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Resumo

Foram isoladas duas hemoglobinas de um peixe
caracideo, Mylossoma sp. G componente eletroforéti-
co de maior migracéo anddica constitui 89% do he-
molisado total. As duas hemoglobinas nativas tém
peso molecular aparente de 57.000 por cromatografia
em gel. Os pesos moleculares aparentes das sub-
unidades desnaturadas s&o 14.000 por eletroforese
em gel de dodecil sulfato de sédio. N&o ocorre po-
limerizacio depois da oxidagdo com ferrocianeto
de potdssio. O estudo da unifo de oxigénio indica
que o componente mais “anddico” da hemoglobina
possui um efeito Root. Em pH 5,9 na presenga de
1 mM ATP a hemoglobina fica saturada apenas 45%
quando equilibrada com ar a 1 atmosfera. O com-
ponente mais anddico possui um efeito Bohr nor-
mal que é aumentado em presenca de 1 mM ATP. A
cooperatividade, determinada por n na equacio de
Hill, varia com o pH. No pH 6,7 e abaixo deste na
presenca de 1 mM ATP, n«1. A presenca de 1 mM
ATP causa uma redugio em n em pH abaixo de
8,2, O comportamento menos anddico evidencia um
comportamento muito diferente tendo um efeito
Bohr reverso A log P‘/ /A pH=0,14, entre pH 7,0
e 8,0 o qual muda para um efeito Bohr normal,
A log PV JA pH= —0,13 com adicio de 1 mM

ATP. Esta hemoglobina mostra cooperatividade em
todos os valores de pH estudados. N&o mostra
efeito Root. Estudos de cinética rdpida da ligagéo
CO e da dissociacio do O, dos componentes isola-
dos da hemoglobina mostraram que ambos proces-
sos sfo dependentes do pH para cada componente.
Estes resultados sio consistentes com as andlises
dos dados de equilibrio do oxigénio. As hemoglobi-
nas de Mylossoma sp. se assemelham &s de Hoplos-
ternum, truta, salméo, remora e cadozete, no grau
de sua diferenciacido funcional e podem representar
especializagbes evolutivas designadas para servir
funcdes fisiolégicas diversas.
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INTRODUGAO

As hemoglobinas de peixes tém sido - in-
tensivamente estudadas nos recentes anos.
Elas sdo experimentalmente mais tratédveis que
as hemoglobinas de mamifero em investiga-
¢Oes cinéticas das transicdes conformacionais
que acompanham as ligagdes e oferecem
exemplos surpreendentes da adaptagdo mole-
cular & fisiologia interna e ambiente fisicos
externos. A maioria dos sangues dos peixes
contém varias hemoglobinas e foi sugerido
que multiplicidade de proteinas possa ser fisio-
logicamente vantajosa (Riggs, 1970) . Bonaven-
tura et al. (1975) delimitam 3 categorias de
hemeoglobinas de peixes. A primeira classe
inclui sistemas de hemoglobinas simples e
multiplas que sdo sensiveis a temperatura e
ao pH. Nos casos em que ocorrem hemoglo-
binas mdltiplas, os componentes séo relativa-
mente ndo diferenciados com respeito a seu
comportamento funcional. A segunda classe
de hemoglobinas de peixes compreende siste-
mas de miltiplos componentes, cujas hemo-
globinas individuais diferem marcadamente
com respeito a propriedades funcionais. A
terceira classe abrange hemoglobinas que s&o
sensiveis ao pH mas ndo sensiveis & tempera-
tura. Classe do sistema 2 foi cogitada para re-
presentar uma condigdo “avancada” na evolu-
¢do das hemoglobinas dos peixes. Entretanto,
dada a sua complexidade molecular, geralmen-
te consistindo de 4 ou mais componentes, pou-
cos sistemas como estes j4 foram descritos.
Num esforco de amplificar as precedentes su-
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gestoes, este trabalho sumariza as proprieda-
des funcionais das hemoglobinas de Mylosso-
ma sp., um peixe caracideo que se encontra em
rios tropicais, na América do Sul. O sistema
de hemoglobinas de Mylossoma contém 2 com-
ponentes facilmente separaveis; cada qual se
assemelha as hemoglobinas correspondentes
de truta (Salmo irideus Brunori, 1975) e outra
Classe Il de hemoglobinas em certas facetas
do seu comportamento cinético.

MATERIAL E METODO

ISOLAMENTO — Espécimes de Mylossoma
sp. foram coletados em novembro e dezembro
de 1976, durante uma expedigéo no R/V “Alpha
Helix" no rio Amazonas, aproximadamente
50 km acima, no rio Solimdes, da juncdo com
o rio Negro. Os peixes foram colhidos em rede
de arrasto e malhadeira e transportados para o
“Alpha Helix” para estudos. O sangue era
obtido de puncéo cardiaca e colocado em se-
ringas heparinizadas de vidro e geladas (100
#¢ de heparina sodica, (5000 1.U./m#) em
1.7% NaCl por 5 m¢ de sangue). Pequenas
amostras foram tomadas em tubos capilares
de 50 u¢ e colocadas por 3 minutos em uma
centrifuga de soro para estimagdes dos hema-
tocritos. As células vermelhas do sangue fo-
ram lavadas 3 vezes em 10 volumes de 1 mM
Tris gelado, pH 8,0, 1,7% NaCl e entdo lisadas
em 3 volumes de 1 mM Tris, pH 8,0 por 1 hora
a O°C. Um décimo do volume de 1 M NaCl foi
adicionado ao hemolisado e a mistura foi cen-
trifugada a 28.000 X g por 15 minutos para re-
mover restos celulares. O sobrenadante foi
entéio retirado, sal e fosfatos orgénicos, por
passagem através de uma coluna de Sephadex
de 2,5 X 50 cm resina G-25 equilibrada em 0,1
mM Tris, pH 8,5 seguido de tratamento na co-
luna de deionizagido com as seguintes resinas
de cima para baixo: 2 ¢cm Dowex-50 W forma
de amonio, 2 cm Dowex-1 forma acetato, 20 ¢cm
de um leito de resina misturada de Bio. Rad
AG 501 — X’ (D). A hemoglobina purificada
foi mantida a 5°C até ser utilizada. Uma amos-
tra de eritrocitos foi congelada a -70°C, trans-
portada em gelo seco para Beaufort, Carolina
do Norte e mantida a -20°C por dois meses. Em
Beaufort, as células foram descongeladas, lisa-

206 —

das e o peso molecular do derivado carbéx! da
hemoglobina foi determinado por filtragdo em
gel.

ABREVIACOES — Bis-tris, bis (2 hidroxietil)
imino tris (hidroximetil) metano; Tris, tris
(hidroximetil) amino metano; ATP, adenosina
trifosfato: EDTA, acido etilenediaminetetraace-
tico; 1', constante de velocidade de 2% ordem
da combinagdo do mondxido de carbono; K.
constante de 1? ordem de velocidade de disso-
ciacdo do oxigénio; P2, pressdo parcial do
oxigénio na qual metade dos grupos heme
aproveitaveis teve ligagdo de oxigénio.

PURIFICACA0O — O hemolisado fracionado
(170 mg de proteina) foi trazido para pH 8,5
em tampdo 0,05 Tris-HCI e aplicado ao DEAE
Sephadex A-50 coluna de troca idnica (1,8 x
20 cm] equilibrada com o mesmo tampédo. A
separacdo ocorreu a 5°C. A coluna foi lavada
com equilibragéo de tampao e o 1.° pico eluiu
imediatamente. A coluna foi entdo lavada com
tampéao 0,05 M Tris-acetato pH 6,2 e 0 segundo
pico de proteina foi obtido. Apds a separacéo,
o eluente contendo cada pico, foi concentrado
por didlise contra 8% polietileno glicel M.W.
20.000 dissolvido em 1,0 mM Tris-HCI pH 80.

ELETROFORESE — Eletroforese vertical em
gel de poliacrilamida (pH 8,9, 7,5% gels) foi
feita a temperatura ambiente de acordo com
Davis (1864) e Ornstein (1964) . Amostras de
hemaglobina (1mg/ml) em tampdo superior
contendo 0,1 M [-mercaptoetanol e uma peque-
na quantidade de ditionito foi borbulhado com
monodxido de carbono e aplicado aos geis. Al-
bumina sérica bovina foi usada comg padrio
de mobilidade. Os geis foram corados por 3
horas em Coomassie Brilliant Blue R" 25%,
acido acético, metanol, solugio aquosa (1:2:4)
e descorada por difusdo. Qs geis foram me-
didos a 560 nm usando um medidor de gef
Gilford ligado a um monocromador Beckman
DU.

ESTUDOS DO PESO MOLECULAR — Experimen-
tos de filtracéo, em gel foram feitos em hemo-
lisados oxidados (tratados com KiFe (CN)e)
e em hemolisados oxigenados (reduzidos com
B-mercaptoetanol) numa coluna de Sepharose
4B (2 x 90 cm) equilibrada com 0,05 M Tris,
pH 7,5, 1 mM EDTA a 5°C, de acordo com Fyhn
e Sullivan (1975). Em adigdo o peso molecular
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do derivado carbdxi foi medido. Uma coluna
de 1,6 x 110 cm de resina ACA-34 (Produtores-
LKB) em 0,05 M Tris, pH 8,0, 1 mM EDTA a
50C foi padronizada com catalase de figado
bovina, piruvato quinase, mioglobina do mis-
culo radular de buzio (Busycon caniculatum),
oc -quimotripsinogénio - A (pancreas bovino),
e mioglobina de cachalote. Os dados foram
analisados pelo delineamento do volume de
eluicdo de proteina vs. o log do peso molecu-
lar (Andrews, 1964) . Amostras (= 20 mg/ml)
foram aplicadas em 0,05 M Tris, pH 8,0 mais
glicerol.

Pesos moleculares de cadeias de hemoglo-
bina desnaturadas foram determinados por ele-
troforese em dodecil sulfato de sédio (SDS)
de acordo com Weber e Osborn (1969) exceto
que a solugdo de incubagéo foi em 6 M uréia
e 0,1 M em B -mercaptoetanol. Transferina hu-
mana, albumina sérica bovina, ovalbumina,
oc -quimotripsinogénio-A, (péncreas bovino), &
mioglobina de cachalote foram usados como
padréo de peso molecular. A albumina sérica
bovina, catalase, oc -quimotripsinogénio-A,
ovalbumina, piruvato quinase e transferina fo-
ram obtidos da Companhia Quimica Sigma. A
mioglobina de cachalote foi obtida da Compa-
nhia Miles-Serevac e a mioglobina do musculo
radular foi presente do Dr. Robert Terwilliger.

ESTUDOS DO EFEITO ROOT — (Os componen-
tes de hemoglobina foram examinados quanto
a presenca do efeito Root. As absorbancias
das solucdes de hemoglobina tamponadas e
equilibradas com ar + 1 mM ATP foram moni-
toradas como uma fun¢do de pH. Leituras das
densidades 6pticas em dois comprimentos de
onda (560, 576 nm) foram convertidas para
saturacdo fracional pela seguinte equacdo €
tirada a média.

Aghservado- Adeoxi

= saturagéo fracional
Amax oxi- Adeoxi

1. Adeoxi = absorbancia da solugéo de hemo-
globina desoxigenada no pH em estudo.

2. Amax oxi = absorbancia obtida para solu-
¢do de hemoglobina oxigenada a pH 8,6.

3. Aobservado = absorbancia obtida para a
solugdo de hemoglobine oxigenada no pH
em estudo.

Isolamento e.. .

ESTUDOS DE EQUIL{BRIO DE OXIGENIO —
Equilibrio do oxigénio em Mylossoma do san-
gue total foi efetuado a 30°C pelo método de
Powers, et. al., (1978) usando um analisador
de dissociagdo de oxigénio Hem-O-Scan
(American Instrument Co). O equilibrio
do oxigénio das hemoglobinas purificadas
foi feito a 20°C como descrito em Riggs
e Wolbach (1956) . As solucdes de hemoglobi-
na (60 xM heme) foram levados para forga
idnica 0,05 em tampéo Tris ou Bis-tris. O valor
de P./, foi determinado sob condigbes de va-
riacdo de pH. Estes experimentos foram efe-
tuados na presenca € na auséncia de 1 mM
ATP.

EXPERIMENTOS DE CINETICA RAPIDA — Ex-
perimentos de cinética foram efetuados com
um aparelho Gibson-Durrum “stopped-flow”
equipado com um passo de 2 cm de observa-
¢do. Cinética de dissociacéo de oxigénio foi
medida pelo método ditionito (Antonini & Bru-
nori, 1971) em presenca e auséncia de 1,25
mM ATP. A concentracdo heme nestes experi-
mentos foi 10-20 «M antes da mistura. A cons-
tante da velocidade de combinag@o para mono-
xido de carbono (CO) foi obtida pela mistura
rapida de soluges desoxigenadas reduzidas
de hemoglobina (10-20 xM em heme) em tam-
pdo Tris ou Bis-tris do pH desejado e forga
idnica com uma solucdo de concentragdo GO-
nhecida, 86 M, de mondxido de carbono na
agua. Solugbes de CO foram obtidas pela di-
luicdo quantitativa de 0,86 mM de solugdes
estoque de agua destilada equilibrada com gas
a 1 atm e 30° = 1°C. Experimentos de ligacdo
de CO foram efetuados como uma fungéo de
pH com 1,25 mM ATP e sem ele, a reacao foi
estudada a uma concentragdo saturada de CO
e analisada como um processo de pseudo 1?
ordem.

TAMPOES — Todos os tampdes empregados
em estudos de equilibrio foram de forga idnica
0,05. Em experimentos de cinética, o tampéo,
ap6s mistura, também era de 0,05 I. Tampoes
Tris foram usados em experimentos com pH
acima de 7,0, enquanto tampdes Bis-tris foram
empregados em experimentos com pH abaixo
de 7,0.
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RESULTADOS

CARACTERIZAGAO DOS COMPONENTES DE MY-
LOSSOMA — Com a eletroforese, 3 hemoglobina
se mostrou em 2 bandas no gel de poliacrila-
mida (fig. 1). Dez individuos foram inspecio-
nados e nenhuma variagdo neste padrio foi
encontrada. Densitometria das células coradas
revelou que o componente que mais migra para
o polo positivo compreende 89% da hemoglo-
bina total. Componente 1, a espécie de migra-
¢do mais lenta, tem uma mobilidade relativa
de 0,15 em comparacdo com a albuming sérica
bovina, enquanto que a mobilidade relativa do
componente 2 é 0,4 sob as mesmas condigdes.
A média dos hematdcritos de 8 espécimes foi
45 =+ 6%.

A hemoglobina de Mylossoma elui como
urn dnico pico de peso molecular em experi-
mentos de filtracdo em gel sob as condigdes

Fig. 1 — Discos de gel em poliacrilamida do hemo-
lisado de Mylossoma e de hemoglobina humana .
A esquerda, componentes 1 e 2 de hemoglobina de
Mylossoma respectivamente 580 0s mais préximos
a0 catodo. A direita hemoglobina humana; o dnodo
estd localizado no final da figura. Albumina sérica
bovina € a banda mais anddica em cada gel,
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de reducéo e oxidagio. O peso molecular apa-
rente da forma carboxi é 57.000 (Fig. 2. O
peso molecular aparente das cadeias de he-
moglobina desnaturadas foi 14.100, determi-
nado pela eletroforese de ge/ SDS. Este valor
se compara favoravelmente ao peso molecular
aparente da cadeia de hemoglobina humana de
14.600 obtido sob as mesmas condigdes.

A cromatografia em DEAE Sephadex sepa-
ra o hemolisado do peixe em 2 zonas homogé-
neas simetricamente eluidas, picos 1 e 2 (fig.
3], correspondendo aos componentes 1 e 2 do
disco eletroforético de gel respectivamente.

EQUILIBRIO DE OXIGENIO — Uma parte da
porcentagem de saturacdo do sangue de My-
lossoma a 30°C vs. o log da pressdo parcial
de oxigénio é apresentado na Fig. 4. Aligacio
de oxigénio é cooperativa e o efeito de Bohr
€ evidente. A Py, do eritrécito é 12 mm Hg,
a pH 7.6. Desde que a hemoglobina nio podia
ser saturada com oxigénio sob condigies de
5.6% de CO; era impossivel determinar a Pia
sob estas condigdes. Entretanto, um decrésci-
mo na afinidade da ligacdo de oxigénio da he-
moglobina em presenca de 5,6% de CO: é no-
tével.

A dependéncia do log Pi/2 e 1 dos compo-
nentes 1 e 2 fracionadas da hemoglobina em
PH e concentragdo de ATP a 20°C & ilustrada
na Fig. 5, A e B. Estimativas do P./» e n foram
calculadas pelos quadrados minimos de re-
gressédo dos dados de equilibrio para a equacio
de Hill. O componente 2 mostra um efeito de
PH e de fosfato. O Py, na hemoglobina fracio-
nada aumenta aproximadamente 80 vezes en-
tre pH 8,3 e 5,9, mudando de 0,63 mm Hg para
50.2 mm Hg. Existe uma consideravel disper-
sdo nos dados de equilibrio em hemoglobina
separadas tornando impossivel uma acurada
determinacéo da magnitude do efeito Bohr. O
efeito Bohr medido em presenca de 1 mM ATP
entre pH 7,0 e 8,0 é aproximadamente A Log
Pi/2/A pH = 09. O efeito do ATP & desprezi-
vel em pH alto e gradualmente aumenta em
poténcia com o abaixamento do pH, aumentan-
do o efeito Root em valores de pH abaixo de
7,0. A mudanga na P/, a pH 7.6 causada pela
adicdo de 1 mM ATP para o componente 2 fra-
cionado, é de 0,80 mm Hg para 1.4 mm Hg.
Uma alteracdo de 214 vezes no Pi/2 ocorre en-
tre pH 8,6 e 59 em presenca de 1 mM ATP.
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Fig. 2 — Cromatografia em DEAE Sephadex do he-
molisado de Mylossoma. As condigbes estio descri-
tas no texto.

O grau de cooperatividade também varia
com o pH. Um valor n de 1,0 é obtido para o
componente 2 fracionado a pH 5,9; n aumenta
para 2,0 a pH 7,3 e monotonicamente declina
para 1,2 a pH 9,1. Adigdes de ATP abaixam o
valor de n sob pH 82; apH 76 n = 14, a pH
5.9 n cai para 0,5.

O P/, do componente 1 fracionado aumen-
ta com aumento de pH. O efeito Bohr, entre
pH 7,0 e 80, é A log Piy2/A pH = + 0,14. O
ATP reverte completamente o efeito Bohr re-
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Fig. 3 — Curva padrdo de proteina para cromato-
grafia de gel ACA-3¢ da carboxi hemoglobina de
Mylossoma. (0O) Hemoglobina de Mpylossoma. Os
padrdes estdo descritos no texto, em ordem de-
crescente de peso molecular.
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Fig. 4 — Curvas de oxigenacio do sangue total de Mylossoma a pH 7,6 e pH 7,0 a 30=C. Curva 1 a pH 7.6 (---)
e curva 2 a pH 7,0 (—) representa a continua oxigenagio em auséncia e presenca de 56% de CO? respectiva-

mente. A curva medida a 56% de CO2 nio se aproxima 34 assyntota superior & pressio parcial do oxigénio

atmosférico. Deste modo, sua posicido exata € incerta.
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verso tal que A log Pi/o/A pH se torna aproxi-
madamente — 0,1 a “0,15 entre pH 6,7 e 8,15.
A pH 9,1, nenhum efeito significativo de ATP
é aparente, mas a pH 6,7 o Pi/> muda de 1,3
mm Hg para 4,1 mm Hg, um aumento de 3-ve-
zes. O componente 1 é cooperativo em todos
os valores de pH examinados em ambas as so-
lugdes de hemoglobina fracionada e solugéo
de hemoglobina fracionada + 1 mM ATP. O
efeito do ATP é aumentar a cooperatividade na
maioria dos valores de pH. O componente 1
fracionado liga oxigénio menos rapidamente
em pH altos que o componente 2. Contudo, a
pH baixo, esta afinidade é consideravelmente
mais alta que no componente 2: A pH 9.1 a
afinidade da hemoglobina fracionada do com-
ponente 1 é 37% do componente 2, mas sob
pH 7,0, a afinidade do componente 1 é maior
que a do componente 2.

Desde que ATP aumenta o efeito de Root
no componente 2, a porcentagem de oxigena-
¢do de solugdes de hemoglobina equilibrado
com ar foi medido como uma funcéo de pH a
20°C em presenga de 1 mM ATP (Fig. 6).
Tensbes atmosféricas de oxigénio sdo insufi-
cientes para saturar todos os sitios heme sob
pH 7,5. A percentagem de saturacdc cai pre-
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Fig. 5, a & b — A dependéncia do P,/, e n dos com-
ponentes!, 1,5A e 2, 5B, a pH a 20°C. Hemolisado
fracionado (O) e hemolisado fracionado + 1 mM
ATP (@ de Mylossoma. CondicOes estdo descritas
no texto.
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Fig. 6 — A saturacao fracionada Y, das solucgbes de
hemoglobina nfo fracionada equilibradas com ar
como uma funcio de pH em presenca de 1 mM ATP.
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Fig. 7T — A dependéncia da constante (K) de disso-
ciagcido de 1. ordem para oxigénio do componente 1
de hemolisado de Mpylossoma com pH. Condicdes
como as descritas no texto. Hemolisado fracionado
(0), hemolisado fracionado + 1,25 mM ATP (®).

cipitadamente sob pH 7,5 e se aproxima de
um valor abaixo de 45% sob pH 6. O compo-
nente 1 ndo amostra efeito Root.

DADOS DE CINETICA RAPIDA — Qs resulta-
dos da cinética de dissociagio do oxigénio dos
componentes 1 e 2 sob pH 8,0 aparece na Fig.
7 e 8. A velocidade para o componente 1 fra-
cionado é aproximadamente insensivel ao pH
desta ordem. Entretanto, a pH 8,3 a velocidade
inicial aumenta para 98 seg”’ e a reagdo torna-
se autocatalitica. Sob pH 8,0 a reacdo é homo-
génea. Adigdo de ATP nZo altera o padréo do
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comportamento autocatalitico mas a velocida-
de de dissociagdo aumenta em baixo pH, de
69 seg” a pH 7.5 para 120 seg” a pH 6,0. A
reacéo aparece fora do nivel a ou abaixo pH 6.
O componente 2 exibe um marcado efeito de
PH, aumentando a velocidade de 17 seg” para

I00F Lo ! —|
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6.0 7.0 8.0
pH

Fig. 8 — A dependéncia da constante (K) de disso-
ciagdo de 12 ordem para oxigénio do componente?
da hemoglobina de Mylossoma. Condicbes como as
descritas no texto. Hemolisado fracionado (0O), he-
molisado fracionado + 1,25 mM ATP (@)
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Fig. 9 — A constante de velocidade de combinacio
de 2.2 ordem (1) do monéxido de carbono do com-
ponente 1 da hemoglbina de Mylossoma vs. pH.
Condigbes como as descritas no texto. Hemolisado
fracionado (O) e hemolisado fracionado + 1,25 mH
ATP (@).
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Fig. 10 — O logaritmo da constante de velocidade
de dissociacio de 22 ordem (I’) do mondxido de
carbono do componente 2 da hemoglobina de
Mylossoma vs, pH. Condigdes como as descritas no
texto. Hemolisado fracionado (O), hemolisado fra-
cionado + 1,25 mM ATP (@)

99 seg™ entre pH 7,0 ¢ 6,3. Acimade pH 7,0 e
abaixo de pH 6,0, hd um pequeno efeito de pH
na velocidade. ATP ndo mostra nenhum efeito
na velocidade de dissociagdo do oxigénio sob
o pH estudado. A reagdo de dissociagdo foi
homogénea em qualquer pH.

Velocidades de combinacdo de monéxido
de carbono a varios valores de pH para com-
ponentes 1 e 2 estdo apresentadas na Fig. 9
e 10. A reagdo de combinagdo para o compo-
nente 1 ndo é autocatalitico e 6 homogéneo em
pH entre 58 e 8,0. A constante de velocidade
para o material fracionado é relativamente in-
sensivel a pH aumentando apenas 6,7 x 10°
M seg’ a pH 58 para 7,5 x 10° M seg’ a
pH 8,0. Adigdo de ATP abaixa a média constante
de velocidade entre estes pHs e induz uma no-
tavel sensibilidade ap pH. A taxa aumenta de
36 x 10° M seg’ apH 5.8 ¢ 5,8 x 10° M seg!
a pH 8,0. A velocidade de combinacédo de CO
para o componente 2 torna-se heterogénea sob
pH 7.0. Acima deste pH a reagdo é homogénea.
As velocidades de ambas as fases rapida e
lenta sob pH 7 s#o plotadas. A fase rapida é
insensivel ao pH e ao ATP. A fase lenta é sen-
sivel ao pH entre 6,5 a 7,5. A pH 6,0 a veloci-

— 211



dade da fase rapida é aproximadamente de 32-
vezes da fase lenta. Entretanto, nenhum efeito
de ATP na velocidade é visto. As duas fases
sao provavelmente devidas ao desacoplamento
entre as cadeias oc e [ apesar das amplitu-
des das duas fases, enquanto comparéveis,
ndo serem do mesmo tamanho.

DiscussAo

Nenhuma variabilidade genética, determi-
‘nada pela eletroforese de gel foi descoberta
nos componentes da hemoglobina Mylossoma.
Polimorfismo genético é um fendmeno comum
em hemoglobinas de espécies de peixes tem-
perados e boreais (Frydenborg, 1965; Fyhn &
Sullivan, 1974; Hjorth, 1975; Hiorth & Simon-
sen, 1975; Bonaventura et al,” 1976) mas é
comparativamente raro nas espécies de peixes
amazénicos (Fyhn et al., 1978). Os pesos mo-
leculares da hemoglobina de Mylossoma nativa
e desnaturada se assemelha aqueles obtidos
para outras hemoglobinas de teledsteos, assim
como o padrdo de eluicdo dos hemolisados tra-
tados com K; F, (CN)s e B -mercaptoetanol em
cromatografia de ge/. Os hematdcritos de san-
gue de Mylossoma caem na ordem superior
dos valores relatados para outras espécies
amazodnicas (Johansen & Magnum, 1978) .

A afinidade de oxigénio do sangue total a
pH 7.6, 30°C &, algumas vezes, mais baixa que
as encontradas em outras espécies amazdni-
cas (Johansen & Magnum, 1978; Powers ef al.,
1978) ainda mais altas que afinidades de san-
gue e eritrécitos relatados para muitas espé-
cies norte americanas (e.g., truta de rio,
Black et. al., 1976; “rainbow” truta, Cameron,
1971; cavala, Prosser, 1973; salmé&o, Prosser,
1973: “wahoo”, tuna “bigeye”, albacora, tuba-
rao, 1975). A é&gua do rio Solimdes é mais
guente, mais hipdxica e hipercédrbica do que a
dos meio ambiente marinho ou dos rios norte
americanos mais rapidos (Johansen & Mang-
num, 1978; Fisher, 1978) . Deste modo, as es-
pécies de peixes que habitam o rio Solimdes,
pode esperar-se, possuem hemoglobinas com
mais altas afinidades pelo oxigénio que as dos
peixes gque vivem em Aguas mais geladas, am-
bientes melhor oxigenados (Krogh & Leitch,
1919: Hochachka & Somero, 1971; Johansen &
Magnum, 1978) . Entretanto, o género Mylos-
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soma consiste de espécies ativas, de dquas
médias. Tais espécies foram relatadas como
possuindo hemoglobinas que mostram grandes
efeitos de pH e relativa pouca afinidade ao oxi-
génio (Hashimoto et al., 1960; Yamaguchi
et al., 1962, 1973; Black, 1966; Riggs, 1970;
Cameron 1971; Brunori et al., 1974). As ob-
servacbes precedentes podem explicar porque
0s eritrocitos de Mylossoma tém uma baixa
afinidade pelo oxigénio quando comparadas
aos de outras espécies amazdnicas, mas rela-
tivamente alta afinidade quando comparada
aquelas, previamente mencionadas, espécies
norte americanas.

A hemoglobina fracionada do Mylossoma
4+ 1 mM ATP a pH 7,6, 20°C tem uma afinidade
pelo oxigénio maior com o sangue a 30°C.
Apesar da contribuigdo entélpica para ligacédo
de oxigénio nio ter sido determinada em com-
ponentes 1 e 2, é possivel que as diferencas
da temperatura experimental contribuam em
parte para as diferencas de afinidade
observadas. Também moduladores como
inositol pentafosfato e guanosina trifos-
fato podem estar presentes em eritrdcitos
e mais adiante ampliem as diferengas em afi-
nidades de oxigénio entre solucdes de hemo-
globina fracionada e os eritrécitos (lsaacks
et al., 1977; Johansen & Magnum, 1978; Tor-
racca et al., 1977). As propriedades funcionais
do sistema de hemoglobina de Mylossoma se
assemelham as de outras espécies de peixes
(i.e., Hoplosternum, truta, remora, cadozete,
salméo) no fato de conter miltiplos compo-
nentes, que exibem diferentes comportamen-
tos de ligacdo. Entretanto, a hemoglobina de
Mylossoma difere das enumeradas acima em
gue, pelo menos, o componente que é de mi-
gracdo menos anddica apresenta efeito Bohr
reverso mas que falta de efeito Bohr e é sen-
sivel a fosfatos orgénicos. O efeito Bohr re-
verso se reflete nos experimentos de cinética
e equilibrio e nos experimentos de focalizacéo
isoelétrica feitos por Bunn & Riggs (1978).
QOutras espécies amazoOnicas foram simultanea-
mente descobertas possuindo hemoglobinas
com efeitos Bohr reverso (i. e. Pteryplichthys
sp., Brunori et al.,, 1978; Hoplosternum littora-
le, Garlick et al., 1978); e o efeito Bohr reverso
tinha sido previamente relatado de hemoglo-
binas de enguias (Gillen & Riggs, 1973; Weber
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et al., 1975). O efeito estad caracteristicamen-
te associado a hemoglobinas de anfibios, ten-
do sido notificada por Urodeles, Amphiuma
means, Bonaventura, et al.,, (1977), Triton cris-
tatus, Morpurgo, et al., (1970); “Caecilians”,
Typhlonectes compressicauda, Garlick et al.,
(1978) e em Ranidae, girinos de Rana cafes-
beiana, Watt e Riggs (1975) . Nestes sistemas,
pequenos anions e fosfatos orgdnicos geral-
mente anulam ou mesmo revertem o efeito
Bohr reverso. Por outro lado, a hemoglobina
catddica de truta é insensivel a fosfatos organi-
cos, Brunori et al. (1975) mostraram na hemo-
globina de truta que esta insensibilidade
aumenta alcancando-se como um resultado
impedimentos estéricos, a falta de complemen-
taridade de carga entre o modulador e o sitio
de ligacdo.

E um fato interessante que hemogiobinas
de peixes com efeito Bohr reverso tenham sido
encontrado em peixes amazdnicos. Conforme
afirmacdo anterior, muitas destas espécies
atravessam periodos de “stress” de oxigénio.
A presengca de hemoglobinas fosfato-sensiti-
vas associada com a regulagdo fisiolégica da
concentrac@o de fosfato intracelular tem sido
evocada como um mecanismo para auxiliar a
extragdo de oxigénio de ambientes hipdxicos
(Wood & Johansen, 1972, 1973a, b; Wood et al.,
1975; Bonaventura et al. 1977; Greany &
Powers, 1978). Similarmente, hemoglobinas
com efeito Bohr reverso estdo associadas com
especies de anfibios que vivem em habitats de
baixa concentragdo de oxigénio e se acredita
que ajudem ao animal na extragdo de oxigénlo
de ambientes hipéxicos (Bonaventura et. al.,
1977) . Deste mado, o componente 1 da hemo-
globina de Mylossoma pode permitir a retirada
do oxigénio quando as concentragdes de oxi-
génic do ambiente sdo baixas. Complementan-
do, o fato de possuir uma hemoglobina com
efeito Bohr reverso pode aumentar a retirada
de oxigénio pelo sangue durante periodos em
que o pH do sangue diminui uma situacéo en-
contrada durante intensa atividade fisica.

A maior contribuigdo cinética, para o efei-
to Bohr reverso em pH acima de 7,5 no com-
ponente 1 da hemoglobina fracionada, encon-
tra-se na velocidade de dissociagdo do oxigénio
a qual diminui quando o pH diminui. Entretan-
to, os dados ndo explicam o decréscimo ulte-

Isolamento e. .,

rior no P,/; baixo pH 7,5 assim como a veloci-
dade de dissociagdo de oxigénio, nem a
alteragdo da velocidade de combinagdo de CO
satisfatoriamente a pH de ordem inferior. Tal-
vez a ligacdo de CO nZo imite completamente
o processo de ligagdo de oxigénio na hemo-
globina de Myfossoma. A inducédo de um efeito
Bohr normal por 1 mM ATP se reflete em am-
bas as velocidades de COqp & Oufs.

O hemolisado de todos os membros da fa-
milia Characidae, examinados por Farmer, et
al. (1972), exibem efeitos Root. Como apon-
tados pelos autores, o papel fisiolégico do
efeito Root, nestes peixes, ndo é o bombea-
mento de gés para dentro da bexiga natatéria,
desde que os peixes que possuem bexigas na-
tatérias n@oc possuem a “rete mirabile”. O
unico aparelho de bombeamento de gis que
se encontra neles é o da rede cordide do olho.
A afinidade do componente 2 muda para acima
de 200-vezes entre pH 6,3 e 8,6. A sensibilida-
de ao pH do equilibrio do oxigénio se reflete
tanto na velocidade de combinagcdes como na
constante de dissociagdo do oxigénio. Entre-
tanto, nem a constante cinética é sensivel ao
ATP, em marcado constraste com os resulta-
dos de equilibrio. Em outras espécies (i.e.,
“spot”, truta, carpa) o ATP geralmente afeta a
constante de dissociagédo do oxigénio, com um
efeito maximo ocorrendo a pH baixo. A velo-
cidade de dissociacdo de O, da hemoglobina
de “spot” excede 300 seg” a pH baixo como
determinado pela espectofotometria “stopped-
flow” (Bonaventura et al., 1976); a hemoglo-
bina com o efeito Root da truta atinge uma
velocidade de dissociagdo de O. de 1100 seg’
a pH 7,0 como determinado pelos estudos de
variagdo de temperaturas (Giardina et al.,
1973) . O valor maximo medido do componente
2 de Mylossoma foi 99 seg’. As duas fases
da dissociagdo do oxigénio provavelmente re-
sultam das diferengas inerentes as proprieda-
des de ligagéo das cadeias occef. O desempare-
lhamento cinético das cadeias tipo o< e B da
hemoglobina de Mylossoma se manifesta na
heterogeneidade da velocidade de combinagéo
do mondxido de carbono a pH abaixo de 7.0 e
em valores baixos de n observados em experi-
mentos de equilibrio a pH 5,9. E possivel que
a dissociacdo de oxigénio da hemoglobina de
Mylossoma seja heterogénea a pH baixos con-

— 213



tendo uma fase lenta nao sensivel e fosfatos
~ organicos e fase rédpida dependente de ATP,
a qual é perdida no aparelho “stopped-flow”.
Tal heterogeneidade foi relatada para a hemo-
globina de um prosimio Lemur fulvus fulvus
(Bonaventura et al., 1974) e estaria mais de
acordo com os nossos dados de equilibrio,
mas, no momento, ndo podemos oferecer ne-
nhuma evidéncia para isto.

Ulteriores evidéncias para a semelhanca
do sistema de hemoglobina Mylossoma com o
da truta surgiram dos experimentos imunol6-
gicos de Reichlin & Davis (1978). O compo-
nente 1 de Mylossoma reage fortemente em
reagdo cruzada no teste de dupla difusio com
anti-soro preparado com hemoglobina catédica
de truta. Nenhuma reacéo cruzada é observa-
da entre o componente 1 e o anti-soro especi-
fico para a hemoglobina pH-sensivel da truta.
A situagio contrdria foi obtida para o compo-
nente 2 de Mylossoma; naquela a reagdo cru-
zada reage fortemente com anti-carpa mas néo
com soro anti-truta |. Poder-se-ia pensar que
as semelhangas na fungide da hemoglobina po-
dem ter sido acompanhadas por semelhangas
na estrutura da proteina imunologicamente de-
tectaveis e evolutivamente conservadas.

CoONCLUSA0

O sistema de hemoglobina de Mylossoma
se assemelha aos de espécies de peixes ati-
vas, as quais vivem no hemisfério setentrional
em seu padrdo de composi¢cdo molecular e
comportamento funcional. Deste modo, mudlti-
plos sistemas de hemoglobina, designados
para preencher uma série de demandas meta-
bélicas, pode ter evoluido come uma solugdo
geral para o problema da complexidade meta-
bélica em peixe. Entretanto, a relativamente
alta afinidade com oxigénio da hemoglobina
de Mylossoma e a presenga de um componente
com efeito Bohr reverso parece ser caracteris-
tico de certas espécies amazOnicas e pode
auxiliar estes peixes na obtengdo de oxigénic
de um ambiente hipéxico.
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SUMMARY

The two hemoglobins of a characid fish, Mylos-
soma sp. have been isolated. The more anodally
migrating electrophoretic component constitutes
89% of the total hemolysate, The two native hemo-
globins have apparent molecular weights of 57,000
by gel chromatography. The apparent molecular
weights of the denatured subunits are 14,100 by
sodium dodecyl sulfate gel electrophoresis. No
polymerization occurs after oxidation with potassi-
um ferricyanide. Oxygen binding studies indicate
that the more anodal hemoglobhin component
possesses a Root effect. At pH 5.9 in the presence
of 1 mM ATP the hemoglobin is only 45% saturated
when equilibrated with air at one atmosphere. The
more anodal component possesses a normal Bohr
effect which is enhanced in the presence of 1 mM
ATP. The cooperativity, as determined by n of the
Hill equation varies with pH. At and below pH
6.7 in the presence of 1 mM ATP, n< 1. The
presence of 1 mM ATP causes a reduction in n
below pH 8.2. The less anodal component evinces
very different behavior having a reverse Bohr effect
Alogp v, A pH=0.14, between pH 7.0 and 8.0
which changes to a normal Bohr effect, A log py, /A
pH = — 0.13 upon addition of 1 mM ATP. This
hemoglobin shows cooperativity, at all pH values
studied. It does not show a Root effect, Rapid
kinetic studies of CO binding and O, dissociation
of the isolated hemoglobin components show that
both processes are pH dependent for each of the
components. These results are consistent with the
analysis of the oxygen equilibrium data, Mylossoma
hemoglobins resemble those of Hoplosternum,
trout, salmon, sucker and loach in the degree of
their functional differentiation and may represent
evolutionary specializations designed to serve di-
verse physiological functions.
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