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INTRODUGAO

0 estabelecimento da relagao estrutura-funciao nas molé-
culas de proteina tem sido uma problematica fundamenfal a c¢luci-
dar em Bioquimica. A hemoglobina gracas ao aclmulc de éstudos e
aos amplos conhecimentos de suas proprie@ades tem se cemporx tado
como um modelo excepcional para o esclarecimento desta rela ao.
As ideias modernas de alosterismo enzimético, por exemplo, foram
largamente desenvolvidas baseadas nos estudos da relacgao estrutu
ra~funcao da hemoglobina, possibilitando um grande avancgo no conhe
cimento das proteinas em geral (BRIEHL, 1963).

A hemoglobina, hemoproteina transportadora de oxigenio
d5 meio ambiente ate os tecidos nos seres vivos, desempenha sua
funcao em condigOes extremamente variaveis, dependendo das neces—
sidades do organismo e do meio ambiente em que eles se desenvol-
vem. Um estuda comparativo considerando estes aspectos nos possi-—
bilita a identificacaoc dos mecanismos adaptativos a nivel molecu
lar segundo os quais os diferentes organismos adaptam—se as con-
dicoces ambientais.

A hemoglobina de vertebrados,em geral, apresenta-se co
mo uma hemoproteina de peso molecular 64.500 daltons, com a capa-
cidade de interagir com oxigenio, dioxido de carbono e ions, e

transporta-los fisiologicamente . Quimicamente e formada por qua-—
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tro subunidades de peso.molecular gproximado de 16.000 daltons con
tendo cada uma delas uma cadeia polipeptidica geralmente do tipo
o com 141 residuos de aminoacidos ou do tipo B com 146 aminoaci-
dos, ambas com 807 de coﬁformagﬁo heliéoidal, assocladas aum gru-
po praostetico, heme, que consiste em anel de pro:oporfi:inaIX con
tendo ﬁo centro um atomo de ferro mo estado ferroso, formando 1i-
gacoes de coordenagao com 03 atomos de nitrogeénio dos guatros
aneis pirrolicos da protoporfirina. A as;ociagao entre a cadeia po
lipeptidica e o grupo heme ocorre atravéé de ligaghes de coordena
cao do ferro com o nitrogenio imidazolice da histidina proximal,
deixando a sexta posicao de coordenacdo acessivel para combimnagao
com oxigeénio molecular. A_cadéia polipeptidica que rodeia o grupo
heme localizado na superficie da subunidade origina um micro am-
biente de baixa constante dieletrica impedindo a oxidagao do fer-
ro. A uniao reversivel deste com o oxigénio depende de interagoes
especificas do grupo heme com a proteina, sendo de grande impor-
tancia o carater hidrofdbico e outras propriedades dos aminoacidos
participantes (ANTONINI e BRUNORI, 1971).

A propriedade fundamental da hemoglobina, gque consiste
na oxigenacgao, acarreta na molecula da proteina alteragoes estru-
turais'profundas. Mediante cristalografia e difragde de raios X
observaram—se mudangas estruturais durante a oxigenagao {(PERUTZ,
1969). Com a uniao do ligante na hemoglobina, inicia-se uma nudan

ca no estado de spin do metal de um valor alto para um valor mais



baixo, resultando um movimento na posicao do ferro em relagao ao
planoc da portirina de aproximadamente 0,75 a 0,95 2 deslocando-se
em direcdo a histidina proximal. Este movimento do ferro de saida
e entrada no plano da porfirina durante a oxigenagao = critico nas
mudancas terciarias e quaternarias das subunida&eé. No lado distal
da cévidade hidrofobica nao sao observadas mudangas na cadeia o

mas somente na cadeia B onde o grupo metil da Val ; Parece impe-

El
dir a unido do oxigeénio sendo o grupo metil desalojédo pela uniao
com o mesmo. O contacto ®1B, tambem muda com a oxigenagio, a pon-
te de hidrogeénio gque une AspGli(199)8 com Tyrc?(QZ)a na desoxihe-
moglobina e deslocada @ara AsﬁGACIOZ)a. As regioes C~terminal das
cadeias @ e B, na desoxihemcglobina formam pontes salinas entre vé
rios amincacidos terminais. Na desoxihemoglobina o penultimo ami-
noacido, C-terminal, tirosina de ambas as cadeias pcupam o locus
hidrofobico entre ag helices F e H, estabilizada por pontes de hi

drogénic com o grupec carbonila da ValFG e a mudanga conformacio

5
nal ocorrida durante a oxXigenagao promove o deslocamento da firo—
sina & a ruptufa das quatros pontes salinas dos residuos C-termi-
nal das cadeias oo e B (BRUNQRI, 1675).

Os contactoé entre as subunidades da hemoglobina sgopqg
cos e estao limitados principalmente as interagSes eletrostaticas

entre os residucs C~terminal e outro aminoacido da cadeia,por pon

] - - » - - - - - .
tes salinas ou de hidrogenio entre peptideos ou radicals aminoaci



dos, sendo de grande importancia a carga dos grupos envolvidos na

associacac e dissociagae ¢a hemoglobina,de acordo com WYMAN(1964)

estando as moleculas oxigenadas completamente dissociadas,enquanto

que as desoxigenadas se encontram na forma tetramerica. Estudos
- - '

de mudancas de estado de agregacao em ultracentrifuga analitica

corroboram estas afirmacoes. Numerosas evidencias atestam que a

oxigenagdo esta acompanhada de mudangas ,estruturais na proteina e
variacao no equilibrio de associagao-dissociagao das subunidades.
A variagao do coeficiente de Hill e o efeito Bohr sao consequen-
cias deste fendmeno.

A quantidade de oxigenio ligado per uma dada gquantidade
de hemoglobina & funcgdo da pressao parcial do oxigenio e & expres
sa atraves da curva de eguilibrio de oxigenio. A forma da curva
indica a interacao heme-heme, descrita pela equagao de HILL(1910)
Y / 1-Y = Kpn onde (Y) e a fragcao de hemoglobina combinada com o
ligante, (K) a constante de afinidade, (p) a pressac parcial do 11
ganté na fase gasosa e (n) um parametro empirico que indica o ti-
po de interagao entre os sitios de uniao do ligante. A saturagio
de hemoglobina pelo gas e o resultado de interacoes homotropicas
e heterotropicas. As interagoes homotropicas foram descritas como
mudancas conformacionais dentro de uma cadeia polipeptidica origi
nadas pela interacao entre os grupos heme, nas quais a reatividade
de um sitio na molécula & afetada pela presenga do mesmo ligante

em outro sitio da mesma molecula. As interacgoes heterotrapicascoi



respondem por sua vez as modificacoes nos sitios de unide de um
dado ligante por efeito de outros ligantes diferentes, 1interacao
que pode envolver outras cadeias vizinhas com a uniac do ligante.
0 efeito dos fosfatos organicos que afetam a curva de equitibrio

de oxigenio de forma analoga aos protons, e um exemplo interagao he-

terotropica.

0 efeito Bohr péde ser descrito como a variacao d:; afi-
nidade da hemoglobina pela variagao do pH. De acofdo com a orien-
tagao deste efeito podemos ter efeito Bohr normal ou efeito Bohr
alcalinc quando a afinidade aumenta com o pH ou ainda efeito Bohr
acido ou efeiteo Bohr reverso quando esta diminue com o zumento do
PH (ANTONINI e BRUNORI, 1971; WYMAN, 1948).

Este fenomeno tem dois aspectos com a mesma resposta .
Por um lado, expressa que o numeroc de protons unidos a proteina a
um pH constantee dependente do grau de oxigenacao, e por outro la-
do, mostra a influencia de pH na afinidade da hemoglobina pelo oxi
genio. Esta relagao foi deécrita por WYMAN (1948)que assumia a pre
senca de dols grupos ionizaveis; um primeiro que torma-se forte-
mente acido pela uniao de oxigénio, descrito como responsavel pe-
lo efeito Bohr alcalino e o outro levemente acido respcnsavel pe-
lo efeito Bohr acido ou reverso. O grupo imidazol da histidina(l46)
2 um dos aminoacidos envolvidos no efeito Bohr alcalino de acordo
com determinagaes de espectroscopia de ressonancia nuclear magne-

tica (KILMARTIN, BREEN, ROBERTS e HQ, 1973). 0 residuo C-terminal



da cadeia B His HC3(146)B e N-terminal da Lis(lé?)OL ValNAl(l)a e
HiSHCS(lzz)a da cadeia ¢, estac tambem envolvidos no Efeitoc Bohr,
os pK destes grupos tem valores normais na oxihemoglobina onde os
residuos estao livres, porem na desoxihemoglobina os pK tornam-se
mais elevados devido a estabilizacao das pontes salinas( BRUNORI,
1975). |

Outro dos efeitos heterotropicos que podemos citar e o
efeito de CO2 na curva de dissociagao da hemoglobina que pod~ ser
originado por uma pseudq—ligagio dependente da mudanga na concen-
tracao de protons no meio devido ao acido cafbaﬁico ou ainda por
um efeito direto atraves da formagao de compostos carbaminos a
gqual depende, a pH constante, do grau de oxigenagaon da_ molécula,
os grupos provavelmente envolvidos sao os grupos N-terminal das
cadeias o e B, (KILMARTIN e ROSSI, 1969).

Quanto aos fosfatos organicos, o grande efeito que exer
cem no equilibrio de oxigénio com a hemoglobina foi descrito por
BENESCE e BENESCH (1967); CHANUTIN e CURNISH (1967); BENESCH e BE
NESCH (1974). Assim, a afinidade da hemoglobina humana pelo oxige
nio na presenga de DPG (difosfogliqerats), ATP (adenosina—trifOSf
fato),IHP (inosina-hexafosfato) e outros fosfatos organicos, se
apresenta diminuida. Os grupos enﬁolvidos na unizao de fosfatos sao
~os dois grupos o amino das cadeias B, e a cxplicagaoc para o caso
do DPG, por exemplo, e baseada no fato de ele ser fortemente pro-

- *
tonado, sendo sua carga complementada pelos residucs centrais da



cavidade hidrofobica, formando pontes salinas com Val(l), His(2)e
His{143) de ambas cadeias B e Lis(82) de uma das cadeiés B. A es-
trutura destes sitios de unigo sao destruidos com a oxigenagao,ha
vendo perda da carga complementaria, sendo reduzida a afinidade
da oxihemoglobina pelo DPG (BRUNORI, 1975).

A presenga simultanea das interagoes homotropicas e he-
terotropicas apresenta vantagem para a hemoglobina,uma vez.que ela
pode realizar o transporte de oxigenio em condigoes de metabolis-
mo ceiular adverso, sendo de graude significado a agao dos fosfa-
tos organicos e sua concentragac nos eritrocitos.Assim, com meta-
bolismo elevado, cnde as concentracoes de ATP tambem o sao, a afi
nidade da hemoglobina pelo oxigenio diminui e maior quantidade de
gas poae ficar disponivel aos tecidos.

A fungao da hemoglobina frequentemente parece adaptada
as necessidades metabolicas do animal e ao meio ambiente ( RIGGS,
1976). 0 peso do-corpo e a taxa metabolica estao inversamente re
lacionados (SCHMIDT-NIELSEN e LARIMES, 1958). Esta adaptacaoc de-
pendente da hemoglobina, ineclue mudangas intrinsicas da afinidade
pelo oxigénio, mudancas no conteudo e efetores alostericos e va-
riacdo na cocperatividade de interagao pelas unioes sucessivas das
moleculas de oxiggnio (RIGGS, 1976).

Em peixes tem-se observado que existem varias maneiras
de suprir as diferenteé necessidades de oxigenio,entre estas a pre-

¢senga de branquias com diferente area efetiva de trocade oxigenio,



a variagao do pulso cardiaco, o numero de gldbulos vérmelhos, a
concentracao de hemoglobina e a presenca de uma hemoglobina espe-
‘elal parecem constitule as mais importantes (RIGGS, 1970). Em di-
ferentes especies de teledsteos,por exeﬁplo,observa—se que a quan
tidade de eritrOcitos e a concentragao de hemoglobina do sangue
dependem da gquantidade de oxigenio disponivel e da temperatura do
metabolismo do animal ( DUBE e MUNSHI, 1973). Em grande numero de
telebsteos marinhos, a zrea superficial &as branquias pPor grama
de peso em peixes ativos eduas vezes maior que em peixes lentos
(GRAY, 1954; HUGHES, 1966; HUGHES e MORGAN, 1970).

Encontram-se ainda certas adaptagoes no mecanismo de
transporte do oxigenio pela hemoglobina de peixes com relacao a
suas necessidades metabolicas e o meio ambiente. Um exemplo & o

peixe da familia Chaenichlyvidae, do Artico, que chega ao extremo

de nao apresentar hemoglobina como pigmento transportador de oxi-—
genio, sendo este transportado em solugao fisica gragas a sua so-
lubilidade a baixa temperatura, desta forma a quantidade de oxige
nie transportado e suficiente para satisfazer as necessidades me-
tabolicas do animal (RIGGS, 1970). As propriedades funcionais da
hemoglobina parecem estar pois adaptadas as necessidades respira-
torias de cada especie, Os fatores que regulam a sua afinidade pe
lo oxigenio bem como outras propriedades funcionails podem estar
relacionados com a disponibilidade de oxigenio dissolvido na agua

~ ¢ atividade metabolica caracteristica de cada peixe (GRIGG,1974).



Alta afinidade pelo oxigenio e vantajosa para o peixe que vive enm
agua sujeita a uma baixa pressao parcial do gas. Por outro lado
uma baixa éfinidade pelo oxigenio, em peixes de grande atividade,
que vivem em aguas bastante oxigenadas apresenta tambem vantagens.
Para os mesmos tendé sido descrito, por exemplo, que uma diminui-
.950 na afinidade por oxigeénio e acompanhada de um incremento da
respiragaoc aérea, existindo uma serie de orgaos acessoriocs de res
piracio adrea nos peixes que vivem em aguas deficientes de oxige-
nio (LENTANT e JOHANSEN, 1967; JOHANSEN, 1970).

A adaptagao da afinidade da hemoglobina pdr oxigéniocqg
forme as necessidades respiratorias de cada especie tem sido na
verdade amplamente reconhecida( REDFIELD,1933;FRY,1957;.WOLVEKAMP
1861; PROSSER e BROWN,1961). E;istem numerosas formas adaptativas
da hemoglobina relacionadas com os diversos parametros ambientais
(POWERS, 1972).

0 hemolisado de eritrdcitos de peixe contem miltiplas
hemoglobinas com considerével variagao em numero e proporcgao{(YA-
MANAKA, YAMAGUCHT e MATSUURA, 1965), sendo dificil encontrar hemo-
lisados que apresentem um unice componente. Esta .ﬁultiplicidade
pode ser alcangada por diferentes mecanismos: (i) uma cadeia poli-
peptidica pode se combinar com outra de maneira a formar hibridos
diferentes; (ii)adigao de outras moléculas;(iii)mudangas conforma-
cionais ou(iv)modificagaes no graun de polimerizagao das subunida-

des (RIGGS,1970). Da classe dos vertabrados, as hemoglobinas de



._lo_.

peixes parece ser a mais heterogeneas e diversificadas, sugerindo
se que estas, cm termos de sua funcgao respiratoria,estejam adap-~
tadas as condigoes variaveis de oxigénio do meio ambiente ou a um
sistema de interacac individual nz moléecula para produzir um equi
1ibrio com ¢ oxigenio especifico no sangue (GRIGG, 1974).
Tendo-se como objetivo verificar as adaptagoes da hemo-
globina em relacao a sua funcao fisiologica ao meioc ambiente foram
escolhidos dois peixes bastante caracteristicos guanto a seu tipo

de respiracao, atividade e meio ecologico,0Osteoglossum bicirrhossum,

"ARUANA" e Pterygoplicthys pardalis, "ACARI-BODO"., 0 primeirc ca-

racteriza-se por ser um peixe bastante ativo, de respiracao bran-
guial encontrado comumente em aguas superficiails, pouco resisten-
te a conteudos baixos de oxigenio, e o segundo, um peixe lento,de
aguas profundas, de respiragac aerea facultativa, de grande Tesis
tencia podendo permanecer por longos periodos fora da agua. Estes
peixes, encontrados em agua doce de zomnas tropicais,especificamen
te na Amazonia , possuem adaptagoes fisiologicas conhecidas, cons
tituindo, portanto, material biologico bastante interessante para
estudar os diferentes mecanismos adaptativos que se desenvolvem
nos diferentes organismos para satisfazer suas necessidades meta-
bolicas en relagaa a0 seu meio ecoldgico.Estes estudos,embora pre-

liminares, constituem o objetivo da presente tese.
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MATERTAL £ METODOS

PREPARACAO DE HEMOGLOBINA TSENTA E TONS - Exemplares de
duas especies de pelxe: aruana(Figura 1) e acari-bodo(Figura 2)uti
lizados no presente trabalho foram coletados.no Rio Solimoes, na
regiao de Januaca, no periodo vazante de novembro de 1976 e janei
rao de 1977. |

Animais de pesos e tamanhos homogeneos entre 500-600C g;
e 40-50cm foram sangrados por pungao cardiaca mediante seringa HE
parinizada com 5000 unidades de heparina por mililitrﬁ. 0 material
recolhido era mantido cuidadosamente a 450, evitando~se coagulagzo.
Apbs a coleta, as hem@cias eram lavadas 3 a 4 vezes com - solugao
de NaCl 1,7% contendo Tris 1lmM, pH 8,0 a AOC, por centrifugagaes
sucessivas a 5000 rpm, durante 10 minutos. As demais operarcoes
eram efetuadas a 4°¢.

Para obtencao do hemolisado, as celulas eram lisadas com
solugao de Tris 1m¥ pH 8,0 na proporgac de 2 a 3 volumes por volu
me de sangue e a hewnolise mantida durante 1 a 3 horas a 4%¢. Apos
este tempo era adicionado ac hemolisado NaCl IM ate uma comncentra
cao final de 0,1M; a solugao de hemoglobina era finalmente obtida
apas centrifugaggo a 15000 rpm, durante 10 minutoes, com finalida-
de de retirar impurezas constituidas principalmente por estromas
celulares.

Para a preparagao de solugcac de hemoglobina ""stripped"
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ilsenta de moleculas menores como lons organicos e sais era utili
zado metodo descrito por NOBLE e RIGGS (1976), atraveés do qual o
hemolisado & passado por duas colunas cromafogréficas. No inicio,
15 a 20ml de solugao de hemoglobina eraﬁ aplicados a uma coluna
.de Sephadex G-25 (40x2,5cm), previamente equilibrada com Tris Im?
pH 8,0 e eluidos com o mesmo tampao.0 eluato obtide era entao sub
metido a uma segunda coluna de troca ionica{35x2,5cm),tipo" mixed
bed” AG 501 x 8(D), ate uma altura de 25;::&, Dowex—50W (NH4+) ate
5cm e Dowex-1 (AC ) ate completar 35cm, équilibrada ~ preéviamente
com agua destilada. 0 eluate era constituido de hemoglobina livre

de ions, em concentracdo de 10 a 20mg/ml.

SEPARACZO DOS COMPONENTES DE HEMOGLOBINA POR ELETROFORE
SE EiM GEL DE POLIACRILAMIDA - A tecnica de analise dos .componéntes
da hemoglobina por eletroforese 8 aescrita por ORSTEIN (1964) e
DAVIS (1964), utilizando gel de poliacrilamida 7,5% pH 8,9.0s pei
xes foram analisados individualmente. -

0s geles utilizados na eletroforese da hemoglobina dos
peixes foram chamados: gel de resolucao e gel de contraste, prepa
rados na hora do uso misturando-se solugaes estoques, com as se-
guintes composigées, mantidas a 4°C: Solugao "A" 30% de Acrilamida
e 0,87 de bisacrilamida, Solucao "B" 8,57 de Tris, 0,4%Z de TEMED
{tetrametil-ctileno diamina) e 24ml de HCL le Solugao "C" 0,1%

persulfats de amoneo. Solugao "D" 57 acrilamida e 1,25% bisacrila
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mida. E solugao "E" 12,9ml acido fosforico 1M, 2,972 de Tris e 0,1%
de TEMED em um volume final de 100ml. O gel de resolugao foi pre-
parado misturando-se as solugoes"A","B"e"C" na proporgao de 1:1:2,
e o gel de contraste, misturando-se as solucoes "D" "E" "C', na pro-

porgho 2:1:2.

Figura 1. - Osteoglossum bicirrhossum, aruana

Figura 2. - Pterygoplicthys pardalis, acari-bodo




0s sistemas de tampoes utilizados nas cubas eletrofore-
ticas foram: Tris-Glicina 0,05M pH 8,9 na cuba superior e tris-Cl
0,14 »H 8,1 na cuba inferior.

As amostras para a mig;agﬁo elatroforeticas foram recente-
mente preparadas misturando-se 0,Iml de soluczao de hemozlobina lmg/ml
0,2l a 0,4ml de glicérol el_gotadé B-mercaptoetanol 6,01M em tam
pao Tris-Glicina 0,05M pH 8,9, na forma de carboxihemozlobina.

Para coloracao do gel era utilizada uma solugao contendo
0,57 de "Comassie blue" em 250ml de metanol 95%Z, 250ml de agua e
46ml de acido acetico 18N, como descorante era utilizado uma solu
¢ao contendo 1,47 de metanol e 7% de acido acetico.

Na preparaggo dos suportes de gel para a analise de mi-
gracao eletroforetica eram utilizados tubos de vidro de dimensoes
100, 5cm, devidanmente lavados e secos, colocados em posicao verti
cal e cobertoﬁ cuidadosamente ma sua parte inferidr COm uma mem~
brana de "parafilm" para evitar vazamento do gel. Nestes tubos era
adicionado o gel de resolugcao ate uma altura aproximada de 6 a 7em
cobrindo-se imediatamente o gel com 0,5ml de agua destilada para
facilitar a polimerizagao que ocorre apos 30 a 40 minutos. A ca-
mada de agua efa retirada e o gel de contraste era gdicionado s0-
bre o gel de resolugio, a uma altura de 1,5cm a 2,0cm,cobrindo~se
novamente com uma camada de agua; a polimerizacdo deste segundo gel

era obtida em 40 a 60 minutos, ap0s os quais os tubos eram inseri
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dos em orificios existentes na cuba superior de eletroforese e o
conjunto montado submerso na cuba inferior contendo Tris—HCL pHS,L.
Em cada tubo era adicionade 10 a 20 mic;olitros de amostra, depois,
cuidadosamente 10yl de scorocalbumina- (0,02g/ml} e finalmente tam-
pao Tris—-glicina 0,05M pH 8,9 contento cerca de 0,2ml de solugao
contendo (azul de bromofenol 0,05%7 e azida de sodio 0,02% em tam-
pao fosfato de sddio 0,1M). Finalmante apos conexaﬁ com a fonte de
corrente continua, a eletroforese era mantida durante 2 a 3 horas
com uma intensidade de corrente da ordem de 2mA por tubo, Termina
da a eletroforese os geles eram removidos cuidadosamente dos tu-
bos e imediatamente colocados na solugao de coloragﬁo durante 2 a
3 horas e apos eram feitas lavagens sucessivas com solucao desco-
rante durante 24 a 36 horas, tempo necessarioc para vigualisar ni-

tidamente as bandas de proteina

SEPARACAD DOS COMPONENTES DE HEMOGLOBINA POR CROMATO-
GRAFIA DE TROCA IOJICA - Para a separagao dos componentes de hemo
globina de acari-bodo, identificados por eletroforese de poliacri
lamida, utiiizou~se coluna de troca itonica (40x2,0cm) DEAF-Sepha-
dex A-50, pre-equilibrada com tampaoc Tris 0,05M pH 9,0. OIvolume
total era de 15ml a 20ml de hemolisado na forma "stripped'. A
amostra era eluida por aplicagao de um gradiente linear de pH uti
lizando-se tampdo Tris-Cl 0,05M pH 9,0 e Tris—Acetato 0,054 pH 6,0.

Fragoes de 5m1 eram coletadas em um Coletor de Fragoes modelo Buchler.
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EQUILIBRIO DE HEMOGLOBINA COM O LIGANTE OXIGERIO - A
curva de equilibrio, tambem chamada curva.de dissociagao da hemo
globina, foi expressa de acordo com equacao de Hill., Esta descri-
ta para uma curva de equilibrio de hemoglobina 507 saturada pelo
oxigenio (PSG)’ avalia a afinidade da hemoglobina pelo oxigenio,
e o valor de "n" & proporcional a energia livre envolvida na inté
racao heme-heme.

0 equilibrio da hemoglobina com oxigenio neste trabalho
foi estudado expressando-se a fragao dos.grupos heme oxigenados
come log Y /1~ ?, em funcao do logaritmo da pressao parcial de
oxigenio (log POZ)'

0 método empregado para a determinagao da curva de equi-
1ibrio com oxigénioc foi espectrofotométrico, utiiizando-sa nas de
terminacoes,tonometro especial (Figura 3), aparelho que se mostrou
adequado para estas analises. 0 tonometro consiste num tubo de
Thumberg modificado provido de uma cubeta optica de vidro pirex de
volume de 4m1, com lem de caminho dtico soldado a uma camara de
vidro dupla com capacidade gasosa aproximada de 250 ml, possuindo
ainda uma entrada na camara menor e uma torneira de tres saldas
na camara superior.

0s tondometros utilizados eram previamente calibrados pe
la medida da capacidade gasosa dos mesmos, e suas constantes'tong
metricas eram determinadas,

Experimentalmente eram utilizadas solugoes de hemoglobi

na desionizada a uma concentracao final de 0,8mg/ml em tampao Tris
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ou Big-Tris I = 0,05 em pH adequado, para um volume final de 4ml,
A solugao era desoxigenada por un fluxo de nitrogeénio conectado a
camara superior do tonDmetro com salda na camara inferior.0 fluxo
de gas era mantido ate a completa desoxigenacao da hemoglobina rue
era constatado espectrofotométricamente. Em.seguida o tondmetco
era submerso 10 minutos em banho maria a ZOOC, com agitacao con 3—
tanite e o espectro de absorcao da desoxihemoglobina era registra-
do entre 500 e 600nm. A amostra era entao oxiéenﬁda gradualmente

atraves de seringas de capacidade variada, novamente submetida as
condigoes descritas, e as curvas espectrais tragadas apss cada a-
digcao (Figura 4).

0s calculos experimentais da curva de equilibrio de oxi
génio com hemoglobina foram baseados nas diferentes curvas obtidas
entre as formas desoxi e oxi da hemoglobina tendo a prineira um ma
ximo dé absorbancia a 555nm e a oxihemoglobina dois maxinos a
576nm e 54lnm respectivamente,

A Tabela T mostra um exemplo do tratawmento dos valores
obtidos em uma das experigncigs, Y representa a porcentagenm de he
moglobina na forma oxigenada quande submetida a diferentes pres-—
soes parciais de oxigenio.

As pressoes parciais de oxigenio foram calculadas a par
tir da equacao classica de Boyle-Mariotti: PO, = V1/V2 x P, .onde

2

P2 @ a pressao parcial do oxigenio no ar atmosferico V2 e o volu-

me gasoso do tonometre, V. o volume do ar injetado.

1
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[

Os valores obtidos de log ? /1 - § a og FBO foram ex-

2

pressos respectivamente em ordenada e abcissa obtendo—se uma _reta

cuja inclinagao corresponde 20 valor de "n'" (Figura 5).
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Figura 5.- EQUILIBRIO DE OXIGEWNIO DA HEMOGLOBINA EXPRESSO EM FUN-

CKO DE : Log Y/1 — Y e Log de 20,
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ANALISE GRAFICA DO EFEITO BOHR - O efeito do pH na cux
va de equilibrio de oxigénie foi analisado de acordo coam metodo
descrito  utilizando~se sistema de tampoes Tris ou Bis-Tris com

valor de forga ionica T = 0,05 mantido constante nos diferentes

pH em que foram realizados os @nsaios euntre valores de 6,0 a 9,0.

ANALISE EXPERIMENTAL DE EFETITOS ALOSTERICOS NA CURVA DE
EQUILTBRIO COM OXIGENIO - 0 efeito alosterico de ligante foi estu
dado atraves de determinagae das curvas de equilibrio da hemoglo-
bina com oxigenio, na presenga de ATP 10_3M em tampaoc Tris ou Bis

Tris I = 6,05 entre valores de pH 6,0 a 9,0.

EQUIPAMENTOS E REAGENTES - 0s principais equipamentos
utilizados foram: Fonte eletrica FAﬁEN 500 volts, Coletor de Fra-
¢oes modelo BUCHLER, Centrifuga refrigerada da SORVALL mod.RC-2B,
Espectrofotometro ZEISS modelo MR-21 ou BECKMAW D.B., Registrador
BECKMAN.IOH.

Os reagenfes utilizados foram: Bis—Acrilamida, Comassie
blue, DEAE-Sephadex, Dowex—1, Dowex—50W, Mixed Bed AG501 x 8D, Se
phadex G—ZS, TEMED, Todos os outros foram produtos P.A. de proce~

déncia Sigma, Merck, Fisher e Biorad ou equivalentes.
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RESULTADOS

SEPARACAO DOS COMPONENTES DE EEMOGLOBINA POR FLETROFO-
RESE EM POLIACRILAMIDA - Submetida a eletroforese em poliacrilami
da 7,5% pH 8,9 a hemoglobina de aruana apresentou~se em NUMEYOS5as
analises como um componente unico com pequena migracgac anodica en
quanto que a hemoglobina de acari-bodo, apresentou quakro compo-
nentes com mobilidades eletroforeticas relativas diferentes que
foram denominados HbI, HbII, HbIIL e HbIV, em fungao das mobilida
des anodicas decrescentes. O componente HbI estava presente em
maior concentracao, cerca de 50 a 607 do hemolisado total(Figum16)
Eletroforeses realizadas individualmente nao revelaram variagoes
apreciaveis em seus perfis, sugerindo-se a inexistancia, nas con-

dicoes descritas, de polimorfismo nas especies examinadas

SEPARAQEO DOS COMPONENTES bE HEMOGLOBINA POR CROMATOGRA
FIA DE TROCA IONICA - O hemolisado de acari-bodo desionisado.foi
elgido em gradiente linear de pH com Tris-Cl 0,05M pH 9,0 e Tris-
Acetato 0,05M pH 6,0 numa coluna de troca ionica DEAE-Sephadex A50
e foram obtidos quatro fracoes, a primeira eluida a pH 2,0 corres
pondente ao primeiro componente eletroforético, HbI e outras tres
fragaes menores correspondentes a HbII, HbIII e HbIV eluidas en

pH decrescente (Figura 7).
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EFEITO BOHR NA HEMOGLOBINA DE ARUANA - 0 efeito Bohr ou
efeito do pH mas curvas de equilibrio de oxigenio de aruana foi
analisado em hemoglobina desionisada utilizando-se o metodo espec
trofotometrico descrito anteriormente. Os resultados obtidos fo-
ram eXpressos em forma logaritmica, e fol construido o grafico
‘log Y /1 -Y em funcao de log POZ' A Figﬁra 8 e a2 “abela II mos-
tram uma grande dependencia do pH da curva de saturzgzace da hemo-
globina com oxigénio, obtendo-se no intervalo de pH 5,5 a 6,5 uma
saturagaoc com o ligante, menor que 307 e um valor de "n" menor que
1, indicando uma cooperatividade negativa entre os sitios de inte
ragao nestes pH. No intervalo de pH 6,5 a 7,0 observou—se uma maior
sensibilidade de hemoglobina pelo oxigenic, pois com uma pegquena
mudanca de pH obteve-se grande variagao da afinidade da mesma pelo
gas ¢ o valor de "n" neste intervalo de pH tormou-se maior que 1,
indicando pois uma interagao favoravel, cooperativa, entre os si-
tios. Ja em intervalo de pH superior entre 7,6 e 9,2, uma peguena
influencia do pH no equilibrio de oxigenio pode ser evidenciada,
enquanto que o valor de "n'" foi igual & 1 indicando uma indepen-
dencia de interacdo entre os sitios heme nesta faixa de pH. E im-
portante notar que a maior afinidade de hemogleobina por oxigenio
refiete-se na pressao de okiganio necessaria para se obter uma
maior porcentagem de sitios oxigenados.

De acordo com a Figura 8, e a Tabela TII, os valores de

n" encontrados em pH entre 5,5 e 6,1 foram.menores que 1 , indican~-
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do interagao negativa entre os hemes na molécula de hemoglobina.
Assim . ha uma marcada resistencia na moleculaza de ser saturada com
oxigénio uma vez que nao se conseguiu saturacao da ordem de 507 en

pH 6,1. {(Efeito Root) {(Figura 8).

Tabela II- - EFEITO DO pH NO EQUILIBRIC DE OXIGENIO EM FUNCAO DE

50
GLOBINA DE ARUANA,

LOoG F E NA COOPERATIVIDADE, VAIOR DE "n" Na BEMO-~

pH Log P50 n
5,7 1,96 G,55
6,1 1,92 0,48
6,4 1,60 0,30
6,7 1,04 1,20
6,9 0,64 1,83
7,6 -0,16 1,00
8,2 -0,24 0,87
8,7 ~0,32 0,85
9,2 -0,36 1,09

No estudo do efeito de ATP na curva de equilibrio de oxi

génio de hemoglobina de aruana (Figura 10) foi observado que nos
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576 560

Figura 9. — EFEITO ROOT EM ARUANA, INSATURAGAO DA HEMOGLOBINA COM
OXIGENIO A pH 6,1 (LINHA CONTINUA). SATURAGAQ DE HEMO

GLOBINA COM OXTGENTIO A pH 8,5 (LINHA PONTILHADA).
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pH descritos entre 5,8 - 7,2 ha menos de 507 de saturagao dos gru
pos heme na presenca de ATP 10#3M e uma grande variabilidade do va
lor "n" em torno de 0,5 a 2,0; A maior dependéncia do pH observa
da entre os valores de 6,5 a 7,0 na ausencia de ATP comparada aos
valores obtidos na sua presenca em torno de pH 7,2 a 7,5,. mostra
um deslocamento na curva de equilibrio de oxigénio para é direita,
correspondente a um efeito alosterico negative. Nos pH 7,6 a 9,0
visualizamos um efeito menor do ATP 10“3ﬁ e um valor inalterado den'".

A afinidade de hemoglobina de aruvana expressa em termos
de log P50 em fungao do pH, na Figura 11 confirma o grande efeito
Bohr com um valor Alog PSO/QPH = ~1,44 encontrado nesta hemoglobi

na demonstrado por uma pronunclada dependencia da curva de afini-

dade da hemoglobina pelos valores de pH. Esta curva, na presenga

50

to alosterico negativo pronunciado, e maximo a pH 7,0. A observa-

de ATP 1Of3M'revela valores mais altos de log P indicandoum efei

cao da curva em pH acima de 7,6 e abaixo de 6,5 revela pequeno efei
to de ATP, E efeitos menores ainda sao encontrados empH 8,7 ¢ 5,7,

0s resultados do equilibrio de oxigenioc na hemoglobina
na presenga de ATP expressos em termos de P50 e "n" estao re-
sumidos na Tabela I¥I. 0s valores de P mostram nitidamente sua

50
dependencia em fungao do pH com valores maximos a pH 5,7,enquanto
que os valores de "n'" apresentam grande variabilidade de coopera-

tividade existente entre os sitios de uniao de oxigenio em dife-

rentes pH.
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Tabela TIT - EFEITC DO pH E ATP NO EQUILIBRIO DE HEMOGLOBINA COM

OXIGENIO EM FUNQKO DE LOG P50 E NA COOPERATIVIDADE DE

OXTGENIO COM HEMOGLOBINA, VALOR DE "n'",DE ARUANA,

T oaTp 10 oM

pH LogP n pH LogP n

5,7 1,96 0,55 5,8 1,96 0,45
6,1 1,92 0,48 6,1 2,04 0,44
6,4 1,60 0,30 6,9 1,52 1,00
6,7 1,04 1,20 7,2 1,08 1,12
6,9 0,64 1,83 7,4 0,56 2,00
7,6 -0,16 1,00 7,5 0,18 1,28
8,2 -0G,24 0,87 7,6 0,04 1,30
8,7 ~0,32 0,85 8,7 ~0,28 1,20
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EFEITO BOHR EM HEMOGLOBINA DE ACART-BODC - A analise do
equilibrio de oxigeénio em funcao do pH no hemolisado total de he-
moglobina da outra especie, acari-bodo, expressos né grafico de
log ?/1 -~ Y em funcao de log P02,.na Figura 12, Tabela IV revelou
pequena influgncia.do pH. A variacgao maxima de 0,2 unidades na afi
nidade da hemoglobina pelo oxigenic e um valor de "n" proximo de
1 indicam a independéncia do pH do grau de interagao entre os gru

pos heme.

Tabela IV - EFEITO DO pH NO EQUILIBRIO DE OXIGENIO E NA COOPERA~
TIVIDADE DE OXIGENIO NOS COMPONENTES TOTAIS DE HEMO-

GLOBINA DE ACARI-BODO.

pH Log PSO It
6,6 0,04 1,3
7,0 -0,12 1,3
7,8 -0,20 1,3
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0 exame da curva de oxigenio nos componentes isolados de
hemoglobina de acari-bodo, nos levou a diferentes resultados,assim
o componente HbI, aquele que apresentou a menor mobilidade anodi-
ca e o primeiro a ser eluido da coluna de DEAE-Sephadex A-50, 0
mais concentrado dos componentes, ﬁostrou, na curva de equilibrio

de oxigeénio onde sao expressos valores de log P em fungao de pH,

50
(Figura 13 e Tabela V) um pequeno efeito Bohr reverso, com um va—
lor maximo de Alog PSO/&pH = (0,22 entre valores de pH 7,4 a 8,3 ,
indicando uma maior afinidade de oxigenioc por hemoglobina em pH
baixo. Na presenga de ATP 10_3M um efeito oposto pode ser observa
do obtendo-se efeito Bohr normal de valor -0,18 entre os pH 7,4 e
8,3. Este efeito tende a desaparecer em pH acima de 8,0. HNos valo
res obtidos de afinidade de oxigénio no componente HBT, em funcao
de.log PSO e "n” indicados na Tabela V observou-se que a pressao
de oxigénio necessaria para atingir maior saturacao de grupos he-
me foi muito pequena indicando uma afinidade alta em pH baixo.Es
tes valores se invertem na presenca de ATP 10_3M. 0Os valores de'n"
mostraram—se maior que 1, indicando uma peguena interacgaoc éooperi

. -3 ~
tiva entre os grupos heme. 0 ATP 10 "M, neste caso nao apresentou

nenphum efeito evidente.
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Tabela V - EFEITC DO pH E DE ATP NO EQUILIBRIO DE OXIGENIO E MA

COOPERATIVIDADE DE OXIGENIO DO COMPONENTE HbI DE ACARI

BODO.
ATP 107 M
rH LogPSO n pH LogPSO n
6,7 8,15 1,87 6,7 0,70 1,4
7,4 0,22 1,40 7,4 0,51 1,6
7,8 0,25 1,54 7,8 0,40 1,5
8,3 0,42 1,56 8,3 0,34 1,6
8,8 0,39 1,40 8,8 0,36 1,5

No componente HbIV, correspondente ac componente de maior
migragao eletroforetica anodica, por cutro lado, a curva de egui-

1ibrio de oxigenio expressa em valores de log P em fungao de pH

50

(Figura 13 Tabela VI) mostrou um efeito Behr comsiderade normal,
com um valor de Alog P5O/ApH = ~0,66 entre os pH 6,2 e §,2. O mes
mo componente HbIV na presenca de ATP 10_3M nao apresentou dife-

. - - -
renga apreclavel comparado com a curva e sua ausencia pelos valo-

res obtidos de log P50 e "n", dados ma Tabela VI pode-se,observar

uma pequena varia¢ac na cooperatividade com um valor de "n" = 1,9

a pH 7,5 e na presenga de ATP 10~3M um valor maximo em pH 7,1.
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0 valor de log-PSO = ~0,11 indica a afinidade maxima por oxigénio

que ocorre em pH 8,2 mantendo-se na presenga de ATP 10“3M.

Tabela VI - EFEITO DO pH E DE ATP NO EQUILIBRIO DE OXIGENIO E NA
COOPERATIVIDADE DE OXIGENIO DO COMPONENTE HbIV DE HE-

MOGLOBINA DE ACARI-BODOC.

pH Log P50 n pH Log PSO n
6,2 1,20 1,3 6,2 1,00 1,0
6,5 0,50 1,3 7,1 0,00 1,7
7,5 -0,08 1,9 7,6 -0,04 1,5
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DISCUSSAC

Fvidencias anteriores estabelecem que 2 multiplicidade
de componentes observados por diferentes meétodos nas hemoglobinas
de diferentes especies podem estar correlacionadas tanto com as

i suas propriedades fisiologicas como com &s variagoes ambientaisem

que vivem os animais. Assim, peixes vivendo em regioes de grande

variabilidade t8rmica apresentam hemoglobinas adaptadas para su-
portar estas condicoes e consequentemente temos populagoes de maior
polimorfismo enquanto que padroes de hemoglobina menos complexos
com um ou dois componentes sao encontrados em peixes marinhos de
profundidade, meio ambiente de pequena variacao termica (BONAVEN-
TURA, BONAVENTURA e SULLIVAN, 1975).

Estas assertivas, contudo, parecemn dificeis de serem apli
cadas ao nosso caso, pois o aruana, peixe que vive em aguas super
ficiais muito mais sujeitas as variagoces de temperatura nas condi
¢des climaticas da regiao apresenta uma finica hemoglobina de acor
do com criterios eletroforeticos e_cromatograficos e o acari—-bodo,
animal que vive em aguas de maior profundidade, com menor variagao
de temperatura, apresenta quatro componentes eletroforeticos sen
do o de maior proporgao, catodico, e 0s tres outros componentes,
anddicos. Evidentemente, de acordo com nossos resultados, outros
fatores que nao a temperatura estao participando para a multipli-

cidade dos componentes encontrados no acari-bodo.
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Mais que a nultiplicidade de componentes, a afinidade
destes peloc oxigenio em peixes parece estar relacionada com as con
digoes ambientais, assim os valores de Peo sao proporcionais a
quantidade de oxigenio presente no meio; encontrando—-se geralmen-—
te valores baixos para 50Z de séturégﬁo de hemoglobina, mnaqueles
que vivem em aguas pouca oxigenadas indicando sua alta afinidade
pelo ligante. Noésos resultados e outros anteriores corroboran es
tas afirmativas jaz que a afinidade da heﬁoglobina pelo oﬁigamﬁ)en—
contrada no acari-bodo & alta e consequentemente os valoresde P50
em pH em torno de 7,0 sao baixos da ordem de 0,6%mm de Hg. No aru
ana, por outro lado, sendo peixe que vive em aguas superficiais
nuito oxigenada os valores de P50 encontrados nas mesmas condigcoes
sao mais alto da ordem de 4,36mm de Hg indicando uma menor afini-
dade da hemoglobina pelo oxigénio.

0 efeito Root (ROOT,1931), isto e, a nao saturacao da
hemoglobina pelo oxigenio pe pH baixo, observado muo aruana e cujo
mecanismo nao tem sido bem compreendide do ponto de vista molecu-
lar (NOBRE,PARKURST e GIBSON, 1970; BONAVENTURA, SULLIVAN e BONA-
VENTURA,1976) pode ser explicado pela presenga da bexiga natatoria
nestes peixes. De fato a presenga deste orgao hidrostatico bastan
te especializado, controlador da flutuabilidade do peixe,pode so-
brecarregar o organismo com quantidade extra de oxigénio gque pode

ria causar disturbios metabdlicos, uma vea que as descargas de

oxigénio aos tecidos estaria prejudicada. O efeito Root aliado a
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relativamente baixa afinidade de hemoglobina pele oxigenio emncon
trade no aruana proporcionam condigoes para a eficiente oxigena-
c3o tecidual mesmo em pressoces parciais elevadas de sas. E  inte-~
ressante observar que hemoglobinas amplameﬂte estudadas como a de

carpa, Ciprinus carpio (NOBLE, PARKURST e GIB3ORN, 1970) e HDIV de

truta, Salmo iredeus (BRUNORI, BONAVENTURA, GIARDINA, BOSSA e AN-

TONINI, 1973) possuem esta caracteristiga. Por outro lado, no aca
ri-bodo, peixe sem bexiga natatdria, o efeito Root nao e observado.

Um outro fendmeno que sofre variagoes de acordo com as
necessidades dos animais e o efeitolBohr cuja grandeza tem se mos
trado em muitas especies ser diretamente pfoporcional ao grau dé
atividade dos indiv{dubs (RIGGS, 1970). Nossos‘achadoé com rela-
gao ao hemolisado total atestam esta correlagdo. Assim, o aruana,
peixe de grande atividade motoré possue alto efeito Bohr com um
valor de Alog PSOI&pH de —-1,44 enquanto gue no acari-bodo, lento,
este valor diminui para -0,66. Evidentemente, no caso do aruana,
que apresenta uma inica hemoglobina o valor de efeito Bohr encon-
trado devera corresponder aquele do hemolisadoe, no acari—bodo en-
tretanto, gragas aos seus quatro componentes, eéste efeito repre-
senta no hemolisado na verdade uma media dos efeitbs de cada com-
ponente separado.

De scordo com varios autores (RIGGS, 1976; BRUNORIL,1975;
POWERS,1974), os varios componentes de hemoglobina no hemolisado

corresponde a proteinas com propriedades funcionais diferentes,fi
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siologicamente economicas para o organismo. Assim, o0 acari~bodo se
mostrou em nossos resultados como constituido de duas familias de
hemoglobina, uma que representa cerca de 507 do hemolisado total
com propriedades funcionais diferentes ﬁas tres outres cujas pro-
priedades se apresentam muito semelhantes entre eles uas profunda
mente diferentes do primeirq componente. De fato o ccaponente de-~
nominado HbI apresentou pequeno efeito Bohr reverszo da ordem de
+0,22 que tende a normalidade na presenga de efeitos h: terotropi-
cos, ATP ¢om um valor de -0,18, enquanté gue HbIV apresza2nta efeito
Bohr chamade normal com um valor de -0,66, iste é; semelhante a
&a hemoglobina humana e nenhum efeito de ATP. Baseados nos autores
citados poderiamos assumir que o-acari-bodo apresenta uma hemoglo
bina HbI capaz de suprif uma oxigenacao adequada em caso de exer-—
cicios mais intensos onde os niveis de acido latico e de ATP sdo
elevados. A presencga de acido latico deslocaria a curva do efeito
Bohr para regioes de pH mais baixo e afinidade da hemoglobina pe-
lo oxigenio diminuiria mas somente em condig¢des de contetudo de
ATP altc o que parece ser o caso em animais sujeitos a exercicios
muito infenso como o acari-bodo. Ja os outros componentes funcio-
nariam em condigoes mais amenas. Eﬁfim, a HbI seria a proteina uti-

lizada somente em caso de emergencia auxiliando os outros compo-

nentes no seu papel transportador de oxig@nio.

Se podemos comparar nossos resultadoes com aqueles encon

trados em hemoglobinas de truta e carpa alguma correlagao entre es
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trutura e fungao poderiam ser alcangadas. Assim a truta apresenta
quatro hemoglobinas com componentes funcionalmente diferentes en-
tre eles, sendo HbI isenta de efeito Bohr e HBLIV comlefeito' Bohr
bastante elevado alem de efeito Root e a.carpa possue varics com-—
ponentes bastante semelhantes em funcionalmente entre si.

No caso da truta as cadeias polipeptidicas a e B, life-

rem profundamente em sua estrutura primaria (BARRA, BOSSA, BONA-

.

-

VENTURA e BRUNORI, 1973)enquanto gue na carpa as cadeias o sac
identicas diferindo exclusivamente na cadeia R (HILSE e EQMNITHHL
1968). Estes resultados poderiam pois ser generalizados ©para o}
caso tanto de acari-bodo como de aruana. Estudos estruturais mais
minuciosos contudo estaoc ainda por fazer.

Do exposto pode-se inferir gue no caso de acari-bodo suas
diversas hemoglobinas exercem diferentes fungoes como tem sidopog'
tulado pelos autores (BRUNORI,19?5; RIGGS, 1976) mas no caso do
aruand que apresenta um unico componente este esta preparado para
exercer diferentes fungoes de acordo com as necessidades fisiolo-
gicas e ambientais do peixe. Desta forma tanto a estrutura prima=
ria como wmudangas confqrmacionais ocorridas por ligantes, respon-—
deriam pela multiplicidade de funcoes da hemoglobina.

Na verdade o estudo do coeficiente de Hill (valor de n)
em diferentes pH, como o que foi feito na presente tese, dao ideias
mais ou menos reais a respeito de mudangas conformacionais induzi

das pelos efetores alostericos. Assim os valores de "n" encontra-

-
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dos para o aruana variaveis entre 0,9 a2 0,18 a pH 6,0 a 7,0 sao
coincidentes com o alto efeito Bohr encontrado nestes peixes. J&
no hemolisado total de acari-bodo onde os valores de "n' sao pra-
ticamente constantes o efeito Bohr e bem menor. De acordo com nos
505 resultados as hemoglobinas.de acari-bodo que parecem ser fun-
cionalmente diferentes, os valores de "n” naoc variam de maneira
consideravel indicando que as interagaeg homotropicas nao wao tao
importantes como as heterotropicas. Por outro lado uma veriagao
ponderavel mo valor de "n" parece ser eﬁcontrado em hemoglnobinas
funcionalmente semelhantes entre elas ou naguele que se apresenta
com um anico componente cOmo o caso de aruana. 0 efeito Root en-
contrado tanto mo aruana como na carpa ( NOBLE, PARKURST e GIBSON
1970;CILLEN e RIGGS,1972) estaria de alguma forma associado a es~
ta variagao nos valores de "n".

Finalmente, podemos concluir com os estudos destas duas
especies de peixes do rio Amazonas que muitas regras gerais esta-
belecidas para peixes de outras regioes, marinhos ou de agua doce
sao aqui confirmadas, outras contudo, como o caso da multiplicida
de de componentes em relagao a temperatura em que vive o animal
nac o foram. Na verdade do rio Amazonas apresenta-se com caracte=
risticas prapriés diversas de outres rios gragas ao seu enorme vg
lume de agua, impondo ambiente de grande variabilidade a vida dos

- - -t - .
peixes e estes por sua vez devem apresentar caracieristicas vitals

das mais variaveis para suportar aquela variabilidade e isto evi-
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dentemente se estende & hemoglobina. A presente tese se limitouex
clusivamente a estas duas espécies e cabe-nos informar que outros
estudos principalmente cinéticos com aruana e acari-bodo confir—
mam nossos resultados (PORTUS, FARMER, NOBLE, RIGGS, BRUNCRI, BUN,
BONAVENTURA, PHELDPS e DAVIS,1977; BRUNORI, BONAVENTURA, FOCESI,POR
TUS, WILSON, 1577)e que para o futuro tante estas como outras es~
pecies de peixés do rio Amazonas deverao‘ ser estudadas .com nais
pormencres, sempre com objetivo de conhecer melhor um ponto crIti
co da natureza ou a relagao que existe entre a estrutura das bio~-

molaculas e suas fungoes.
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RESUMO

Alguns.aspectos comparativos entre hemoglobinas de duas
especies de peixes do rio Amazonas foram analisados com a finali-
dade de eétabalecér as bases.moleculares de suas propriedades fun
cionais, bem como as interagoes entre estas proteinas com outvas
moleculas e'iong. As especies estudadas possuiam diferentes carac
terIsFicas fisioldgicas de respiracio, atividade metaholica e me'o
ecologico.

A hemoglobina de Osteoglossum bicirrhossum por eletrof.

rese em poliacrilamida apresentou-se como um componente unico com

pronunciado efeito Bohr e efeito Root. Os valores de "n" na equa

gao de Hill, mostraram variacoes apreciaveis com o pH, tanto na

-~ -3 P
presen¢a como na ausencia de ATP 10 "M, com a menor afinidade a

pH 7,4. As hemoglobinas de Pterygopiicthys pardalis no hemolisado
total nao apresentaram efelito Bohr, contudo os gquatro ‘componentes
saparados mostraram propriedades funcionais diferentes. 0 primei-
ro HbI, isolado por coiuna DEAE-SEPHADEX mostrou pegueno efeito
Bohr reverso & uma acentuada influencia de ATP 10_3M em pH baixo
sobre este efelto tornando—o normal, enquanto que ©s tres outros
componantes épresentaram efeito Bohr neormal e nenhuma influencia

de ATP sobre ele.

Dos achados foi possivel estabelecer que o Osteoglossum

bicirrhossum, peixe muitoc ativeo, de aguas superficiais, com respi




racao branquial, apresenta uma Gnica hemoglobina com alte efeito

Bohr e Root enquanto que Pterygoplicthys pardalis, peixe lento,de

aguas profundas, com.respiraggo brangquial e aerea faﬁultativa,poi
ste duas familias de hemoglobinas bastanté diferentesem Suas pro-
piiedades fumncionais.

Nossos resultados mostraram claramente a capacidade de
adaptagao malecular.das hemoglobinas de peixe as condigoes ficio

1o0gicas e ambientais que eles estao sujeitos.



SUMMARY

Two species of fish hemoglobin from Amazon river were
analized in order to establishlthe relationship between their
molecular and physiological properties as well as their interactions
with others molecules and ions. The species were different
regarding respiration, metabolic_activity and habitat.

The polyacrylamide electrophoresis pattern of Osteoglossum

bicirrhossum hemoglobin showed only one component and pronounced

Bohr and Root effect and the Hill coefficient showed significant
variation with the pH in the presence or not of 10_3M ATP, with
the lowest affinity at pH 7.4.

The total hemolisate of Pterygoplicthys pardalis presented

no Bohr effect meverthless the four isolated components showed
different functional properties thus the HbI component, isolated
by DEAE~SEPHADEX showed small reverse Bohr effect that becomes
normal in the presence of lO_BATP at low pH. The other three
componernts presented normal Bohr effect and ATP does not change

this effect.

From these findings was possible to establish that the

Osteoglossum bicirrhossum, a very active fish that lives in stream

with water—-breathing type of respiration exihibits only one



hemoglobin with high Bohr and Root effect while Pterygoplicthys

pardalis a bottom fish both air and water breathing types of
respiration have two family of hemoglobins with different functional
properties. |

These results clearly show the capacity of molecular
adaptation of fish hemoglobin to adapt to both the mefabolic

"requlrements and environment variations of the animals.
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