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Resumo

O sangue completo dogimnotideo teledsteo de res-
piragdo aqudtica, Sternopygus macrurus estd 50% satu-
rada com oxigénio a 5,2 mm Hg (valor aparente) a
30°C na auséncia de CO2. A adigdo de 5,6% CO2 cau-
ea um aumento de 3 vezes 0 valor P50 aparente. A
afinidade de oxigénio da hemoglobina de componente
simples “stripped” a 20°C aumenta umas 20 vezas en=
tre pH 5,8 e 8,6 na auséncia de ATP. Esta diferenga
aumenta a 100 vezes na presenga de 1mM ATP. Héa um
efeito Root marcado: A hemoglobina “stripped” sé
estd 70% saturada com 02 a pH menor que 6 quando
equilibrado com o ar. O valor do coeficiente de Hill,
n, & méximo entre pH 7.0 e 7,5, € chega perto de 1.0
a pH alto. O valor é aproximadamente 1,5 a pH baixo
na auséncia de ATP e 1,0 na presenca de 1mM ATP. As
cinéticas de 02 sio heterogéneas a todos os valores de
pH, sendo mais heterogéneo a pH mals baixo. A taxa
aumenta sustancialmente a medida que o pH diminui.
As cinéticas de combinagdo de CO como medida pela
técnica de fluxo detido sdo em grande parte homogé-
neas exceto a pH alto; porém as cinéticas de combina-
¢80 depois de fotdlise de “flash” s&uv marcadamente he-
terogéneas.

INTRODUGAO

A maioria dos peixes teledsteos apresenta
competentes multiplos na hemoglobina (Riggs,
1970), a presenga dos quais, acredita-se, per-
mite aos peixes a adaptarem-se as variagbes
no seu meio fisico. A hemoglobina pode con-
tribuir para a oxigenagéo da bexiga natatoria
em certos peixes, dado uma propriedade cha-
mada efeito Root (Root, 1931), o que significa
que a pH baixo hemoglobina néo pode ser sa-
turada com oxigénio ao pO: do ar. Certos pei-
xes 1@m uma hemoglobina adicionai que n&o
apresenta efeito Root e que é relativamente
insensivel ao pH. Pensa-se que a hemoglobina
insensivel a pH permite aos peixes evitar a
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hypoxia resultante da produgéo de acido latico
que segue a exercicios fisicos violentos
(Powers & Edmundson, 1972), pela perda ex-
cessiva de oxigénio para a bexiga natatoria
(descrito em Riggs, 1976) . Peixes com hemo-
globinas de um componente simples ndo séo
comuns. S6 8% dos fenétipos dos 78 géneros
de peixe examinados do Amazonas apresen-
tam hemoglobinas de componente simples
(Fyhn et al., 1978) . O peixe com caracteristl-
cas ligeiramente elétricas, Sternopygus macrti-
rus contém uma hemogiobina de componente
simples de acordo aos resultados de eletro-
phorese de gel de poliacrilamide (Fyhn et al.,
1978) . Descrevem-se aqui algumas das pro-
priedades funcionais da hemoglobina e o san-
gue desta espécie.

MATERIAIS E METODOS

Sternopygus macrurus foi capturado em
uma malha na praia de um pequeno rio locali-
zado entre o lago de Janauacé e o rio Solimoes,
uns trinta km rio acima da confluéncia do So-
limdes e o rio Negro, perto de Manaus, Brasil.
Material adicional foi comprado de um pesca-
dor local. Os peixes foram sangrados por
puncéo cardiaca com seringa de vidro hepari-
nizada e esfriada e as células sangliineas lava-
das trés vezes em 1,7% NaCl Tris, pH 8,5. 0
lisado foi lavado a 0,1M em NaCl e foi centri-
fugado a alta velocidade por 15 minutos para
remover estromas e lixo celular.

As curvas de equilibrio de oxigénio para
o sangue completo foram determinadas com
um analizador de dissociagdo de oxigénio
Hem-O-Scan (American Instrument Co, Silver
Spring, MD), essencialmente da maneira des-
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crita por Powers et al. (1978). Uma amostra
de sangue completo, heparinizado, foi coloca-
da no instrumento, deoxigenado com nitrogé-
nio ultrapuro, com ou sem 5,6% CO,, e foi
reoxigenado ou com 21% O, e 79% N, ou 25%
0., 69% N, e 5,6% CO,,

As hemoglobinas para as medicBes de
equilibrio de oxigénio e medi¢Ges cinéticas
répidas foram cromatografadas, primeiro atra-
vés de uma coluna de Sephadex G-25 de 2x50
cms em Tris 0,1 M, pH 8,5 e logo através de
uma coluna de intercdmbio idnico (1,5 x 30
cm) formada das seguintes resinas de cima
para baixo: 2 cm de Dowex-1 (acetato), 2 cm
de Dowex-50W (iones aménio) e 20 cm de
camada mista de resina inter-cambiadora de
ions Bio Rad AG 501 X 8 (D). A hemoglobina
“stripped” foi diluida com dgua destilada e
tampOes de concentragdo idnica 0,2 até uma
concentragao final de hemoglobina de ca, 30k
M (hemo) e com uma concentragéo idnica final
de 0,05. Os tampdes foram preparados com
Tris ou Bis-Tris. Os equilibrios de oxigénio fo-
ram determinados espectrofotometricamente
em tondémetros de vidro a 20° C (Riggs & Wol-
bach, 1956). Os valores de P50 e coeficiente
de Hillin, foram determinados dos valores de
encaixe dos quadrados minimos dos pontos
obtidos entre valores de oxigenagéo de 25% e
75% . Os equilibrios de oxigénio foram deter-
minados para hemoglobina “Stripped” e hemo-
globina mais 1mM ATP. Para amostras a pH
baixos, na qual a hemoglobina nao podia ser
saturada com oxigénio atmosférico dado o efei-
to Root, uma aliguota de Tris sélido foi intro-
duzida no tonémetro para aumentar o pH a um
nivel tal que permitisse a saturag@o da hemo-
globina e determinado o aspecto final para
hemoglobina totalmente oxigenada.

As curvas de transigdo do efeito Root fo-
ram determinadas da seguinte maneira: Solu-
¢bes de hemoglobina foram diluidas com Tris
Ou Bis-Tris até uma concentracdo final de he-
moglobina de 48sM (hemo) em um volume de
3.0 ml. Os aspectos de Oxj e Deoxihemaoglobi-
na foram determinados na mesma amostra. As
amostras foram desoxigenadas com uns pou-
Cos cristais de ditionito de sddio. Se uma
amostra de pH baixo ndo estava totalmente
oxigenada a oxigénio atmosférico, uma quanti-
dade suficiente de Tris sélido era agregada a
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amostra para elevar o pH até um valor na qual
a hemoglobina ficasse saturada. Os experi-
mentos foram realizados a temperatura aproxi-
mada de 27°C.

Os experimentos de espectrometria de flu-
xo parado e fotélise de Flash foram realizadas
segundo a técnica de Bonaventura et. al,
(1974) . Os estudos de dissociagdo de oxigé-
nio foram realizados com o espectrofotometro
de fluxo parado Gibson-Durrum equipado com
movimento pneumético e uma cémara de ob-
servagdo de 2cm. As solugdes de hemoglobina
equilibradas no ar (11-12 xM em hemo) foram
misturadas rapidamente com solugdes tampio
degaseificadas contendo excesso de ditionito
de sodio e a taxa de mudanga de absorbancia
foi seguida a 437.5 mm. As taxas de dissocia-
¢do foram medidas como uma fungdo do pH
e ATP.

As taxas de combinagio com monéxido de
carbono foram medidas no mesmo aparelho.
Uma solugéo tampéo saturada com CO foi di-
luida para dar a concentracéo de CO desejada
e desoxigenada pela adicdo de ditionito de
sddio.

Fotélise de Flash foi usada para investigar
as taxas de ligagdo de CO a diferentes niveis
de fotodissociagio do ligando. Experimentos
foram realizados com tubos de flash duplos
de extin¢do rapida (Ca. 30 micro-segundos) e
um micropulsar Xenon Corp. Modelo B. O es-
tudo foi feito a dois valores de pH na presenca
de 1mM ATP. Todos os experimentos foram
realizados a 20°C em tampédo de forca idnica
de 0,05. Tampdes Tris foram usados em todos
0s estudos cinéticos acima de pH 7,0 e tam-
pdes Bis-Tris, também de forga idnica 0,05
foram usados nos experimentos inferiores a
pH 7,0.

RESULTADOS

EQUILfBRIOS

Os equilibrios de oxigénio do sangue com-
pleto de Sternopygus macrurus (Fig. 1) mos-
tram que o sangue estd 50% saturado a 5,2
mm Hg (P50 aparente) a 30°C em auséncia de

CO: e a um pH do sangue de 7.7. O valor do
P50 aparente aumenta a 17 mm Hg na presen-
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Fig. 1 — Equilibrio do oxigénio do sangue fresco total
de Stenopygus macrurus na presenca e auséncla de 5,6%
de CO, medidos com o analisador de dissociagéo de oxi-
génio Hem-O-Scan. As condigbes estéo descritas no
texto. Note-se que dada a auséncia de saturagdo com-
pleta com oxigénio na presenga de CO,, os valores cal-
culados de percentagem de HbO, so um tanto alto
demais (ver discussdo no texte).

¢a de 5,6% CO: (pH de aprox. 6,9). Sendo que
a méaxima saturagdo diminuiu entre 10-15% na
presenca de CO..o P50 real deve ser maior
que 17 mm Hg. A adicdo de 5,6% CO; a algu-
mas amostras de sangue causaram uma dimi-
nuicdo do pH bem abaixo de 6,9.

A fragdo da hemoglobina “stripped” que é
saturada com oxigénio quando equilibrada com
ar é uma medida do efeito Root. Os dados da
Fig. 2 indicam que ainda a pH téc alto como
6,7-7,4 a hemoglobina s6 estd 80-85% saturada
até que o nivel de saturacdo diminua até apro-
ximadamente 70% a um pH de 6 ou menos.
A adicdo de 1mM de hexafosfato de inositol
a pH 5,2 resulta numa queda até 53% satu-
ragao.

A medigdo de equilibrio de oxigénio da he-
moglobina “stripped” (Fig. 3) indica a pre-
senca de um efeito Bohr alcalino grande: a
afinidade de oxigénio diminui umas 20 vezes
a 20°C ao reduzir o pH de 8,5 a 5.7; o P50 au-
menta de 0,3 a 6,3 mm Hg. O efeito Bohr apa-
rente, A log P50/ApH, é de aproximadamente
— 0,8 para o intervalo de pH entre 6,4 a 7,2.
Adicdo de 1mM ATP causa uma grande dimi-
nuicdo em afinidade: o P50 aumenta mais de
100 vezes enquanto o pH cai de 85 a 6,1. O
efeito Bohr alcalino & significativamente au-
mentado por ATP: A Log P50/ApH aumenta a
aproximadamente — 1,2 para o intervalo de pH
6,5 a 7,5. Um pequeno Bohr inverso existe en-
tre pH 8,6 e 9,0 com ou sem ATP.

Estudos. .,

O coeficiente de Hill, n, tem um valor mé-
ximo de 2,0 perto de pH 7,5 na presenca de
ATP e a um pH algo mais baixo na sua ausén-
cia. O valor de “n" para a hemoglobina
“stripped” se aproxima de 1,0 a pH alto a es-
tabiliza em aproximadamente 1,5 a pH baixo.
A adicdo de ATP causa uma queda substancial
de 1.0 a 1.5 no valor n a pH baixo; o ATP néo
apresenta efeito no valor de n a pH alto.

CINETICA

Medicdo da taxa de desociacdo de oxigé-
nio de hemoglobina “Stripped” indica que o
percurso de tempo é heterogéneo a todos o0s
valores de pH, sendo, porém, maior a baixo pH;
a taxa lenta é menos de 50% que a taxa alta
a pH 6.2. As medigdes das taxas iniciais indi-
cam que o valor da constante aparente de taxa,
K, aumenta de aproximadamente 20 seg™ a pH
perto de 9 a aproximadamente 75 seg” a pH
6.2 (Fig. 4). A adigdo de 1mM ATP causa um
aumento consideravel na taxa inicial de disso-
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Fig. 2 — O efeito Root da hemoglobina de §. macrurus.

Os pontos mostram a amplitude de oxigenagéo da he-

moglobina quande-em equilibrio com o ar em vérios

valores de pH. Circulos abertos: hemoglobina “stripped”;

circulo fechado : hemoglobina “stripped” com 1 mM de
hexafosfato inositol.

— 269



ciagéo a pH 7,4 oy inferior, O valor de K (ini-
cial) aumenta 75% a pH 6,9 quando é agregado
TmM ATP. Sendo que s6 parece estar presen-
te um componente eletroforético da hemoglo-
bina (Fyhn et al, 1978), a heterogeneidade
observada nas medicdes de dissociacdo de
oxigénio pode refletir as diferentes cinéticas
das subunidades < e B da hemoglobina.

O percurso de tempo da combinagdo de CO
com a hemoglobina “Stripped” foi medida pela
técnica de fluxo parado. A reacéo foi em gran-
de parte homogénea exceto a pH alto. A taxa
lenta é aproximadamente 60% da taxa inicial
a pH 8.8. O valor constante da taxa de -combi-
nacéo, ¢', calculada para a regido entre 25-75%
de completar a reagdo, aumenta umas 12 vezes
entre, os pH de 6,2 ¢ 8.8 (Fig. 5). A adicdo
de 1mM ATP causa uma diminuigdo substancial
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Fig. 3 — A dependéncia do pH do equilibrio de oxigénio

da hemoglobina de S. macrurus. Circulo aberto : he-

moglobina “stripped”; circulo fechado : hemoglobina

“stripped” mais 1 mM ATP. O log de P, e os valores

do coeficiente de Hill séo calculados como € indicado no

texto; as unidades de P, sfioc em mm de Hg; tempe-
ratura 20°C.
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Fig. 4 — A dependéncia da constante de proporgdo k,
da dissociagido do oxigénio da hemoglobina de §. ma-
crurus. Temperatura 20°C. Concentragio de hemoglo-
bina, 55-60u M (heme) apés a mistura. Solugoes
tampéo sdo descritas no texto. Os valores de k szo
calculados das proporgdes iniciais; o tempo de agdo foj
heterogéneo em todos os valores de pH (ver texto).
Simbolos : circulo aberto, hemoglobina “stripped”: cir-
culo fechado, hemoglobina “stripped” mais 1 mM de ATP.

no valor de ¢ a diminuicado é maior perto de
PH 8,0 e parece aproximar-se de zero tanto a
PH 6,2 quanto a pH 9,0. Um fator pouco usual
das cinéticas de CO & que néo se tornam mar-
cadamente heterogéneas a pH baixo como tem
sido reportado para um nimero de outras he-
moglobinas de peixe, incluindo as de “Spot”
‘(Bonaventura et al, 1976), Myllosoma (Mar-
tin et al, 1978) e o peixe esquilo (Pennely
et al, 1978) . Esta heterogeneidade tem sido
atribuida a diferencas funcionais entre as sub-
unidades oc g B.

A taxa de combinagdo de CO tambam foi
medida ap6s de fotdlise de flash total e parcial
a pH 6.2 e 8,8 na presenca de 1mM ATP (Fig.
6). Os dados indicam que a energia de "flash”
ndo atinge a constante da taxa de reacéo a
qualquer dos pH mencionados. Este resultado
sempre que, sob estas condigdes as subunida-
des da hemoglobina sdo nag cooperativas —
resultado este consistente com os resultados
das medicdes de equilibrio de oxigénio, com
excecdo de que os Gltimos apresentam coefi-
cientes de Hill de aproximadamente 1.5 a pH
perto de 9,0. As cinéticas de reacio apds o
“flash” sdo heterogéneas tanto 2 pH 6,2 como
8,8: a taxa inicial é duas vezes maior que a da
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Fig. 5 — A combinagdo de CO com a hemoglobina de
S. macrurus medida pela técnica de mistura répida
como se descrita no texto. O valor de ¢ esta calcu-
lado para a regido entre 25 e 75% da conclusdo da rea-
¢do. O tempo de acdo foi altamente homogéneo ex-
ceto em pH alto. Simbolos: circulo aberto: hemo-
globina “stripped”; circulo fechado: hemoglobina
“stripped’ mais 1 mM de ATP. Concentragéo da he-
moglobina, 6 M, apés a mistura, temperatura 20°C.

fase lenta a pH 6,2. A natureza do material e
da reacdo rapida ndo é conhecida. Ainda se
pudesse ser sugerido que os dimeros sédo res-
ponséaveis, as hemoglobinas de teledsteos até
agora examinadas apresentam a dissociag@o
de tetrAmeros essencialmente nula sob estas
concdicdes; e as constantes dissociagéo tetra-
mero a dimero para as formas ligadas parece
estar duas ordens de magnitude abaixo das
encontradas para. a hemoglobina humana
(Edelstein et al., 1976).

DIsScUSSA0

Sternopygus macrurus é um membro das
Rhamphichthyidae, os peixes faca, peixes es-
tes noturnos, solitarios, ligeiramente elétricos
e confinados as aguas doces da América do
Sul (Lowe-Mc Connell, 1975). Nossos resulta-
dos e os de Formas et al., (1978) indicam que
o sangue e a hemoglobina desta espécie apre-
sentam um efeito Root acentuado. Ainda se a
espécie apresenta bexiga natatdria, esta néo
estad associada com um rete mirabile e ndo hé
presenca de rete choroide. De acordo com W,
L. Fink (observagdes néc publicadas), a cadma-

Estudos. . .

ra posterior da bexiga natatéria é bastante gran-
de para um gimnotideo. Ainda se esta observa-
¢do pode sugerir respiracio aérea, as paredes
das camaras ndo estfio modificadas, no apre-
sentam vascularizagdo e tém aparéncia de per-
gaminho brilhante, sugerindo uso s6 para flu-
tuacio e possivelmente audigdo. Além disto, se
Sternopygus é exposto a condigdes severamen-
te hypdxicas burbulhando nitrogénio no aqué-
rio, ¢ peixe ndo tenta respirar ar ou utilizar a
camada superficial oxigenada, perdendo even-
tualmente a capacidade para permanecer em
posicdo vertical (W.L. Fink, observagdes nao
publicadas) . Conclui-se claramente que Ster-
nopygus ndo é um respirador de ar.

As propriedades da Gnica hemoglobina de
S. Macrurus a pH sdo de especial interesse.
A diferengca da hemoglobina de carpa que é
nao cooperativa a pH baixo (Tan et al., 1973;
Tan & Noble, 1973), a hemoglobina "Stripped”
de S. macrurus mantém ligacdo cooperativa de
oxigénio a pH menor que 6: n=1,5. Neste as-
pecto, a hemoglobina é semelhante ao teleds-
teo marinho “spot” (Bonaventura et al., 1976)
no qual existe alguma cooperatividade de liga-
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Fig. 6 — Combinagdo de CO com a hemoglobina de
§. macrurus apés fotélise de cintilagdo completa e par-
cial na presenga de 1 mM de ATP em pH 62 e em
pH 88. Constante de proporgdo é calculada da pro-
porgio de reacéo inicial, estéd plotada contra a voltagem
de descarga em kilovolts. A amplitude das voltagens
de descarga de um até quatro KV induziram niveis de
fotodissociagdo entre 22 - 100%. Concentragdo da he-
moglobina, 6« M (heme basis), temperatura 20°C, so-
lugbes tampdo: bis-tris em pH 62 tris em pH 838,
resisténcia idnica 0,05.
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¢80 de oxigénio a pH muito baixo. Adicdo de
ATP a hemoglobina de S. macrurus diminui a
afinidade de oxigénio ainda mais do que pode
ser observado s6 por causa do pH. Este com-
portamento é diferente do da carpa, asseme-
lhando-se mais a da hemoglobina do “spot”.
Porém, neste Ultimo, o valor de n aumenta
com o grau de oxigenagdo a pH baixo mas isto
ndo parece acontecer com hemoglobina
“stripped” de S. macrurus: As curvas de Hill
sé@o lineares de 30 até pelo menos 83% de
oxigenagéo a pH 5,7. A adigdo de ATP e pH
5,7 causa uma diminuicdo de n até 1.0. Esta
diminui¢o pode ser o resultado de um aumen-
to das diferengas funcionais entre as subuni-
dades a pH baixo. Tal heterogeneidade fun-
cional entre subunidades tem sido observada
em hemoglobinas de varios outros peixes. A

taxa de combinacido de CO '8 heterogénea a

pH baixo para a hemoglobina de muitos destes
peixes, mas parece ser em grande parte homo-
génea para a hemoglobina de S. macrurus. S6
o percurso de tempo da dissociagdo de oxigé-
nio e a combinacdo de CO apds a fotélise de
flash a pH baixo s&o marcadamente heterogé-
neas. Isto sugere que as diferencas funcionais
entre as subunidades oc e [} podem manifestar-
se primariamente na conformagdo oxi a pH
baixo. Ainda se a hemoglobina de carpa apa-
rentemente existe completamente em estado
de baixa afinidade e ndo cooperativo a pH baixo
(Tan et al., 1973; Tan & Noble, 1973), alguma
cooperatividade permanece na oxigenacdo de
hemoglobina de S. macrurus e pelo menos dois
estados de conformagio parecem necessérios
para descrever esta situagdo. Pesquisas mais
minuciosas nas propriedades de hemoglobina
de S. macrurus serfo necessdrias para deter-
minar a natureza das mudancas de conforma-
céo associadas com ligagdo de ATP e pH baixo.

SUMMARY

The complete blood of the water-breathing gymnotid
teleost Sternopygus macrurus is 50% saturated with
oxygen at 5.2 mm Hg (apparent value) at 30°C in the
absence of CO,. Addition of 5.6% CO, causes a three-
-fold increase in the value of the apparent Py,. The
oxygen affinity of the single component hemoglobin at
20°C increases aproximately 20 times between pH 5.8
and 8.6 in the absence of ATP. This diference in-
creases a hundred fold in presence of 1 mM ATP. There
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is a market Root effect: the stripped hemoglobin is
only 70% saturated with O, at pH lower than 6 when
equilibrated with air. The value of the Hill cosfficient,
n, is highest between pH 7.0 and 7.5 being close to
1.0 at high pH. The value is aproximately 1.5 at low
pH in absence of ATP and in the presence of 1 mM
ATP. The oxygen kinetics are heterogeneous at all pH
values, being more heterogeneous at lower pH. The
rate increases substantially with decrease in the pH.
The CO combination kinetics as measured by the
stopped-flow method are largely homogeneous except
at high pH; but the combination kinetics after flash
photolysis are markedly heterogeneous,
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