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Resumo

A hemoglobina do peixe pulmonado sul ameri-
cano Lepidosiren paradoxa s apresenta um com-
ponente. Os equilibrios desta proteina respiratéria
foram investigados tanto no sangue como na hemo-
globina purificada. H4 um marcado efeito Bohr
alcalino normal, assim como uma marcada sensibi-
lidade a fosfatos orgénicos nas solugbes de hemo-
globina. Os estudos da dependéncia de pH na ciné-
tica da dissociagdo de oxigénio podem ser interpre-
tados em termos de um efeito Bohr normal. A ci-
nética de combinacéo de mondxido de carbono apre-
senta uma dependéncia de pH pouco usual. Estes
resultados sdo discutidos em termos do modelo de
dois estados de Monod, Wyman & Changeux (1965).

INTRODUGAO

A transigdo de respiragdo aquética a res-
piragdo aérea em peixes é um passo evolutivo
de significagdo. Peixes que apresentam tanto
adaptacdes estruturais marcadas quanto as
modificagdes fisiolégicas nesta diregao, encon-
tram-se principalmente em dguas tropicais de
estudrios.

O peixe pulmonado sul americano, Lepido-
siren paradoxa, é o mais avangado, estrutural-
mente, dos peixes que respiram ar. Neste
dipnoano, a bexiga de ar tem-se transformado
em um pulméo pareado e septos internos di-
videm o espago aéreo em compartimentos cada
vez menores que terminam em l6bulos banha-
dos por vasos sangiiineos. Se as adaptagdes
estruturais e fisiol6gicas estdo bem documen-
tadas, hd pouca informagdo disponivel sobre
as caracteristicas moleculares de sua hemo-
globina. Este trabalho se propde a documentar
as propriedades de equilibrio de oxigénio do

sangue e da hemoglobina fracionada tanto pro-
vidos quanto desprovidos de fosfatos orgéni-
cos e, além disto, descrever alguns aspectos
de cinética de reacdo da hemoglobina com as
ligagoes de oxigénio e monéxido de carbono.

MATERIAIS E METODOS

Amostras do peixe pulmonado sul america-
no (Lepidosiren paradoxa) foram obtidos de
um pescador local em novembro de 1976 du-
rante uma expedigdo no R/V “Alpha Helix" no
rio Solimdes num local aproximadamente 30
km rio acima da unido deste com o rio Negro
para formar o Amazonas. A coleta foi feita no
final da época seca quando o nivel da dgua es-
tava no ponto mais baixo nos lagos e rios. Os
animais (peso corporal 370 — 2.000 g) nao
estavam estivando quando coletados e foram
mantidos em aquérios por 2-6 dias antes de
ser sangrados. O sangue foi obtido por pungéo
cardiaca de animais, esfriados sob gelo, com
uma seringa de vidro heparinizada fria (100 gl
de heparina de sédio (5.000 1. U./ml) em
NaCl 1.7% por 5 ml de sangue). As células
foram centrifugadas a 1.000 r.p.m. numa cen-
trifuga refrigerada (Sorvall Modelo RC2-B, 1.
Sorvall, Norwalk Conneticut, U.S.A.) durante
5 minutos. O sobrenadante fol removido e as
células foram lavadas trés vezes, usando o
mesmo processo e suspensas em NaCl 1,7%
(W/v) contendo 5 mM de tampéo tris pH 8,0.
As células foram entdo lisadas por exposigéo
a 1 mM de tampéo tris pH 8,3 a 4°C., durante
20 minutos. O cloreto de sédio foi agregado
até uma concentragéo final de 100 mM e os
remanentes celulares foram retirados por cen-
trifugacéo a 15.000 r.p.m.
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A dessalinificagdo foi realizada numa colu-
na (110 x 1,5 cm) de meio G-25 (Pharmacia
Fine Chemicals, Uppsala Suecia) equilibrada
em tris 1 mM pH 8,3. O fracionamento de so-
luges de hemoglobina foi realizada numa co-
luna (15 X 2,5 cm) de resina de camada mista
AG 501-x8(D) do Bio Rad Laboratories, Rich-
mond California, acima da qual foram coloca-
das 2 camadas de intercambiadores idnicos
Dowex — 50W — NH; + e Dowex 1 — Acetato
(Dow Chemical Co. Michigan, USA) . Mantida
velocidade de Fluxo de 1 ml/min.

As eletroforeses em gel de disco com o
pH 8.9 foram realizadas como descrito por
Fyhn et. al. (1978). Dos mesmos geis apis
-coloracao, foi calculado a relagao entre distan-
cia de migragcdo do componente da hemoglobi-
na e a de albumina de sbro bovino e usado
para efetuar comparagoes de componentes de
hemoglobina em geis de diferentes corridas.
Estas taxas sdo chamadas mobilidades rela-
tivas.

As medigoes de equilibrio de oxigénio fo-
ram realizadas usando-se tondmetros de vidro
como o descrito por Allen et al., 1950 e Riggs
& Wolbach (1956). Os resultados foram cal-
culados como os descritos por Nagel et al.
(1965) . Todos os experimentos foram realiza-
dos a 20°C com as concentragdes de hemoglo-
bina aproximadamente entre 50 - 100 xM em
hemo-equivalentes. A oxidagdo da solugéo pre-
viamente desoxigenada foi observada espectro-
fotometricamente e duas longitudes de onda,
560 e 576 nm. As adigdes de géas foram, de ar
ou de oxigénio puro. O tempo de equilibrio
ap6s cada adicdo variou entre 10-20 min. Os
tampbes usados foram todos com | = 0,05,
com Bis Tris, na amplitude de pH de 5,25 - 7,3
e Tris para valores de pH acima de 7,3.

A formagdo de metahemoglobina foi me-
dida como descrito por Benesch et al. (1965)
e sempre foi menor que 3% . Medigdes de
equilibrio de oxigénio no sangue completo fo-
ram feitas utilizando o aparelho Hem-O-Scan
(American Instrument Co., Silver Springes,
Md.) descrito por Powers et al. (1978).

As megigﬁes cinéticas foram feitas a 20°C,
com um aparelho de mistura répida de fluxo
fechado similar ao descrito por Gibson e Mil-
nes (1969). Solugdes de hemoglobina idénti-
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cas em composigdo foram as usadas para me-
digoes de equilibrio.

As dissociagbes cinéticas de oxigénio fo-
ram medidas pelo processo de variagéo de pH
como o descrito por Noble et al. (1970). He-
moglobina oxigenada em Tris 1 mM, pH 8,0 foi
misturada com uma solugdo de ditionito em
um tampédo de pH desejado, | = 0,05. A con-
centrag@o final da hemoglobina foi aproxima-
damente 30 M em hemoequivalentes e a rea-
¢ao foi seguida tanto 560 quanto 540 nm, inde-
pendentemente.

As combinagbes cinéticas de monéxido de
carbono com hemoglobina desoxigenadas fo-
ram medidas misturando-se solugdes de hemo-
globina desoxigenadas em tampdes do pH de-
sejado de forga idnica | = 0,1, contendo uma
concentragdo conhecida aproximadamente 87
#M, de mondxido de carbono dissolvido em
agua. Apds misturar a concentragdao de he-
moglobina foi de ¢c.a. 3 M em hemoequiva-
lentes. A reagao foi seguida a 420 a 435 nm,
independentemente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos no sangue completo do animal
revelam que a hemoglobina estd metade satu-
rada a 8,3 mm Hg pO. a 30° e pH 8,06. Ao
reequilibrar a amostra de sangue em presenga
de 5,6% v/v de CO,, o pH da amostra caiu a
7,33 e o P aumentou a 14 mm Hg pO; (fig. 1).
Assim, a 30°C ha evidéncia de um efeito Bohr
significativo que pode ser composto de dois
efeitos H+ e CO., com magnitude aparente,
entre pH 7,33 — 8,06 de:

A IOQ Ps]
= — 031

A pH

Foi realizada uma exaustiva investigacido
do equilibrio de oxigénio em hemoglobina iso-
lada. A eletroforese em gel poliacrilamida
(Fyhn et al. 1978) revelou s6 um componente.
A hemoglobina apresenta uma mobilidade de
0,66 = 0,01 com relacdo a albumina de soro
bovino, e a Figura 2 compara os padrdes eletro-
foréticos obtidos de hemolisados de Lepidosi-
ren paradoxa com os do homem.

A dependéncia de pH da curva de disso-
ciagdo de oxigénio foi medida para material
que tinha sido liberado de fosfatos orgénicos
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Fig. 1 — Curvas de equilibrio de oxigénio do san-
gue completo de Lepidosiren paradoxa sob as con.
digdes especificadas. A ordenada indica saturagdo
fracional da hemoglobina pelo oxigénio e a abscis-
sa ¢ valor de log pO, expresso em mm Hg,

e para solugdes idénticas as quals foi adicio-
nado ATP até uma concentragéo final de 1 mM
(Fig. 3) . As duas curvas sédo largamente simi-
lares sendo que a presenca de fosfato orgéni-
co tem diminuido grandemente a afinidade da
hemoglobina, como é de esperar-se se estabili-
zou a conformacio deéxi.

A magnitude do efeito Bohr é muito maior
em presenca de ATP 1 mM, e sua resposta a
pH entre 7,00 a 8,00 é cinco vezes maior em
presenca de fosfato orgéanico (Fig. 3).

Os dados de equilibrio refletem o compor-
tamento de uma hemoglobina com respostas
ndo muito diferentes as da hemoglobina hu-
mana A. A magnitude do efeito Bohr em hemo-
globina A a 25° em sistemas tampao similares
é de —0,30 entre pH 6,8 e 8,8 e o efeito de
fosfato orgénico em excesso diminui a afinida-
de de oxigénio por um fator de 10 (Imai, 1974).
Parece claro que quaisquer adaptagdes mole-
culares necessérias no transcurso da evolugao
da dgua para o ar, ja estdo completas ao nivel
de evolucdo do peixe pulmonado.

A dependéncia de pH na velocidade de
dissociacdo de oxigénio da hemoglobina de
Lepitlosiren é apresentada tanto em presenca
quanto em auséncia de 1 mM ATP. A depen-
déncia de pH observada é indicativa de um

Equilibrio e.,.

efeito Bohr normal que é aumentado aprecia-
velmente por ATP. Na auséncia de ATP, k au-
menta quase 3 vezes a medida que o pH é bai-
xado entre 8 e 9 a 6. Na presenca de ATP,
esta mudanga é de quase 10 vezes. As velo-
cidades de reacdo absolutas ndo sdo surpreen-
dentes, estando mais ou menos na mesma
faixa das reportadas para hemoglobina de ma-
miferos (Fig. 4).

A dependéncia de pH da reacdo de moné-
xido de carbono com hemoglobinas desoxige-
nadas de Lepidosiren também é apresentada,

Fig. 2 — Eletroforese em gel de poliacrilamida da
hemoglobina de Lepidosiren paradoxa (esquerda) e
do homem (direita). Albumina de soro bovino e O
marcador de corride rdpida.

— 187



na presenga e auséncia de 1 mM ATP. Esta
dependéncia de pH é muito estranha. Na au-
séncia de ATP, esta dependéncia tem duas
fases bem marcadas. Inicialmente a velocida-
de de reagdo aumenta com o aumento de pH,
mais a um pH de aproximadamente 7,5, a de-
pendéncia é reversa e a velocidade diminui
abruptamente com maiores aumentos no pH.
O ATP modula esta dependéncia e tem efeito
significativo nesta reagdo a valores de pH mui-
to altos. S6 a pH 9,0 é insignificante o efeito.
Assim podemos concluir que hd unido prefe-
rencial de ATP ao estado estrutural deéxi des-
ta molécula de hemoglobina ainda a valores
de pH de entre 8 ¢ 9 (Fig. 5).

Em principio, é surpreendente observar
uma dependéncia tdo ordindria de pH e ATP
para velocidade de dissociacdo de oxigénio,
encontrando ao mesmo tempo uma dependén-
cia tdo extraordindria para a velocidade de dis-
sociacdo de mondxido de carbono. - Porém,
deve lembrar-se que estes dois processos ci-
néticos sédo controlados por fatores bem dife-
rentes numa molécula cooperativa de hemo-

® ImM ATP
o ATP

Fig. 3 — Dependéncia de pH de equilibrio de oxigé-
nio com herfloglobina de Lepidosisen paradoxa mos-
trando o efeito de preparacdes fracionadas e néo
fracionadas. A concentracdo de ATP foi de 1 mM.
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Fig. 4 — Dependéncia de pH na constante da velo-
cidade de dissociagdo de oxigénio de oxihemoglobi-
na de Lepidosiren paradoxa, indicando o efeito de
preparacdo fracionada e ni@o fracionada. A concen-
tracio de ATP foi de 1 mM, temperatura 20°C.

globina. Isto pode ser interpretado em base a
um modelo alostérico de dois estados (Monod
et al, 1965). Isto propde que subunidades
podem unir-se com duas estruturas quaterna-
rias diferentes, porém, equilibradas. As dife-
rentes ligagdes entre subunidades nestas duas
moléculas, alteram a conformacédo individual
da subunidade de modo que em uma estrutura,
chamada R, a afinidade das subunidades para
ligandos é maior que no outro estado, T. A
ligacdo do ligante inevitavelmente leva o equi-
libric em direg¢do ao estado R, resultando em
aumentos sucessivos de afinidade & medida
que aquela se processa. Outro postulado nes-
te esquema é que dentro de cada estrutura
quartendria a afinidade de uma subunidade nao
é influenciada pelo estado de ligagdo de suas
vizinhas. Assim com os experimentos aqui
apresentados, o perfil cinético de dissociagédo
de oxigénio quando estd sendo influenciado
pelo estdgio no processo de desoxigenagéo no
qual a proteina passa do estado R a T, é limi-
tado na velocidade, primariamente pela disso-
ciacdo de oxigénio do estado R de alta afini-
dade da molécula de hemoglobina. Em con-
traste com isto, a velocidade de combinacao
de CO reflete primariamente o comportamento
funcional do estado T ou dedxi da proteina.

Phelps et al.
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Fig. 5 — Dependéncia de pH entre a constante de
velocidade de combinacdo entre mondxido de car-
bono e desoxihemoglobina de Lepidosiren paradoxa.
Os dois tracos indicam os parimetros para hemo-
globinas fracionadas e ndo fracionadas de ATP.

A dependéncia de pH das constantes de
velocidade sugere que as propriedades funcio-
nais do derivado desoxigenado da hemoglobi-
na de Lepidosiren sao sensitivas ao estado de
ionizagdo de um nimero de radicais dcidos na
hemoglobina.

DISCUSSAO GERAL

O pulméao dipnoano desenvolveu-se como
um orgao de emergéncia nos peixes pulmona-
dos africanos e sul americanos (Protopteros e
Lepidosiren, respectivamente), porém, ventila-
¢do pulmonar é atualmente obrigatéria, sendo
que as branquias s6 tém fungéo vestigial, fun-
cionando como osmoreguladores. O peixe pul-
monado australiano Neoceratodus- ndo é um
respirador de ar obrigatério e morre fora
d'agua.

Um fato curioso do tipo de vida de Lepido-
siren que contradiz sua obrigada aerobiose é
realizada pelo macho. Durante a época em que
cuida dos ovos, o macho ndo emerge a super-
ficie e desenvolve filamentos respiratérios
considerdveis nas aletas pélvicas. Estes sdo
primeiramente observéveis apés o aparecimen-
to € atrofiam pouco apés a eclosdo dos ovos
quando as guelras larvais degeneram e os jo-
vens comegam a respirar ar (Krogh, 1941).

Equilibrio e. ..

Johansen & Lenfant (1968) e Lenfant &
Johansen (1968) estudaram as adaptacdes fi-
siolégicas envolvidas na transi¢do para respi-
racdo aérea em peixes pulmonados. Tanto as
propriedades da hemoglobina quante o com-
portamento respiratério sugerem que Neoce-
radotus é um respirador branquial e que os
pulmdes s6 servem uma fungdo auxiliar quan-
do o pO. externo é baixo. Porém, os Lepidosi-
ren e os Protopterus usam seus pulmdes de
maneira funcional, ainda que utilizem suas
guelras vestigiais para grande parte da elimi-
nagdo de diéxido de carbono.

Seria muito bom poder generalizar os fa-
tores observados na transicdo de respiracdo
aquética e aérea, mas isto ndo parece possivel.
Com base em estudos feitos sobre a sensibili-
dade a diéxido de carbono entre os peixes
teleésteos tém-se sugerido que peixes de mo-
vimentos lentos que habitam 4guas estagnadas
tendem a mostrar efeitos Bohr menores sendo
que espécies ativas de &gua em movimento
répido bem oxigenado apresentam respostas
maiores em afinidade de oxigénio com mudan-
cas menores em PCQO.. Um exemplo deste dl-
timn rasn é observado na cavala onde o efeito

A log Psx
Bohr ———— = — 1,2 (Prosser, 1961).
A pH
Os valores deste efeito reportados para peixes
pulmonados por Lenfant & Johansen (1968) fo-
ram: — Neoceratodus -0,62; Protopterus -0,47
e Lepidosiren -0,24. O valor obtido por nés para
Lepidosiren é claramente dependente da quan-
tidade de fosfato orgénico ligado. Assim, sen-
do que o sangue completo resultou um efeito
Bohr de -0,31, a figura 3 revela que para hemo-
globina fracionada em faixa de pH de 7,0 -8,0,
o valor pode ser tdo baixo como -0,18 e na pre-
senca de 1 mM de ATP o valor aumenta até
-1,05. Oldham & Riggs (1969) reportam que
o equilibrio de oxigénio para as duas espécies
de peixes pulmonados africanos é diferente,
tanto em afinidade quanto em resposta Bohr.
Assim, para Protopterus aethiopicus captura-
dos em lagoas fundas, a hemoglobina apresen-
ta maior afinidade com o oxigénio que Protop-
terus annectans obtido de péntanos. As duas
espécies apresentam hemoglobinas de compo-
nentes mdltiplos, equilibrios de oxigénio sig-
méides e cooperatividade expressa como
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valores n que sdo dependentes do pH. A he-
moglobina de Protopterus aethipicus tem um
efeito Bohr de -0,8 sendo que o de Protopterus
annectans resultou valores de -0,54. Nao é
facil apoiar a sugestdo de efeito Bohr reduzido
em &aguas estagnadas, o que é também mos-
trado em outro grupo animal, os anfibios, es-
tudados por Lenfant & Johansen (1967) . Neste
grupo, a tendéncia é reversa. Necturus apre-
senta um efeito Bohr de -0,13, Amphiuma -0,21
e Rana catesbeiana -0,29.
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SUMMARY

The haemoglobin of the South American
lungfish Lepidosiren paradoxa has a single com-
ponent. The equilibria of this respiratory protein
with oxygen have been investigated both in the
blood and with the purified haemoglobin. There
is a substantial, normal, alkaline Bohr effect and
marked sensitivity to organic phosphates in the
haemoglobin solutions. Studies on the pH de-
pendence of the kinetics of oxygen dissociation can
be interpreted in terms of a normal Bohr effect.
The kinetics of combination of carbon monoxide
have an unusual pH dependence. These findings are
discussed in terms of the two state model of Monod,
Wyman and Changeux (1965).
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