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Resumo

Hemolisados de Hoplias malabaricus e Hople-
rythrinus unitaeniatus apresentaram vpadrdes pou-
co nitidos de hemoglobina com 3 a 4 bandas, res
pectivamente, por eletroforesis alcalina em gei de
disco, A afinidade da hemoglobina fracionada pelo
oxigénio do Hoplerythrinus é cerca de um terco da
do Hoplias; os valores do P, para o Hoplias € cer-
ca de 1,3 mm de Hg (pH 6,9 e 20°C,. A adicio de
1 mM ATP diminui a afinidade de oxigénio de cada
hemoglobina 2,6 vezes. Ambas as hemoglebinas
apresentam efeito Root e efeito Bohr; A log Py/A
pH = —0,40 para hemoglobina fracionada no inter-
valo de pH 7 a 8. A velocidade de dissociacdo do
oxigénio de cada hemoglobina é semelhante e é ci-
neticamente homogénea com taxas de diminuigao
constante de 200-250 sec-! no pH 6,2 para cerca de
25-26 no pH 7,7 com 1 mM ATP ou sem ele. A rea-
cdo de combinagdo do CO para a hemoglobina do
Hoplias é cineticamente heterogénea em ftodos os
valores de pH e para a hemoglobina Hoplerythrinus
em pH abaixo 7,5. As fases rdpida e lenta explicam
cerca da metade da reacio observada, A heteroge-
neidade cinética e méxima em pH abaixo para am-
bas as hemoglobinas. A fase rdpida para a hemo-
globina do Hoplias é cerca de duas vezes mais do
que para a hemoglobina do Hoplerythrinus,

INTRODUGAO

As duas espécies, Hoplias malabaricus e
Hoplerythrinus unitaeniatus, sdo dois mem-
bros relacionados proximamente do primitivo
Erythrinidae, ja o Hoplerythrinus tem habilida-
de de respirar ar enquanto o Hoplias ndo. O
classico trabalho de Carter & Beadle (1931) e
Wilimer (1934) mostrou claramente que o
Hoplerythrinus respira em d&guas com baixo
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teor de oxigénio, confirmando assim o
trabalho feito anteriormente por Jobert em
1877 (cf. Carter & Beadle, 1931). Carter
& Beadle (1931) demonstraram que o oxi-
génio na bexiga natatéria se consumia quan-
do o peixe era privado de ar por duas ou trés
horas, e Willmer (1934) provou que a respira-
cao aérea se torna obrigatéria quando o teor
de oxigénio cai abaixo de 1,5 ml por litros apro-
ximadamente, o qual corresponde a um pO; de
cerca de 40 mm de Hg. Ele também observou
que o funcionamento das guelras é sensivel-
mente dependente do teor de CO.. Num pCO;
acima de 30-35 mm de Hg CO;, o opérculo esta
ativamente fechado, e na tensé@o abaixo de
5-10 mm de Hg, o teor de CO. é, na aparéncia,
insuficiente para estimular movimentos oper-
culares. Estas adaptagbes estdo associadas
com a habilidade do Hoplerythrinus para so-
breviver em lagoas de aguas estagnadas duran-
te a época da seca. Embora o Hoplias seja
usualmente concentrado em &Aguas correntes,
igarapés e rios, também é encontrado em pe-
quenas lagoas estagnadas. Por ser incapaz de
respirar ar, tem que utilizar nestas condicoes
a fina camada oxigenada da superficie da agua.
Willmer (1934) indicou que os Hoplias jovens
também sobrevivem em condigbes de baixo
teor de oxigénio com as bocas na superficie e
tém uma aparéncia e hébitos tdo diferentes
que as pessoas do local chamam-na por um
nome diferente. Temos estudado as proprieda-
des funcionais das hemoglobinas do Hoplias e
Hoplerythrinus como um primeiro passo para
determinar a extensdo em que as hemoglobi-
nas destes dois peixes proximamente relacio-
nados podem contribuir para as adaptagdes.
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MATERIAL E METODOS

Espécimes de Hoplias malabaricus e Hople-
rythrinus unitaeniatus foram coletados em no-
vembro e dezembro de 1976 durante a expedi-
cdo na R/V “Alpha Helix" numa érea de cerca
de 50 km acima do encontro do rio Amazonas
(rio Solimdes) com o rio Negro. Espécimes
de Hoplias (pesando 390-740 g) foram apanha-
dos a rede perto da saida do lago de Janauaca.
Os espécimes de Hoplerythrinus (pesando
72-190 g) foram comprados de pescadores. O
periodo da coleta foi o fim da estagdo seca
quando as dguas estavam em nivel mais baixo.

O sangue para a eletroforesis de hemo-
globina foi obtido por pungdo cardiaca, usan-
do-se heparina em 1,7% de NaCl como anti-
coagulante. O hemat6cito foi determinado no
material fresco, com o sangue misturado em
tubos de micro-hematécrito e centrifugado os
glébulos vermelhos foram lavados trés vezes
em 10 volumes de 1,7% de NaCl contudo 1
mM de Tris, pH 8,0. As células foram lizadas
em 3 volumes de 1 mM de Tris pH 8,0 por 1
hora a O°C. O hemolisado foi levado a 0,1 M
em NaCl e centrifugado a 28.000 X g por 15
minutos a 4°C. A hemoglobina para o estudo
funcional foi preparada similarmente, exceto
que o sangue foi obtido da veia caudal.

A eletroforesis de disco em gel de polia-
crilamida alcalina (pH 8,9, 7,5% gel foi feita
de acordo com Davis (1964) e Ornstein (1964).
As amostras de hemoglobinas foram diluidas
no tampao da curva superior contendo 0.1 M
de [ — mercaptoetanol e ditionito de sédio
sendo borbulhado com o CO e aplicado no gel.
Foi usada como padrdo de mobilidade a albu-
mina do soro bovino. Os geis foram corados
por 3 horas com 0,25% “Brilliant blue R"
(Sigma) e descorados por difusdo. Os geis
foram analisados a 560 nm, usando-se um ana-
lisador de gel Gilford acoplado a monocroma-
dor Beckman DU e acoplado a um registrador
Taran ww 600. O peso molecular das cadeias
de hemoglobinas desnaturadas foram determi-
nadas por eletroforesis em gel de dodecil sul-
fato de sédio (SDS) de acordo com Weber e
Osborn (1969) exceto, que a incubagéo da so-
lugac foi 6"M em uréia e 0,1 M em B -mercap-
toetanol. Transferina humana, albumina de
soro bovino, oc -quimiotripsinogeneo-A e mio-
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globina na de baleia foram usadas como pa-
drées de peso molecular.

O hemolisado foi separado dos fosfatos
organicos por cromatografia em uma coluna
de Sephadex G-25 equilibrada com 1mM de
Tris, pH 8,0, e também por passagem através
de coluna deionizadora descrita por Garlick
et al. (1978). Todos os experimentos utiliza-
ram tampdes Bis e Tris de forga idnica 0,05.
O efeito do ATP foi medido pela adigdao de 1
mM de ATP no tampao.

O equilibrio do oxigénio foi medido pelo
método de Allen et al., (1950) e Riggs & Wol-
bach (1956) e o resultado foi calculado como
o descrito por Nagel et al. (1965). A solugdo
foi desoxigenada com agua saturada de argonio
livre de oxigénio, a qual foi passada através de
tondbmetros contendo as solugdes. Os espec-
tros- das solugbes foram determinados com
espectrofotdmetro Beckman modelo DB aco-
plado ao registrador. Os tonémetros tinham
cubetas pyrex de 1 cm fundidos aos mesmos.
Todas as medidas cinéticas foram feitas com
um aparelho “stopped-flow” do tipo descrito
originalmente por Gibson e Milnes (1964) a
20°C. As constantes cinética apresentada sdo
aos minimos quadrados ajustados para as pri-
meiras 65% das reagOes observadas. As ana-
lises cinéticas das reagdes bifésicas foram
realizadas como descrito por Galdames-Portus
et al. (1978).

A cinética da dissociagdo do oxigénio foi
medida por variagdo de pH, procedimento des-
crito por Noble et al. (1950). Hemoglobina
oxigenada em Tris 1mM, pH 8,0, foi misturada
com uma solucéo de ditionito de sddio em tam-
pao de forga idnica 0,1 no pH desejado. A con-
centragao final da hemoglobina foi aproxima-
damente 30 uM (heme equivalentes). A rea-
¢éo foi acompanhada a 560 até 540 nm.

A cinética de combinacédo do monéxido de
carbono com a hemoglobina desoxigenada foi
medida misturando-se solugées de hemoglobi-
na em tampdes de forga idonica 0,1 e pH dese-
jado com a solugéo contendo a concentragéo
conhecida, aproximadamente de 85 uM, de mo-
noxido de carbono dissolvido em 4gua. Depois
da mistura, a concentracdo de hemoglobina foi
aproximadamente 3 *M em heme. A reacéo foi
acompanhada a 420 até 435" nm.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A eletroforesis em ge/ de disco dos hemo-
lisados de amhns Hoplias e Hoplerythrinus
apresentou padrdes pouco nitidos de bandas
multiplas com mobilidade eletroforética menor
que a Hb. A humana aumentando a concentra-
cao da acrilamida no ge/ para 10% nao melho-
rou significativamente a resolugdo. Padrdes
idénticos de hemoglobina foram encontrados
em hemolisados de peixe de diferentes loca-
lidades. Hoplias apresentou 3 bandas nos
geis com 60% de concentragdo de hemoglobi-
na o meio da banda e 20% em cada uma das
outras. Reischl (1976) tinha relatade que dois
componentes da hemoglobina do Hoplias for-
mam polimeros dependentes da oxidacdo. Tais
polimeros néo poderia ser vistos nos geis des-
crites aqui por causa da presenca do 0,1 M
-mercaptoetanol. Hoplerythrinus tem padrao
mais complexn com cerca de 80% da concen-
tragao de hemoglobina no meio da banda dupla.
O peso molecular das cadeias de hemoglobina
desnaturadas do Hoplias e Hopleythrinus foi
estimado ser 14.400 a 14.700, respectiva-
mente em SDS. Estes valores sdo semelhan-
tes aos encontrados para cadeias de hemoglo-
binas humanas desnaturadas, 14.600. Valores
de hematdcritos para o Hoplias e Hoplerythri-
nus foram 31 6% e 32=* 2% (média = D. P.
N=5), respectivamente. Os resultados das
medidas do equilibrio do oxigénio, resumidas
nas tabelas | e I, mostram que a afinidade pelo
oxigénio da hemoglobina do Hoplerythrinus
corresponde aproximadamente a um tergo da
hemoglobina do Hoplias a pH 7-8. A press@o
de oxigénio para 50% de saturacao, Ps, é cerca
de 4,1 mm de Hg para a hemoglobina do Ho-
plias a 20°C e pH 6.93. O fator de Bohr médio,
A log Pw/ApH, é aproximadamente -0,40 para
ambas as hemoglobinas no intervalo de pH 7-8.
Por outro lado, o efeito de 1 mM ATP a pH 6,9
é idéntico para cada hemoglobina diminui cer-
ca de 2,6 vezes. A pH 8, a afinidade da hemo-
globina pelo oxigénio para Hoplias nédo é atin-
gida pelo ATP enquanto a hemoglobina do
Hoplerythrinus decresce cerca de 27%.

O valor do coeficiente de Hill, n, e cerca
de 1,5-1,6 para ambas as hemoglobinas a pH
6,9% este valor ndo é mudado pela adigédo de
imM ATP. O valor de n é quase a unidade para
a hemoglobina do Hoplias, porém permanece
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como 1,5 para a hemoglobina do Hoplerythri-
nus. Entretanto, depois da adi¢do de 1 mM ATP
a pH 8, o valor de n é diminuido substancial-
mente na hemoglobina do Hoplerythrinus en-
quanto esta adigdo ndo tem efeito no valor de
n obtido para a hemoglobina do Hoplias.

TABELA I — Sumdrio do equilibrio de oxigénio da
hemoglobina do Hoplerythrinus unitaeniatus

pH ATP log Py, n log Py,
rH

5.9 — 1.8 —
6.9 — 0.61 1.5

—0.40
8.0 - 0.17 1.5
6.9 - 1.02 1.6

—0.68
8.0 + 0.28 1.9

(@) Condigdes destas experiéncios:
200C, tampdo, 0.05 forga iénica Bis-tris pH obaixo de 7,
0.05 forga iGnica Tris pH acima de 8.0. Concentragio de
ATP 1mM concentragdo de hemoglobina 40 yM (heme).
(b) Estes experimentos forom feitos como se segue:

A hemoglobina foi desoxigenoda em 1 nm Tris, pH 8,75,
depois foi suficientemente desoxigenada em 0.2 M Bis-tris
de pH 5.9 foi adicionado para baixar o pH pera 5.9,
O tampdo final Bis.tris foi de 0,05 de forga idnica, In-
jegdo de uma aliquota de ar resultou em Gnico ponto,
Y= com log P = 1.73; e log F’E“J foi estimado em valores
de n compreendidos 1,0 <n <l,5_ O espectro da
oxiemoglobina foi obtida pela adigdo de Tris sélido, e equi-
librado com ar com alto pH,

TABELA II — Sumério do equilibrio de oxigénio
da hemoglobina do Hoplias malabaricus #

pPH ATP log Py n AlogP,
APH

6,9 = 0,01 1,6

—0.40
8,0 = —0,35 L1
9,0 — —0,23 1,1
6,16 + 1,14 0,7

—0.68
6,9 + 0,52 1,5
8,0 + —0,35 1,1

(a) Condigbes foram descritas na tobela |,
(b) Oxigénioc a 1 ATM foi usado para oxigenar o amostra,
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Fig. 1 — Poliacrilamida em disco de gel de hemo-
lisados de Hoplias malabaricus (esquerda), Hople.
rythrinus unitaeniatus (centro), e homem (direita).
As bandas restantes em cada gel é de albumina de
goro de Boi. O anodo € a base.

A adicdo de 1mM ATP diminui o valor apa-
rente do fator de Bohr, A log Pss/ApH, de -0,40
para "0,68 (hemoglobina do Hoplerythrinus) e
de -0,40 para -0,79 (hemoglobina de Hoplias)
no intervalo de pH 7-8. Estas mudancas nao
sé@o usuais para a hemoglobina dos teledsteos.

Ambas as hemoglobinas tém efeito Root,
porém dados extensivos ndo foram obtidos a
baixo pH porque cada uma dela ndo se mostra-
ram sensiveis & oxigenagdo da meta hemoglo-
bina a baixo pH. O vaior do Px da hemoglobina
do Hoplerythrinus foi estimada em cerca de
63 mm de Hg a pH 59 (veja tabela I). Este
experimento, que foi repetido, depende da de-
soxigenac@o e alto pH, a adigdo de tampéo de-
soxigenado para abaixar o pH, seguindo-se de
inje¢do de uma Unica aliquota de ar. Imediata-
mente depols desta injegéo, seguindo o equili-
brio e medigédo, o tondmetro foi aberto, Tris
sblido foi adicionado e o espectro resultante
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da oxiemoglobina foi medido. O tempo total
de exposicao da hemoglobina ao pH baixo foi
em torno de 11-12 minutos. Periodos de tempo
mais longos (30-40 minutos) conduzem inevi-
tavelmente para a ndo aceitagdo de grandes
quantidades de metaemoglobina (50% ou
mais). Se admitirmos que o coeficiente de
Hill, n, é 1,0, o grau de saturagéo a um pO, de
150 mm de Hg (ar) podera ser cerca de 70%.
Do mesmo modo, se o valor de n for alto como
1,5 (valor improvével) o nivel de oxigenagéo
poder4 ainda ser em torno de 75%.

Semelhantemente, na presenca de 1mM
ATP, a hemoglobina do Hoplias tem muito mais
afinidade pelo oxigénio em pH, préximos de 6
do que a hemoglobina do Hoplerythrinus na
auséncia de fosfatos organicos. A pH 6,1 o
valor Ps é apenas 13,8 mm de Hg, e o valor
de n é apenas 0,7. Estes valores indicam um
nivel de oxigenagdo em torno de 83% a um
pO. de 150 mm de Hg. Os indices de dissocia-
¢éo do oxigénio para a hemoglobina do Hoplias
e Hoplerythrinus foram medidos a trés pH em
presenca e auséncia de 1mM ATP. Embora
estas preparacoes de hemoglobina contenham
multiplos componentes, as reacOes parecem
ser cineticamente homogéneas e cada uma
podera ser descrita por uma constante de ve-
locidade unica. Estas constantes velocidades
s@o ploteadas em funcéo do pH na fig. 2. As
hemoglobinas do Hoplias e Hoplerythrinus
apresentam-se muito semelhantes referentes
a estas constantes. ATP tem mui pequeno
efeito na velocidade de dissociacdo de oxigé-
nio exceto a pH 6,9 em que na auséncia de
ATP a constante de velocidade para a hemo-
globina do Hoplias é consideravelmente menor
desnaturadas do Hoplias e Hoplerythrinus fo-
que as encontradas por outros sistemas. A alta
dependéncia do pH existem em todos estes sis-
temas: a constante de velocidade aumenta 10
vezes quando pH diminui de 7,8 para 6,3.

A reagdo do monéxido de carbono com a
hemoglobina do Hoplias, em contraste com a
dissociacao de oxigénio é cineticamente he-
terogénea a todo pH examinado, com ATP ou
sem ATP. Dois processos cinéticos podem fa-
cilmente ser discernidos, cada um responden-
do aproximadamente pela metade do total da
mudanga na absorbéncia. Por suas dependén-
cias nos comprimentos de ondas foi claro que
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ambos os processos foram reagdes de combi-
nacdo com mondéxido de carbono. A constante
reacdo de segunda ordem para as duas fases
foram computadas e esbogadas na fig. 3 em
funcdo do pH. A fase rdpida tem um indice
constante cerca de 5 X 10°M' sec™ e é inaltera-
da pelo pH ou 1 mM ATP. A fase lenta é de-
pendente do pH na faixa de 6,1 a 7,1 porém
permanece inalterado quando o pH é aumenta-
do além de 8,2. O tnico efeito significativo do
ATP observado é até pH 6,1 na fase lenta o
qual é diminuido cada vez mais pela adi¢do de
1 mM de ATP.
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Fig. 2 — Dependéncia do pH da velocidade de dis-
sociacdo do oxigénio das hemoglobinas do Hoplias
(O,®) e do Hoplerythrinus ([J, ) a 20°C. Os sim-
bolos abertos representam os dados obtidos em
auséncia de ATP e os fechados em presenga de ImM
de ATP. A constante de velocidade de primeira
ordem, K, é graficada em escala logaritmica em
funcéo do pH,

A cinética da reacdo do mondxido de car-
bono com a hemoglobina do Hoplerythrinus foi
medida sob as mesmas condigGes do Hoplias
com resultados apresentando diferencgas sig-
nificativas. A heterogeneidade da cinética foi
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méxima ao pH baixo e cada fase respondendo
por cerca da metade das reaces observadas,
porém a heterogeneidade decresce e desapa-
rece se o pH for aumentado. A constante de
velocidade de segunda ordem foi esbogada na
fig. 4. Ao pH 6,1, a fase répida da reagédo tem
uma velocidade constante, a qual é menor que
metade da fase rapida da reacdo com a hemo-
globina do Hoplias. A fase lenta tem uma ve-
locidade semelhante & da hemoglobina do
Hoplias, enquanto ndo é observado o efeito
com ATP. Ao pH 8,2, a (nica constante de
velocidade e préxima da mesma que foi obtida
para a fase rapida ao pH 6,1 e é apenas 30%
mais répida que a fase lenta observada com
a hemcglobina do Hoplias neste pH. Ao pH
7,1, ha um efeito definido ao ATP. Na auséncia
dele, a reacgédo é cineticamente homogénea com
uma velocidade igual a da fase lenta ao pH
6,1. A adigdo de 1 mM ATP baixa a velocidade
da reacédo e induz heterogeneidade, embora a
constante de reagd@o para as duas fases difiram
por um fator menor que 2. A origem da hete-
rogeneidade na reagdo destas hemoglobinas
com o mondxido de carbono néo esta em nosso
objetivo uma pcssivel interpretacido é que ela
se reflete na heterogeneidade eletroforética da
hemoglobina destes animais. Por outro lado, é
estranho que cada uma das duas fases repre-
sente metade do total da reagéo. Isto é rema-
nescente de alguns componentes simples
das hemoglobinas do peixe, do qual tal hete-
rogeneidade cinética provém a partir de uma
heterogeneidade funcional das subunidades oc
e B (Bonaventura, et al. 1976; Pennelly, et al.,
1978) . Mais dados sdo necessérios para uma
escolha ser feita entre estas alternativas.

Em conclusédo, este estudo tem demons-
trado uma larga semelhanca nas propriedades
funcionais das hemoglobinas do Hoplias e Ho-
plerythrinus apesar das diferengcas em seus
componentes respiratérios sob condigdes hi-
poxica. Cineticamente, a maior diferenga entre
as duas hemoglobinas esta nas velocidades da
fase rapida de suas reagdes com monéxido de
carbono. Fisiologicamente, a diferenca na afi-
nidade pelo oxigénio das duas hemoglobinas
pode ser correlacionada com continuada res-
piragdo aquatica pelos Hoplias e a mudanga
para respiracéo aérea pelos Hoplerythrinus em
ambiente de baixo teor de oxigénio.
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Fig. 3 — Dependéncia do pH do constante de velo-
cidade I' para as fases rdpidas e lentas de combi-
‘nagio do mondxido de carbono com a hemoglobina
do Hoplias em presenca (®) auséncia, O, de 1 mM
de ATP a 20°C. As velocidades s&o desenhadas em
escala logaritmica em func¢do do pH.
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Fig. 4 — Dependéncia do pH da constante de velo-
cidade I’, para a combinagio do mondéxido de carbo-
no com a hemoglobina do Hoplerythrinus a 20°C,
em presenca (@), e auséncia (O) de 1 mM de ATP.
A constante de velocidade segunda ordem para estd
reacido foi desenhada em escala logaritmica em fun-
¢ao do pH# Onde dois valores sio dados para um
linico pH, isto representa as constantes associadas
com as fases separadas na reagao bifdsica,
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SUMMARY

Hemolysates from Hoplias malabaricus and
Hoplerythrinus unitaeniatus show blurred hemo-
globin patterns with 3 and 4 bands, respectively, by
alkaline disc gel electrophoresis. The oxygen affinity
of the stripped hemoglobin from Hoplerythrinus is
about a third of that from Hoplias; the P, value
for Hoplias Hb is about 1.3 mm Hg (pH 6.9 and
20°C.). The addition of 1 mM ATP lowers the oxygen
affinity of each hemoglobin 2.6 fold. Both hemo-
globins show Root and Bohr effects; A log P.,/A
pPH = — 0.40 for the stripped hemoglobins for the
interval pH 7-8, The rate of dissociation of oxygen
from each hemoglobin is similar and is kinetically
homogeneous with rate constants decreasing from
200-250 sec-! at pH 6.2 to about 2526 at pH 7.7
with or without 1 mM ATP., The CO combination
reaction for Hoplias hemoglobin is kinetically heter-
ogeneous at all pH values and for Hoplerythrinus
hemoglobin below pH 7.5. The fast and slow phases
each account for about half the observed reaction.
The kinetic heterogeneity is maximal at low pH
for both hemoglobins. The fast phase for Hoplias
hemoglobin is more than twice that for Hoplerythri-
nus hemoglobins.
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