experimentos de focalizagdo, isoeléirica
(Bunn & Riggs, 1978) indicam que a hemoglo-
bina de H. littorale apresenta dois componen-
tes principais, um dos quais apresenta um
efeito Bohr alcalino e o outro com um efeito
Bohr inverno. Neste trabalho, temos fraciona-
do os dois componentes da hemoglobina de
H. littorale e temos examinado os equilibrios
de oxigénio e cinética de reagbes com ligantes
para cada componente.

MATERIAIS E METODOS

Amostras de Haplosternum litterale foram
obtidas em novembro e dezembro de 1976, du-
rante a |V Expedicdo Amazdnica do R/V “Alpha
Helix", no rio Solimées, num local aproxima-
damente 30 km rio acima da unido deste com
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0 rio Negro para formar o Amazonas. Os ani-
mais (peso corporal de 84-308g) foram tirados
de uma pequena lagoa hipéxica perto do Lago
de Janauacéd ou foram comprados de um pes-
cador local. Os peixes foram sangrados por
puncio cardiaca com uma seringa de vidro fria
heperinizada e as células foram lavadas trés
vezes, em 10 volumes de 1,7% NaCl, 1mM
Tris pH 8,0. As células foram logo lisadas por
uma hora sobre gelo em 3 volumes de 1mM
Tris, pH 8,0. O lisado foi feito em 0,1 M NaCli
e foi centrifugado a alta velocidade durante
15 minutos para remover estromas e residuos
celular.

Eletroforese em gel de disco de poliacri-
lamida (pH 8.,9), registro de gel e eletroforese
de gel de poliacrilamida de dodecil sulfato de
sédio (SDS) foram realizadas como em Fyhn
et al (1978). A relagdo entre a disténcia de
migracdo de um componente da hemoglobina
e a distancia de migragédo de albumina de soro
bovino em geis de disco alcalinos foi calculada
e usada para comparar a mobilidade relativa
dos componentes da hemoglobina.

A natureza do efeito Bohr de cada compo-
nente foi examinada analiticamente por foca-
lizacao elétrico em gel de disco de poliacrila-
mida das deoxi e carbdxi hemoglobinas como
descrito por Bunn & Riggs (1978).

As curvas de equilibrio de oxigénio foram
determinadas para sangue total usando o ana-
lisador de dissociacdo de Oxigénio Hem-O-
Scan da Aminco (American Instrument Com-
pany, Silver Spring, Md) como descrito por
Powers et al. (1978). Amostras de sangue
total foram deoxigenadas com nitrogénic
99,999% puro ou com nitrogénio contendo
56% de CO, e foram reoxigenadas com ar
contendo 21% de oxigénio ou com 69,4% N
25% 0, e 5,6% CO,. ‘

Os gldbulos vermelhos lisados foram des-
tituidos de fosfatos orgénicos e outros ions
passando o lisado primeiro através de Sepha-
dex G-25 médio (coluna de 2x50 c¢cm) em Tris
0,imM, pH 8,5 e logo através de uma coluna
de 1,5x30 cm formada pelas seguintes resinas
de cima para baixo: 2cm de Dowex-1 (em ace-
tato), 2cm Dowex-50w (forma de ion de amé-
nioc) e um leito de 20 cm de uma mistura
intercambiadora de ions Bio Rad AG 501x8-D.
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Os componentes da hemoglobina foram
separados numa coluna de 3x20 cm de DEAE-
Sephadex A-50 (Sigma Chem. Co.). Uma so-
lugdo contendo 600 mg de oxihemoglobina fra-
cionada foi concentrada a 20ml num saco de
didlise colocado numa suspensdo de glicol de
polietileno de alto peso molecular (peso mé-
dio, 20.000) e foi dialisada com mudancas
freqiientes de Tris 50mM, pH 8,5 e colocada na
coluna de DEAE-Sephadex mantendo equilibrio
com o mesmo tampédo Tris, 700ml do tampdo
inicial foram passados pela coluna antes de
ser estabelecido um gradiente linear entre
600m| de tampdo Bis-tris de pH 7,0. A taxa de
fluxo foi de ca. 35ml/hora. Fragbes de 7,5 ml
foram coletadas e monitoradas manualmente
a 542 nm. As fragbes separadas de hemoglo-
bina foram logo reunidas e separadas nova-
mente através da coluna G-25 e a coluna de
fracionamento de intercdmbio i6nico. Os com-
ponentes de hemoglobina separados foram
usados para medigbes de equilibrio de oxigé-
nio, medigdes cinéticas e re-eletroforese. To-
dos os passos de purificagdo foram realizados
a temperatura de 0-10°C.

Componentes fracionados e hemoglobina
foram diluidos com &gua destilada e tampdes
de forca idnica de 0,2(1) até uma concentragéo
final de hemoglobina de 50 M {em base a
heme) e forga ibnica igual a uma constante
0,051. Os tampdes foram preparados com Bis-
tris a pH menores de 7,5 ou Tris a pH maiores
que este valor. Os equilibrios de oxigénio fo-
ram determinados espectofotometricamente
em tondmetros de vidro a 20°C (Riggs & Wol-
bach, 1956) a longitudes de onda de 558 e
576 nm. O valor do coeficiente de Hill, n, foi
determinado a partir da inclinagdo média dos
resultados de Hill obtidos entre saturacdes de
25 e 75%. Equilibrios de oxigénio foram de-
terminados para hemoglobina fracionada e
para hemoglobina mais adigdo de 1 ImM de
ATP. Para amostras a pH baixo nas quais a
hemoglobina ndo podia ser saturada com o
oxigénio atmosférico (dado o efeito Root) uma
aliquota de Tris sélido foi introduzido no tond-
metro para aumentar o pH, o suficiente para
poder saturar a hemoglobina completamente
com O;. Este procedimento permitiu determi-
nar o espectro da hemoglobina totalmente oxi-
genada.
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As curvas de transicio do efeito Root for
ram calculadas diretamente a partir das curvas
de equilibrio de oxigénio ou foram determina-
das da seguinte maneira. A hemoglobina foi
dilufda com Tris ou Bis-tris até um volume final
de 3,0ml e uma concentragdo final de hemo-
globina de 48 pM (heme); registros de oxi
e deoxihemoglobina foram determinados da
mesma amostra. As amostras foram deoxige-
nadas com uns poucos cristais de ditionito de
sédio. Se uma amostra de pH baixo nao esti-
ver totalmente oxigenada a tensdes atmosféri-
cas de oxigénio, entdo suficiente Tris sddio

foi adicionado & amostra para leva-la a um -
pH ao qual a hemoglobina estivesse saturada-

com oxigénio atmosférico.

Todas as medicbes cinéticas foram reali-
zadas com um aparelho “stopped-flow” do tipo
originalmente descrito por Gibson & Milnes
(1964) . Em todos os casos a forga ibnica da
solucdo final apdés misturar foi de 0,05. As
constantes cinéticas apresentados sdo ajusta-
dos aos quadrados minimos nos 65% iniciais
de reacdo observada.

As cinéticas de dissociagdo de oxigénio fo-
ram medidas pe!o processo de mudanca de pH
descrito por Noble et. al. (1970) . Hemoglobina
oxigenada em 1mM Tris de pH 8,0 foi misturada
com uma solugdo de ditionito de sGdio em um
tampao do pH desejado de forga ionica de 0,1.
A concentragdo final de hemoglobina foi apro-
ximadamente de 30 M em hemoequivalentes
e a reacdo foi seguida a 560 e 540nm.

As cinéticas de combinagdo de monéxido
de carbono cum a hemoglobina foram medidas
misturando as solugdes de hemoglobina deo-
xigenada em tampées do pH desejado de forga
I6nica 0,1 com uma solugdo contendo uma con-
centracdo conhecida (aproximadamente 85
«M) de monéxido de carbono dissolvido em
agua. Apés misturar, a concentragdo de hemo-
globina, foi de aproximadamente 3 xM em he-
moequivalentes. A reacéo foi seguida a 420 e
435 nm.

RESULTADOS

Os hemolisados de Hoplosternum littorale
apresentam duas bandas de hemoglobina em
eletroforese de gel (Fig. 1). Os padrdes foram
idénticos para todos os hemolisados. O com-

Estudos funcionals. .

ponente mais anodal inclul 69% da hemoglobi-
na total e apresenta uma mobilidade relativa
de 0,5240,02 (Media + D.P.; N=5) compa-
rada com albumina de soro de bovino. A he-
moglobina humana A apresentou mobilidade
relativa de 0,664-0,01 (N=5). A hemoglobina
menos anddica é referida aqui como hemoglo-
bina 1.

A focalizacdo analitica isoelétrica do disco
de gel de poliacrilamida indica que existem
dois componentes de hemoglobina na confor-
macéo carboxi. Ab-l e Ab Il apresentam pontos
isoelétricos respectivamente reduzidos ou au-
mentados ao serem deoxigenadas. Isto indica

A B C D

Fig. 1 — Eletroforese em gel de disco a pH 8,9 co-
mo no texto. A, electroforese de hemolisado de
H. Littorale. O anodo estd na parte inferior. A ban-
da mais anddica corresponde, em todo os geis, a al-
bumina de sorc bovino. B, hemolisado humano.
C. e D_, eletroforesis de Hb I e Hb II de H. litto.
rale respectivamente, seguindo a separacdc croma-
tografica em DEAE-Sephadex.
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que Hbl deve ter um efelto Bohr inverso e Hbl|
um efeito Bohr normal (ver Bunn & Riggs,
1978) . N&o foram observados tetrdmeros assi-
métricos hibridos de hemoglobina em geis de
carboxihemoglobina ou de deoxihemoglobina.

O peso molecular das cadeias da hemoglo-
bina de H. littorale foi de aproximadamente
14.000 em eletroforese de gel SDS. Este valor
€ similar ao valor de 14.500 obtido pelo mesmo
método para cadeias de hemoglobina humana

Os experimentos de equilibrio de oxigénio
no sangue total de H. littorale indicam que a
presséo parcial de oxigénio & saturagdo média
(Px) a 30°C (temperatura aproximada da 4gua
do rio Solimées) é de 7,8mm Hg a pH 7,740,1
quando uma mistura de 21% de oxigénio e
79% de nitrogénio é utilizada para reoxigena-
¢a80. Quando uma mistura gasosa contendo
25% 0, 69,4% de nitrogénio e 5,6% CO; foi
usada para reoxigenar as células, o Ps aparente
(ver Powers et al., 1978) foi de 17,8mm Hg a
PH 66401 (Fig. 2). Usamos o termo P
aparente devido a ndo termos seguranca da
posicdo da assintota superior (ver Powers et
al., 1978 para discussio deste ponto). A he-

moglobina podia estar incompletamente satu-
rada com oxigénio devido ao efeito Root.

A cromatografia em gel de DEAE Sephadex
separa a hemoglobina de H. littorale em dois
componentes (Fig. 3). Eleroforese de cada
fracdo separada (Fig. 1) indica que cada uma
€ um componente puro. Dos 600 mg de oxihe-
moglobina colocados na coluna, 180 mg foram
recuperados na primeira fragdo (Hbl) e 310 mg
foram recuperados na segunda (Hbll). Estes
valores correspondem bem as proporgdes en-
contradas por eletroforese de gel de disco, 31
a 69% respectivamente.

A hemoglobina ndo fracionada tem um va-
lor Ps de 3,8mm Hg a pH 7,0 e 20°C. O valor
Ps aumenta a 11,0 mmHg na presenga de 1mM
ATP a pH 7,0. Apresentando efeito Bohr alca-
lino normal: A log Px/A pH parece méaximo
perto de pH 7,0. A adicdo de 1mM ATP causa
o maximo de efeito a pH de aproximadamente
7.2 (Fig. 4).

A hemoglobina ndo fracionada também
apresenta efeito Root; porém a presenca deste
efeito ndo é téo forte quanto no componente i
purificado. O ATP aumenta o efeito Root em
hemoglobina néo fracionada.

|OO 1 I I 1 I I I I

Percent HbO,
3
I

- (no CO,)

(with 56% CO,) .

Biozo 8 =161

Fig. 2 — Curvas de equilibrio de oxigénio para o sangue total de H, littorale, As curvas representam a oxi-
genagdo em auséncia (pH 7,7) e presenca (pH 6,6) ae 3,6% CO,. Ver texto por precaugdio em relacio & in-

terpretacdo dos dados em presenca de CO,.
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ABSORBANCE AT 542 nm

120
10.0 7
pH Gradient 7
8.0 -18.0
. #\— pH
40+ - —47.0
:
I
6.0
0.7 I 0?9 | I 1.3 1.5 L5f

HEEERS

Fig. 3 — Cromatografia de DEAE-Sephadex da oxiemoglobina de H. littorale. As condicdes so as descritas
no texto. As barras abaixo dos picos I e II indicam as fragdes que foram unidas.

Os equilibrios de oxigénio das hemoglobi-
nas | e Il sdo notavelmente diferentes (Figs.
5,6). A pH 7,0 (20°C) os valores de Px das
duas hemoglobinas so 1,3 mm Hg (fraciona-
das) e 6,3mm Hg (fracionadas+1mM ATP) pa-
ra Hb-l e correspondendo ao valor de Px de
8mm Hg e de 13mm Hg (1mM ATP) para Hb-ll
fracionada a pH 7,0 e 20°C. Hb-l fracionada
mostra um efeito Bohr inverso ou &cido na fai-
xa de pH 6,0 a 80 (A log Psx/A pH=+0,26) e
um ligeiro efeito Bohr alcalino entre pH 8,0 e
9,0 (A log Ps/A pH = —0,12).

Hb-I ndo apresenta efeito Root, nem na con-
digéo fracionada, nem na presenga 1mM ATP.
Na presenca de 1mM, HB-l apresenta uma dimi-
nuicdo de 6 vezes na afinidade de oxigénio a
pH 6.0 e mostra um efeito Bohr zalcalino normal
entre pH 7,0 e 8,0: A log Px/A pH = — 0,22
(Fig. 5).

Estudos funcionais. ..

A hemoglobina I, por outro lado, apresenta
um efeito Bohr normal forte na faixa de pH de
6,0 a 8,0: A log Px/A pH = —0,53 para hemo-
globina fracionada; o valor diminui a —0,66 em
presenca de 1mM ATP na mesma faixa de pH.
A pH baixo Hb-ll apresenta efeito Root, isto &,
esta hemoglobina ndo pode ser saturada com
oxigénio pelo ar & pressdc atmosférica. O efei-
to Root é aumentado por 1mM ATP (Fig. 6).

A dependéncia de pH na velocidade de dis-
sociacdo de oxigénio dos componentes | e Il
em presenca e auséncia de 1mM ATP é apre-
sentada na Fig. 7. As hemoglobinas s&o no-
toriamente diferentes em seu comportamento.
A constante de velccidade “off" de oxigénio
para o componente | é quase independente do
pH. Na auséncia do ATP, a velocidade aumenta
ligeiramente com um aumento de pH. A adicéo
de 1mM de ATP aumenta a velocidade nos
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Fig. 5 — Efeito de pH e ATP sobre os valores de
Log Py, e “n” para Hb-I. As condicOes sdo as do
texto. O, hemoglobina fracionada. e, hemoglobina
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Fig. 6 — Efeitos de pH e ATP sobre o Log P, e “n”
para Hb-II. As condigdes sao as descritas no texto.
O, hemoglobina fracionada. e, hemoglobina fracio-
nada -+ 1mM ATP.

valores de pH baixos, mas n&o tem efeito a
pH 8,3, de maneira que a dependéncia global
de pH é inversa do normal, além de pequena.
Em contraste, a constante de velocidade “off”
de O para o componente i é fortemente de-
pendente do pH e aumenta umas 25 vezes
quando o pH é diminuido de 8,0 a 5,7 na ausén-
cia de ATP. O ATP altera esta taxa, porém,
sendo muito menos efetivo que os prétons. A
adicdo de 1mM ATP aumenta a constante de
velocidade em todos cs valores de pH abaixo
de 7,5 e aumenta a mudanga com pH até umas
240 vezes.

A dependéncia da constante de velocidade
de segunda ordem (¢') para a reagdo de mo-
ndxido de carbono com o componente de he-
moglobina é apresentado na Fig. 8.

Na auséncia de ATP ¢’ diminui de 5x10°M-'s™!
a pH 54 até aproximadamente 3x10°M”s” a
pH 8,0. A adigdo de 1mM ATP diminui o valor
de ¢' a aproximadamente 2x10°M-'s"' entre pH
6 e 8 e elimina a dependéncia de pH.

Garlick et al.



de O: para esta proteina, mas dada a depen-
déncia de pH tdo reduzida na reacdo de com-
binacédo de CO, o efeito de ATP é tdo reduzido
que se aproxima dos limites de confianca das
medidas.
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Fig. 7 — Velocidade de dissociagéio de O, a diferen-

tes pH. “K” € a constante dissociagdo de velocidade.

O, Hb-I fracionado. e, Hb.I 4+ 1mM ATP. [3J, Hb-II
fracionado. @ , Hb-II + 1mM ATP. As condicOes
sdo as indicadas no texto.
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Fig. 8 — Velocidade de combinagdo de CO com
Hb I a diversos pH. L’ € a constante da velocidade
de combinagdo. O, Hb-I fracionada, e, Hb-I fracio-
nada 4 1mM ATP. As condigbes sio indicadas no
texto.

A dependéncia de pH de ¢’ para o compo-
nente Il da hemoglobina estd expresso na Fig.
9. Tanto na presenca quanto na auséncia de
1mM ATP, a velocidade de reacdo tem uma de-
pendéncia de pH bem diferente daquela apre-
sentada peia hemoglobina |, aumentando mais
de duas vezes a medida que o pH é aumentado
de 6,0 a 8,0. Parece que o ATP tem pouco efei-
to. Expressado como porcentagem do efeito
total de pH, o efeito é provavelmente seme-
Ihante ao do ATP na velocidade de dissociago

Estudos funcionais, ..

Fig. 9 — Velocidade de combinagdo de CO com
Hb-II a diversos pH. L' é a constante de velocidade
de combinagio. [, Hb-II fracionado. B , Hb.II
fracionado 4+ 1mM ATP. As condigbes séo as indi-
cadas no texto.

As propriedades cinéticas do componente
I da hemoglobina em auséncia de ATP sdo tais
que indicam que sua atividade de ligagdo di-
minui com o aumento de pH. A velocidade de
dissociagdo de O; aumenta com o aumento no
pH, sendo que a velocidade de combinacédo de
CO diminui. Assim se poderia predizer um
efeito Bohr inverso ou negativo em base a es-
tes resultados. A adicdo de 1mM ATP inverte
a dependéncia de pH da velocidade de combi-
nagao de CO (efeito Bohr positivo).

As propriedades cinéticas do componente
Il da hemoglobina sdo totalmente diferentes.
As duas constantes de velocidade variam com
o pH de uma maneira indicativa de um efeito
Bohr normal. A extrema dependéncia da taxa
de dissociacdo de O: sugere que este efeito
Bohr é, de fato, um efeito Root, isto &, que
resulta em atividade tdo baixa na faixa baixa
de pH que impede a saturagéo da hemoglobina
com oxigénio quando equilibrada com o ar.
Sabe-se que este € o caso. Hemoglobina nao
fracionada e componente Il apresentam efeito
Root. Hb-1 ndo apresenta efeito Root. O efeito
Root é incrementado com adicdo de 1mM ATP
a hemoglobina fracionada completa ou hemo-
globina Il. A Fig. 10 indica que a p H7.0 a
hemoglobina livre ndo fracionada e a hemo-
globina com 1mH ATP estdo ambas saturadas
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100% com oxigénio ao PO, do ar. A pH 6,7 a
hemoglobina fracionada é completamente satu-
rada mais com 1mM ATP esté s 88% saturada.
A pH 5,9 a hemoglobina livre ndo fracionada
esta 73% saturada como oxigénio e a hemoglo-
bina com 1mM ATP estd 69% saturada.
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Fig. 10 — Curva de transicido do efeito Root para
hemoglobina nio fracionada. A percentagem de sa-
turagio com oxigénio atmosférico estd dada a di-
versos pH. O, hemoglobina fracionado. e, hemoglo-
bina fracionado 4+ 1mM ATP.

A hemoglobina Il apresenta uma curva de
transicdo do efeito Root muito semelhante a da
hemoglobina completa em que a percentagem
de saturacdo comega a diminuir a valores de
pH abaixo de 7,0, mas o declive é maior para
Hb-1l que para hemoglobina completa (Fig. 11).
A pH 5,9, a hemoglobina Il fracionada esta 58%
saturada com oxigénio a pressdo atmosférica,
sendo que s6 estd 40% saturada nas mesmas
condigbes em presenga de 1mM ATP.

Discussio

O bagre Hoplosternum littorale tem-se
adaptado 4 vida em é&guas hipéxicas evoluindo
um intestino altamente vascularizado, com o
qual respira oxigénio atmosférico (Carter &
Beadle, 1931) . Este peixe é um respirador obri-
gatério de ar cujas guelras sdo consideradas
atualmente como auxiliares na eliminacéo de
diéxido de carbono em vez de na procura de
oxigénio (Willmer, 1934). Willmer, (1934)
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usando o método de van Slyke concluiu que 0
sangue total de H. littorale apresenta uma afi-
nidade de oxigénioc moderadamente baixa e
apresenta um efeito Bohr em resposta a adigéo
de diéxido de carbono pequeno em comparagéo
com os de outros peixes examinados por ele.
Em adigdo, observou que o sangue de H. litto-
rale tem uma grande capacidade de oxigénio,
o que parece estar correlacionado com o com-
portamento de respiracéo aérea do animal. H.
littorale deve sair & superficie para respirar
cada 10 minutos, sem importar a concentragéo
de CO, da agua (Willmer, 1934). Os dados de
Willmer indicam que o sangue de H. /ittorale
estd meio saturado com oxigénio quando a
presséo parcial de oxigénio € de 10 mm Hg a
28°C e pH 6,8 em auséncia de CO,. Os dados
de Wilimer indicam que o Ps do sangue total
é de 20 mm Hg quando o PCO: = 25mm Hg a
pH 5,8 (28°C). Nossos dados, obtidos usando
o analisador de dissociacdo de oxigénio Hem-
0O-Scan indicam que a 30°C o Px para o sangue
total de H. littorale é de 7,8 mm Hg na auséncia
de CO; e a pH 7.7 a 30°C o Px aparente é de
17.8 mm Hg quando 42 mm Hg de CO; séo agre-
gados (pH 6,6 a 30°C). Sendo que o sangue
provavelmente estava incompletamente satura-
do sob estas condicOes, o Py verdadeiro é pre-
sumivelmente algo maior que isto. Willmer in-
terpreta suas curvas de equilibrio de oxigénio
de sangue total como apresentando um ligeiro
efeito Root na auséncia de CO; que é aumen-
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Fig. 11 — Curva de transicio do efeito Root para
Hb.II fracionada. A percentagem de saturacio com
oxigénio atmosférico estd dada a diversos pH. O,
Hb-II fracionada. e, Hb-II fracionada + ImM ATP.
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tado com adigdo de CO,. Esta conclusdo de-
pende de uma extrapolagéo relativamente gran-
de de pressdes entre mais ou menos 35mm Hg
a 150 mm Hg. Nossos dados indicam que a
hemoglobina diluida e ndo fracionada de H.
littorale apresenta um pequeno efeito Root e
que um componente da hemoglobina (Hb-1I)
porém ndo os outros, apresenta um efeito Root
consideravel. O efeito Root em Hb-Il de H.
littorale & compardvel aqueles encontrados
em certas outras hemoglobinas de peixes. A
hemoglobina da carpa (Cyprinus carpio) sé
esta meio saturada a pH 5,5 & 20°C na presen-
¢a de fosfatos organicos endégenos (Noble
et al, 1970) . Certos componentes das hemo-
globinas das duas trutas Salmo irideus (Brunori
et. al., 1973) e S. gairdneri (Lan et al., 1975)
estdo s6 uns 20% saturados com o oxigénio
nas mesmas condigdes. A perda de oxigénio
por certas hemoglobinas de peixe equilibradas
a pH baixo com oxigénio atmosférico (efeito
Root) tem sido tida como parte do mecanismo
pelo qual o oxigénio é secretado na bexiga na-
tatdria para manter ou controlar a quantidade
de flutuagdo neutra. Ndo é sabido se a hemo-
globina com efeito Root de H. littorale cumpre
este propdsito. Até agora ndo havia sido en-
contrado um peixe de respiragdo aérea obriga-
téria que apresentasse uma hemoglobina com
efeito Root (Johansen, 1970). Porém, atual-
mente, tem-se encontrado outros peixes de
respiragdo aérea que possuem hemoglobinas
com efeito Root (Farmer et al, 1978).

O componente |l da hemoglobina de H.
littorale aparentemente liga o O. de maneira
néo cooperativa a pH baixo. Este componente
é similar & da hemoglobina de carpa (Tan et
al., 1973) e da fragdo 3 da hemoglobina de truta
(Lan et al., 1975). Ainda se um valor de n=1
pode refletir auséncia de cooperatividade nos
dados de H. littorale, podia também resultar da
ligacdo de oxigénio a subunidades funcional-
mente diferentes subunidades o« e B. A queda
de n a pH baixo é aumentada por ATP em me-
digoes feitas com Hb-Il de H. littorale. A falta
aparente de cooperatividade & afinidade mini-
ma de ligagdo em pH suficientemente baixo
estd associado com o efeito Root e pode ser
descrita qualitativamente pelo menos no “es-
tado T” do modelo alostérico de Monod et af.
(1965).

Estudos funcionais, ,,

A adigdo de 1mM ATP a Hb-I de H. littorale
muda o efeito Bohr inverso a um efeito Bohr,
alcalino normal. Em Hb A humana e em certas
outras hemoglobinas de mamiferos, o efeito
Bohr inverso ou dcido, presente a pH baixo, é
aumentado com adigdo de fosfatos orgénicos
(Bailey et al., 1970; De Bruin et al., 1971;
Riggs & Imamura, 1972) . A hemoglobina Il fra-
cionada, por outro lado, apresenta um grande
efeito Bohr alcalino (Alog Pw/ApH = —0,8)
que aumenta com 1mM ATP (A log Ps/ApH =
—1,0 na faixa de pH 7,0—7,5) . A hemoglobina
néo fracionada apresenta um efeito Bohr muito
menor entre —0,4 e —0,5 como era de se es-
perar.

Os hemolisados de certos peixes apresen-
tam componentes miultiplos de hemoglobina,
nos quais as propriedades de cada componente
sdo notoriamente diferentes umas das outras
(Binotti et al., 1971; Powers & Edmundson,
1972; Gillen & Riggs, 1973; Weber et al,
1976) . As hemoglobinas sdo geralmente de
dois tipos (discutido em Weber et al., 1976);
uma apresenta afinidade de oxigénio relativa-
mente alta e é relativamente inalterada pelo
pH. O outro tipo de hemoglobina tem uma
afinidade de oxigénio menor, mostra o efeito
Bohr alcalino normal e apresenta efeito Root.
Concomitante com a evolugio do efeito Root,
ha um efeito potencialmente indesejavel. Uma
perda grande de oxigénio do sangue da bexiga
natatéria pode trazer um grau perigoso de hi-
poxia intolerdvel para o peixe. Certos peixes
parecem solucionar este problema sintetizando
duas hemoglobinas funcionalmente diferentes;
uma possuindo um efeito Root, sendo que a
outra liga o oxigénio independente do pH
(Riggs, 1976). Powers & Edmundson (1972)
sugerem que as hemoglobinas de efeito Bohr
nulo podem ser Gteis em evitar a andxia resul-
tante da perda da ligagéo de oxigénio pela he-
moglobina de efeito Root que pode seguir a
producéo de 4cido latico apds de exercicios
violentos de emergéncia. E concebivel que a
hemoglobina | de H. littorale com seu forte
efeito Bohr inverso pode efetivamente cumprir
tal propésito. Além disto, a hemoglobina 1
pode atuar como um depdsito parcial de oxi-
génio durante os 10 minutos que o peixe per-
manece submerso. A presenca de uma hemo-
globina de efeito Bohr inverso neste peixe
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pode servir para modular a hemoglobina de
efeito Root numa situagdo de pH baixo tal
como durante uma imersdo onde hd actimulo
de CO.. Bonaventura et al., (1977) sugerem
que a hemoglobina de efeito Bohr inverso do
anfibio Amphiuma means pode ser especial-
mente Gtil durante a invernacdo ou estivagio.
N&o é sabido se H. Jittorale pode estivar, mas
achamos que certas pequenas lagoas contendo
este peixe estavam no processo de secamento
sendo que outras lagoas semelhantes ja ha-
viam secado. Restos de vérias espécies de
peixes, incluindo H. [ittorale encontrados nes-
tas lagoas secas sugerem que esta espécie
morre nessas condigdes. Johansen, (1970)
cita a estivagdo como uma maneira na qual
0s peixes tropicais podem combater a andxia
e dissecagdo. Ele anota que o peixe pulmo-
nado estiva quando as lagoas ou os igarapés
secam na Africa. Se Hoplosternum estiva o
meio ambiente pode virar hipéxico e acidico
por acimulo de CO,. Sob estas condicdes.
uma diminuigdo no conteldo de fosfato orga-
nico dos glébulos vermelhos (ver Wood &
Johansen, 1972) podem auxiliar & Hb-l a atuar
como um reservatdrio mais eficiente de oxigé-
nio. De qualquer maneira, a presenca de duas
hemoglobinas distintas afetadas de diferentes
maneiras por fosfatos orgdnicos presumivel-
mente permitem a H. fittorale um controle mais
amplo para enfrentar a mudanca de disponibi-
lidade de oxigénio durante épocas secas e (imi-
das alternas.
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SUMMARY

The two hemoglobins, | and Il of the obligate air-
-breathing catfish, Hoplosternum littorale have been
isolated. The unfractionated stripped hemoglobin has
a high oxygen affinity, a normal alkaline Bohr effect,
and a Root effect. Both the Bohr and Root effects are
enhanced by 1 mM ATP. Stripped hemoglobin | has
a relatively high oxygen affinity a reversed Bohr effect
bethween pH 6.0 and 8.0 (Alog P,/A pH>O) but no
Root effect. Addition of 1 mM ATP to Hb | causes a
marked reduction in the oxygen affinity, a change to a
normal alkaline Bohr effect (Alog Py,/A pH=0), but
no Root effect. Stripped hemoglobin 1l has a lower
oxygen affinity at low pH and a higher oxygen affinity
at high pH than does hemoglobin I. Hemoglobin 11
shows a large alkaline Bohr effect which is only slightly
increased by 1 mM ATP and a Root effect at low pH
which is enhanced by 1 mM ATP. The ohserved rates
of O, dissociation and of CO combination with com-
ponents | and Il show differences which parallel those
observed in the oxygen equilibrium measurements,
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