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A capacidade de adaptacdo dos seres
vivos ao seu ambiente tem sido objeto de
estudes hd muito tempo e, dentro desse
contexto, a adaptacdo dos peixes 3as
baixas tensBes do oxigénio existente na
dgua onde vivem tem sido estudada sob
varios pontos de vista. Assim, o
volume de ventilacdo e pulsacdo cardiaca
(Prosser, 1973), o aumento do hemato-
crito (De Wilde & Houston, 1967;
Cameron, 1970; Powers, 1974: Houston
& Cry, 1974; Powers & Powers, 1975),
alteracdo da temperatura (Denton &
Yousef, 1975; Greaney & Powers, 1977;
Powers et al., 1978), a acdo de substan-
cias que produzem aiteracdes conforma-
cionais na molécula de hemoglobina
(Benesch et al, 1968; Binotti et al.,
1971), alteracdo na afinidade da hemo-
globina pelo oxigénio quando altera o
pH do sangue (Bohr, 1904), sdo proprie-
dades apontadas como controladoras da
atividade respiratoria desses animais,
quando em baixas tensdes de oxigénio.
De todos esses aspectos, parece ser a
hemoglobina © elemento controlador
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dessas adaptagles, respondendo através
de sua concentracio, de sua afinidade em
fun¢do da temperatura, do pH, da pre-
senca de moduladcres ou mesmo da sim-
ples capacidade de ter maior ou menor
afinidade pelo ligante oxigénio.

Apesar de as hemoglobinas dos dife-
rentes animais mostrarem uma grande
homologia estrutural (Dayoff, 1972),
suas propriedades funcionais apresentam
uma diversidade bastante acentuada,
principalmente no que se refere 3 sua
afinidade.

Nesse trabalho avaliamos a afinidade
das hemoglobinas de alguns peixes mari-
nhos pelo oxigénio, bem como o grau de
cooperatividade dessas moléculas. Qutros
estudos estdo sendo feitos quanto aos
fatores que possam alterar essa afinidade,
como € o caso do efeito Bohr, efeito de .
polifosfatos e efeita de temperatura.

MATERIAL E METODOS

" O material bioldgico utilizado neste
trabalho foi hemolisado de eritrécitos
dos seguintes peixes marinhos: Scombe-
romorus cavalla, Scomberomorus brasi-
liensis, Bagre bagre, Ginglymostoma
cirratum, Euthynnus alletteratus, Caranx
hippos e Lutjanus synagris.
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Os exemplares utilizados foram ani-
mais adultos capturadosem &guas litora-
neas do Estado do Cears, e sangrados por
pungdo cardfiaca, logo ap6s a captura. O
sangue colhido foi colocado em frasco
contendo solugdo de cloreto de sédio e
citrato de sédio, de modo a se obter no
final uma concentragio de 0,2 M e
0,35 M, respectivamente. Esse material
foi transportado para o laboratério em
banho de gelo.

Para obten¢do da solugdo de hemo-
globina as hemacias foram lavadas 3-4
vezes com solucdo de NaCl 0,2 M con-
tendo EDTA 10-3M e, em seguida
hemolisadas por chogue osmético em
4gua contendo EDTA 10~3 M; a separa-
¢do do estroma foi feito por centrifu-
gagdo a 3.000 rpm, durante 20-30
minutos.

Apobs a obtengdo do hemolisado de
eritrocitos obteve-se solucdo de hemo-
globina isenta de fons (cloretos, fosfatos,
etc.), pela passagem desse hemolisado
através de 4 colunas cromatograficas de
10 ¢m de altura por 1-1,5 cm de diame-
tro, contendo resinas de exclusdo mole-
cular e de troca idnica, isto é, Sephadex
G — 25, Dowex 1 X8 — 50 (H,C0O07),
Dowex 50 X 8 — 50 (NH, ) e Amberlite
Mixed Bed (AG 501 — X 8 (D}, usando
sempre dgua desionizada como eluente.

A determinacdo da curva de associa-
¢do da hemoglobina com oxigénio foi
feita pelo método tonométrico asso-
ciado ao método espectrofotométrico
(Rossi — Fanelli & Antonini, 1958),
colocando-se em um tondmetro de vidro
2 ml de solucdo de hemoglobina isenta
de fons diluida em tampdo tris-acetato
0,05 M, pH 7,5, de modo a se obter uma
concentracdo da ordem de 107° M. Pela
passagem de nitrogénio obteve-se a deso-
xithemoglobina, que foi lida em espectro-
fotdmetro, por varredura, de 500 a
600 nm. Em seguida, adicionou-se um
volume conhecido de ar atmosférico dei-
xando-se o tondmetro com agitacdo
constante por 10 minutos, a temperatura
de 25°C. Apbs esse equilibrio térmico,
procedeu-se a leitura nas mesmas condi-
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¢bes da desoxihemoglobina. Novas adi-
¢bes de ar foram feitas e registradas no
espectrofotometro até se obter a satura-
¢do completa da amostra (figura 1).

Os registros obtidos foram lidos nos
comprimentos de onda de 542, 555 e
B77 nm e a somatoria das diferencas
entre as formas desoxi e oxihemoglobina
foi considerada como 100% de satura-
¢do, e dai calcularam-se as percentagens
de saturagdo ( y ) em cada diferente
adigdo de ar (tabela 1). Com os dados de
y calculou-se log Y , que foi lan-

100 — y

c¢ado como ordenada, enquanto que
log pO, (logaritmo da pressdo de oxigé-
nio} foi lancado na abscissa (figura 2).

"A pressio de ar em cada adigdo foi
calculada em funcdo da lei de Boyle-
Mariot, sabendo-se o volume gasoso do
tondmetro. Nesse grafico determinou-se
olog ___ Y = 0. Esse valor corres-

100 — vy )

ponde a log Pgq, isto €, ao logaritmo da
pressdo de oxigénio suficiente para satu-
rar 50% das moléculas de hemoglobina.
A tangente do é&ngulo obtido corres-
ponde ao valor n {p/ot de Hill) que avalia
a cooperatividade da molécula (Wyman,
1964). Os valores log Pgge n foram
também caiculados em calculadora pre-
viamente programada para esse fim.
Assim, forneceu-se & calculadora os
dados das absorbancias em 542, bbb e
577 nm das formas oxi, desoxi e de cada
adicao de ar bem como o volume de ar
adicionado e a constante tonométrica.
Foi processado, entdo, o célculo de y e
pOy, e com os valoreslog ___ Y e

' . 100 - vy
log pO, determinou-se a regressdo linear.
O coeficiente angular {b} e o coeficiente
linear (a) foram calculados e os valores
de n e log Pgg foram registrados, sendo
n=">belogPgsyg = —a/b.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de Pgy obtidos nos hemo-
lisados de eritrocitos isentos de fons em
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Figura 1 — Espectro do processo de oxigenacio da hemoglobina de Euthynnus alletteratus pelo ligante, no
intervalo de 600 a 500 nm.

TABELA |

Caélculos efetuados para a obtencdo dos valeres de ; {percentagem de saturacio) em uma amostra

de hemogicbina, a partir das absorbéncias em 542, 565 e 5§77 nm.

Volume
Hb | doar Asaz | Asss | As77 | AApaz | SAgsg | BAgzz | Z 4 y
(ml)

Desoxi |  — 0370 | 0466 | 0424 - - - - -
1.8 3 0428 | 0429 | 0478 | 0,058 0037 | 0054 | 0,149 | 4627
2.2 3 0448 | 0419 | 0495 | 0078 0047 | 0071 | 0,196 | 60,86
3.8 5 0464 | 0409 | 0512 | 0,094 0057 | 0088 | 0239 | 7422
42 5 0475 | 0399 | 0520 | 0,705 0067 | 0096 | 0268 | 83,22

Oxi - 0494 | 0384 | 0540 | 0,124 0082 | 0116 | 0322 | 100,00
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Figura 2 — Gréfico mostrando o processo de saturacdo da hemoglobina de Euthynnus alletteratus pelo oxigé-

nio. A seta indica o valor interpolado para log PSO' e a tangente do dngulo « corresponde ao valor de n.

TABELA 11

Valores de P50 {pressdo de oxigénio suficiente para

saturar 50% das moléculas) e de n (p/or de Hill) de

hemoglobinas de diferentes espécies de peixes, em
tampdo tris-acetato 0,05 M, pH 7,5.

Pso
Espécie (mm de My} n
Scomberomorus cavalla 4,89 0,94
Scomberomorus brasiliensis 8,31 1,43
Bagre bagre 0,50 0,61
Euthynnus alletteratus 2,34 1,19
Caranx hippos 1,62 0,96
Lutjanus synagris 2,34 0,71
Ginglymostoma cirratum 1,15 0,98

tampdo tris-acetato 0,05 M, pH 7,5 e os
valores de n estdo expressos na tabela I1.

A afinidade das hemoglobinas pelo
oxigénio foi determinada em tampdo
tris-acetato 0,056 M, uma vez que essa

solugdo tem boa acdo tamponante em
faixas de pH alcalino, e ndo possui em
sua composicdo nenhuma substancia
capaz de interferir no processo de oxige-
nacdo da hemoglobina, alterando sua
afinidade, como acontece quando se uti-
liza tampédo contendo os fons fosfato e
cloreto. A escolha do pH 7,5 foi feita
em funcdo de ser esse um pH tido como
fisiolégico, pois o sangue dos peixes, via
de regra, tem um pH variavel desde 7,3
até 7,6, dependendo das atividades fisio-
logicas do animal.

Nessas condicdes, o estudo do equi-
librio da hemoglobina com o oxigénio
mostrou, através do valor Pgy, dife-
rencas dentre as espécies estudadas. Estas
sdo bastante grandes se considerarmos
que todas as espécies pertencem &ao
mesmo habitat, comoc & o caso de S.
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brasiliensis, que apresenta Pgg de 8,31
mm de Hg, e B. bagre, que apresenta
0,5 mm de Hg como valor de Pgy. Esses
dados mostram uma afinidade das hemo-
globinas de S. brasiliensis 15 vezes menor
que as de B. bagre, devido talvez a sua
necessidade de adaptacdo a diferentes
teores de oxigénio dissolvido, uma vez
que essa espécie apresenta capacidade
de sobreviver em diferentes profundi-
dades. Os valores de Pgy encontrados
para as espécies S. cavalla, E. alletteratus,
C. hippos, G. cirratum e L. synagris
mostram afinidades intermediérias entre
S. cavalla e B. bagre. Outros fatores
devem contribuir para controlar a afini-
dade dessas moléculas pelo oxigénio,
como é o caso dos fosfatos organicos e
do pH, e estdo sendo objeto de estudos
em nossos laboratdrios.

Quando aos valores de n (plot de
Hill), podemos observar que em todos os
experimentos mostraram-se proximos a
unidade. Esse pardmetro apresenta
sempre valores acima da unidade, o que
indica a cooperatividade positiva da
molécula (Brunori et al., 1968). A oxige-
nacdo da primeira cadeia peptidica,
através de seu grupo pirrélico, & mais
dificil, exigindo para isso a existéncia de
uma maior pressio do ligante, enquanto
gue para as demais cadeias a pressdo
necessaria é menor, uma vez que altera-
¢Oes heterotrdpicas ocorridas em conse-
quéncia da oxigenagdo da primeira
cadeia facilitam a reacdo do ligante com
os demais sitios de ligacdo (Perutz et al.,
1969). Esse fendmeno da cooperati-
vidade das moléculas de hemoglobina, j4
bastante estudado, mostra ainda alguns
aspectos pouco efucidados como é o caso
da menor cooperatividade registrada nas
hemoglobinas isentas de {ons. Esse fato é
também observado em nossos experi-
mentos, onde obtivemos valores de »n
menores gue a unidade em alguns casos,

Outro aspecto interessante no pro-
cesso de oxigenacdo das hemoglobinas, é
a inexisténcia de interagcdes entre
algumas cadeias nas hemoglobinas que
apresentam efeito Root (Root, 1931).

Nesses casos, a ndo interagdo impede a
oxigenagdo de alguns sftios de 1-2
cadeias peptidicas, permitindo somente
a oxigenacdo de 25-50% da molécula, o
que se traduz por valores de n menores
que a unidade. Os baixos valores de n
encontrados faz-nos supor, também, a
existéncia de efeito Root nessas molé-
culas estudadas, o que é bastante aceita-
vel, uma vez que hemoglobinas de peixes
geralmente apresentam esse efeito que é
evidenciado nos pHs mais baixos (de
6,5 a 7,b), como é o caso de nossos
experimentos.

SUMMARY

English title: Functional properties
of hemoglobins of marine fishes., | —
Affinity for oxygen.

In this paper the affinity of hemoglo-
bins for oxygen has been studied in a
number of marine fishes of northeastern
Brazil. The studies have been performed
with the use of a trisacetate 0.05 M,
pH 7.5 buffer and the affinity has been
evaluated through the value of Pgy. The
results have shown that, despite the
small difference, the hemoglobin of S.
brasiliensis showed an affinity for
oxygen 10 times lower than that shown
by B. bagre. Those values, in mm Hg
were — S, cavalla: 4.89; S. brasiliensis:
8.35, E. alletteratus: 2.34: B. bagre:
0.50; C. hippos: 1.62; L. synagris: 2.34;
and G. cirratum: 1.15.

The values of n (Hill plot) have also
been determined in those experiments,
being found to be always near unity,
suggesting a low cooperativity of the
molecule. This has been discussed as a
consequence of a probable existence of
Root effect, in the studied hemoglobins,
which is known to be common in fish
hemoglobins,
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