Transigao da respiragao aquatica

para a aérea: efeitos doc CO. sobre a fungao de hemoglobina (*)

Resumo

A dependéncia de pH do efeito especifico ao
CO, (pCO, = 30 torr) sobre os equilibrios de oxi-
génio foi medida nas hemoglobinas de quatro espé-
cies de peixe e um anfibio: Leiostomus xanthurus
(teleésteo marinho), Brachyplatystoma sp. (bagre
da Amazonia), Hoplostermum littorale (cascudo,
de respiracdo aérea), Lepidosiren paradoxa (pi-
rambéia, peixe pulmonado de respiragdo aérea) e
Typhlonectes compressicauda (um Ceciliideo). O
contetido de CO, no sangue de peixe de respiragdo
aérea e anfibios é consideravelmente mais alto que
os de respiragdo aqudtica, contudo, as hemoglobi-
nas examinadas dos de respiracdo aérea nao apre-
sentou adaptagdo especial & carga aumentada de
CO,. Embora o efeito do pH sobre os equilibrios
de oxigénio das diferentes hemoglobina tenha va-
riado grandemente, do efeito de Root para o efeito
de Bohr invertido, o efeito de CO, sobre a afinida-
de do oxigénio foi muito semelhante para todos,
exceto para o bagre Brachyplatystoma sp., que foi
um pouco maior. A queda na afinidade do oxigénio,
efetuada pelo CO,, aumentou incrementando o pH
para cada hemoglobina examinada. A mudang¢a no
efeito de Bohr, A log P,,/A pH medida em pH 7.5
foi semelhante para todas as cinco hemoglobinas,
cerca da metade da produzida pelo CO, para a Hb
A humana. Isto sugere que metade das cadeias de

cada hemoglobina pode ter blogueado os grupos
aminos terminais.

INTRODUCAO

As hemoglobinas dos vertebrados apre-
sentam notdvel hemologia estrutural (Dayhoff,
1972), no entanto, suas propriedades funcio-
nais mostram grande diversidade. Freqiiente-
mente, as propriedades de unido do oxigénio
com as hemoglobinas tém demonstrado corre-
lacionar-se com as variadas exigéncias respi-
ratérias dos animais (recentemente revisado
por Riggs (1970), Prosser (1973) e Bonaven-
tura et al. (1975). Estudos comparativos da
hemoglobina tém focalizado as propriedades
de unidgo do oxigénio das hemoglobinas e os
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efeitos modificadores de agentes alostéricos
fisiologicamente importantes como ions hidro-
génio e varios anions, especialmente fosfatos
orgénicos. Mas a respiracédo nao é limitada a
captacdo e liberagdo de oxigénio; a remocgao
do diéxido de carbono é igualmente essencial.
Do mesmo modo, a hemoglobina néo é limitada
ao transporte de O;, mas desempenha um pa-
pel significativo no transporte de CO; e no
equilibrio &cido-base. Surpreendentemente,
aspectos comparativos do transporte de CO.
pela hemoglobina tém sido pouco estudados,
especialmente para as hemoglobinas de verte-
brados inferiores como peixes e anfibios.

Na transigao da respiracdo aquéatica para a
area, muitas adaptagdes respiratérias anatomi-
cas evoluiram (revisado por Carter, 1957; Jo-
hansen, 1970) . Pode-se ficar na expectativa de
encontrar mudangas nas hemoglobinas que re-
fletiriam tais adaptagdes e, de fato, poucas
tendéncias tém sido propostas. Contudo, o
nimero pequeno de espécies experimentadas
resultou em conclusdes inadvertidamente in-
duzidas. Carter (1931), primeiro hipotetizou
que peixes de respiragdo aérea nédo teriam
hemoglobinas com efeito Root, porque a alta
tensdo de CO. que encontraram em seus Or-
gaos respiratérios aéreos diminuiria drastica-
mente sua capacidade de O; de tais hemoglo-
binas. Pesquisa subsequente sustentou a
hipétese de Carter. Recentemente, todavia,
foram encontrados varios exemplos de peixes
de respiracdo aérea com hemoglobinas de
efeito de Root (Farmer et al., 1978) . Pensava-
se que a afinidade do oxigénio dos sangues
dos de respiragdo aérea era geralmente mais
baixa e o efeito de Bohr mais alto do que para
as hemoglobinas dos de respiragdo aquatica
(Johansen, 1970) . Um estudo comparativo re-
cente, entretanto, do sangue de 45 espécies
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de peixes amazOnicos nédo apoia esta conclu-
sdo (Powers et al., 1978) . Uma das diferengas
mais significativas entre os de respiragdo
aquatica e aérea é a tensdo mais elevada do
CO: no sangue dos de respiragdo aérea. Em
ambos os espécimens de respiracéo aérea e
aquatica, a diferenca venoso-arterial na tensdo
de CO, é semelhante, em torno de 5-6 torr.
Mas a tensé@o arterial do CO; dos de respiragéo
aquética é, em geral, abaixo de 5 torr (Rahn,
1966) , enquanto que a dos de respiragéo aérea
varia de 15 a 43 torr, dependendo, em parte,
do grau em que a pele ou as guelras funcio-
nam na eliminagdo de CO, (Rahn & Ga-
rey, 1973). Com a evolugio da respiragdo aé-
rea, adaptagdes ao nivel molecular podem ter
sido indispensaveis para a fungdo eficiente da
hemoglobina na presencga da carga de CO. au-
mentada. Se existe qualquer propriedade fun-
cional que separaria as hemoglobinas dos res-
piradores aéreos e aquéticos, essa seria o efei-
to de CO; sobre elas.

Bohr, Hasselbalch e Krogh estabeleceram
em 1904 que o diéxido de carbono induz as
propriedades de combinagdo do oxigénio do
sangue, o efeito de Bohr. Em 1914, Christian-
sen, Douglas e Haldane demonstraram que o
efeito de Bohr possuia uma conversdo: a oxi-
genacdo do sangue influencia sua capacidade
combinatéria de CO;. A um dado pCOz, o con-
tetdo total de sangue oxigenado e a diferenca,
o CO; oxilavel, é chamado efeito de Haldane.

O efeito de Bohr foi posteriormente reco-
nhecido como um efeito de prétons sobre a afi-
nidade de O da hemoglobina e era desse modo
indireto, em vez de um efeito especifico de
CO.. A conversio do efeito de Bohr, assim de-
finida, é que a oxigenagéo induz a afinidade do
fon hidrogénio da hemoglobina. Por esta razéo,
a oxigenagao produz uma queda de pH no san-
gue quando sé@o liberados prétons previamente
ligados & desoxiemoglobina (Wyman, 1948) e
H++ HCO3 = H.CO; 2 H.0 + CO.. O CO;
oxilavel foi inicialmente atribuido apenas ao
decréscimo resultante da concentragdo de bi-
carbonato (Christiansen et al., 1914; Hender-
son, 1920), i. e., e o efeito de Haldane era
visto comp uma conseqiiéncia direta do efeito
de Bohr. H4a, porém, um segundo fator contri-
buindo para o efeito de Haldane. A combinacéao
do CO; com os grupos aminos terminais de
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ambas as cadelas da hemoglobina para formar
compostos carbanatos: HbNH: + CO. :
HbNHCOOH- .= HbNHCOO- + H+ (Fergu-
son & Roughton, 1934a). Em virtude de esses
compostos serem formados, de preferéncia,
com hemoglobina desoxigenada, ao invés de
oxigenada, eles contribuem substancialmente
para o CO. oxilavel do sangue (Ferguson &
Roughton, 1934b) .

Embora a presenga do efeito de Haldane
resulte da presenca do efeito de Bohr (Wyman,
1948), necessariamente ndo implica a pre-
senca de CO; carbamino. Os efeitos de Halda-
ne tem sido mencionados para os sangues ou
hemeglobinas de muitos vertebrados (e. g.,
Lenfant et al., 1967; Johansen, 1970; Dejours,
1975; Root & Irving, 1941; Tomita & Riggs, 1971;
Kilmartin & Rossi-Bernardi, 1969a; Baumann
et al., 1975; Baumann & Haller, 1975) . A falta
do efeito de Haldane foi notadamente demons-
trada em sangues de poucas espécies de elas-
mobranquios, os quais também distintamente
carecem do efeito de Bohr (Lenfant & Johan-
sen, 1966; Albers & Pleschka, 1967), sugerindo
que a hemoglobina carbamino provavelmente
ndo é formada nessas espécies.

O papel do CO; carbamino como um agente
alostérico da afinidade do O. da hemoglobina
tem sido objeto de constante pesquisa, em-
bora limitada quase que inteiramente as hemo-
globinas dos mamiferos (revisado por Rough-
ton, 1970, e Kilmartin & Rossi-Bernardi, 1973) .
Supunha-se que o CO. carbamino baixava a
afinidade do O: e diminuia o efeito de Bohr da
hemoglobina dos mamiferos. Mas, justamente
quando as propriedades de ligacdo do O: das
hemoglobinas dos mamiferos diferem, as pro-
priedades de ligagdo do CO. também (Bauer &
Schroder, 1972; Bursaux et al., 1974; Ferguson
& Roughton, 1934b; Bauer et al.,, 1975; Bau-
mann & Haller, 1975; Tomita & Riggs, 1971).

As propriedades de ligagdo do O. das he-
moglobinas dos ndo mamiferos, contudo, sao
muito mais varidveis do que as das hemoglo-
binas dos mamiferos, talvez refletindo as exi-
géncias respiratérias mais variaveis. Por exem-
plo, a sensibilidade do pH das hemoglobinas
dos peixes e anfibios podem variar de um ex-
tremo a outro do efeito de Root, onde até mes-
mo a capacidade de O, é diminuida em pH bai-
x0, para uma insensibilidade completa do pH
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ou mesmo para o efeito de Bohr invertido. As
propriedades de unido do CO; de tais hemo-
globinas ndo s@o conhecidas.

O presente estudo colima a trés indaga-
gOes principais : Primeira, até onde as proprie-
dades de ligacdo de O, das hemoglobinas dos
ndo mamiferos estdo influenciadas pelo CO,,
independente do pH? Segunda, as hemoglobi-
nas de respiracdo aquatica diferem das hemo-
globinas de respiragéo aérea em relagao a mag-
nitude do efeito do CO. carbamino sobre a
afinidade do O.? E terceira, existe correlagado
entre o efeito de Bohr e o efeito do CO; carba-
mino sobre a afinidade do O. das hemoglobi-
nas ?

As informacoes incluidas aqui s@o para um
anfibio e quatro espécies de peixes, dois dos
quais, s@o de respiragéo aérea. Suas hemoglo-
binas demonstram um aspecto de sensibilida-
de de pH, do efeito de Root para o efeito de
Bohr invertido.

MATERIAL E METODOS

Amostras de sangue foram obtidas de trés
peixes sul-americanos, Lepidosiren paradoxa,
Brachyplatystona sp. e Hoplosternum littorale,
e de um anfibio, Typhlonectes compressicau-
dus. todos nativos das dguas da bacia do rio
Amazonas. Os espécimes foram colhidos pré-
ximo de Manaus, Estado do Amazonas, Brasil,
durante uma expedicdo do navio-laboratério
R/V “Alpha Helix" em novembro-dezembro de
1976. A quarta espécie de peixe foi capturada
nas proximidades de Beaufort, Carolina do Nor-
te, EE.UU.

As hemoglobinas foram obtidas e purifica-
das de amostras do sangue de peixes e uma
caecilia amaz6nicos, conforme descrito em de-
talhe por Fyhn et al. (1978) e Garlick et al.
(1978a,b) respectivamente e de Leiostomus,
de acordo com a descrigéo feita por Bonaven-
tura et al. (1976) . As hemcylobinas foram ex-
traidas dos fosfatos orgénicos naturais e ou-
tros ions residuais, passando per uma coluna
de resina de troca idnica do tipo “Mixed bed”.
Se fossem exigidos amostras do sangue de
mais, de um espécime de peixe, era usado ape-
nas o do peixe que tivesse o mesmo padrédo
eletroforético de hemoglobina. (Veja Fyhn
et al.,, 1978).

O efeito do CO. sobre a afinidade do O; e
o efeito de varias hemoglobinas foram deter-
minados pelo método de equilibrio tonométrico
do oxigénio, de Riggs & Wolbach (1956) . Fo-
ram empregados todo tempo, tampdes de hi-
drocloro Tris e hidrocloro bis-Tris a uma for-
¢a idnica constante (1=0.05). Os equilibrios
do O, foram medidos a 20°C. Apds desoxige-
nacao, foi injetado no tonémetros CO, de alta
pureza, nos experimentos com o mesmo. Co-
mo o CO; é altamente soltivel na dgua e baixa
o pH, dada a formagao de H. COs, o pH inicial
do tampao foi calculado a partir da equacédo de
Henderson-Hasselbach, de modo que fossem
alcanicados o pH final desejado e o pCO:; de
30 torr. Os experimentos foram executados
em pares, com CO; ou sem ele em cada pH. O
pH da solugcédo de hemoglobina no tonédmetro
foi verificado com um medidor “Radiometer" de
pH empregando um eletrodo capilar e o pCO;
da fase de géas foi medido com o uso de um
analisador de CO,, infravermelho 215, modelo
Beckman. Foi obtida, de maneira uniforme, boa
concordancia com os valores calculados.

RESULTADOS

O efeito de Bohr na presenga e auséncia
de CO. (30 torr) é apresentado na Fig. 1 para
as hemoglobinas de quatro peixes e para a he-
moglobina de um anfibio. Dados da Hb A hu-
mana estdo incluidos para comparagao, embora
a tensao de CO. seja 40 torr neste caso. Dois
dos peixes sdo de respiragdo aérea e dois néo;
o anfibio é também de respiragdo aérea. Para
fins comparativos, os experimentos sobre as
hemoglobinas de. ambos respiradores aéreos
e aquaticos foram realizados a uma tensao fi-
siolégica de CO; aproximada dos de respiracdo
aérea. A curva de dissociagao do CO; do san-
gue (volumes por cento, CO; vs. pCO;) é hi-
perbélica, geralmente com uma leve inclinagao
em tensdo de CO, acima de 10 torr, aproxima-
damente a tensdo venosa do CO. dos peixes
de respiragéo aérea (Ferguson & Black, 1941).
Desse modo, o efeito da tensdo de CO: de 30
torr sobre as hemoglobinas dos respiradores
aéreos serd um pouco mais alto que o encon-
trado em tensdes de CO: fisiclégicas, mas nao
trés vezes mais elevado.

As cinco hemoglobinas examinadas foram
escolhidas porque também demonstram um
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espectro de sensibilidades de pH. Dos dois
respiradores aéreos, o Leiostomus tem apenas
uma hemoglobina com o efeito Root (Bonaven-
tura et al, 1976) e o Brachyplatystoma uma
Gnica hemoglobina com o efeito de Bohr (Mar-
tin et al., 1978) . Hoplosternum, de respiragdo
aérea tem duas hemoglobinas, componente Il
com um efeito Root e componente |, aqui exa-
minado, com um efeito de Bohr invertido Gar-
lick et al, (1978b). Lepidosiren, o peixe pul-
monado, tem uma sé hemoglobina com o efeito
Bohr (Phelps et al., 1978) . Typhlonectes, uma
caecilia, possui uma tnica hemoglobina que
é essencialmente insensivel ao pH acima
de pH 6. (Garlick et al., 1978a).

E evidente, na Fig. |, que as hemoglobinas
sao muito diferentes em termos de afinidade
de O: e sensibilidade de pH. Em vista de tal
diversidades de unido do CO.. De fato, as di-
ferencas sdo muito pequenas. Conforme pode
ser visto na Fig. |, o CO; baixa a afinidade do
0: da hemoglobina em cada caso, o efeito
cresce com o aumento do pH. Para as hemo-
globinas de Leiostomus, Brachyplatystoma e
Lepidosiren o efeito de Bohr é diminuido pelo
CO; exatamente como nas hemoglobinas dos
mamiferos. Normalmente, insensiveis ao pH,
a hemoglobina de Typhlonectes tem um
efeito de Bohr invertido na presenca de CO..
O efeito de Bohr, comumente invertido, do
componente | do Hoplosternum, é intensificado
pelo CO.. A diferenga em valores A ilog Ps,
com CO; ou sem ele, em pH 7,5, é aproximada:
mente 0,2 para todos, exceto o Brachyplatys-
toma e a Hb A, para os quais o A log Px é qua-
se o dobro.

O bicarbonato estd sempre presente nos
experimentos com CO;, e, como um anion, po-
deria estar contribuindo para o efeito atribuido
ao CO.. E impossivel examinar o efeito de
HCO; em presenga de CO. sob condigoes de
equilibrio. Usando um aparelho de reagéo ra-
pida e um inibidor de anidrase carbénica, Kreu-
zer et al. (1971) demonstraram que ha apenas
um efeito muito pequeno do bicarbonato sobre
a afinidade do O: na hemoglobina humana em
concentragoes fisiol6gicas. Entretanto, para
investigar_a possibilidade de que o efeito do
CO:; era somente um efeito do anion em vir-
tude do bicarbonato, uma concentragéo equiva-
lente de acetato (sal de Na) foi substituida
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por bicarbonato (conforme calculado da equa-
¢do de Henderson-Hassalbalch) . O acetato tem
apenas um efeito muito pequeno sobre a Hb A
nessas concentracdes (Antonini et al., 1971),
mas sua grandeza e distribuicdo de carga sdo
semelhantes as do bicarbonato, tornando-o um
substituto coerente. Os equilibrios do oxigé-
nio da hemoglobina do Lepidosiren foram me-
didos na auséncia de CO. em dois dos pH com
acetato substituido por bicarbonato. A afini-
dade do oxigénio da hemoglobina do Lepidosi-
ren, em presenga do acetato 0.025 M (em pH
7.35) e do acetato 0.035 M (em pH 7.65) néo
é diferente da afinidade do oxigénio na ausén-
cia desse énions (Fig. |,E), indicando que o
efeito do CO: é quase certo nédo ser devido ao
HCO=, mas ao CO. carbamino.
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O -osf + 1 N“\orﬂ E
t t t t t t t 1 +
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1ok littorale 1 poradoxa |  compressicauda

-0.5F + + o
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Fig. 1 — O efeito do CO, sobre a afinidade do O, e
o efeito de Bohr das hemoglobinas humanas (A),
dois peixes de respiragido aqudtica (B, C), dois peixes
de respiracdo aérea (D, E) e um anfibio (F). Os cir-
culos cheios (@) indicam a hemoglobina fracionada
na presenca do CO, (30 torr para cs peixes e o anfi-
bio, e 40 torr para a Hb A). Os circulos vazios (O)
mostram a hemoglobina fracionada na auséncia do
CO,. Os tridngulos cheios (A) indicam a presenca
do acetato substituido pelo bicarbonato para mos-
trar que o efeito do CO, nio é meramente um efeito
de &nion (veja o texto). Foram realizados experimen-
tos a 20°C, =0,05 (CI-), usando tampdes Tris ou
bis-Tris/HCI.
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DiIscuUssAo

Embora a amostra das espécies seja pe-
quena, nao ha provas para sustentar a hipétese
de que as hemoglobinas de respiragdo aérea
tenham propriedades de unido do CO: diferen-
tes das hemoglobinas de respiragao aquatica.
As propriedades de unido do CO; das hemoglo-
binas diferem mesmo, mas tais correlatos fi-
siolégicos simples ndo sdo prontamente mani-
festos. Isto é verdade, ainda que as hemoglo-
binas dos mamiferos sejam levadas em conta,
duplicando a amostra disponivel da espécie.
Um método comparativo diferente, todavia,
pode ser levado ao estudo do efeito especifico
do CO; como um agente alostérico de hemo-
globina, pois ha evidéncias de que certas pro-
priedades estruturais delas podem estar cor-
relacionadas com o efeito do CO..

Diversas hemoglobinas de peixes sdo co-
nhecidas por terem bloqueado os terminais
aminos da cadeia oc (Riggs, 1970) . As hemo-
globinas humanas Ajc e Fy "' tém bloqueado
os terminais aminos sobre as subunidades
B e y, respectivamente, e as afinidades do CO:
de ambas essas hemoglobinas sdo muito me-
nos afetadas pelo CO: do que a Hb A ou Hb F
(Bauer et al., 1975) . A hemoglobina B do gato
é bloqueada de maneira semelhante e forma
a metade do carbanato tanto quanto a hemo-
globina A desse animal, que ndo é bloqueada
(Baumann and Haller, 1975). A (nica hemo-
globina de peixe previamente examinada para
o efeito especifico do CO. é o componente S
da enguia, Anguilla rostrata (Gillen & Riggs,
(1973) . Os terminais aminos da cadeia oc apa-
rentemente sdo bloqueados nesta hemoglobina
também. O componente S da Anguilla e o Ho-
plosternum, os quais possuem efeitos de Bohr
invertidos semelhantes, sdao similarmente afe-
tados pelo ATP (Garlick et al.,, 1978b) e pelo
CO:, sugerindo que o componente | do Hoplos-
ternum da cadeia oc também pode ser bloquea-
do. Os terminais aminos de cadeia c« da he-
moglobina do Leiostomus também parecem ser
bloqueados (Bonaventura et al., 1976) . O efei-
to do CO: sobre a afinidade do O: da hemoglo-
bina do Brachyplatystoma, medido em pH 7.5,
é maior para as outras hemoglobinas, salvo a
Hb A. Neste pH, entretanto, o valor da inclina-
cédo da curva do efeito de Bohr, A log Px/ApH,
induzido pelo CO. é similar para todas as he-

Transicio de, .,

moglobinas de peixes e anfibios, e apenas cer-
ca da metade para o da Hb A. Por causa da
natureza hiperbdlica da curva de dissociagao
do CO, das hemoglobinas, a diferenga na pCO.
(40 torr para Hb A vs. 30 torr para todas ou-

_tras) é improvavelmente dar a razdo de tao

grande diferenga. Parece, igualmente, que me-
tade das cadeias de todas cinco hemoglobinas
podem ter bloqueados os grupes ariinos ter-
minais.

Pode ser notado que o relacionamento entre
o efeito cabarmino do CO. sobre a afinidade
do O: da hemoglobina e a quantidade de car-
banato formado em uma dada tensdo de CO,
nado é igual para todas as hemoglobinas. A afi-
nidade do O. da Hb F humana é um pouco me-
nos susceptivel ao CO. do que a Hb A, contu-
do, em qualquer pH e tensdo de CO; uma
solugdo da Hb F conterd ligeiramente mais
carbanato do que uma solugdo equinolar da
Hb A (Bursaux et al.,1974; Bauer & Schroder,
1972) . Dessa maneira, o efeito menor de CO:
ndo pode estar devido a formacéo diminuida de
carbanatos, mas as diferengas estruturais que
conduzem as diferencas das interagdes mole-
culares (Bursaux et al., 1974). E também ver-
dade que o efeito do CO; sobre a afinidade do
oxigénio das hemoglobinas, quando medido em
saturagao de oxigénio a 50%, é consideravel-
mente menos do que o efeito medido em sa-
turagdo a 25% (Poyart, C., comunicagéo pes-
soal) . Potencialmente, o efeito do CO. sobre
P pode ser melhor correlacionado com a for-
macgao de carbanato do que o efeito sobre Psx.
Meus dados limitados sugerem, todavia, que
pequenas diferengas entre hemoglobinas re-
lacionadas com o efeito do CO, sobre a afini-
dade do O: e o efeito de Bohr, tenderdo a ser
exagerados se medidas em Pz, em vez de mi-
nimizados.

Além de serem sitios importantes de liga-
¢édo do CO, carbamino, os terminais aminos da
cadeia oc sdo sitios importantes de unido de
prétons Bohr, contribuindo em 25% ao efeito
Bohr alcalino da Hb A humana (Kilmartin &
Rossi-Bernardi, 1969b) . Os sitios de ligacéo
de prétons, responsaveis pelo efeito Bohr aci-
do (reverso) da Hb A, ainda estdp em discus-
séo (Perutz et al., 1969) e sé@o até agora des-
conhecidos para as hemoglobinas de peixe
com efeito de Bohr reverso.
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A intensificagdo do efeito Bohr reverso,
pelo CO;, em uma hemoglobina como o com-
ponente 1 do Hoplosternum pode ter uma expli-
cacdo simples. O efeito de Bohr reverso sig-
nifica que a forma oxi liga mais prétons do
que a forma desoxi. A ligagéo do CO; ocorre,
de preferéncia, na desoxiemoglobina e aumen-
tard o nimero de prétons ligados. Isto acon-
tece porque o CO; se une somente a grupos de
NH. descarregados e resulta numa liberagéo
adicional de prétons :

Hb-NHs+ &2 Hb-NH; + H+
Hb-NH, + CO; <= HbNHCOO" + H+

Assim, pelo menos um préton é liberado para
cada CO; unido ao pH fisiol6gico. Como o CO;
diminui o ndmero de prétons ligados a deso-
xiemoglobina e os prétons sdo preferencial-
mente unidos pela oxiemoglobina, a diferenga
no nimero de prétons ligados pela oxi e desoxi
hemoglobina é aumentada. Isto quer dizer que
o efeito Bohr reverso pode ser intensificado.
As interagdes moleculares de H+ e CO, com
partes adjacentes da molécula de hemoglobina
podem ser muito diferentes nas hemoglcbinas
com os efeitos de Bohr reversos. A importéan-
cia de tais interagbes moleculares estéd enfa-
tizada pelo fato de que a ligacdo de cianato
(Kilmartin and Rossi-Bernardi, 1969a) e certos
derivados piridoxais (Benesch et al., 1973)
aos terminais aminos das subunidades oc da
Hb A, realmente leva a um aumento na afini-
dade do O:, enquanto que a ligagédo do CO; no
mesmo sitio conduz a um decréscimo.

Existem outras propriedades funcionais
compartilhadas por estas hemoglobinas que
podem estar relacionadas as propriedades de
ligagdo do CO. semelhantes. Todas as hemo-
globinas examinadas neste estudo s@o forte-
mente afetadas pela adenosina trifosfato (ATP)
(Leiostomus, Bonaventura et al., 1976; Brachy-
platystoma, Martin et al. 1978; Hoplosternum,
Garlick et al. 1978a; Lepidosiren, Phelps et al.,
1978; Typhlonectes, Garlick et al., 1978b) . Até
a descoberta de que os efeitos do 2,3-difosfo-
glicerato (DPG) e o CO: sédo competitivos
(Bauer,, 1969), pensava-se que o0s carbanatos
oxildveis eiplicavam aproximadamente 25-30%
do CO; permutado pelo sangue. O DPG liga-se
apenas aos terminais aminos da [ cadeia (Ar-
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none, 1972) e o CO: une-se mais vigorosamen-
te a cadeia oc (Arnone, 1974; Perella et al.,
1975) . Fosfatos organicos tém sido demons-
trados competir com o CO; para os terminais
aminos da cadeia oc da Hb A humana (Bunn &
Briehl, 1970) . Novas estimativas atribuem so-
mente 10-12% da troca de CO; aos carbanatos
oxilaveis no sangue todo do ser humano adulto
(Rossi-Bernardi & Roughton, 1970; Bauer &
Schroder, 1972) . Entretanto, nem todas as he-
moglobinas sdo sensiveis aos fosfatos orgéani-
cos e o desempenho dos carbanatos oxilaveis
pode ser maior para muitas espécies. As he
moglobinas de bovino e carneiro, que nédo séo
afetados pelos fosfatos orgénicos, de fato for-
mam compostos carbanatos oxildveis, embora
em menor extensdo do que a Hb A na auséncia
do DPG (Ferguson & Roughton, 1934b; Bauer
et al, 1975. A Hb F é também menos afetada
por ambos DPG e CO: do que a Hb A (Bursaux
et al., 1974). Por outro lado, a hemoglobina
do rato é excepcionalmente sensivel ao DPG
e ao CO; (Tomita & Riggs, 1971) . Certas hemo-
globinas de peixe sdo em grande parte nédo
afetadas pelos fosfatos organicos (Brunori
et al., 1973, 1978; Bonaventura et al,, 1974),
mas o efeito do CO; carbamino sobre elas ain-
da ndo foi determinado Em hemoglobinas de
peixe, onde o lugar de ligagéo da cadeia oc é
bloqueado, o efeito do CO; pode bem ser cor-
relacionado com o efeito dos anions de fosfa-
tos orgénicos.

As hemoglobinas diferem claramente em
suas sensibilidades ao CO. carbamino, mas es-
peculagdo acerca do significado adaptativo de
tais diferencas é até o momento prematura.
Ndo ha prova de que os de respiracdo aérea
tenham hemoglobinas com propriedades de li-
gagao do CO; diferentes aas dos de respiragao
aquéatica. O exame para as diferencas de he-
moglobina observando a transigcdo da respira-
cdo aquatica para a aérea pode ter sido difi-
cultado pela limitagdo as formas de transicéo.
Os grupos vertebrados que escaparam da vida
aquética com éxito, reptéis, passaros e mami-
feros, podem apresentar, de modo expressivo,
propriedades da hemoglobina diferentes das
dos peixes, e anfibios. Por exemplo, do nime-
ro limitado de hemoglobinas até aqui exami-
nado, acetilacdo dos terminais aminos da ca-
deia é geralmente limitada as hemoglobinas
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dos peixes e em menor escala as dos anfibios
(Riggs, 1970; Sullivan, 1974; Dayhoff, 1972).
Além disso, os fosfatos orgénicos intraeritro-
citicos sdo diferentes para grupos vertebrados
diferentes (Bartlett, 1976) . O grau das intera-
¢coes competitivas entre o CO. e os fosfatos
orgénicos dependera da afinidade das hemoglo-
binas com os fosfatos orgénicos naturais bem
como com o CO.. E possivel que as hemoglo-
binas tenham evoluido de tal maneira que a
competicao entre o CO. e um fosfato organico,
cuja concentragéo intraeritrocitica pode ser re-
gulada, permitiria a fungao eficiente da hemo-
globina sob uma variedade de condigdes. Tal-
vez investigagoes suplementares com hemo-
globinas de propriedades funcionais diferentes
produzirdo um padréo que se correlaciona com
os parametros fisioldgicos.
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SUMMARY

The pH dependence of specific effect of CO,
(pCO, = 30 torr) on oxygen equilibria has been
measured for the hemoglobins of four species of
fish and one anphibian: Leiostomus xanthurus
(marine teleost), Brachyplatystoma sp. (Amazonian
catfish), Hoplosternum Littorale (air-breathing
catfish), Lepidosiren paradoxa (air-breathing lung-
fish), and Typhlonectes compressicauda (a Caeci-
lian). The blood CO, content of air-breathing fish
and anphibians is considerably higher than that of
water breathers, yet the hemoglobins examined
from the air breathers showed no special adaptation
to the increased CO, load. Although the effect of
pH on the oxygen equilibria of the different hemo-
globins varied greatly from Root effect to reverse
Bohr effet, the effect of CO, on the oxygen affinity
was very similar for all but that of the catfish,
Brapchyplatystoma sp. for which the effect was
somewhat larger. The drop in oxygen affinity
brought about by CO, increased with increasing
pH for each hemoglcbin examined. The change in

the Bohr effect, A log P,/A pPH measured at pH
7.5 was similar for all five hemoglobins, about half
that produced by CO, for human Hb A. This
suggests that half the chains of each hemoglobin
may have blocked grupos terminais aminos.
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