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Resumo

O hemat6erito (43%) e a capacidade de ligaggo de O,
(18,8 ml ©,/100 ml. sangue) de Trichechus inunguis
880 baixos ao serem comparados com outros mamife.
ros mergulhadores, mas sdo similares aos de mamife-
ros terrestres. Hb fracionada de peixe-boi é similar a
HbA humana na sensitividade a pH, 2,3 — difosfoglice-
rato e CO, porém é menos sensitiva & temperatura e
tem maior tendéncia a dissociar-se em dimeros. As
notaveis curvas de Hill ndo exibem cooperatividade &
saturac&c de oxigénio inferior a 30% indicando um es-
tado “T" (ou estado de baixa afinidade) altamente esta-
bilizado; tais curvas de Hill assimétricas ao serem to-
madas em conta junto com a cinética bifésica de liga-
cédo de O,, poderdo indicar heterogeneidade de cadeia.
A dependéncia de pH de ligagdo de oxigénio pela he-
moglobina em estado “T" aparente como visto nas cur-
vas de Hill, é aumentada por 23 — difosfoglicerato,
porém eliminada por cQo,.

INTRODUGAO

Os manatis, vulgarmente chamados peixe-
bois, sdo mamiferos da ordem Sirenia, porém
exibindo adaptagdes anatdmicas e fisioldgicas
diferentes dos Cetéceos e Pinnipedios. De
fato, os Sirénios nio estdo aparentados com
nenhum destes dois grupos, mas parecem ter
evoluido com os proboscideos (elefantes) e
hyracoideos a partir de um ancestral comum
(Romer, 1965). Os Sirénios vivos estio repre-
sentados por s6 dois géneros, Dugong e Tri-
chechus. Com a recente extingdo do peixe-boi
de Seller (Hydrodamalis gigas) do Pacitico do
Norte, os Sirénios remanescentes estio restri-
tos a certas dguas costeiras rasas ou a rios
dos trépicos e subtrépicos. Em contraste com
outros mamiferos mergulhadores, sdo total-
mente herviboros, alimentando-se principal-
mente de plantas aquaticas vasculares.
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Scholander & Irving (1941) compararam a
respiracdo e capacidade de mergulho do ma-
nati da Florida, Trichechus manatus latirostris,
com a de outros mamiferos mergulhadores.
Dados os habitos alimentares do manati, seus
mergulhos sdo geralmente rasos ao serem
comparados com os de baleias e focas. Além
disto, os manatis tendem a ser vagarosos ain-
da que capazes de nadar rapidamente durante
curtos periodos. De interesse especial a este
estudo, é a capacidade de O: relativamente
baixa do sangue (17,2 ml. 0./100 ml. sangue)
reportada para Trichechus manatus latirostris
e a caréncia relativa de mioglobina muscular
comparada com outros mamiferos mergulhado-
res (Blessing, 1972; Scholander & Irving, 1941).
Elsnar (1968) encontrou valores de O, similar-
mente baixos para o “dugong”. Além destas
caracteristicas de baixo teor de mioglobina e
baixa capacidade de O o volume de sangue
do manati ndo representa além de 8% do peso
corporal (Scholander & Irving, 1941; Prosser,
1973) .

O peixe-boi amazbnico tem-se tornado cada
vez mais escasso e estd atualmente protegido
pelo governo brasileiro. Estd sendo feito um
esforgo para determinar os requerimentos ece-
l6gicos da espécie para poder evitar sua ex-
tingdo. A fisiologia, nutricdo e comportamento
estdo sendo estudados por trés de nds do
INPA (‘) (R.C.B., D.E. e D.M.) e os dados apre-
sentados neste trabalho fazem parte de um es-
tudo a longo prazo da fisiologia respiratéria do
manati. O presente trabalho tem por objetivo
estudar as propriedades funcionais de solucées
de hemoglobina que tém sido destituida de
cofatores que modulam a afinidade de oxigé-
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nio in vivo, Qs efeitos de pH, temperatura,
DPG e CO: sobre a afinidade de oxigénio da
hemoglobina foram estudados usando métodos
de equilibrio e cinética.

MATERIAIS E METODOS

Duas fémeas novas do INPA, uma pesando
14 e a outra 19,5 kg, foram levadas a bordo do
R/V “Alpha Helix". As duas foram capturadas
na época seca de 1976 no Parand do Autaz-Acu,
perto da desembocadura do rio Madeira. Ainda
que as duas fémeas tivessem menos de 1 ano
de idade na época deste estudo, a diferenca de
tamanho sugere que ndo séo irmés.

Uma pequena amostra de sangue foi tirada
de cada animal para exame eletroforético. As
eletroforeses de gel de disco de acrilamida
(gels 7,5%) foram realizadas segundo o mé-
todo descrito por Fyhn et al., (1978).

Para os estudos funcionais foram tirados
5 ml de sangue da nadadeira da fémea maior,
usando-se um meio de solugdo salina a 0,9%
heparinizada. O sangue completo foi examina-
do imediatamente para determinar hematdcri-
to, concentracio de hemoglobina e concentra-
gées de ATP e DPG. A concentragdo de
hemoglobina foi determinada agregando 0,02
ml| de sangue a 5 ml de dgua gelada deioniza-
da, agitando até ficar limpida e medindo a
absorbancia a 540 e 577 nm. Os coeficientes
de extingdo milimolares para oxiemoglobina a
estas longitudes de onda foram assumidos
como sendo iguais aos da HbA, 138 e 14,6,
respectivamente. Foram usados estojos da
Sigma Chemical Co. para a determinagéo ultra-
violeta de NTP e a determinagéo colorimétrica
enziméatica de DRG.

Os glébulos vermelhos foram lavados trés
vezes em solucdo salina 0,9% e congelados
imediatamente ou apds saturagdo com CO. As
células congeladas saturadas com CO foram
levadas a Aarhus, Dinamarca, onde foram de-
terminadas a dependéncia de temperatura e a
afinidade do DPG de oxigénio da hemoglobina.
Células congeladas oxigenadas foram levadas
a Beaufort, Carolina do Norte onde foram fel-
tos outros estudos funcionais.

Os glébulos vermelhos lavados foram lisa-
dos com trés volumes de dgua fria deionizada
e centrifugados para extrair a hemoglobina. A
hemoglobina foi purificada usando processos
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ligeiramente diferentes nos dois laboratorios
como é descrito a seguir; uma boa correlagédo
dus dados indica que estas diferengas nao in-
fluenciaram significativamente as proprieda-
des funcionais da hemoblobina. Em Aarhus a
solugio de hemoglobina foi dializada em tam-
pdo Tris 0,01 M contendo EDTA 5 x 10°M e
logo libertada de anions, especialmente fos-
fatos, por passagem através duma resina de
intercdmbio idnico de camada mista. A hemo-
globina em solugdo foi concentrada com con-
centradores B-15 (Amicon, Oosterhut, Holan-
da). Em Beanfort o hemolisado foi tratado com
0,2 volumes de sulfato de amdnio saturado para
precipitar os estromas-antes de centrifugar.
A solucdo de hemoglobina foi dialisada em
Tris 10 M (pH 9) e EDTA 5 x 10°M. Em todos
os experimentos, o pH foi variado por adicéo
de Tampéo Tris/HCI ou bis-Tris/HCI dando uma
forga ibnica final de 0,05. A dependéncia de
temperatura e de DPG da afinidade de oxigénio
foram determinadas por equilibrio de O. usan-
do um método modificado de cdmara de difu-
séo de gas. (Nielsel & Thews, 1961; Weber
et al, 1976). A concentracido de hemoglobina
foi entre 0,30 e 0,38 mM de tetramero nestes
experimentos.

O efeito do pH sobre a afinidade de 0. em
presenga e auséncia de DPG (100 vezes de
excesso sobre o tetramero) ou a um pCO: de
40 torr foi determinado por um método tono-
métrico (Riggs & Wolbach, 1956) usando um
espectofotémetro gravador Cary 14. A concen-
tragdo de hemoglobina foi entre 16 e 20 mM
(tetramero). Todos os experimentos foram
feitos usando tampdes Tris ou bis-Tris de forga
idnica constante, | = 0,05, a temperatura de
20°C.

As medigdes cinéticas de dissociacdo de
0. foram determinadas por mistura rapida
como o descrito por Gibson & Milnes (1964)
utilizando um aparelho de “stopped flow”
Gibson - Durrum. As medigdes cinéticas de
“fotélise flash photolysis” de combinagdo de
CO foram determinadas com o aparelho des-
crito por Bonaventura et al. (1974). A colegéo
de dados e a anélise para todos os experimen-
tos foram feitas, utilizando-se um conversor
analitico a digital (Amince DASAR) conectado
a um computador PPD-11 (Digital Equipament
Corporation) .
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RESULTADOS

Os padrdes eletroféticos das hemoglobinas
dos dois peixes-bois foram idénticos, com uma
faixa maior e uma menor (<5%). As duas
apresentaram maior motilidade eletroforética
que a HbA, sendo a faixa menor a mais répida
e tendo assim o ponto isoelétrico menor. O
pequeno tamanho de nossa amostra de sangue
impediu o fracionamento dos componentes
para estudos funcionals individuais. E lamen-
tavel que sendo j& o final da expedigdo, nao
foi possivel determinar afinidade de oxigénio
do sangue completo e efeito Bohr em virtude
de ter acabado a provisdo de gas.

O hematéerito foi 43% e a concentracéo
de hemoglobina no sangue completo foi de
2,11 mM (tetramero). A capacidade de oxigé-
nio calculada como 40./tetramero & de 18,9 ml
0,/100 ml. sangue.

A concentracdo de ATP no sangue comple-
to foi de 0,41 mM, o que corresponde a uma
taxa DPG/tetramero de 0,33.

O efeito do DPG sobre o Ps e sobre o coe-
ficiente n de Hill para hemoglobina fracionada
de peixe-boi estd indicado na figura 1. Sob con-
digdes experimentais o DPG diminui marcada-
mente a afinidade de oxigénio sendo que o
efeito depende da concentracio.

E notdrio o fato de que a temperatura cor-
porea € também baixa para a sspécie amazd-
nica. Medigdes de temperatura rectal tomadas
anteriormente em um Trichechus inunguis de
20,9 kg deram um valor meio de 33,0 = 1,0°C
(n = 7). Uma baixa temperatura corporal esta
certamente relacionada com a baixa taxa me-
tabélica (como documentado para o manati da
Florida por Scholander & Irving, 1941) e levou
a nossa pesquisa de sensitividade a temperatu-
ra da ligagdo de 0.

A figura 2 apresenta a dependéncia de pH
de Py e n para hemoglobina fracionada de
peixe-boi a trés temperaturas diferentes. Ain-
da se a temperatura ndo parece alterar signi-
ficativamente o valor de n para esta hemoglo-
bina, o Ps aumenta com a temperatura, A log
Po/AT = 0,025. A pH 7.4 o valor de AH (cal-
culado como 2,303 RT A log Ps/ (A—),
Wyman, 1948) ¢é de aproximadamente 10,2 Kcal
mol” (incluindo o calor da solugio de oxigs-
nio) na faixa de 20-40°C.

Propriedades funcionais.,
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Fig. 1 — Efeito do DPG sobre valores de Py, e n de
hemoglobinas fracionadas de Trichechus inunguis, me-
didos a 30°2 C, dH 7.3, em tampao Tris, forga idnica
0,05. A concentrago de hemoglobina & de aproxima-
damente 0,3 mM (tetrdmero).

O efeito do pH sobre a ligagéo de oxigénio
pela Hb de peixe-boi sob diversas condigdes
estd ilustrado nas Fig. 2 e 3. O efeito Bohr
para a hemoglobina fracionada, A log Ps/ApH
€ igual a —0,4 a 20° (I = 0,05), mas diminui
ligeiramente com aumento na temperatura
(Fig. 2). O DPG claramente aumenta o Ps e
o efeito Bohr através da faixa fisiolégica de pH
(Fig. 3). Abaixo de pH 7,0, o DPG diminui
ligeiramente o coeficiente n de Hill, indicando
cooperatividade reduzida entre as subunidades
(Figs. 4A e B). O CO. apresenta um efeito
inverso sobre o efeito Bohr, diminuindo gran-
demente a sensitividade a pH desta hemoglo-
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Fig. 2 — Efeito do pH e temperatura sobre valores Py, @
n de hemoglobina fracionada de 1. inunguis medidas em
oresenca de tampdes Tris e bis_Tris, | = 0,05. A con-
centracdo de Hb é 038 mM (tetr8metro) A 40°C; ],
30°C; O, 20°C; —--, dados graficados da figura 3 sob
condigbes similares.
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bina sem modificar n da condigéo fracionada
(Fig. 3). Pode ser observado, porém, que n
também diminui acima de pH 7,8 em todas as
trés condicbes. Existe uma assimetria eviden-
te nas curvas de Hill sob todas as condiges.
Também €& aparente que a posi¢do das assin-
totas deoxi varia com [H+] e a presenca de
outros fatores alostéricos.

A dissociacdo de oxigénio de Hb de peixe-
boi foi estudada, usando o aparelho de
“stopped-flow”. A 448 nm as cinéticas exibem
trés fases distintas em vez das duas normal-
mente observadas com HbA. A fase final pro-
vavelmente corresponde 4 mudanca espectral
que ocorre 4 medida que os dimeros de hemo-
globina sdo agregados para formar tetrdmeros
apés a desoxigenagdo (Bonaventura et al.,
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Fig. 3 — Efeito do pH sobre os valores Py, e n da Hb
de I. inunguis na condicdo fracionada e na presenca
de DPG (100 vezes em excesso sobre o tetrdmero) e CO,.
Os experimentos de equilibrio foram feitos em presencga
de tampdes Tris e bis.Tris, | = 0,05 a 20°C. A con-
centragdo de Hb estéd entre 0,016 e 020 mM (tetrame-
ro) O, fracionado do @, DPG; A; CO,.

A

-15 1 1 Il
-06 -03 O 03 06 039 12 15

Fig. 4 — Curvas de Hill para ligacéio de oxigénio de Hb

de 1. inunguis sob as mesmas condigdes da Fig. 3.
A, Hb fracionado; B, Hb em presenga de DPG (100 ve-
zes em excesso sobre o tetrdmero); G, Hb em presenga
de CO, (40 torr).
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1974) . Esta fase muito vagarosa ndo é obser-
vada a 437,5 nm (ponto isobestico da fase de
agregagéo) e assim as cinéticas foram segui-
das a esta longitude de onda para simplificar
a andlise. A 437,5 nm, porém, foram observa-
dos dois componentes cinéticos chamados
fase | e fase Il. A pH 7,0 as velocidades das
duas fases sdo 31 seg” e 6,5 seg”, respectiva-
mente. As duas fases sdo sensitivas ao pH
e ao DPG, sendo a fase | mais sensitiva que a |l.

A velocidade de combinagdo de CO com
a Hb de peixe-boi também foi medida a 437,5
nm pela técnica de mistura rapida. Como no
caso da cinética de dissociacdo de O., as ciné-
ticas de combinagdo de CO sdo fortemente
dependentes do pH. As cinéticas de combina-
¢80 de CO também foram examinadas pela
técnica de “flash photolysis”. Uma velocida-
de inicial de combinacdo muito maior foi ob-
servada usando este método. Os dois métodos
diferem com respeito ao estado inicial da he-
moglobina. No aparelho de “stopped flow”, a
hemoglobina desoxigenada é misturado rapida-
mente com uma solugdo tampdo equilibrada
com CO, Hb + 4C0O —> Hb (CO).. Nos ex-
perimentos de “flash photolysis” o CO é cau
sado ao dissociar-se da hemoglobina por um
“lampejo” intenso de luz e logo recombina,
Hb (CO)s —> Hb + 4CO —3> Hb (CO).. No
equilibrio dimero-tetrdmero para HbA, o estado
tetr@mero é favorecido na forma ndo liganda
e o estado dimero na forma liganda da hemo-
globina. Além disto, os dimeros apresentam
uma constante de velocidade de combinagdo
de CO muito mais alta que os tetrameros. As-
sim, o componente muito rapido de cinética de
“flash photolysis”, por analogia com HbA, &
considerado como representando a combinagao
dos dimeros com CO. Um grafico de % de
dimeros a diferentes uM de hemo é apresen-
tado na Figura 5, incluindo um grafico para
HbA (Bonaventura et al., 1974). Estes dados
indicam que na Hb de peixe-boi a dissociagdo
tetromero-dimero tem uma maior tend&ncia
ao estado dimero que em HbA.

Discussao

O padréo eletroforético da hemoglobina de
peixe-boi apresenta uma faixa maior e uma
menor. E possivel que a faixa menor repre-
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sente um componente de hemoglobina fetal
que poderia diminuir com idade, porém White
et al., (1976) encontraram um padrdo seme-
Ihante de bandas tanto em adultos quanto in-
dividuos muito jovens de manatis da Florida
Trichechus manatus latirostris. O hematécrito,
medido como 43% €& algo menor que o valor
de 46,6 = 0,5% obtido por White et al., (1976)
para o manati da Florida, mais as medicdes
de concentragdo de hemoglobina sio muito
semelhantes para as duas espécies. Tanto a
capacidade de O: quanto o hematdcrito sio
baixos comparados com os de pinipedos e ce-
tdceos, mas sdo similares aos de outros ma-
miferos (Lenfant, 1969; Lenfant et al., 1970).
Presumivelmente, a baixa capacidade de O,
estd relacionada com os habitos alimentares
e mergulhos rasos do manati. A duracio dos
mergulhos, porém, nio é necessariamente cur-
ta. Durante mergulhos mais Tongos, o notavel-
mente baixo consumo de oxigénio tenderia a
compensar a baixa capacidade de O, (Scholan-
der & Irving, 1941).
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Flg. 5 — Efeito da concentragdo de proteinas sobre a
percentagem de dimeros (determinado em experimentos
de flash photolysis em solugdes carbo-monéxi de Hb
de peixe-boi em tampdo bis.Tris, . = 0,05, pH = 7,0
20°C. A linha de HbA é para dados obtidos em bis-
Tris 0,05, pH 7,0 20°C (Bonaventura et al.,, 1974) : As con-
centragdes de Ci- sfo diferentes e podem modificar li-
geiramente o equilibrio de dissociagdo). A curva ajus.
tada que atravessa os pontos dos dados é calculada para
um equilibrio tetrdmero-dimero com constante de dis-
soclagdo de 0,85 uM.
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A sensitividade a fosfatos da Hb de peixe-
boi é grande ao ser comparada com a de ma-
miferos onde as concentragdes de DPG séo
baixas (Bunn, 1971); White et al., (1976) re-
portaram concentragdes de ATP e DPG para o
manati da Florida; seus resultados de ATP es-
tio de acordo com 0s nossos, mas 0s niveis
de DPG deles sdo muito maiores que 0s nos-
sos. A seguir, daremos uma explicagéo plau-
sivel para justificar esta discrepéncia. O esto-
jo de DPG a bordo do “Alpha Helix" foi
‘inadvertidamente congelado contrariando as
instrugbes da Sigma Chemical Co. E possivel
que o congelamento da fosfoglicerato mutasa
resultasse concentragdes erroneamente baixas
de DPG encontradas em nossos experimentos.
Porém baixos niveis de DPG sé&o encontrados
em glébulos vermelhos do gato e de alguns
ungulados tais como cabra, boi e ovelha
(Harkness et al., 1969; Bunn, 1971) e os bai-
xos niveis de DPG encontrados por ndés no
peixe-boi amazbnico ndo podem ser ignorados
simplesmente por néo estar de acordo com 0s
valores anotados por White et al., (1976) para
a espécie de Florida. De fato, White et al.
(1976) encontraram valores de Px» malores €
valores de DPG menores para o manati muito
jovem ao comparé-lo com o adulto, o que é o
inverso dos valores esperados de prevalece-
rem as diferencas normais de afinidade de oxi-
génio materno-fetais.

O efeito da temperatura é muito menor so-
bre a hemoglobina de peixe-boi que sobre a
hemoglobina humana. Sensitividade reduzida
a temperatura tem sido reportada para o san-
gue de um porco-espinho, onde a temperatura
do corpo é muito reduzida durante a hiberna-
cdo (Clausen & Ersland, 1968) . H4 evidéncia
de alguma variabilidade na temperatura do cor-
po do peixe-boi (Dekeyser, 1952; dados néo
publicados de R.C.B., D.D. & D.M.), e caso
similar tem sido reportado para elefantes
(Elder & Rodgers, 1975) . As temperaturas re-
tais do manéti de 33,0 = 1,0°C foram tomadas
em animais em &guas com temperaturas va-
riando entre 27-31°C.. Dekeyser (1952) traba-
|lhando com Trichechus senegalensis em &guas
variando entre 20 e 22°C obteve temperaturas
retais de 26.6 = 0,9°C (n = 36).
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Benesch et al. (1969) encontram para
HbA um A log Ps/AT = 0,025 em Na Cl 0,1 M,
ou seja, aproximadamente o mesmo valor da
Hb de manati em um tampzo de | = 0,05 (Fig.
6) . Na virtual auséncia de Cl", 0 A log Px/A T
é igual 0,07 para HbA (dados nédo publicados,
C. e J. Bonaventura) . Em tampéo de | = 0,05,
ou seja, o mesmo dos dados de manéti, pode
predizer-se que HbA terd uma sensitividade &
temperatura de duas vezes a exibida pela Hb
de manéati (Fig. 6).

Para um animal de sangue quente em um
meio aquético, uma sensitividade reduzida da
hemoglobina quanto 2 temperatura pode ser
importante para a homeostase. O complexo
sistema de intercAmbio de calor dos sirénios
(Elsner, 1969) reduziria a perda de calor ao
meio externo mas exporia o sangue que passa
através dos vasos periféricos a marcadas flu-
tuagbes de temperatura, especialmente em
aguas frias. O atum de cauda azul, Thunnus
thynnus, mantém uma elevada temperatura de
nlicleo por um sistema funcionalmente similar
de intercambio de calor (Carey & Teal, 1966) e
sua hemoglobina e especialmente insensitiva
a temperatura (Fig. 6). O A log Ps/AT de he-

mogliobina de atum é aproximadamente 0,003
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Fig. 6 — Comparagdo de dependéncia térmica de vé-
rias hemoglobinas sob condigdes variéveis —.—.—, Hb
de um atum de cauda azul em Ci-’ol,1 M (Rossi_Fonelll
& Antonini, 1960); e-e-e-, HbA em Ci- 0.1 M; o0-0-0,
HbA em auséncia virtual de C1-; ], HbA em C1- 0,05 M;
— — — extrapolata de 20°C a 30°C; A Hb de peixe-bol
.em C1- 0,05 M.
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e 0 AH é quase zero (Rossi-Fanelli & Antonini,
1960) . Deve anotar-se que este dado foi obtido
de hemoglobina cristalina em uma solucdo de
NaCl 0,1 M e n&o 0,05. Como ja foi mencio-
nado para HbA, a diminuigdo da forgca idnica
aumenta a sensitividade a temperatura assim
como a afinidade de O.. Se este fendmeno é
generalizado, a sensitividade aparente da Hb
de atum pode estar exagerada ao ser compara-
da com a Hb de manati estudada a | = 0,05.
Ha outros dados quanto a hemoglobinas insen-
sitivas & temperatura de vertebrados poiquilo-
termos tais como hemoglobinas catédicas de
salmédo e trutas (Hashimoto et al., 1960;
Brunori et al.,, 1973; Brunori, 1975). Ha, por
enquanto, pouca informagdo com relagdo a
sensitividade térmica das hemoglobinas de ma-
miferos aquéticos ou dos mamiferos com tem-
peraturas corporais varidveis para poder deter-
minar exatamente o significado fisiolGgico
deste fendmeno.

As propriedades cinéticas da hemoglobina
de peixe-boi diferem significativamente das de
HbA; excluindo a fase muito vagarosa de agre-
gacdo dimero tetrdmero, a velocidade de
dissociacdo de O, de HbA pode ser descrita
por um exponencial simples. Em Hb de peixe-
boi, a dissociagdo de O, é bifasica a 437,5 nm
(ponto isobéstico da fase de agregacdo). Bo-
naventura et al. (1974) também observaram
bifasicidade nas cinéticas de dissociagio das
Hb de Lemur e concluiram a partir desta e ou-
tras evidéncias que as cadeias oc e B da mo-
lécula tetramera foram responséveis pelas
fases vagarosas (Il) e rapidas (1), respectiva-
mente do processo de desoxigenagdo. Porém,
a Hb de manati difere em varios aspectos da
Hb de Lemur. A fase Il da Hb de Lemur é in-
dependente do pH e essencialmente nio &
atingida pelo DGP; a fase | é fortemente de-
pendente do pH e o efeito do pH é aumentado
por DPG. A Hb do peixe-boi apresenta uma
dependéncia de pH aumentada pelo DPG nas
duas fases, mas a fase rapida é mais fortemen-
te afetada tanto pelo pH quanto pelo DPG como
da Hb de Lemur.

As curvas de Hill para Hb fracionadas de
peixe-boi, Hb de peixe-boi + DPG e Hb de
peixe-boi + CO, (Fig. 4A, B e C, respectiva-
mente) indicam outro desvio do padrdo de
HbA. Se HbA apresenta cooperatividade mar-

Propriedades funcionais, ,,

cada acima de 10% de saturacdo de oxigénio,
a curva de Hill para Hb de pei-boi mantém uma
pendente perto da unidade até pelo menos
30% de saturacdo. Isto é evidente através da
faixa de pH em presenca dos dois fatores alos-
téricos, DPG e CO, (com excepcdo de que os
dados de % baixa de saturagdo ndo foram obti-
dos a pH alto em Hb fracionada) . Esta proprie-
dade, se interessante em si mesma, é vantajo-
sa pois permite uma tentativa de andlise da
parte inferior ndo cooperativa da curva de Hill,
usando-se técnicas fotométricas comuns.
Tyuma et al. (1973 a) utilizando um método
de gravagdo automatico (Imai et al., 1970),
demonstraram que a forma da curva de equili-
brio de oxigénio para a hemoglobina de mami-
feros depende, de fato, do pH. A técnica deles
permite a andlise muita exata de curva a niveis
de saturagdo de oxigénio muito baixos ou mui-
to altos. Tomando em conta a dimerizagéo, a
concentracéo baixas de Hb (Ackers & Halver-
son, 1974) é possivel calcular exatamente a
constante de Adair para hemoglobina humana
e determinar a dependéncia de pH. Os iraba-
lhos de Tyuma et al (1973 2, b), Imaj (1973)
e Imai & Yonetani (1975) tém mostrado divi-
das, quanto a aplicagdo & hemoglobina do mo-
delo alostérico de dois estados proposto por
Monod et al., (1965).

N&o tendo a parte superior da curva de
equilibrio de oxigénio, estamos limitados aqui
a discutir os efeitos relativos dos ligantos
sobre a primeira constante de Adair, Ki que é
a determinante primeira da parte inferior da
curva. O presente trabalho sobre Hb de peixe-
boi esta essencialmente de acordo com os re-
sultados de Imai e Yonetani (1975) para HbA.
Para as duas hemoglobinas a assintota deoxi
é fortemente deslocada em diregdo a uma me-
nor afinidade com diminuigo do pH e o DPG,
aumentando esta deslocacdo. Temos incluido
as curvas de ligagdo de Hb de peixe-boi em
presenca de CO; (pCO; = 40 torr).

De acordo com a extensdo do esquema de
Adair apresentado por Imai & Yonetani, (1975)
no qual as cadeias cc e [} séo tratadas como
ndo equivalentes, K: é igual a (Koc + KB)/2
onde Kcc e K[ sédo constantes de associacao
das cadeias o« e [ combinando-se com a pri-
meira molécula de oxigénio. O nimero de Pré-
tons Bohr liberados no estado i+ de oxigena-
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¢do, A Hi+, pode ser calculado a partir de K
usando-se a seguinte relagéo: A Hi+ = a log
Ki'/a pH. Kilmartin et al. (1973) calcularam
o valor de dependéncia de pH para valina 1cc,
histidina 146@ e grupos Bohr alcalinos desco-
nhecidos e estas curvas correspondem bem
com as curvas de dependéncia de pH de AH,+,
AH,+ e AH;+ respectivamente como dados por
Imai & Yonetani (1975). Se a valina 1 ¢ néo
toma prdotons na deoxigenagdo, como gquando
ha ligacdo de CO., a dependéncia de pH de
AH,+ deve ser eliminada e, por conseguinte,
também a dependéncia de pH de K;. Os dados
na Fig. 4C indicam que a porcdo ndo coopera-
tiva das curvas de Hill é essencialmente insen-
sitiva a pH na presenga de CO.. Continuando
com os argumentos de Imai & Yanetani (1975)
isto indicaria que a dependéncia de pH de K,
e eliminada por CO. como predito admitindo
que a extrapolacdo de HbA a Hb de peixe-boi
é razoavel. Pode ver-se claramente na Fig. 4C
que a dependéncia pH da porgéo média das cur-
vas de ligacdo também é marcadamente redu-
zida por CQO.. Porém, estes dados néo séo su-
ficientemente extensos para analisar quantita-
tivamente estes efeitos do CO: sobre as
constantes de Adair. A reducéo do efeito Bohr
por CO: (40 torr) é algo menor para HbA que
para a Hb de peixe-boi (Siggaard - Andersen
et al., 1972 e M. F., resultados ndo publica-
dos) e o efeito de CO; sobre as constantes de
Adair para HbA pode ser algo menos dréstico.

Ackers et al. (1975) demonstraram que a
presenca de pequenas quantidades de dimeros
afetam notoriamente a forma da curva de oxi-
genagdo. As constantes de Adair calculadas de
tal curva dependeram grandemente entdo, da
concentragdo de hemoglobina em solucdes di-
luidas (Ackers & Halverson, 1974; Ackers et
al., 1975; Mills et al., 1976). A curva para a
fragdo de dimeros VS. a concentracdo hemo
(fig. 5) tem sido ajustada bem satisfatoria-
mente com uma constante de dissociacdo de
L = 0,85 M. Com base nisto, a concentracéo
de dimeros do derivado totalmente ligado de
HbCO deve ser de aproximadamente 11% a
60 oM de hemo, concentracdo esta usada nos
estudos de equilibrio de Q.. Porém, por in-
fluéncia da HbA, a conformacdo dedxi tende a
estar 106 vezes menos dissociada que a con-
formacdo 6xi. Como a Hb de peixe-boi tende
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a estar constrita na conformagao dedxi a uma
faixa inusitadamente larga de saturacdo de oxi-
génio, é provavel que os dimeros contribuam
muito pouco para a forma das porgoes inferio-
res da curva de equilibrio de oxig&nio, neste
caso.

A pH 6,5 ou 6,8 para Hb de peixe-boi fra-
cionada ou Hb + DPG respectivamente, o
efeito Bohr alcalino diminui e embaixo destes
valores de pH ha uma mudanca a efeito Bohr
inverso ou &4cido. Na presenga e auséncia de
DPG a assintota inferior de curva de Hill n&o
se desvia mais em nenhuma direcdo ainda que
0 Ps diminuia ligeiramente (Fig. 4B). Se K
representa a contribuicdo da valina 1 oc como
foi proposto, o efeito Bohr 4cido pareceria néo
estar relacionado com este residuo. Isto esta
de acordo com a hipdtese de Perutz (1970) do
mecanismo do efeito Bohr acido. Imai (1973)
Tyuma et al. (1973 b) e Imai & Yonetani
(1975), todos usando metodologia similar,
mostraram dependéncia de pH de K, tanto
para HbA fracionada qunato para HbA + DPG.
Porém, seus experimentos foram restritos a
faixa de pH do efeito Bohr alcalino. Seria in-
teressante ver se Ki da HbA & independente
do pH na faixa do eefito Bohr &cido.

A presenca de assintotas inferiores dife-
rentes implica a existéncia de estado T com
diferentes afinidades de oxigénio e que a afi-
nidade de oxigénio destes estados depende do
nimero de prétons ligados. Assim, os ions
H+ néo s6 afetam a constante aparente alos-
térica de equilibrio, L', como predito pelo mo-
delo de Monod-Wyman-Changlaux (1965), mas
também o coeficiente ndo inclusivo de ligagdo
C = P«xR/Psx, T, isto é a relacdo do Px do es-
tado R com a Px do estado T aparente. Esta é
a modificacio do modelo MWC sugerida por
Brouwer et al. (1977) para explicar o desvio
da assintota dedxi das curvas de Hill de ligagéo
de oxigénio pela hemocinina de Limulus com
aumento na concentragio Cl-. Minton & Imai
(1974) propuseram um modelo de trés estados
para explicar a presenga de mais de um estado
de afinidade baixa ou T. Os dados apresenta-
dos aqui para Hb de peixe-boi também encai-
xam dentro deste modelo.

A assimetria das curvas de Hill da Hb de
peixe-boi é semelhante a exibida pelas curvas
de Hill tanto de HbA + IHP e Hb fracionada
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de Lemur a pH baixo (Bonaventura et al.,
1974) . A Hb de peixe-boi, porém, também apre-
senta curvas de Hill extraordinariamente assi-
métricas a pH alte, possivelmente indicando
o envolvimento de uma ponte de sal adicional
restringindo a transigdo de baixa a alta afini-
dade até que a heroglobina esteja quase até
30% saturada com O,. Em virtude de sangue
venenoso estar usualmente mais saturado que
isto, a fungéo fisiolégica do aumento em esta-
bilidade pareceria ser pequena, mas pode ser
importante, durante mergulhos prolongados .
Uma hemoglobina nig cooperativa assemelhar-
se-ia & mioglobina sob estas condigdes e pode-
ria reduzir a taxa de consumo de O,

A assimetria das curvas de Hil| é conside-
rada como uma indicacdo de heterogeneidade
das cadeias oc e B no Hb do sangue de Lemur
e HbA + IHP (Bonaventura et al, 1974). A
natureza bifédsica da cinética de dissociacédo da
Hb de peixe-boi, tomada em conjunto com a
assimetria das curvas de Hill (Fig. 4) sugere
marcadamente que a cadeia o e a cadeia B da
Hb de peixe-boi s3o, de fato, funcionalmente
heterogeneas. Tal heterogeneidade das subuni-
dades tem sido demonstrada para uma série
de outras hemoglobinas de vertebrados (Gray
& Gibson, 1971; Tan et al,, 1973) o que ndp ¢
surpreendente, tendo em vista a ndo identidade
das seqiiéncias de aminoacidos das cadeias
o< e B.

Resumo

Em resumo, o hematdcrito e capacidade de
0. do sangue de Trichechus inunguis sio bai-
X0s comparados com os de outros mamiferos
mergulhadores, ainda que dentro da média para
animais terrestres, o que segue de perto a
fisiologia respiratéria total do manati (Scho-
lander & Irving, 1941 em Trichechus manatus
latirostris) . A hemoglobina também é bastan-
te normal em diversos aspectos porém dnica
em outros. A afinidade de O, seja em hemo-
globina fracionada seja em hemoglobina em
presenca de DPG ou CO,, é bastante similar
a de HbA, através de uma ampla faixa de pH.
Certas outras propriedades funcionais de he-
moglobina de peixe-boi s&o, porém, extraordi-
narias. A sentividade térmica é marcadamente

Propriedades funcionais. ,

reduzida, o que pode ser correlato com a bai-
Xa e aparentemente varidvel temperatura cor-
poral do manéti. As cinéticas de ligacdo de
O: sdo claramente bifésicas e a diferenca de
HbA e a heterogeneidade de cadeia mais mar-
cada. A Hb de peixe-boi tende a dissociar-se
em dimeros a baixas concentragdes mais fa-
cilmente que HbA. Nas curvas de ligagao de
O: a assintota do estado T aparente esta forte-
mente desviada a menor afinidade com dimi-
nui¢do do pH quando fracionado ou em presen-
¢a de DPG, mas ndo em presenca de CO,.
Assim, o modelo de dois estados de Monod
et al. (1965) ndo é aplicavel a hemoglobina
de peixe-boi e sdo sugeridas alternativas
(Minton & Imai, 1974; Brouwer et al., 1977).
As curvas de Hill apresentam assimetria excep-
cional, mantendo a pendente de unidade atra-
vés da faixa de pH de 6-9 até alcancar 30%
de saturacdo com O.. A assimetria é provavel-
mente uma funcéo tanto da heterogeneidade da
cadeia quanto de um mecanismo estabilizador
adicional, possivelmente outra ponte de sal
que restringe a transicdo alostérica dos esta-
dos T a R desta hemoglobina.
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SUMMARY

Hematocrit (43%) and O, binding capacity (18.8 ml
0,/100 ml blood) of Trichechus inunguis blood are low
compared to the values for other diving mammals but
are similar to those for land mammals. Stripped manatee
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Hb is similar to human HbA In its sensitivity to pH,
2,3 _diphosphoglycerate and CO,, but less sensitive to
temperature and more prone to dissociate into dimers.
The unique Hill plots exhibit no cooperativity below 30%
0, - saturation indicating a highly stabilized “T" or low
affinity state(s); such asymmetric Hill plots together
with biphasic O, - binding kinetics could mean chain
heterogeneity . The pH dependence of oxygen binding
by the apparent “T" state, hemoglobin as seen in the
Hill plots, is enhanced by 2,3 - diphosphoglycerate but
eliminated by CO,.
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