Propriedades respiratorias

do sangue © solugdes de hemoglobina da piranha )

Resumo

As propriedades respiratérias do sangue da pi-
ranha, sio diferentes das de outros peixes, prima-
riamente pela alta capacidade tamponante do CcO,
(AHCO-,/A pH=19,6 mmol/L. para o sangue oxige-
nado e 39,1 mmol/1 para o sangue desoxigenado).
A concentracio de nucleosideos trifosfato (NTP) e
s tensdo de meia de saturagio (Pgy) do sangue to-
tal foi encontrado como sendo inversamente rela-
cionado ao tamanho do corpo. O maior Py em pel-
xes pequenos, andlogo aos valores obtidos em estu-
dos prévios, envolvendo comparagdes inter-especi-
ficas, poderia ser uma adaptagio ao mais alto indi-
ce metabdlico especifico ao peso. Tanto o ATP co-
mo a guanosina trifosfato (GTP), reduziram a afi-
nidade pelo oxigénio das solugbes de hemoglobina
purificadas, considerando a correlagio de tamanho
dependente de P., e a conceniragio de NTP no san-
gue total. Embora em concentragdes similares, nos
eritrécitos, o GTP € mais potente que o ATP, como
um modificador alostérico da funcio da hemoglo-
bina.

INTRODUGAO

A fisiologia respiratéria da fauna aquética
na Bacia Amazdnica é interessante, por causa
da grande diversidade de habitats e das pro-
priedades respiratérias na dgua. O grande nu-
mero de peixes de respiragdo aérea encontrado
no Amazonas, demonstra a hipoxia predomi
nante da dgua. Muita atencao tem sido dada 2
fisiologia respiratéria destes peixes de respi-
racio aérea facultativa e obrigatdria (cf. Jo-
hansen, 1970), porém pouco é conhecido a
respeito da fungdo respiratéria em espécies
que devem sobreviver gragas a sua respiracdo
branquial. A piranha pareceu-nos particular-
mente interessante, pelo seu notdvel compor-
tamento agressivo (presumivelmente, depen-
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dendo dos altos niveis do metabolismo aerdbi-
co) e ubigiiidade, sendo encontrada tanto em
pantanos estagnados como em aguas corren-
tes.

Este trabalho descreve as propriedades
respiratérias do sangue da piranha e da hemo-
globina purificada e a modulacéo destas pro-
priedades tamponantes do sangue, por fosfatos
organicos. O transporte de oxigénio e as pro-
priedades tamponantes do sangue, sap compa-
radas com dados de outros peixes amazdnicos
(Powers et al., 1978) . Também uma inespera-
da descoberta, a de que a afinidade pelo oxigé-
nio e niveis de fosfato organico séo dependen-
tes do tamanho é discutida com respeito a
velocidade metabélica dependente do tamanho.

MATERIAIS E METODOS

As piranhas vermelhas (Serrasalmus rhom-
bius) foram capturados com rede de arrasto
ao longo das margens do rio Amazonas proxi-
mo a Manaus, Brasil. O sangue foi obtido por
pungac cardiaca, do peixe levemente aneste-
siado com sulfonato de trocaina metano (MS-
222, Sandoz) .

Curvas de dissociacdo do oxigénio do san-
gue total foram determinadas a 30°C, usando
o Hem-o0-Secan (American Inst. Co.) como
descrito por Powers et al. (1978). O fator
Bohr (A log P«/ApH foi obtido através das
curvas de dissociacdo de oxigénio, obtidas em
diferentes valores de pH (diferentes concen-
tragoes de CO:). A concentragao do nucleosi-
deo trifosfato (NTP) nos eritrécitos, foi deter-
minado por um método enzimatico (Sigma Che-
mical CO., St. Louis). Ademais, as fragdes
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derivado total de NTP da Adenosina trifosfato
(ATP) e guanosina trifosfato (GTP), foram de-
terminados usando cromatografia em camada
delgada (Johansen et al., 1976) .

A capacidade tamponante do sangue defi-
nido como A HCO:/A pH (unidades =
mmol/L/pH), foi determinado a partir de medi-
das de pH com valores conhecidos de PCO;
usando um Radiémetro BMS-2 & bombas mis-
turadoras de gis “Wosthoff”. O bicarbonato
foi calculado a partir da equagédo de Henderson-
Hasselbalch (HCO3 mmol/L=10 ®PH-eK). .
PCO:) usando pK’ e valores de solubilidade do
CO; (oc) do plasma humano, a 30°C e o pH
apropriado (Severinghaus, 1971) .

Os hemolisados foram preparados a partir
de eritrocitos saturados de monéxido de carbo-
no, lavados em solugéo salina que haviam sido
congelados. A hemoglobina em solugéo foi
quantitativamente reduzida pela adigdo de di-
tionito de sédio e didlise exaustiva contra CO,
saturado em tamp&o Tris 0,01 M, pH 7,5 con-
tendo 5 X 10* M de EDTA (Sullivan & Riggs,
1967) . A hemoglobina foi liberada dos ions
ergénicos ou inorgénicos pela passagem atra-
vés da coluna de troca idnica Mixed MB-3.
Curvas de equilibrio do oxigénio em solucdes
de hemoglobina foram medidas com o método
de camara de difusdo do oxigénio (Niesel &
Thews, 1961) modificado como foi previamen-
te descrito (Weber, Lykkeboe & Johansen,
1976) .

RESULTADOS E DISCUSSAC
PROPRIEDADES RESPIRATORIAS DO SANGUE

Ndo ha nada de extraordinirio sobre a
maioria das propriedades respiratérias do san-
gue da piranha. O fator Bohr (A log Px/ A pH
= —0,38) e a afinidade pelo oxigénio (figura
1) s@o similares aos da maioria das outras es-
pécies de respiracdo branquial no Amazonas
(Powers et al., 1978) . Do mesmo modo, o he-
matécrito (X = 33,2%) e a concentragéo da
hemoglobina (X = 1,24 mmol/L de sangue)
séo dignos de nota (tabela 1).
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Fig. 1 — Dependénzia do PH na afinidade pelo oxi-
génio (medido como P,, pressio parcial de Oxigé-
nio 50% de saturacido) do sangue total da piranha
a 30°C. A equagfo mostra os dados de regressiao dos
minimos quadrados.

A capacidade tamponante do sangue da pi-
ranha é consideravelmente maior do que a da
maioria dos peixes. Como é visto na (figura
2), a capacidade tamponante do sangue total
(B = A HCO%/A pH) varia de 19.6 no sangue
oxigenado até 39,1 no sangue desoxigenado.
Em outro peixe nao amazénico, examinado por
Albers (1970), o valor de [} para o sangue to-
tal varia de 6,7 a 14,8. As variagbes interes-
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Fig. 2 — Curvas de equilibrio de pH, HCO-, para o
sangue total oxigenado e desoxigenado de Serrasal-
mus rhombeus A 30°C. Média = 2 vezes o Erro Pa-
dréo da Média s@o indicados por barras verticais
e horizontais. Beta (3) é o grau de inclinacéo (ca-
pacidade tamp&o) em mmol HCO.,/L/pH.
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TABELA 1. Niveis dos fosfatos orginicos, tamanho corporal e afinidade pelo oxigénio no sangue fotal de

Serrasalmus rhombeus.

Peso HCT mmoles de mmoles de NTP/Hb P, mmHg
Corporal % Hemoglobin/L NTP/L (H 17,5; 30°C)
g de sangue de sangue
110 35 1,06 2,09 1,97
110 31 0,65 2,28 3,49
250 40 1,55 441 2,84 15,5
260 30 1,48 1,70 1,15
300 34 141 2,89 2,06 14,0
325 35 . 1,36 2,45 1,80 13,6
350 30 1,08 1,42 1,32 11,0
400 30 1,28 1,24 0,97 10,0
600 34 1,29 1,75 1,36 11,2
% 300,6 33,2 1,24 2,24 1,88 12,6
“D.P. 1497 33 0,27 0,96 0,83 2,1

pecificas das capacidades tamponantes s&o
consideravelmente reduzidas, quando s&o cor-
rigidas as diferengas na concentragdo de he-
moglobina que é o maior tamp&o além do bi-
carbonato. Este valor da capacidade tamponan-
te especifica (AHCOs/ A pH/Hb), varia de
0,117 até 0,230 mmol/L/pH/gHB nas espécies
examinadas por Albers (1970). Usando uma
concentracio de hemoglobina de 79,9 g/L (1,24
mmol/L X 64,456 g/mmol; tabela 1), a capa-
cidade tamponante especifica é de 0,24 e 0,49
para o sangue oxigenado e reduzido, esta é
uma vantagem evidente para a piranha visto
que a capacidade tampéo € considerada um
fator limitante para a atividade aerdbica no pei-
xe (Hochachka, 1961) . As curvas tamp&@o mos-
tram na figura 2, que estdo deslocadas em
baixo e para a esquerda dada a presenca de

acido metabdlico (presumivelmente lético) no.

sangue. Isto ocorre freqientemente quando o
peixe é manuseado e removido da &gua para
retirar-se a amostra sangilinea. De qualquer
modo, isto nao altera o grau de inclinagéo B,
das curvas tampdo (cf. Siggaard-Andersen,
1974) . Um resultado inesperado é aparente-
mente a grande dependéncia do pH do efeito

de Haldane, resultando em um grande A HCO

com a oxigenagdo a baixos valores de pH. Isto
¢ diferente no sangue de mamiferos e de ou-
tros vertebrados onde dentro dos limites fisio-
légicos, as curvas para o sangue Oxi e desoxi
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sdo paralelas. Os presentes resultados po-
dem refletir uma forte dependéncia do pH na
ligagdo de oxigénio e na unido de carbamino.

EFEITOS DO TAMANHO CORPORAL

A descoberta de que no eritrocito o NTP
e o P estdo inversamente relacionados ao
peso do corpo néo havia sido relatada anterior-
mente pelo menos que seja do nosso conheci-
mento. Embora o tamanho da amostra seja
pequeno, a relagéo ¢ bastante surpreendente
(fig. 3). As variagbes do P» e do fosfato or-

_ganico séo opostas aos encontrados no desen-

volvimento pés-natal dos mamimeros (cf.
Dhindsa et al., 1972) e de outros vertebrados
(cf. Manwell, 1960), mas a relacéo do Px com
o peso corporal é similar a observada, em com-
paracdes Interespecificas (Schmidt-Nielsen e
Larimer, 1958) .

O significado fisiolégico deste fendmeno
refere-se 2 relacdo alométrica entre o indice
metabélico e o tamanho do corpo (cf. Hem-
mingsen, 1960). Comparacdes interespecifi-
cas, revelam um aumento exponencial na de-
manda de oxigénio segundo o peso corporal
nas espécies pequenas (cf. Schmidt-Nielson,
1975) . Esta relagdo é dada pela equagéo :

vc = aMb
2
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onde “a” € a intercepgdo na ordenada, *b" &
a inclinagao da reta expressa em logaritmos,
“M" é o peso corporal em gramas. A mesma
relagdo tem sido demonstrada a um nivel in-
traespecifico em “guppy” (Lebistes reticula-
tus) por Heusner et al. (1963). Para mamife-
ros esta equacéo se torna:

VO = 3'8 M;75
2

(cf. Schmidt-Nielsen, 1975) . Para peixes e ou-
tros poiquilotermos, o “custo de vida relativo”,
indicado pela intercepgéo “a”, é cerca de 10 ve-
zes menor (mesmo a 37°C), mas a inclinacdo
“b" & normalmente a mesma (cf. Brett, 1972).
A 25°C, a equagdo para um peixe “tipico”:

Vo = 0.75 M.0,69
2

(Hemmingsen, 1960). A importancia desta re-
lagdo alométrica é o aumento desigual na de-
manda de oxigénio por grama de peso corpo-
ral para os animais menores. Por exemplo,

resolvendo a equagéo :

Vo /M= 10,75 M-031
2

para um peixe hip6tético pesando 10,000;
1,000; 100, 10 e 1 g, nos da os seguintes valo-
res de Vo, (ml X g X hr'): 0,04; 0,09; 0,18;
0.37; 0,75. Este efeito experimental do au-
mento corporal claramente se opde & capacida-
de de transporte de O, em peixes menores que
1000g.

Os corolérios de que a mais alta demanda
de oxigénio de peso especifico em espécies
mencres € aumentada pela densidade capilar
(Schmidt-Nielsen & Pennycuik, 1961) e redu-
zem a afinidade pelo oxigénio do sangue
(Schmidt-Nielsen & Larimer, 1958). O dltimo
€ considerado adaptativo, pois proporciona
uma maior liberagdo de O, para os tecidos, su-
prindo-os de O. em uma alta pressdo parcial.,
Impde-se considerar que a reduzida afinidade
pelo oxigénio do sangue em piranhas peque-
nas é adaptativa a um aumento de necessidade
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de O.. Este argumento foi proposto anterior-
mente em comparacgoes interespecificas em
mamiferos (Schmidt-Nielsen & Larimer, 1958),
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Fig. 3 — Relagio entre o tamanho corporal e afini-
dade pelo oxigénio (quadro superior) e proporcio
de fosfato orginico/hemoglobina (quadro inferior)
em Serrasalmus rhombeus, Os valores de P,, s@o
a pH 7.5 e 30°C. NTP (nucleosideo trifosfato).

répteis (Bennett, 1973) e passaros (Lutz et al.,
1974) onde Psx aumenta com a diminuicdo do
peso corporal. Desde que a saturagao arterial
seja mantida na porcdo superior horizontal da
curva de dissociacdo, uma curva deslocada
para a direita resulta na liberagdo de uma dada
quantidade de oxigénio em altos valores de
PO; do tecido, o qual por sua vez, possibilita
um aumento de velocidade de difusdo de O, e
indice metabélico do tecido. O presente tra-
balho mostra que a consideracdo acima pode
também ser aplicada a uma espécie, i.e., que
individuos pequenos tém sangue com uma bai-
xa afinidade pelo O,. Também é de interesse
que a baixa afinidade pelo O, resulta de dife-
rengas relacionadas ao tamanho em eritrécitos
com concentragéo de fosfato organico (veja
abaixo) .
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PROPRIEDADES DE SOLUQ&ES DE HEMOGLOBINA

Experimentos de cromatografia em camada
delgada mostram que eritrécitos contém quan-
tidades significantes, tanto de GTP como de
ATP. Em quatro espécimes, os valores de ATP
e GTP (média = desvio padrdo) foram 0,66 =
0,09 e 0,62 = 0,26 mmol/L de sangue, res-
pectivamente.

12r : : T
10F a—0GTP 110
- / 185 =
08F : o
g | & ATP i
o Py =
/" L ]
o 06} pe 14 €
(] S
- deicog
o4t o
B Serrasalmus 1o
ozt U
=g 2: D".—‘ ry L J =
B A T SR
NTP/Hb

Fig. 4 — Influéncia do pH na afinidade pelo oxigé-
nio (P, e o coeficiente de Hill (n) a 20°C (A) e
300C (@) da solucio de hemoglobina fracionada de
S. rhombeus. Tampdo Tris, forca ibnica = 0,05
concentragio da hemoglobina = 0,62 mM (tetrd-
mero).

Os valores de Px e “n" (o coeficiente de
Hill, indicando o grau de interagdo heme-heme)
da hemoglobina fracionada de piranha e suas
dependéncias de pH a 20°C e 30°C séo mos-
tradas na figura 4. Na auséncia de cofatores
a hemoglobina tem uma alta afinidade pelo
oxigénio (o Px & aproximadamente 1,6 mm Hg
e pH 7.3 e 30°C, comparado o valor correspon-
dente de 14 mm Hg no sangue total. O fator
Bohr de solucdes de hemoglobina é notavel-
mente dependente de pH, mudando de valores
aproximados de O. pH 7.3 até cerca de -1,0
a valores de pH abaixo de 7,0 (veja abaixo).

A grande diferenca entre os valores de P
da solugéc de hemoglobina e do sangue, pode

Propriedades. ..

ser atribuida & presenca de fosfatos orgé-
nicos nos eritrécitos. Outros fatores que
poderdo contribuir para esta diferenca, in-
cluem uma alta concentracdo de hemo-
blina nas células, a presenga de CO: no
sangue, e o fato de que o pH intracelular de
eritrécitos é mais baixa do que o pH plasmaéti-
co, valor médido para o sangue total. Os dlti-
mos fatores podem também ser considerados
pelo fato de que no p Habaixo de 7,0, o fator
Bohr da solucdo de hemoglobina excede da do
sangue total. Embora os fosfatos intensifi-
quem o fator Bohr, na solugdo de hemoglobina
(Benesch, Benesch Yu, 1969), dado o aumento
das ligagdes a pH baixo, o efeito especifico de
CO, no Ps; aumentando com o pH (Duhm, 1976)
o qual contrabalanga o efeito de fosfatos na
sensibilidade do pH.

O valor do calor aparente da oxigenagéo
(A H) da hemoglobina é cerca de -16,7 Kcal/
mol a pH 7,3 para a variacdo da temperatura
entre 20° e 30°C. Este valor inclui o calor de
solucdo do oxigénio, e é similar aos valores
encontrados para a maioria das hemoglobinas.
O efeito da temperatura diminui em valores
de pH mais baixos (figura 4) onde o efeito
Bohr se torna operante, refletindo contri-
buicbes para o calor total de reagédo prove-
niente da oxigenagdo dos grupos é&cidos na
molécula.

Os efeitos dos nucleosideos trifosfatos,
ATP e GTP, na hemoglobina fracionada s&o
mostrados na figura 5. Ambos os fosfatos ma-
nifestam um grande efeito no Py em baixas
proporcées de fosfato/ hemoglobina. Este
dado é consistente, com a observacdo de que
variacbes na proporgdo de NTP/ hemoglobina
no sangue total é de 0,8 a 2 e correlaciona-se

com mudancas significativas no Px (figura 1).

A figura 4 também mostra que, como em outras
hemoglobinas de peixes investigadas, o GTP
diminui a afinidade pelo oxigénio mais forte-
mente do que o ATP na mesma concentragéo.
Isto mostra que, ndo obstante concentragdes
similares nos eritrocitos, o GTP podera desem-
penhar um papel mais importante que o ATP,
modificando a afinidade pelo oxigénio do san-
gue total.
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Fig. 5 — Efeitos do GTP e ATP na afinidade pelo oxigénio (P,) e o coeficiente de Hill (n) da hemoglobina
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SUMMARY

Respiratory properties of piranha blood are
distinguished from those of other fish primarily by
the high CO, buffering capacity (AHCO,/APH =
18.6mmol/L for oxygenated blood and 39.1 mmol/L
for deoxygenated blood). The concentration of
nucleoside triphosphates (NTP) and the half-satu.
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ration tension (P, of whole blood were found to
be inversely related to body size. The higher Py in
smaller fish, analogous to values obtained in previous
studies involving interspecies comparisons, could
be adaptive to higher weight-specific metabolic rate.
Both ATP and guanosine triphosphate (GTP)
lowered the oxygen affinity of purified hemo-
globin solutions, accounting for the size-dependent
correlation of Py and NTP concentration in whole
blood. While similar in concentration in red cells,
GTP is more potent than ATP as an allosteric
modifier of hemoglobin function.
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