Efeito de nucleosidio trifosfato eritrocitico
no equilibrio de oxigénio de hemoglobinas completas e fracionadas
de Hypostomus e Pterygoplichthys, bagres aerobicos facultativos ()

Resumo

Sao estudados o equilibrio de oxigénio de he-
moglobinas de Hypostomus e Pierygoplichthys e
suas sensibilidades ao nucleosidio trifosfatos eritro-
citico (NTP), ATP e guanosina trifosfato (GTP) pa-
ra investigar o mecanismo pelo qual o sangue se
adapta & respiragio aérea e aquética. As hemoglo-
binas de ambas as espécies sio heterogéneas. To-
das as fragBes hemoglobinicas isoladas por focali-
zacdo isoelétrica, revelaram uma alta sensibilidade
a NTP, mas a GTP decresce a afinidade de 0, cerca
de duas vezes t3o efetivamente quanto a ATP. Foi
encontrado um componente hemoglobinico catddico
com um efeito Bohr revertido em Pterygoplichthys
mas ndo em Hypostomus. Os dados sio discutidos
em relagdo & modulacio do cofator in vivo, de afi.
nidade pelo O, do sangue e a importancia adaptati-
va da heterogeneidade funcional de hemoglobinas
de peixes.

INTRODUGAO

Hypostomus e Pterygoplichthys sao bagres
inativos, habitantes de leito e encouragados,
encontrados no rioc Amazonas, sendo capazes
de respiragdo bimodal. Enquanto eles extraem
oxigénio com as guelras em dguas bem oxige-
nadas (monéxica), engolem o ar quando a
agua é hipoxica, usando o trato intestinal com
Orglo para as trocas gasosas.

Apesar de aerébico a baixo O; na &gua, a
afinidade pelo oxigénio do sangue de Hypos-
tomus € mais alta quando o peixe est4 em agua
hipéxica do que em normdéxica. A aumentada
afinidade pelo oxigénio parece ser adaptativa
a tensdes internas de O, baixa, as tensdes de
Oxigénio internas em proporgio ao tempo sob
hipéxica, sdo causada por uma diminuida inte-
ragdo com os cofatores alostéricos dos glébu-
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los vermelhos. Em Hypostomus e Pterygoplich-
thys, a aclimatagdo hipéxica é acompanhada
por um marcante decréscimo nas concentra-
¢Oes dos nucleosidios trifosfatos (NTP), par-
ticularmente guanosina trifosfato (GTP) (We-
ber et al, 1978). Embora a retengdo de CO,
ocorra durante a respiracdo aerébica na dgua
hipéxica, um aumento de bicarbonato no plas-
ma prevé um decréscimo no pH sangiiineo,
o qual, a middo aumenta a afinidade oxigénio
associada a uma queda no GTP eritrocitico
(Wood et al., 1978).

Este artigo focaliza as propriedades de
unido de oxigénio e sensibilidade aos fosfatos
eritr6eiticos de hemoglobinas livres de cofato-
res, dos bagres encouragado, Hypostomus e
Pterygoplichthy com o objetivo de elucidar,
0s mecanismos pelos quais todo o sangue res-
ponde aos niveis de oxigénio da &gua e ao
modo de respiracdo. Ademais, as implicacdes
de multiplicidade da hemoglobina a esta adap-
tagéo € investigada por medida de pH e sensi-
bilidade de cofatores das fragdes de hemoglo-
bina isoladas. Tais dados sio de interesse
comparativo adicional com respeito a possi-
veis relagdes entre multiplicidade da hemoglo-
bina e habitat do peixe. Isto sustenta a hipé-
tese (Hashimoto et al., 1960; Powers, 1972
Powers & Edmundson, 1972) de que a ocorrén-
cia de componentes hemoglobinicos catédicos
com afinidade por oxigénio alta e pH- insensi-
bilidade ao pH no peixe, sdo adaptativos ao
transporte de oxigénio sob condicdes de baixa
tensdo de oxigénio ou pH interno, quando os
componentes anddicos sensiveis ao pH estdo
incapacitados para carregar o O,. Hypostomus
e Pterygoplichthys séo bagres intimamente re-
lacionados, de habitos e habitat similares.

) — Vers@o original inglesa publicada em Comp. Biochem Physiol. vol. 62 A (1). 1979,
) — Department of Zoophysiology of Aarhus, DK-8000 Aarhus C., Denmark.
)
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Entretanto, enquanto ambas as espécies mos-
tram polimorfismo em heterogeneidade hemo-
globinica, apenas Pterygoplichthys parece con-
ter quantidades significativas de hemoglobinas
(catédicas) eletroforeticamente lentas (Fyhn
et al., 1978). Isto sugere que Hypostomus e
Pterygoplichthys sd@o candidatos promissores
para atestar as argumentagdes acima sobre a
importancia adaptativa de hemoglobinas caté-
dicas no peixe.

MATERIAL E METODOS

Os Hypostomus e Pterygoplichthys foram
coletados no rio Amazonas, préximo ao lago
do Janauacé, cerca de 150 km a oeste de Ma-
naus, Brasil. Para prevenir heterogeneidade de
amostras associada com polimorfismo hemo-
globinicc nestes peixes (Fyhn et al., 1978),
todos os presentes dados referem-se & hemo-
globina de um espécime de cada espécie (pe-
sando cerca de 850 e 300 g, respectivamente) .
Baseado na heterogeneidade hemoglobinica, os
Hypostomus usados correspondem ao fenétipo
V, e os Pterygoplichthys ao fenétipo | (Fyhn
et al., 1978).

As amostras de sangue foram coletadas
por puncdo cardiaca usando seringas hepari-
nizadas. Os glébulos vermelhos foram lavados
3 vezes em NaCl a 1,5% contendo Tris 102 m,
pH 7.4, empacotados por centrifugagéo e con-
gelado por 2-4 semanas, apés converséo da
hemoglobina a carboxi derivado (ex., o estado
no qual o padrdo eletroforético de hemoglobina
de truta é mais estdvel durante estocagem em
congelador — Reinitz, 1976) . A hemoglobina
em solucdo foi preparada por mistura de 2-3
volumes de 4gua com 1 volume de glébulos
vermelhos e precipitando os fragmentos celu-
lares por centrifugacéo. Todos os processos
preparativos foram conduzidos a O-5°C.

As hemoglobinas foram fracionadas por
passagem através de troca idnica em Amberli-
te MB-3. As amostras foram reduzidas por
adicdo de ditionito de sddio sélido e dialisadas
contra 3 trocas de tampédo Tris 102 M, pH 7,5,
contendo 5X10* EDTA por 48 horas. A hemo-
globina foi concentrada usando concentradores
Amicon B15 (Oosterhout, Holland), e as con-
centragbes foram medidas espectrofotometri-
camente. O equilibrio de O, foi medido por
uma técnica de cadmara de difusdo, modificada
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segundo Niesel e Thews (1961). Valores de
P e nm {expressando a tensdo de oxigénio
e o coeficiente de cooperatividade de Hill da
hemoglobina a meia saturagéo) foram interpo-
ladas por ploteado logaritmico linearizado dos
dados de equilibrio de O:. Os efeitos de ATP
e GTP foram medidos por adigéo & solucdes de
hemoglobina fracionada de volumes apropria-
dos de solugdes de concentracdes conhecidas,
dos sais dissodicos dos nucleosidios trifosfa-
tos (ensaiados usando testes quimicos da
Sigma) .

As hemoglobinas foram separadas por fo-
calizacdo isoelétrica em uma co.una preparati-
va de 110 ml LKB, a 5°C usando uma mistura
de anfolinas LKB de pH 5 a2 8 e 3 a 10 (0,5e
0.2% respectivamente). Na estabilizacéo o
contelido da coluna foi fracionada em amos-
tras de 1,6 ml para medidas de D.O. a 540 nm
e pH a 5°C. As fracdes de hemoglobina recupe-
radas da focalizagdo isoelétrica foram dialisa-
das por 48 horas contra diversas trocas de
Tris-EDTA anterior as medidas de equilibrio
de O..

RESULTADOS

As afinidades por oxigénio e valores de n
e suas dependéncias de pH dos hemolisados
fracionado de Hypostomus e Pterygoplichthys
sio dados nas Figs. 1 e 2 (curvas solidas) . As
hemoglobinas de ambas as espécies mostram
distintos efeitos Bohr alcalinos —a pH 7,0, os
valores & (A log Ps:/ApH) sd@o cerca de —0,34
e —0,46, respectivamente. A pH mais alto, os
efeitos Bohr sido, entretanto, reduzidos e re-
vertidos (tornando-se cerca de +0,04 e +0,14,
respectivamente, a pH 8,0). As hemoglobinas
fracionadas de ambas as espécies mostram
fraca cooperatividade na ligagdo O: (n= 1,2
a 1,5).

Os efeitos dos principais nucleosidios tri-
fosfato eritrociticos ATP e GTP, sdo mostrados
nas Fig. 3A e B. A afinidade das hemoglobinas
por O, de ambas as espécies, é marcadamente
decrescida por cada fosfato mas a tensdo de
0. de meia-saturagdo aumenta cerca de 2 ve-
zes mais na presencga de GTP, como o faz com
ATP 2 mesma concentracdo. Os cofatores au-
mentam o coeficiente de cooperatividade n,
mas este efeito é mais marcado em Hyposto-
mus do que em Pterygoplichthys.
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Fig. 1 — Efeitos de pH e GTP sobre a tensdo de
oxigénio a meia-saturacio, P € coeficientes de co00O-
peratividade de Hill n de hemoglobinas de Hypos-
tomus, medidos em tampdes Tris e Bis Tris, I = 0.05
a 25°C, hemolisado fracionado, 0,15 mM Hb (base
tetramera); A, A, componente hemoglobinico I;
o n, componente II; V. v, componente 111
(cf. Fig. 4A) todos a concentragoes de 0,05 mM;
&, componentes I+ II+11I, concorrendo &s suas
concentracdes relativas aproximadas in vivo €74, 18
e 8%, respectivamente, de hemoglobina total). Sim-
bolos abertos — hemoglobinas fracionadas; simbo-
los fechados, hemoglobinas fracionadas adiciona-
das de GTP (excesso molar de cerca de 8 vezes SO-
bre a Hb tetramera).

As fig. 4A e B mostram a separacéo dos
componentes de hemoglobina de cada espécie
por focalizagdo isoelétrica. A hemoglobina de
Hypostomus é resolvida em 3 fragdes princi-
pais. Os carboxiderivados destas fragdes fo-
ram isoeletricamente proximos de 7.4, 6.7 e
60 a 5°C, e suas abundéancias relativas de-
cresceram com o decréscimo dos pontos isoe-
l&tricos (cerca de 72,17 e 7% do heme total,
respectivamente) . Além disso 2 componentes
menores (cada um correspondendo a menos
de 2% do heme total) foram focalizados perto
de pH 8 e 57 (Fig. 4A). A hemoglobina de
Pterygoplichthys exibiu alto grau de heteroge-
neidade de carga, resolvendo em 5 componen-
tes principais com valores de pl préximos de
87,79, 72, 69 e 64, & uns poucos compo-

Efeito de...

nentes pequenos (valores de p! em torno de
76 e 56). Para os experimentos de equili-
brio de O: duas fragdes foram preparadas, con-

“tendo os mais abundantes componentes de

hemoglobina catédico e anodico respectiva-
mente (a e b na Fig. 4B).

O componente de hemoglobina mais abun-
dante (1) de Hypostomus tem afinidade por O2
similar e do hemolisado mas com um efeito
Bohr levemente maior do que O hemolisado
total (Fig. 1), indicando a presenca de uma
mais baixa sensibilidade de pH nos outros com-
ponentes na auséncia de interagbes mutuas.
Cada um dos 3 principais componentes mos-
trou uma alta sensibilidade de seus valores
P, a presenca de GTP proximo a pH 74
(Fig. 1).

Em Pterygoplichthys os dois grupos de
componentes estudados funcionalmente (aeb
na Fig. 4B) demonstraram propriedades de
equilibrio de O divergentes. Em contraste a
um marcado efeito Bohr nos componentes ano-
dicos (b), as hemoglobinas catédicas tém um
leve efeito Bohr revertido $ = —053 e +
0,08, respectivamente, a pH 7,0). Tendo em
mente as diferencas de concentracido, a Fig. 1
mostra que a afinidade por 0. e sua sensibili-
dade de pH do hemolisado em média aproxima-
damente aquelas das fragoes separadas, indi-
cando a auséncia de uma interagdo funcional-
mente significativa entre estes. Ambas as
fragbes exibem a mesma sensibilidade a ATP
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Fig. 2 — Dependéncia de pH do P, e valores de n
de hemoglobinas fracionadas de Pterygoplichthys
medida em tampdes Tris e Bis Tris, I = 0,05 a 25°C,
hemolisado, 0,33 mM Hb; A, fracio a (cf. Fig. 4B),
0,06 mM Hb; N/, fragio b, 0,08 mM Hb.

— 241



10
8 >
® 52
E
o £
~— S
2 u._:

1

2 o _a ——
c oo ® ° I3
1
0 2 4 6 8
Phosphate : Hb ratio
0rpg 10
GTP
s -
)

(i) 5 o
Qe ATP T
S ~ 3
=i g
2 =
02 %

QO + + + - 1

2
2 ; D00 b s <
0 2 4 6 8

Phosphate : Hb ratio

Fig. 3a e b — Efeitos de ATP (O) e GTP (@) sobre
Py e valores de n de hemolisados fracionados de
(A) Hypostomus e (B) Pterygoplichthys medidos a
25°C em tampio Tris, pH 7,30, I = 0,05, concentra-
¢io de hemoglobina de 0,15 e 0,27 mM, (tetramero)
respectivamente,

e GTP; como no lisado GTP diminui as afinida-
des por O; duas vezes tio efetivamente quanto
o ATP a4 mesma concentragéo, (Fig. 5). Além
disso, o GTP aumenta a cooperatividade mais
do que o ATP.

Os componentes de hemoglobina de Pte-
rygoplichthys foram posteriormente resolvidos
e estudados por Brunori et al, (1978) . A com-
paracéo dos dois grupos de resultados indicam
que as propriedades da hemoglobina da fragdo
“a” (Fig. 4b) corresponde intimamente as do
componente | de hemoglobina de Pterygoplich-
thys isolado por Brunori et 4, (1978) e que a
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fracsio “b" provavelmente contém o componen-
te IV de Brunori et af. (1978) e componentes
adicionais com Propriedades mais parecidas
com as do componente | (cf. Brunori et al.
(1978) para pormenores posteriores) .

Discussio

Os dados presente demonstram que uma
alta sensibilidade ao fosfato da afinidade por
O: das hemoglobinas [jvres de cofatores de
Hypostomus e Pterygoplichthys provem a base
para a resposta adaptativa de todo 0 sangue a
dguas hipéxicas e conseqiiente aerdbia. A
maior sensibilidade de afinidade por O. das
hemoglobinas a GTP do que a ATP € de interes-
se, considerando que durante a hipéxia a GTP
decresce mais do que ATP (Weber et al.,
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Fig. 4ae b — Focalizagio isoelétrica de carboxi de-
rivados de hemoglobina de (A) Hypostomus e (B)
Pterygoplichthys, ®, densidades Sticas a 540 mM; O,
valores de pH a 5°C de fracdes de 1,6 ml coletadas
da coluna.
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(1978) . Assim, a GTP mais que a ATP € prima-
‘riamante envolvido na adaptacdo do sangue Ps
ao modo de respiracdo. Estas observagbes séo
similares a dados prévios sobre hemoglobinas
de enguias e peixes pulmonados onde a GTP é
o principal fator de adaptagéo da afinidade por
0. a aguas hipoxicas e estivagdo respectiva-
mente (Weber et al., 1975; Johansen et al.,
1975) .

H4 diversos fatores a que se poderia atri-
buir as diferencas entre as propriedades de
oxigenacdo das solugdes de hemoglobina aqul
citadas, e as do sangue total. Os cofatores
ndo apenas incrementam Pwm, mas também o
aparente efeito Bohr de acordo com a aumen-
tada ligacao dos polianions pela hemoglobina a
baixo pH (cf. Benesch & Benesch, 1974), ex
plicando em parte os maiores fatores Bohr no
sangue (¢ = — 0,18 e 0,32 entre pH 7.5 e 8,0
para respiracio de Hypostomus aérea e na
agua respectivamente) do que no hemolisado
fracionado a pH similar (¢ ~ 0,0; cf. Fig. 1).
Mesmo na presenca de nucleosidio trifosfato
saturante o P» de solucdes de hemoglobinas,
entretanto, sdo consideravelmente mais baixos
do que os do sangue. Para Hypostomus a 30°C
e pH 7.4 os valores Px sangliineos séo cerca de
15 ¢ 22 mm Hg para espécimes aclimatados e
hipxia e normoxia (Weber et.al., 1978]. Ou-
tros trés importantes fatores do que interagéo
alostérica de hemoglobina e cofatores, tém
que ser considerados. Primeiramente, as con-
centraces de hemoglobina dentro dos glébu-
los vermelhos de bagre (ca. 5 mM) s@o mais
altas do que as das quais as propriedades da
hemoglobina em solugéo podem ser medidas.
Enquanto a afinidade de O. de hemoglobina de-
cresce com concentragles crescentes, este
efeito é muito mais pronunciado na presenca
de fosfatos organicos mesmo & razdo molar
constante para hemoglobina (cf. Rorth, 1973).

Em segundo lugar, o pH intracelular de glé-
bulos vermelhos de peixe s#o significativa-
mente mais baixos do que aqueles medidos no
sangue total. A um plasma de pH 7.4, o pH
intracelular em enguias & cerca de 0,3 a 0,6
unidades de pH mais baixas dependendo do
NTP do glébulo vermelho. (Wood & Johansen,
1973) . Assim, o efeito Bohr medido a pH 7,0
a 7,5 no sangue total deve ser comparado com

o de uma faixa mais baixa de pH no caso de-
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Fig. 5 — Efeitos de ATP (D, 4 ), GTP (@, A)
e de ATP+GTP (¢ ,V; plotados a concentracoes
totais de fosfato) sobre fragdes de hemoglobinas
a (quadrados) e b (tridngulos) isoladas de hemoli-
sado de Pterygoplichthys (cf. Fig. 4B) por focaliza-
¢io isoelétrica, medidos a 25°C em tampdo Tris,
I = 0,05 pH = 7,50, Concentragdes hemoglobini-
cas 0,06 e 0,08 mM nas fragdes a e b, respectiva-
mente,

solugbes de hemoglobina. Por dltimo, o CO:
presente in vivo diminuiré a afinidade O. mais
a pH alto do que baixo (o qual decresceré o
aparente efeito Bohr) pois o CO. compete com
o fosfato por um sitio de ligagdo comum na
cadeia B da hemoglobina tetrdmera de verte-
brado (cf. Rorth, 1973).

Os cofatores fosfatos aumentam os valo-
res n das hemoglobinas de bagre (Figs. 1,3 e
5). Na presenca de adequadas diferencas de
pO, artériovenosas, isto significa uma libe-
ragdo mais eficiente do pigmento quando o
sangue estd nos tecidos. Pode também ser
significativo que, com o mesmo Ps, um incre-
mento em n aumentara a saturacdo de 0. de
hemoglobina a altos valores de pO: como ocor-
re nas guelras em aguas bem oxigenadas. Con-
sequentemente, o incremento em n associado
com a elevacdo de fosfatos de glébulos verme-
lhos poderia aumentar a liberagdo de O. nos
tecidos sem o correspondente decréscimo na
liberacdo de O. nas guelras. Entretanto, um
maior valor de n ndo aumentard necessaria-
mente a liberacdo de O, a menos que as ten-
soes venosas de O permanegam abaixo do
valor de P do sangue, ex., através de um
concomitante decréscimo na afinidade de O:
(Wood & Lenfant, 1976) e uma exata avaliagao
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da importéncia adaptativa das mudangas no n
devem esperar medidas de tenséo sangliinea
de O: in vivo,

Os dados presentes mostram que em am-
bos os bagres, todos os componentes de hemo-
globinas estudados estdo envolvidos na modu-
lagéo induzida por fosfato da afinidade de 0,
dos gléblos vermelhos. Isto contrasta com a
enguia européia onde o efeito alostérico de
fosfatos sobre Py é quase inteiramente atribui-
vel ao efeito de GTP sobre um tnico compo-
nente hemoglobinico eletroforeticamente caté-
dico (Weber et al., 1975).

A heterogeneidade de cargas caracteriza
as hemoglobinas de muitos peixes e outros
vertebrados inferiores. Enquanto os diferentes
componentes hemoglobinicos em peixe algo
menos ativo mostra sensibilidade similares de
P (“normal”) a pH e temperatura (cf. o suga-
dor Catostomus insignis, a carpa, um ciclidio
do Rio Grande e linguado norte-europeu —
Power, 1972; Gillen & Riggs, 1972, 1973a;: We-
ber & De Wilde, 1976), outros peixes como
salméo, truta, enguias européias, norte-ameri-
canas e japonesas, e o sugador Cafostomus
clarkii de &guas correntes, possuem componen-
tes hemoglobinicos adicionais que migram ca-
todicamente sob condigdes eletroforéticos nor-
mais, e possuem reduzidas ou revertidas sensi-
bilidade de pH (Hashimoto et al. 1960; Binotti
et al., 1971; Gillen & Riggs, 1973b: Yamaguchi
et al., 1963; Weber et al. 1975; Powers, 1972;
Powers & Edmundson, 1972) . Nas hemoglobi-
nas catédicas de truta e Cotostomus clarkii,
a auséncia de um efeito Bohr “alcalino” nor-
mal correlaciona-se com a descoberta (Powers
& Edmunson, 1972; Brunori et al, 1973) de
que o residuo histidinico carbéxi-terminal da
cadeia B e o grupo o -amino da cadeia o (os
quais juntos sdo responsaveis por cerca de
75% do efeito Bohr em hemoglobina de mami-
feros-Kilmartin & Wootton, 1970) sio substi-
tuidos e bloqueados respectivamente .

Tem sido postulado que as hemoglobinas

catédicas de peixe asseguram a ligagéo de 0,
no sangue sob condi¢des de baixo ambiente de

PO: e pH (Hashimoto et al., 1960) ou durante :

acidose metabélica induzida pela atividade (Por
wers, 1972; Powers & Edmundson, 1972). A
ocorréncia de um componente hemoglobinico
catédico com efeito Bohr revertido em

oA

Pterygoplichthys mas nzo em Hypostomus, a
despeito de seus habitos e habitat similares e
sua intima relacao filogenética, entretanto, pro-
vé evidéncia contra tais relagBes entre habitat
e variagdo de hemoglobina no peixe.
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SUMMARY

Oxygen equilibria of Hypostomus and Pterygo-
plichthys hemoglobins and their sensitivities to the
erythrocytic nucleoside triphosphates (NTP), ATP
and guanosine triphosphate (GTP) are studied to
investigate the mechanisms by which blood adapts
to air-and water-breathing. Hemoglobins of both
species are heterogeneous. All hemoglobin fractions
isolated by iso-electric focusing reveal a high
sensitivity to NTP, but GTP depresses O, affinity
about twice as effectively as ATP. A cathodic hemo-
globin component with a reversed Bohr effect was
found in Pterygoplichthys but not in Hypostomus.
The data are discussed in relation to the in vivo
cofactor modulation of blood O, affinity and the
adaptive significance of functional heterogeneity of
fish hemoglobins.
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