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Resumo

Os quatro componentes de hemoglobina prinei-
pais do hemolisado de Pierygoplichthys pardalis fo-
ram isolados e caracterizados, As propriedades fun-
cionais investigadas para os componentes isolados
compreendem o efeito de pH e ATP sobre: (i) o
equilibrio de O,, (ii) a cinética da dissociagido de
O, (iii) a cinética da combinacéo de CO. O compo-
nente I, corresponde a aproximadamente 50% da
hemoglobina total, é caracterizado por proprieda-
des funcionais que sfo diferentes das dos compo-
nentes II, III e IV, os quais sdo semelhantes, Assim,
€ provado, uma vez mais, que componentes multi-
plos num hemolisado caem na categoria de hemo-
globinas caracterizadas por propriedades funcio-
nais distintas e complementares.

INTRODUGAO

Este artigo € um estudo dos componentes
de hemoglobina de Pterygoplichthys pardalis,
peixe da Bacia Amazbnica pertencente & super-
ordem Ostariophysi, ordem Cypriniformes,
subordem Siluroidei (Greenwood et al., 1966;
Fink, 1977). E um dos numerosos bagres que
povoam as aguas amazdnicas e, provavelmen-
te, o mais comum entre os mesmos.

A investigacdo das hemoglobinas concer-
nente ao hemolisado do sangue de Pterygo-
plichthys foi efetuada pelas seguintes razdes:
(1) Entre os hemolisados investigados em al-
guns pormenores, durante a expedigcdo do
“Alpha Helix", a grande maioria, escolhida,
por o6bvias razOes praticas, continha apenas
um ou dois componentes hemoglobinicos. Um
estudo cuidadoso de, pelo menos, um multi-
componente do hemolisado parecia, portanto,
essencial por ser necessério retirar conclu-

sOes relevantes a problemas fisiolégicos. (2)
Do ponto de vista da fisiologia respiratéria,
Pterygoplichthys é uma espécie muito interes-
sante porque, além das guelras é provido de
um sistema alternativo de troca de O, asso-
ciado aos seus intestinos, o que o torna um
aerébico opcional. Esta habilidade representa
uma razéo importante junto com sua estrutura
coridcea, para a resisténcia incomum destas
espécies. (3) E um peixe muito comum e
abundante, que pode ser facilmente obtido em
boa quantidade; além disso, ele representa,
como um aerdbico opcional, um passo interme-
diario na evolugdo de organismos de vida aqué-
tica e terrestre. (4) Finalmente, é também um
animal importante do ponto de vista comercial,
sendo usado como alimento na regiao.

MATERIAL E METODOS

A preparagdo da hemoglobina de sangue
recém coletado seguiu o método de rotina (vi-
de Antonini & Brunori, 1971). A purificagédo
foi feita por passagem através de coluna de
Sephadex G-25 a pH 7,5, seguida por passagem
através de coluna de troca ionica “mixed bed".

A eletroforese foi realizada em gel polia-
crilamida. A separagdo dos componentes foi
feita em coluna cromatografica de DEAE, da
seguinte maneira: a coluna e o hemolisado fo-
ram equilibrados com Tris 0,05 M pH 8,5; apés
aplicagdo da amostra, a coluna foi lavada com
aproximadamente 200 ml do mesmo tampéo e
posteriormente foi iniciada em gradiente de
pH com 500 m| de Tris 0,05 M pH 8,5 e 500 ml
de Tris-acetato 0,05 M pH 6,0.
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O equilibrio de oxigénio fol medido segun-
do o método de Riggs & Wolbach (1956) .

Experimentos cinéticos foram efetuados
em um aparelho “Stopped flow"™ Gibson-Dur-
rum equipado com uma célula de observagéao
de 2 cm. A cinética da dissociagdo de oxigé-
nio foi medida usando-se o método do ditionito
(Antonini & Brunori, 1971). Solugdes de CO
foram obtidas diluindo-se quantitativamente
uma solugdo estoque de dgua destilada equili-
brada com CO a 1 atm e 30%= 1°C, conc. = 0,86
mM (Tabelas Criticas Internacional, Washburn,
1926) .

RESULTADOS E DISCUSSAO

COMPORTAMENTO ELETROFORETICO
E CROMATOGRAFICO

Os hemolisados de diversos individuos
adultos foram caracterizados eletroforetica-
mente. As anélises de, pelo menos, 20 espé-
cimes provou que: (i) os hemolisados conti-
nham miltiplos componentes hemoglobinicos;
(ii) a presenga de uma banda principal, cor-
respondendo a aproximadamente 50% da Hb
total e 3 outros componentes menores; (iii) o
padrdo foi constante de um individuo para ou-
tro. Este padrac corresponde ao descrito por
Fyhn et al. (1978) para espécies 1 de
Pterygoplichthys.

A separagdo dos vérios componentes foi
efetuada por cromatografia em DEAE-Sephadex
(ver métodos). A Fig. 1 ilustra o padrdo de
eluigdo, o qual é consistente com o padrdo
eletroforético observado. O componente prin-
cipal (aqui denominado Componente 1) foi
eluido da coluna com o tampéo inicial; apés
iniciar o gradiente, os outros componentes fo-
ram progressivamente eluidos. As fragdes dos
3 picos mais proeminentes (denominados,
Componentes I, lll e IV respectivamente) fo-
ram agrupados e coletados como mostra a Fig.
1. Estes 4 componentes principais foram sub-
metidos a gel-eletroforese em acrilamida e
mostraram-se homogéneos.

Outros componentes ainda menores foram
observadds no cromatograma, mas parecem
constituir uma pequena fragdo da hemoglobina
total e foram, portanto, ignorados.

232 —

540 l

ot ﬁ |
L L |
|

—_— _ e
0 i i A

(o] 50 100 150

Fractions

Fig. 1 — Cromatografia em DEAE — Sephadex do
hemolisado de Pterygoplichthys (espécime ne 772).
As fragbes indicadas foram agrupadas e denomina-
das de I a IV em ordem de eluicdo (da esquerda
para a direita). A gradiente (500 ml de tris-HCI
0,05 M pH 85 + 500 ml tris-acetado 0,056 M pH
6,0) foi iniciado apds aproximadamente 40 fragdes
coletadas.

PROPRIEDADES DA UNIAO DE OXIGENIO

A curva de equilibrio de O; do Componente
|, sob condigbes de fracionamento é claramen-
te cooperativa, com um valor do pardmetro de
Hill — n, abrangendo de 19 a pH 6,7 a 1,3 a
pH 8,5. Como mostra a Fig. 2, o componente |
fracionado mostra um pequeno efeito Bohr re-
verso centralizado em cerca de pH 7,2 a 25°C.
Deve-se notar que estes experimentos foram
efetuados na presenga de 1 mM de EDTA para
diminuir a velocidade de auto-oxigenagédo a
baixos valores de pH. O efeito do ATP (1 mM)
é insignificante a pH > 7,5; a pH mais baixa,
a adigdo de ATP é associada com um decrésci-
mo na afinidade de Oz, bem como um leve de-
créscimo em n (por ex: a pH 6,7 n vai de 1,87
a 1,4 por adigdo de 1 mM de ATP). A Fig. 3
mostra a dependéncia da concentragdo total
de ATP de log Py/z medida para o Componente
| a pH 6,2, em bis-tris 0,05 M e 20°C. Os da-
dos mostram que este pH efeito total de ATP
é deduzido a concentragbes consideravelmen-
te maiores que 1 mM,
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As propriedades da unifo de O, do compo-
nente IV fracionado (na presenga de 1mM
EDTA) foi investigada em um intervalo de pH
de 6,2 a 84. A Fig. 2 mostra o efeito Bohr
para este componente sob condi¢cdes de fra-
cionamento, bem, como na presenga de ATP
(1 mM) . Os dados mostram que, em contraste
ao comportamento |, a dependéncia de pH da
afinidade de O é, na verdade, muito marcante,
o (A log Py/2/A pH) sendo aproximadamente
1 abaixo de 7. O valor de n é sempre abaixo
de 2, abrangendo de 1,1 a 1,7 e mostra obscu-
ra dependéncia de pH ou ATP.
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Fig. 2 — Efeito Bohr de oxigénio dos componentes
de Pterygoplichthys. O componente I é indicado
por circulos: O, fracionado; g, + 1 mM ATP, & in-
dica experimentos efetuados a 20°C e deslocados de
0,05 nas escalas de log p 1/2. O componente IV €é
indicado por quadrados [J, fracionado; @ + 1 mM
ATP. O componente III é indicado por tridngu-
los A. Condigbes: bis-tris 0,056 M ou tampéo tris 4
1 mM EDTA e 25°C. Concentragio de Hh~ 1
mg/ml,

O componente Ill fracionado parece ter
essencialmente a mesma afinidade com 0. que
o componente IV. E muito significativo que a
afinidade pelo O, do componente IV, embora
depefidente de pH, é independente de ATP,
mesmo na regido de baixo pH onde ATP tem
um efeito no comportamento do componente |.

Separacgio e...

Nossos resultados ampliam o trabalho de
Weber et al. (1978), que isolaram duas fra-
¢oes hemoglobinicas, a e b, do hemolisado de
Pterygoplichthys por focalizagdo do ponto isoe-
létrico. Parece que a fragdo b (Fig. 4B de
Weber et al., 1978) contém ambos os compo-
nentes IV e outros componentes com proprie-

dades mais semelhantes 4s do componente I.
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Fig. 3 — Dependéncia de log p (O, na concen-
tracdo total de ATP para o componente I. Condi-
¢Oes: pH 6,7 em bis-tris 0,05 M e 20-C.

PROPRIEDADES CINETICAS
a. Combinagdo com mondéxido de carbono

Esta reacao foi estudada em paralelo com
todos os 4 componentes (a) sob condigbes de
fracionamento, (b) como uma fungao da con-
centragéo de CO e (c) a dois pHs (~ 56 e
7,7). Em ambos os valores de pH, descobriu-
se que a total pseudo constante média de 12
ordem cresce linearmente com a concentragéo
ligante (CO abrangendo de 7 a 43 M, concen-
tragdo de Hb ~ 2,5 uM (em heme). Estes
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experimentos mostraram que, a ambos valores
de pH, os componente II, Il e IV sdo semelhan-
tes, enquanto o componente | é diferente dos
outros trés.

A Fig. 4 representa a dependéncia de pH
da total constante média de combinagéo de 2%
ordem para CO (I'), ambos na auséncia e pre-
senga de ATP (1,25 mM), para os componen-
tes | e IV. A concordancia destes resultados
com o descoberto sobre o equilibrio de O, é
imediatamente evidente.

pH

Fig. 4 — Dependéncia de pH da constante média
total paraa ligagdo CO (I’) & deoxiemoglobina (s). O
componente I, sem (O) e com (@) 1,25 mM de ATP.
O componente IV sem (A) e com ( 4)1,25 mM de
ATP. Concentragdo de Hb aproximadamente 2,5
pM (heme). Tampdo bis-tris 0,06 M ou tris e 20°C.

O componente cinético do componente |
fracionado é independente de pH e mostra
um efeito de ATP apenas na regidao de pH aci-
do. Assim, a pH 5,5 a 6,0 a constante média
de combinagao de CO decresce com adicéo
de ATP, como mostra a Fig. 5, a qual repre-
senta a dependéncia de concentracdo de ATP
de I' para componente | a dois valores de pH.
Deve-se notar que o curso de tempo de com-
binagdo de CO é um tanto homogénea (2% or-
dem) ou algo autocatalitico, dependendo do
pH e (ou) da presenga de ATP.

No caso do componente IV, o curso de
tempo de combinagdo de CO é essencialmente
homogénea a valores de pH abaixo de 7, en-
quanto parece ser algo heterogéneo a pH> 7.
A dependéncia de pH de I', segue um efeito
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Bohr normal, trocando aproximadamente 3,5
vezes baixando de pH 5,5 para 7,7 (Fig. 4).
Ainda mais importante é a descoberta de que
a adigcdo de ATP (1,25 mM) tem um efeito
muito pequeno sobre I' a todos os pH examina-
dos. A presenga de um mensuravel efeito
cinético Bohr, a (quase completa) auséncia de
efeito de ATP e a similaridade no comporta-
mento cinético dos componentes II, Il e IV,
estdo todos em consonancia com o equilibrio
verificado e referido acima.
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Fig. 5 — Dependéncia de I' sobre a concentragdo
total de ATP a pH 5,55 (O) e a pH 6,21 (®) para o
componente I. Condi¢hes como na Fig, 4.

Um numero limitado de experimentos de
“flash photolysis" foi feito com o componen-
te |, a dois valores de pH. Alguns dos dados
experimentais sé@o citados na Fig. 6. Dois pon-
tos se evidenciam do exame destes experi-
mentos: (i) em fotdlise total na presenca e
auséncia de ATP, a reagdo é claramente auto-
catalitica e ndo ha evidéncia de uma réapida
forma reagente dada a presenga de dimeros em
solucdo, em contraste com o observado para
a HbA (Antonini & Brunori, 1971; (ii) em fo-
tolise parcial (aproximadamente 10% de foto-
dissociagao), a combinagdo com CO é muito
mais rapida que em fotélise total. Esta é uma
indicacao direta da existéncia de uma rapida
espécie reagente, o qual é o (nico estado sig-
nificativamente populado a baixos niveis de
fotélise (ex., a altas saturagbes de CO).
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Fig. 6 — Efeito da extensdo de fotdlise no curso de tempo de combinacdo de CO a desoxiemoglobina do
componente I. Os resultados citados referem-se a experimentos efetuados a pH 5,45 sem e com ATP (es-
querda e direita respectivamente). Os resultados da fotdlise total sdo mostrados como circulos (abertos ou
fechados) e os de fotdlise parcial (% de fotodissociacio = 10%) como tridngulos (aberto ou fechado). Tam-

Péo bis-tris 0,06 M.

Nota-se que a ambos os valores de pH, a
adigdo de ATP (1 mM) nao tem efeito na re-
combinagdo de CO como o observado na foté-
lise parcial, enquanto tem algum efeito na foté-
lise completa (vide fig. 6). Esta verificacao
estd em concordancia com os resultados cita-
dos acima (vide fig. 4).

b. Dissociagéo de oxigénio

A dissociag@o de O. pelo método do ditio-
nito foi investigado para todos os componentes
em paralelo, a pH ~ 5,6 e 7,7 na auséncia de
ATP sob condigbes “fracionamento”. Em todos
os casos, o curso de tempo de dissociagédo de
O foi de 1% ordem por uma boa aproximacao.
Novamente foi verificado que os componentes
II, Il e IV tem constantes médias muito simila-
res, enquanto o componente | é diferente dos
outros trés.

A fig. 7 mostra a dependéncia de pH da
constante média de dissociagéo de O: (K) para
os componentes | e Ill, na auséncia e na pre-

Separacio e, . .

senca de ATP (1,25 mM). Novamente o compor-
tamento € consistente tanto com o equilibrio
verificado como com a cinética da combinacéo
de CO. Assim, o componente | fracionado é
caracterizado por um efeito Bohr reversoc muito
pequeno, e a adicdo de ATP aumenta significa-
tivamente a constante “off” a pH abaixo de 6,5
(um efeito nitido é notado nos experimentos
paralelos a pH 5,6 — 5,7). O comportamento
Il mostra um efeito Bohr positivo muito forte
(abaixo de pH 7), o valor de K aumentando de
um fator de ~ 10, indo de pH 7 a pH 5,3. Em
adicdo, ndo foi observado efeito de ATP na
cinética da dissociacdo de O. do componen-
te IlI.

CONCLUSOES

Diversas espécies de bagres foram exami-
nadas durante a Expedicao “Alpha Helix" (Fink
& Fink, 1978; e outros artigos deste volume),
mas na maioria dos casos a atengéo foi con-
centrada nos caracterizados por hemolisados
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que continham um (Pseudodoras e Brachypla-
tystoma) ou dois (Hoplosterum) componentes
hemoglobinicos. Pterygoplichthys pardalis foi
o Unico caso com 4 componentes principais,
cuidadosamente estudado, e como tal ele pode
desempenhar um papel importante nos padroes
de entendimento de comportamento funcional
de hemoglobinas de bagres da Amazdnia.
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Fig. T — Efeito de pH na constante média da disso-
ciagio de O, (K) para componente I na auséncia
(O) e na presenca (@) de 1,25 mM ATP e compo-
nente III na auséncia (A) e na presenca (A) de
1,25 mM de ATP. Tampbes de bistris 005 M ou
tris e 20°C. Concentracbes de Hb~ 25 yM (heme).

As principais descobertas e conclusdes
deste trabalho podem ser resumidas como se
segue: (i) os quatro maiores componentes he-
moglobinicos podem ser divididos, funcional-
mente, em dois grupos: um representado pelo
componente | e o outro compreendendo os
componentes I, Ill e IV. Assim, dentro da pre-
cisdo de nossas medidas, os trés componentes
sdo, na verdade, muito, se nao idénticos, no
equilibrio e cinética da reagdo com O: e CO
(ii). Em geral, os experimentos de equilibrio
estdo em excelente (semi-quantitativo) harmo-
nia com o¢ resultados cinéticos. Esta conclu-
sdo confirma ambos os efetores alostéricos,
ex. prétons e ATP. (iii) O componente |, que
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representa aproximadamente metade da hemo-
globina total presente no hemolisado, é carac-
terizado quando fracionado por um efeito Bohr
reverso de O, muito pequeno; sua afinidade
total com O, é ATP-dependente apenas nos in-
tervalos de mais baixo pH. Cineticamente, o
efeito de ATP resulta num decréscimo na cons-
tante média de combinagdo de CO e um au-
mento na constante média da dissociagdo de
0. (iv) Os componentes Il, lll e IV, os quais
juntos compreendem aproximadamente metade
da hemoglobina total, sdo funcionalmente si-
milares um ao outro e muito diferentes do
componente |. Assim, seu efeito Bohr de O,
é grande, a afinidade ligante decrescendo por
um fator préximo a ~ 20, indo de pH 8,5 a
pH 6,2. Isto correlaciona-se com a cinética
em (a) o grande acréscimo na constante média
da dissociagdo de O: e (b) o significativo de-
créscimo na constante de combinagdo de CO,
com o decréscimo do pH. Em adigao, o efeito
de ATP é desprezivel sobre o intervalo de pH
examinado. (v) Estes resultados somados jun-
tos nos levam a concluir que os vérios compo-
nentes de hemoglobina de Pterygoplichthys
caem em duas categorias caracterizada por
propriedades funcionais que sdo complemen-
tares com respeito a influéncia de tipicos efe-
tores alostéricos. Isto sugere que: (a) a
presenca de miltiplos componentes com pro-
priedades funcionais altamente diferentes é
um padrdo comum, embora ndo universal, em
sangue de peixe e (b) embora ndo se possa
oferecer uma explicagédo total no presente, nés
consideramos igualmente uma relag@o, ainda
a ser definida, entre propriedades funcionais
e papel fisiolégico destas hemoglobinas. Tal
relagdo foi proposta e substanciada para as
hemoglobinas de truta (Salmo irideus) (Bru-
nori, 1975) . A existéncia de subgrupos de he-
moglobinas com fungbes complementares pa-
rece, portanto, razoavelmente geral, pois tem
se verificado também em outras espécies es-
tudadas a bordo do “Alpha Helix", por ex. para
o sistema de 2 componentes de Mylosomma
(Martin et al., 1978).

Esta complementaridade de funcdes ad-
quiriria importéncia se fosse verificado que os
varios componentes coexistem num mesmo
eritrécito, como mostra ser o caso do sangue
de truta (Brunori et al., 1974) .
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SUMMARY

The four main hemoglobin components of the
hemolysate of Pterygoplichthys pardalis have
been isolated and characterized. The functional
properties investigated for the isolated components
comprise the effect of pH and ATP on (i) the O,
equilibrium, (ii) the O, dissociation kinetics, (ii)
the CO combination kinetics. Component I, corres-
ponding to approximately 50% of the total hemo-
globin, is characterized by functional properties
which are distinctly different from those of
Components II, III and IV, which are alike. Thus
it is shown, once more, that multiple components
in an hemolysate fall into categories of hemao-
globins characterized by distinct and comple-
mentary functional properties.
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