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SINOPSE

O trabalho apresenta as anédlises dos par@metros
hematolégicos (série vermelha), das hemoglobinas
detectadas eletroforeticamente em gel de amido e
gel de 4&gar-amido, dos fosfatos eritrocitérios e
do efeito Bohr do sangue de Hoplosternum littorale
capturados na ilha da Marchantaria no periodo de 1
ano. Esses par8metros foram testados contra os
fatores ambientais medidos (bz dissolvido,
temperatura e nivel da 4&gua). Pelos resultados
obtidos, supde-se que Hoplosternum littorale
utiliza-se além da respiracfo aérea, de adaptacdes
em nivel molecular para se haver com as flutuacdes

ambientais.
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SEASONAL STUDY ON BLOOD RESPIRATORY CHARACTERISTICS OF
HOPLOSTERNUM LITTORALE (SILURIFORMES, CALLICHTHYIDAE) FROM
MARCHANTARIA ISLAND, AMAZONAS.

ABSTRACT

1. The present work describes hematological parameters
(red-series), hemoglobin electrophoretic patterns,
intraserythrocytic phosphates and whole blood Bohr effect of
Hoplosternum littorale specimens caught at different seasons of
the year.

2. The hematological parameters (red blood cell
number, hematocrit, hemoglobin concentration, MCV, MCHC, and MCH)
showed changes during the collecting period which could not be
related with water oxygen concentration, water temperature, and

water level oscillations.

3. GTP, Fe-GTP, ATP, and 2,3DPG were detected in the
erythrocytes of H. littorele presenting all of them quantitative
variations. 2,3DPG, even when found in low quantities, seems to
be an important modulator of Hb-02 affinity, since its
concentrations were related to the variation of water temperature
and whole blood Bohr effect.

4. Five anodic hemoglobin fractions were detected in
starch gel electrophoresis, and two fractions were detected in
agar starch slices. The greater number of hemoglobin fractions
found in the starch gel probably 1is caused by epigenetic

features.

5. Besides air-breathing, H. littorale uses adaptative
strategies at the molecular level to endure environmental

changes.



RESUMO

No presente trabalho foram estudados aspectos
relacionados & respiracdio em nivel molecular de Hoplosternum
littorale. A espécie apresentou variac#o sazonal dos parf8metros
hematolégicos (série vermelha), que n#o pdde ser relacionada com
os fatores ambientais considerados. Por meio de cromatografia de
troca id6nica detectou-se a presenca de 2,3DPG nessa espécie, um
composto eritrocitédrio caracteristico de mamiferos. Supde-se que
o efeito desse fosfato sobre a afinidade Hb-O2z esteja relacionado
com o aumento da temperatura. Além de 2,3DPG, outros fosfatos
orgénicos como Fe-GTP, GTP e ATP apresentaram variacgles
quantitativas nas diferentes coletas. As variacBes nos valores de
efeito Bohr do sangue mostraram também correlacsio com as
variacBes de temperatura e, pelas relagdes 2,3DPG/g e
2,3DPG:Hb/g, verifica-se que o aumento de 2,3DPG diminui a
afinidade Hb-0z em temperaturas mais altas. As anédlises
eletroforéticas revelaram a presenca de 5 fracSes hemoglobinicas
em gel de amido e 2 fracles em gel de 4gar-amido; tais diferencas
devem-se 8o0os meios utilizados e acredita-se que as fracdes
secundédrias detectadas em gel de amido n#o sejam componentes
hemoglobinicos de natureza genética.

Além da espécie H. littorale valer-se da respirac#o
aérea, € capaz de regular adaptativamente a concentrac8io de seus
fosfatos eritrocitdrios, os seus parfmetros hematolégicos (série
vermelha) e o efeito Bohr de seu sangue, de acordo com as
oscilac®es ambientais da temperatura e do nivel de é4gus.
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ABREVIATURAS

ADP - adenosina difosfato

ATP - adenosina trifosfato

bis-tris - bis(2 hidroxi etil) imino tris (hidroxi metil) metano
oC - graus centigrados

CHCM - concentrac8io de hemoglobina corpuscular média

cm - centimetros

CO02 - didéxido de carbono

2,3DPG - 2,3 difisfoglicerato

EBT - tamp#o Tris-Borato-EDTA 4cido

EDTA - édcido etilenodiaminotetracético

Fe-GTP - guanosina trifosfato ligado ao Ferro

GTP - guanosina trifosfato

Hb - hemoglobinsa

[Hb] - concentrac#io de hemoglobina

Hb-02z - hemoglobina ligada aoc oxigénio

HCl - dcido cloridrico

HCM - hemoglobina corpuscular média

H2S - gds sulfidrico

Ht - hematdcrito

H2504 - dcido sulfirico

IPz - inositol difosfato

IPs - inositol trifosfato

IP4 - inositol tetrafosfato

IPs - inositol pentafosfato

IPe
Km - quildmetro

1

inositol hexafosfato

KCN - cianeto de potédssio

KH2P04 - fosfato monobédsico de potéésio
Ka[Fe(CN)e] - ferricianeto de potédssio
Lt - comprimento total

mA - miliampére

M - molar

ml - mililitro

uM - micromoles




mm - milimetro

nm® - milimetro cibico

N - normal

NaCl - cloreto de sédio

N.A. - nivel de &4gusa

NaHSOa - bissulfito de sdédio

Na=2803 ~ sulfito de sdédio

nmn - nandmetro (comprimento de onda)
NTP - nucleosideo trifosfato

Oz - oxigénio molecular

Pso - press#io de Oz para saturar 50% da hemoglobina
Pi - fésforo inorganico

ppm - partes por milh#o

PT - fosfato total

RBC - células vermelhas do sangue
S-S - pontes dissulfeto

T - temperatura

Tris - tris hidroxi metil amino metano
V - volts

VCM - volume corpuslar médio

Wt - peso total



1. INTRODUCAO

1.1. Consideragdes gerais sobre adaptac¥o e respirac®o em
peixes

As condig8es fisico-quimicas do meio ambiente est#o
continuamente sofrendo alterac¢Ses. Para que a homeostase seja
mantida, os organismos devem adaptar-se a essas mudancgas. .

Adaptagctio é um dos conceitos mais importantes da
Biologia Moderna, wunindo muitas 4Areas de estudos. Em termos
gerais, a adaptacso permite ao organismo a manutengdo da
atividade fisiol6gica e sua sobrevivéncia quando o ambiente 6
alterado em um ou mais fatores. Os fatores ambientais s#o muitos
e alguns como tens#io de oxidénio, temperatura, densidade e
disponibilidade da #édgua, podem variar amplamente no tempo e no
espaco. 0O sucesso da sobrevivéneia de um organismo depende,
portanto, da capacidade com que ele enfrenta as dificuldades que
o meio lhe apresenta. *

As adaptacBes ambientais ocorrem em diversos niveis
bioldégicos: comportamentais, anat8micos, fisiolégicos, etc.. Uma
vez que o organismo é um agregado de dtomos e moléculas, a
ocorréncia de qualquer adaptaclo ao ambiente envolve a ocorréncia
de algum tipo de alterac#o bioquimica. No "sensu strictu” isso é
verdade e poderiamos questionar qual das adaptacdes ambientais
n#o € bioquimica? Apesar disso, o termo adaptagdes bioquimicas é

reservado 8quelas modificac®es que ocorrem em nivel metabédlico,



n&o aparentes macroscopicamente e que alteram as func¢les
metabélicas normais (HOCHACHKA & SOMERO, 1973).

A respiracfio é um dos processos mais dependentes das
flutuagdes do ambiente, particularmente para os organismos
aqudticos, sendo, talvez, o melhor para estudos sobre espécies,
populacdes e adaptacbes individuais ao meio ambiente. A
hemoglobina, principal proteina do sistema respiratério, atua na
interface organismo-meio, devendo responder tanto &s pressdes
ambientais quanto as intracorpéreas. Os peixes s¥o
particularmente udteis nesses estudos, porgue s#o gafetados
diretamente pelas variag¢des do meio, tais como: temperatura,
oxigénio dissolvido, salinidade e COz2, que podem ser medidas e
controladas de uma maneira definida, fazendo deles excelentes
parfimetros para o estudo de estratégias de adaptacgHo &s mudancas
no meio (POWERS, 1980). .

A temperatura é um dos fatores que provoca influéncias
marcantes no processo respiratério pois o aumento da mesma pode
causar diminuig¢#io nos niveis de oxigénio dissolvido na 4gua e
aceleracso do metabolismo celular.

A baixa disponibilidade de oxigénio tem sido
considerada uma importante forgca seletiva nsa evolucio dos
organismos aquéticos e, em peixes, a respiragio aérea e a tomada
de oxigénio na camada superficial da 4gua s#o consideradas
ajustes importantes, sendo isso um fato comum entre os peixes

amazdnicos. Além das adaptacBes morfolégicas, outros tipos de



estratégias adaptativas em nivel biogquimico foram desenvolvidos
por vdrias espécies de peixes.

Desde as pesquisas realizadas por KROGH & LEITCH
(1918), o estudo de sangue e hemolisados de peixes tem
demonstrado que as propriedades funcionais do sangue e da
hemoglobina est3io diretamente relacionadas A4s flutuagdes
ambientais e hsbitats preferenciais. RelagBes com o oxigénio
dissolvido no meio s#o frequentemente encontradas. POWERS (1980)
constatou que os organismos com maior disponibilidade de oxigénio
no meio, por exemplo, possuem sangue com menor afinidade com esse
géds, enquanto que as espécies que habitam ambientes hipdxicos
possuem sangue com altas afinidades com o oxigénio.

A regi¥o amazbnica, cuja ictiofauna é umas das mais
ricas do mundo, constitui um campo vasto para estudos de
adaptactio a modificagles ambientais, uma vez que apresenta
ecossistemas complexos com oscilagbes sazonais de par8metros
quimicos, fisicos e bioldégicos, particularmente entre estes, os
decorrentes da oscilac#io do nivel de édgua (SIOLI, 1985).

Assim sendo, estudos sobrse processos de tomada,
transporte e descarga de oxigénio nos tecidos podem revelar os
mecanismos adaptativos desenvolvidos pelos peixes parsa
enfrentarem as flutuagdes ambientais e, assim, manterem sus

homeostase respiratéria.



1.1.1. Variag#o dos parfmetros hematolégicos

0 estudo da composicsio do sangue é de fundamental
importéincia na avalia¢#o da condic8o fisiolégica e muitos autores
tém demonstrado que os par8metros hematolégicos de diferentes
espécies de peixes podem variar morfolégica e quantitativamente
frente a modificacBes endégenas e mesmo exégenas, tais como: peso
e comprimento (EZZAT et al., 1974; JOSHI & TANDON, 1977);
concentracsio de oxigénio (SOIVIO et al., 1873; 1874; SCOOT &
ROGERS, 1981); temperatura (DHEER, 1988); sexo (PANDEY & PANDEY,
1977; SIDDIQUI & NASSEN, 1879); atividade (GRAHAM et al., 1985;
RAMBHASKAR & SRINIVASA-RAO, 1987); habitat (WELLS et al., 1980);
naturac#io gonadal (KAVAMOTO et al., 1983); e variag8o sazonal e
espacial (DENTON & YOUSEF, 1975; FOURIE & VAN VUREN, 1976; HARDIG
& HOGLUND, 1984; VAL et al., 1986; MONTEIRO et al., 1987).

Em peixes, ndo se tem estabelecido padroes
hematolégicos normais, apesar de muitos autores tentarem elaborar
quadros sanguineos normais para védrias espécies (PITOMBEIRA &
MARTINS, 1970; VAN VUREN & HATTINGH, 1978; TISA & STRANGE, 1983;
SANDNES at al., 1988). Entretanto, os valores hematolégicos podem
ser importantes indicadores das propriedades respiratdrias e

refletir estratégias adaptativas durante as flutuag¢cBes sazonais.

1.1.2. Variac#o nas concentracdes de fosfatos eritrocitérios

Os fosfatos orgfnicos intraeritrocitérios existem de

maneira preferencial nos diferentes grupos animais e tais



moléculas se constituem numa importante estratégia adaptativa em
nivel molecular, atuando como moduladores alostéricos da
afinidade da hemoglobina com o oxigénio (BENESCH & BENESCH, 19867;
CHANUTIN & CURNISH, 1967; GEOGHEGAN & POLUHOWICH, 1974; BARTLETT,
1978a; 1980; VAL, 1888).

Muitos autores té&m estudado fosfatos orgénicos em
peixes numa tentativa de correlacionar possiveis variacdes
qualitativas e/ou gquantitativas desses fosfatos com fatores
ambientais e metabdlicos (WOOD & JOHANSEN, 1873; POWERS, 1974;
GREANEY & POWERS, 1978; WOOD et al., 1979; WEBER et al., 1978;
BABIKER, 1984; VAL et al., 1984; 1985; 1986; no prelo; MONTEIRO
et al., 1987).

Diversas espécies de peixes foram examinadas quanto ao
tipo de fosfato predominante em seus eritrécitos, sendo ATP e GTP
os mais comumente encontrados (KALOUSTIAN & POLUHOWICH, 1978;
PETERSON & POLUHOWICH, 1876; BARTLETT, 1980; POWERS, 1980; VAL et
al., 1985; 1986; no prelo; VAL, 1986; MONTEIRO et al., 1987).
Entretanto, foram detectados outros tipos de fosfatos em peixes,
podendo ser destacado IPs, 1IP2, e 2,3DPG, sendo que esses
compostos s#o raros nesse grupo animal (GILLEN & RIGGS, 1971;
ISAACKS et al., 1977a; 1978ab; BARTLETT, 1978ab; BORGESE & NAGEL,
1978).



1.1.3. Multiplicidade de componentes hemoglobinicos

Hemoglobinas miltiplas té&m sido descritas para muitas
espécies de peixes através de técnicas eletroforéticas (FYHN et
al., 1979; WILHELHM Fe & REISCHL, 1981; ALMEIDA-VAL et al., 1985;
GALDAMES-PORTUS et al., 1982; PEREZ & RYLANDER, 1985; VAL et al.,
1987.

A utilizasc8o de eletroforese na caracterizac8do de
padrdes estruturais de hemoglobinas de peixes tem sido muito
difundida. Entretanto, os suportes e os tipos de tampegg
utilizados diferem muito entre os autores (FOURIE & VAN VUREN,
1876; FYHN et al., 1979; WILHELM Fo & REISCHL, 1981; VAL et al.,
1987; DAFRE, 1889).

Além da eletroforese, a cromatografia em resina de
troca idnica é bastante utilizada na separacHo dos componentes
hemoglobinicos. Apesar disso, a eletroforese é o método mais
utilizado na separac#o de proteinas de um sistema enzimético ou
mesmo de diferentes tipos de moléculas de hemoglobina.

Os suportes mais utilizados empregam o papel de filtro,
o scetato de celulose, o gel de amido, o gel de dgar-amido e o
gel de poliacrilamida. Porém, o gel de amido e a poliacrilamida
oferecem melhores resultados na separacHo de proteinas.

Apesar de ser grande o nimero de informag@es acerca da
multiplicidade de componentes hemoglobinicos para as mais
variadas espécies, o significado funcional da mesma ainda né#o
estd bem definido, ainda que muitos autores tém sugerido

possivelis relacgles com as flutuac®es ambientais (POWERS &



EDMUNDSON, 1972; WEBER & DE WILDE, 1875; GARLICK et al., 1879;
MARTIN et al., 1878; VAL et al., 1986: MONTEIRO et al., 1987).

FYHN et al. (1979) estudaram 96 espécies de peixes
pertencentes &4 bacia amazdnica e encontraram, através da anédlise
dos hemolisados por eletroforese em gel de poliacrilamida, uma
grande multiplicidade de componentes, com uma média de 4 fracdes
hemoglobinicas entre os teleésteos estudados. Formas polimérficas
foram encontradas por agqueles autores em 8,2% das espécies
estudadas. Esse percentual tem sido questionado em func#o dos
problemas de identificaclo de espécies (VAL, 1983).

Assim como as isohemoglobinas (hemoglobinas miltiplas),
o significado adaptativo das alohemoglobinas ainda n#o estd bem
estabelecido. Muitos autores, entretanto, tém relacionado o nivel
e a existéncia de polimorfismos proteicos com a variabilidade
existente em habitats aquéticos sugerindo por intermédio de
estudos comparativos, que o polimorfismo represente uma
estratégia adaptativa disponivel ao animal num ambiente varidvel
(SICK, 1986; KOEHN, 1971; FYHN & SULLIVAN, 1974; POWERS & PLACE,
1878; CARACIOLO, 1989). KIRPICHNIROV (1873), sugeriu trés
conjuntos de fatores que ajudam a demonstrar o significado
adaptativo dos polimorfismos protéicos: variag#o clinal, heterose
e as diferencas funcionais entre os isoalelos.

VAL et al. (1987) encontraram uma grande
heterogeneidade eletroforética em gel de amido para as
hemoélobinas de 22 espécies de peixes amazdnicos. Ao compararen

os padr¥es das mesmas espécies analisadas por FYHN et al. (1979),



observaram diferencas no nimero de componentes eletroforéticos, o
que os levou a supor que tais diferencas devem-se aos diferentes
suportes eletroforéticos empregados.

Segundo RIGGS (11870) os métodos eletroforéticos
utilizados para a separac#io das diferentes hemoglobinas ainda

estdo sujeitos a erros, pois o nimero de fracdes hemoglobinicas

obtidas em diferentes meios eletroforéticos e a possivel ligacHo
das moléculas do tamp¥o com a hemoglobina, podem alterar a carga

e a agregacl, de subunidades.

1.2. O ambiente védrzesa

As grandes modificac®es provocadas pelas mudancgsas
climdticas durante as épocas glaciais, contribuiram para o
aspecto atual dos rios amazdnicos. Esses rios apresentam
considerdveis diferencas tanto em relacto & morfologia de seus
leitos quanto &s suas caracteristicas fisicas, quimicas e
biolégicas (JUNK, 1983).

Em decorréncia da grande deposic8io de sedimentos,
fortes correntes e oscilacdes do nivel de dgua, grandes 4reas s8o
inundadas &s margens dos cursos dos rios de fgua branca as quais
sfio denominadas védrzeas. A vdrzea amazdnica representa um sistema
complexo de indmeras 1ilhas, diques marginais, lagos, canais,
paranéds, etc., que variam permanentemente em relac8o 8 sua forma
e ao seu tamanho, dependendo das oscilacdes do nivel de &dgua. O

solo de vérzea recebe anualmente uma quantidade significativa de



minerais e outros nutrientes através da subida do nivel de &4guas
ricas com agueles elementos sendo, em func¥o disso, altamente
fértil. Economicamente, essas 4reas s#Ho de grande interesse para
as populagBes ribeirinhas que as utilizam para a producio
agricola e pesqueira. |

Em func#o da sazonalidade do nivel de dgua, os lagos de
vdrzea apresentam dois periodos distintos: cheia e vazante.
Durante a cheia, os rios inundam os lagos adicionando nutrientes
e expandindo o habitat aquédtico favorecendo, assim, a permanéncia
de organismos e o desenvolvimento de macréfitas. Na vazante,
pequenos lagos podem secar completamente, enquanto outros podem
atuar como canais ﬁaturais contendo &gua corrente ou parada,
dependendo do seu nivel. Com a reduc#p da 4rea, algumas vezes
ocorre uma perda de mais de 80% da vegetac#o aquitica e os
animais ficam confinados em Areas muito restritas.

As condig¢Ses fisico-quimicas dos lagos de véarzea
apresentam variagctes considerdveis com relac#fo a pH, oxigénio
dissolvido, temperatura e nutrientes. A baixa concentracto de
oxigénio dissolvido por longos periodos do s8noc é ums
caracteristica importante dos lagos de vdrzea. Essa situacso é
muito mais pronunciada durante a enchente, devido & gfande
decomposicio de matéria orghnica proveniente da vegetacso
terrestre inundada, além da grande quantidade de macréfitas que
diminuem a penetrac3o de luz na superficie da 4gua. A formac#o de

gis sulfidrico (HzS) durante esse periodo é evidente nesses



lagos, principalmente nos meses de maio e junho quando ocorre a

friagem (SANTOS, 1979).

A diversidade ictiofaunistica nessa regifio merece
especial atenc8o, uma vez que as modificacdes sazonais exercem

condiderdvel influéncia sobre a biologia dos peixes. Em func#o
disso, muitas espécies de peixes da Amazdnia possuem adaptacdes
morfolégicas como a formacBo de 1ldbios, org3os acessé6rios para
respirar oxigénio atmosférico e ainda podem apresentar adaptacCes
bioquimicas que permitem sua sobrevivéncia frente 4as mudancas.
drdsticas no seu habitat (RIGGS, 1979; SAINT-PAUL, 1983; VAL,
1986;. MONTEIRO et al., 1887; ALMEIDA-VAL et al., 1990; VAL et
al., em prep.).

Uma regisio tipica de vérzea é a ilha da Marchantaria
que estéd localizada no rio SolimSes a aproximadamente 15 Km de
sua confluéncia com o rio Negro. Estudos sobre Limnologia (IRION
et al., 1983; JUNK et al., 1883) e Ictiologia, particularmente
sobre Citogenética, Sistemfitica e Adaptagdio bioquimicas (ALMEIDA-
VAL, 1986; VAL, 1986; MONTEIRO et al., 1887; FALCAO, 1989;
ALMEIDA-VAL et al., 1990; FELDBERG, 1990; VAL et al., em prep.),

tém sido desenvolvidos nesse ambiente.

1.3. A espécie Hoplosternum littorale Hancock, 1828
Hoplosternum littorale é um Siluriforme neotropical da
familia Callichthyidae conhecido vulgarmente na regifio amazdnica

como tamoatd. E uma espécie de grande import8ncia comercial para
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a Venééuela e Guianas e serve de alimento para uma grande parte
das populagBes ribeirinhas do norte do Brasil.

Esses peixes s#o encontrados em Sguas rasas e lentas.
Durante o periodo de cheia, quando grandes édreas s#o inundadas,
os tamoatds se dispersam nas vérzeas e igapés. Na vazante, parte
desse habitat desaparece quase completamenté e em fungdo disso,
ocorre uma grande concentrac¥o desses animais que s#@o capazes de
suportar altas temperaturas (38eC) e baixas concentrac¢des de
oxigénio (0,03 - 0,05mg/l). Durante sua evoluclHo essa espécie
desenvolveu notédveis adaptacBes, dentre as quais a capacidade de
respirar oxigénio atmosférico, gragas a uma modificacso do
intestino. Algumas vezes esses peixes se locomovem sobre a terra
e se deslocam de um lago seco para &dreas mais Gmidas.

Na literatura existe uma grande controvérsia a respeito
do tipo de respiractio de H., 1littorale. Alguns autores o citam
como sendo um peixe de respirac#o aérea obrigatédris (CARTER &
BEADLE, 1931; JOHANSEN, 1979; FYHN et al., 1979; GARLICK et al.,
1979) e outros acreditam que essa espécie possui respiraclo sérea
facultativa (JOHANSEN et al., 1978a; PEREZ, 1979; 1980).
Experimentos por nés realizados confirmam o carédter bimodal para
a respirac3o de H. littorale.

Caracteristicas citogenéticas, reprodutivsas,
bioquimicas e salimentares de H. 1littorale tém sido estudadas
(MACHADO-ALLISON, 1986; WINEMILLER, 1987; D AVILA-LIMEIRA, 19883;
PORTO & FELDBERG, em prep.). Desde o trabalho de CARTER & BEADLE

(1931), tem sido implementada &a obtencioc de informacdes a
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respeito de seu comportamento, fisiologia e/ou bioquimica
respiratéria, as quais foram obtidas, principalmente, durante a
expedic¥o cientifica do R/V Alpha Helix & Amazdnia (BUNN & RIGGS,
1979; FYHN et al., 1979; GARLICK et al., 1979; POWERS et al.,
1979).

O interesse pelo estudo dessa espécie tem sido grande e
informacSes valiosas, como as verificadas na expedi¢c8o Alpha
Helix, favoreceram a continuidade desse trabalho para a obtencHp

de maiores conhecimentos sobre a espécie.

1.4. Objetivos
O presente trabalho tem como objetivo contribuir com o
estudo de adaptag¢des ao ambiente na regifio amazdnica, através da

caracterizac#io de aspectos relacionados & tomada e ao transporte
de oxigénio pela espécie H, littorale ds ilha da Marchantarisa

durante os periodos de cheia e vazante. Assim, os objetivos

especificos do presente trabalho foram:

a) Verificar a existéncia de variag®es sazonais nos parfimetros

hematolégicos;

b) Determinar as concentracdes e 0os tipos de Ffosfatos

eritrocitérios nos periodos de cheia e vazante;
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c) Verificar se os fatores ambientais (02 dissolvido, temperatura
e nivel de 4&dgua) influenciam a concentracfio dos fosfatos

eritrocitarios, efeito Bohr e parfmetros hematoldgicos;

d) Contribuir para o estudo sobre hemoglobinas de peixes

pertencentes a ambientes hipd6xicos da Amazdnia Central.

13



2. MATERIAL E HRTODOS

2.1. Material biolégico

Foram utilizados 390 exemplares de Hoplosternum
littorale capturados durante 6 excurstes & ilha da Marchantaria
nos meses de Jjunho, agosto, setembro, e novembro de 1987, e
janeiro e marco de 1988 (Tabela 3.2. & péagina 27).

A captura dos peixes durante a cheia era geralmente
feita pela manha ¢ po final da tarde, devido & frequéncia desses
peixes em lugares acessiveis ao manuseio das malhadeiras. Na
vazante, com 8 diminui¢8o do nivel de 4gusa, esses peixes eram
encontrados, em abundfncia nos lagos, o que facilitou sua captura
com tarrafas. Apés a captura eram, imediatamente, transportados
para o laboratério flutuante Harald Sioli para tomada de peso,

comprimento e coleta de sangue.

2.1.1, Coleta de sangue

0 sangue foi extraido da veia caudal com a utilizac#o
de seringas contendo tracos de heparina ou EDTA 10%. As amostras
eram colocadas em tubos de ensaio numerados e & seguir, mantidas
a 0°C em gelo fundente numa caixa isotérmica.

Em funco da rapidez com que o sangue de peixe coagula,
tem sido demonstrado em =alguns trabalhos gque os anticosgulantes
mais eficazes s#o EDTA (écido etilenodiaminotetraacético) e

preferencialmente heparina.
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0 sangue obtido foi utilizado para andlises dos
parfimetros hematoldégicos, dos fosfatos intraeritrocitérios, do
equilibrio de oxigenac3io, e dos padrdes eletroforéticos das

hemoglobinas.

2.2. Métodos

2.2.1. Hematologia
Foram analisados os parfimetros hematolégicos referentes
4 série vermelha, ou seja, hematécrito (Ht), concentrac#o de
hemoglobina ([Hb]) e nimero de eritrécitos (RBC), gue foram

determinados no campo, logo apés a coleta dos animais.

Hematécrito (Ht)

Em um tubo de microhematécrito heparinizado, coletou-se
uma amostra de sangue de cada animal. Os tubos foram fechados a
fogo numa lamparina de dlcool e centrifugados numa centrifuga de
microhematécrito FANEM 207N a 12.000 rpm durante 10 minutos. A
porcentagem de sedimentac¥o dos eritrécitos foi lida em um

cartdo padronizado.

Concentrac#io de hemoglobina ([Hb])
0 método empregado foi o da ciasnometahemoglobina

descrito por RKAMPER & ZIJLSTRA (1964). Diluiu-se 15u1 de sangue
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em 3,0ml de solugBio de Drabkin (KCN -~ 0,5g; KH2POa - 1,44;
Ka[Fe(CN)s] - 2,0g e 4gua destilada - q.s.p. 1000ml), que apds
homogéneizacao permaneceram por 15 minutos em repouso. A
absorbéincia foi determinada em 520nm num colorimetro Micronal
modelo B220, no campo. No laboratério os valores obtidos'foram
transformados para 540nm através de um fator de correcdo
determinado através da comparag¢o de leituras com um
espectrofotdmetro Shimadzu UV-240.

A concentrace, de hemoglobina foi determinada pela
férmula:

g% Hb= D.0.¢s40nm> x 0,146 x diluicdo

Nimero de eritrécitos (RBC)

0 sangue foi diluido com uma solugsio fisiolégica (NaCl
0,9%) na proporc3o 1:200. Ap6s 5 minutos de repouso, foi feita a
contagem dos eritrécitos em cimara de Neubauer, num microscédpio
KIOWA com ampliac¥do de 400 vezes. Esta determinac8o foi realizada

no laboratério montado no campo.

Constantes corpusculares
Para cads individuo, os valores de VCM (volume
corpuscular médio), CHCM (concentrac¥o de hemoglobina corpuscular

média) e HCM (Hemoglobina corpuscular média) foram determinados

segundo BROW (1878), como descrito s seguir:
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VCM = Ht x 10/RBC (um3)
CHCM= {Hb] x 100/Ht (%)
HCM= [Hb] x10/RBC (pug)

2.2.2, Fosfatos eritrocitérios

Os extratos de fosfatos intraeritrocitdrios foram
feitos logo apés a coleta do sangue utilizando-se a metodologia
descritas por BARTLETT (1959). Foi feito um "pool"” de sangue com
amostras de vArios individuos, sendo anotados o volume e o
hematécrito. As amostras aqui utilizadas foram somente aquelsas
coletadas com heparina. Em seguida, o sangue foi centrifugado
para a separag¢lio do plasma. Os eritré6citos foram lavados 3 vezes
com solucio isotdnica (NaCl-0,8%). Os eritr6ecitos lavados foram
homogeneizados com 4cido perclérico 0,6M com um bast¥o de vidro e
centrifugados numa centrifuga de mesa, sendo o sobrenadante
cologado em frasco pléstico sapropriado. Esta operacglio foi
repetida trés vezes. O extrato assim obtido foi neuntralizado com
hidréxido de potédssio B8M, identificado e congelado.

No 1laboratério, os extratos foram descongelados e
centrifugados a 2.887g durante 10 minutos a 4°C, sendo parte do
sobrenadante aplicada numa coluna de troca idnica do tipo DOWEX
1x8. Através da passagem de 800ml de gradiente 0-5M de &cido
férmico/formiato de amdnio (400ml de dgua deionizada: 320ml de
4cido f6rmico + 80ml de formiato de amdnio), obteve-se fracSes de

3,5ml com auxilio de um coletor de fracBes LKB Redirac. O eluato
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foi lido em 280nm num espectrofotémetro SHIMADZU UV 240. Através
do coeficiente de absortividade molar da adenina as leituras
foram convertidas em molaridade.

Para a dosagem de fésforo total, utilizou-se os mesmos
eluatos lidos em 280nm, retirando-se de cada frac%¥o 0,5ml. A
estas, adicionou-se 0,5ml de H2504 10N para a quebra dos fosfatos
orglnicos, as quais permaneceram durante 10 horas em uma estufsa a
180eC.

Apés o resfriamento dos tubos retirados da estufa,
acrescentou-se 4,6ml de molibdato de am8nio 0,2% e O,Zmi do
reagente de FISKE & SUBBAROW (158 de NaHSOas, 250mg de 4cido 1-
amino-2-naphtol-4-sulfénico, 500mg de Na2SOa, dgua deionizada gsp
100ml). Depois de agitados, os tubos foram levados ao banho-maria
a 100°C por 10 minutos. As leituras das fra¢®es foram realizadas
em 830nm, no mesmo espectrofotdmetro acima citado. Através de uma

curva padr@io as leituras foram convertidas em molaridade.

As molaridades obtidas nos dois comprimentos de onda,
2860 e 830nm, foram plotadas uma sobre & outra. As anédlises
qualitativas dos picos de médxima absorcto foram feitas
comparando-se as varreduras obtidas entre 200 e 300nm com aquelas

apresentadas pelo boletim da P.L. Biochemicals, 1878,
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2.2.2.1. Identificac%o do 2,3DPG
Para confirmar a presenca do 2,3-difosfoglicerato em H.
litforale, utilizou-se o método espectrofotométrico descrito por

DISCHE & BORENFREUND (1951).

Principio do método: 0 método baseia-se na deteccsio e
determinac#o de cetoaclicares e trioses gque reagem com carbazol-

cisteina na presenca de Acido sulfdrico.

Procedimento: Dos eluatos que indicavam a provével
presenca de 2,3DPG no extrato, reuniu-se 2ml de cada um'que foram
em seguida levados & estufa para evaporac®g, 0 sal formasdo foi
diluido com 2ml de 4gua deionizada, acrescentando-se, em seguida,
2ml de cisteina-HC1 1,5%, 4ml de H2S504 85% e 2ml de carbazol 0,1%
emn etanol absoluto.

Ap6s homogeneizac¥3o, a mistura foi aquecida em banho-
maria a 100°C por 10 minutos. Depois de frio foi feita uma

varredura entre 500 e 700nm que foi comparada com véArios padrdes.

2.2.3. Equilibrio de oxigenac#o de sangue
Para a determinac3io do efeito Bohr do sangue (g), foi
utilizada a metodologia descrita por COLMAN & LONGMUIR (1963),
logo apés a colets das amostras. Utilizou-se para esse

experimento um monitor bioclégico de oxigénio YSI modelo 57 com um
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eletrodo polarogrédfico acoplado a um banho YSI modelo 53 e a um
registrador grafico Pharmacisa.

Inicialmente, foi feito um "pool” das amostras, o qual
foi mantido em gelo durante todo o experimento. Foram colocados
em uma cubeta do eletrodo 0,5ml de tamp#io Tris/HCl O,1M (pHs 6,2;
8,8; 7,4) ou Bis-Tris/HCl1 O,1M (pHs 8,0; 8,6; 9,2), 4,5 ml de
solugc¥io fisiol6gica (0,8%), fermento biolégico e 3 gotas de

sangue. Apés agitac¥o, o eletrodo Ffoi introduzido na cubeta e

ligado imediatamente o registrador onde foram tracadas as curvas
de dissociaclio de oxigénio do sangue total. Os pHs inicial
(tamp3o) e final (experimento) foram anotados nas curvas.

De acordo com a metodologia, o oxigénio dissolvido é
consumido pelo fermento e, com a diminuig¢Ho da press8o do gés,
ocorre a liberac3o de oxigénio ligado & hemoglobina na tentativa
de manter o equilibrio, que pode ocorrer de forma diferente de
acordo com o pH utilizado. A partir da curva obtida, foram
calculadas as pressdes parciais requeridas na saturagfio de 50% do

sangue por oxigénio, segundo a férmula:

PO2 (n)= PB x 00,2088 x Ln/4 x Lioo, onde:
n= X de saturaclo; PB= press#io barométrica; Ln= leitura em nX de

saturac¥o; Lioo= leitura em 100X de saturacgédo.

Os valores correspondentes & press#o parcial de Oz
necessdrio para saturar 50% da Hb (Pso), foram convertidos enm

logaritmos e, ao conjunto de pontos log Pso x pH, ajustou-se unma
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reta, cuja declividade corresponde ao valor de efeito Bohr

(g=Alog Pso/ApH).

2.2.4. Bletroforese

Para a obtenc#o da solucdo de hemoglobina, foi
realizada no campo a separac8o do plasma. Os eritrécitos foram
lavados 3 vezes com solucHo isotfnica (NaCl-0,9%). A estes, foi
adicionado tamp%io de hem6lise na proporciq 1:1, contendo 0,01M de
Tris; 0,05 de EDTA alcalino, pH 8,0 ajustado com HC1l 1N, segundo
WEBER & DE WILDE (1875). As samostras foram congeladas e
transportadas ao laboratério.

No laboratério, as amostras foram descongeladas e
congeladas 3 vezes para efetivar a hem6lise. Adicionou-se a elas
KCN 0,1M; pH 8,0, sendo em seguida centrifugadas a 20.190g por 20
minutos a 4°C, numa centrifuga SORVALL RC-5B para a eliminac#o do
estroma. A solugdio foi wutilizada na determinac#io dos padrdes
eletroforéticos.

Foram utilizados dois meios diferentes para a
determinac#io dos padrdes eletroforéticos: l8minas de dgar-amido e
gel de amido, sendo ambos os sistemas horizontais. A metodologia
empregada para a eletroforese em gel de dgar-amido foi a descrita
por ARAUJO et al. (1970), modificada por MACHADO (1873), e parsa
gel de amido foi a descrita por SHfTHIES (1955). Em ambos os
meios, foi utilizado amido de milho segundo VAL et al, (1981).
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Nos dois tipos de eletroforese empregou-se o tamp&o EBT
dcido 0,036M, pH 8,8 (Tris 0,8M; Acido Bérico O0,5M; EDTA édcido
0,024 diluido 40 vezes). Nas cubas o tamp#o utilizado foi o
Borato pH 8,6, 0,35M para o gel de amido e 0,035M para o gel de
égar-amido. A corrida eletroforética, nos dois casos, foi
realizada a 4°C com uma fonte de tenszio PHARMACIA EPS 500/400.
Utilizou-se nas eletroforeses de gel de amido uma voltagem
contante de 5V/cm e nas l8minas de d4gar-amido uma amperagem
constante de 3mA/l8mina. KCN 0,01M pH 8,0 foi adicionado aos géis
e 4s amostras.

Ap6és a migractio eletroforética, foram utilizados dois
sistemas de colorac#o: Amido Black 10B (para proteina total) e
Benzidina (especifics para proteina com atividade peroxidédsica).
As lfminas de dgar-amido foram coradas com Amido Black 10B, sendo
posteriormente lavadas com solugclp acética a 5% e secas a
temperatura ambiente. Para as eletroforeses em gel de amido,
ambos os corantes foram utilizados sendo os géis, em seguida,
transparentizados com papel celofane e, apés a secagen,

arquivados.

2.2.5, Oxigénio dissolvido, temperatura e nivel de 4gua
Oxigénio dissolvido (0z2) e temperatura (TeC) foram
determinados com um termo-oxigendmetro YSI modelo 57 durante os
periodos de coleta. As oscilacBes dos niveis de égua (N.A.) foram
obtidas junto & Capitania dos Portos de Manasus e s¥o relativos

aos niveis de dgua do rio Negro nos anos de 1987 e 1988.
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2.2.6. Andlises estatisticas

Foram feitas as médias e desvios padr8o dos valores
individuais dos 6 parfmetros hematolégicos estudados. Para a
comparaco dos dados utilizou-se o teste F. Como as médias no
teste F indicavam diferenca significativa (P<0,05), aplicou-se o
teste de Scheffé para se saber quais grupos de médias eram
diferentes entre si. Através da regress#io linear, verificou-se as
correlagcdes dos parfimetros hematolégicos com as trés varidveis
ambientais medidas bem como as correla¢des entre eles.

A regress¥o linear também foil wutilizada - para as
relacles feitas com os demais par8metros estudados (fosfatos
eritrocitdrios, efeito Bohr e hematologia) entre si e com as
varidveis ambientais. Em todos os casos considerou-se os valores
criticos para r (coeficiente de correlagio) no nivel de 85% (ZAR,

1874).
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3. RESULTADOS

3.1. Oxigénio dissolvido, temperatura e nivel de 4gua.

O perfil de oxigénio dissolvido e de temperatura em

todas as situacdes de coleta s¥o apresentados na Tabels 3.1. Na

Figura 3.1. s8o mostradas as variacdes do nivel de dgua do rio

Negro medidas no Porto de Manaus (AM), relativos aos anos 1987 e
1988, da concentrac#o de oxigénio e da temperatura da dgua a 10cm
de profundidade (altura da malhadeira na qual a captura era mais

frequente).

3.2. Hematologia (série vermelha)

Os valores correspondentes aos parémetros
hematoldégicos Ht, [Hb}, RBC, VCM, HCM e CHCM, ao comprimento e ao
peso dos exemplares de H., littorale, e as varidveis ambientais
(oxigénio dissolvido, temperatura e nivel de 4gua), nas seis
diferentes épocas de coleta, s#o apresentados na Tabela 3.2.

Os dados hematolégicos foram testados versus sas
varidveis ambientais consideradas, n¥o tendo sido observada
correlacio entre esses parfimetros. Contudo, foram observadas
diferengas entre os valores médios dos par8metros hematolégicos
nos diferentes meses de coleta que estBo indicados por diferentes
letras na Tabela 3.2.

Ht e [Hb] est#io correlacionados positivamente (Ht=
21,393 + 3,14 [Hb]). O mesmo é observado para VCM versus HCM
(VCM= 64,691 + 4,718 HCM). Na Figura 3.2. estio representadas
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Tabela 3.1.

JUNHO/87
P T
0 25,0
10 25,0
20 24,5
30 24,0
40 23,5
50 23,0
70 23,0
100 22,5
180 22,3
NOVEMBRO/87
P T
0 29,0
10 29,8
.20 29,8
30 29,8
50 28,2
70 28,8
100 26,4
120 26,3

Perfil de

oxigénio

dissolvido

(02 em mg/litro) e

temperatura (T em °C) em todas as situacBes de colets

(P= profundidade em centimetros).

Oz

1,0
1,2
1,2
1,2
1,0
1,0
0,8
0,6

0,5

Oz

8,9
4,9
4,5
4,1
3,1
2,5

1,5

1,3

AGOSTO/87
P T

0 31,5
10 31,5
20 31,0
30 32,0
40 32,0
50 31,5
JANEIRO/8
P T

0 29,9
10 29,8
20 29,8
50 29,9

8

25

0}

11,0
11,0
12,0
12,5
12,5
12,5

Oz

5,2
5,2
5,2
5,2

SETEMBRO/87

P T Oz
0 35,5 9,0
10 35,5 8,0
20 35,56 8,5
30 35,5 9,8
50 35,5 9,9

MARCO/88

P T Oz

0 30,0 0,3

10 30,2 0,15
20 30,5 0,1

30 30,5 0,05
50 30,5 0,05
70 30,5 0,05
80 30,5 0,01




T(°C) 0, (ppm)

29 r
~ 28 ¢ 36 12
E
< 26 "35 "'10
z
24 - 31 - 8
22 -29 - 6
20 - 27 . 4
18 28 - 2
J (meses)

Figura 3.1. Oscilac¥o do nivel de dgua ( —e), oxigénio
dissolvido a i0cm de profundidade (e——0 ) e

temperatura (o—e ), durante o periodo de coleta.
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Tabela 3.2.

Valores aédios dos pardmetros hesatoldgicos, comprisento (Lt) e peso (Wt) de M. littoralee
oxiglnio dissolvido (02), temperatura {T) e nivel de &gua {N.A.) nos diferentes meses de coleta ha
Ilha da Marchantaria, Diferentes letras indicam médias estatisticamente diferentes (P<0,03).
SE=Desvio padrdo.

JUNHO ABOSTD SETENBRO NOVENBRO JANEIRD NARGD
Rt Wedia | 38,45(a) 39,111a) 12,14(b) 13,72(c) 38,82(a) 37,16(a)
(1) SE 1,17 0,65 0,43 0,88 0,62 0,b4
N 20, 28 168 54 45 50
[Hb] Media | 12,50(b) 12,85(b) 13,74(c) 16,07(d) 12,b4{b) 11,09(a)
(gl) SE 0,45 0,30 0,14 0,29 0,23 0,36
N 17 29 168 48 b4 50
RBC  Meédia | 1,97(b) 1,90(a,b) 2,3(c,d) 2,46(d) 1,77(a) 2,25(c)
(x10%) SE 0,08 0,06 0,08 0,06 0,04 0,07
N 20 27 3 18 b1 50
VCH  Media |202,66(c) 2A2,12(c,d)  198,87(b,c)  183,95(a,b)  225,09(d) 173,84 (a)
(ue3) SE 11,18 7,83 by2b 5,64 4,70 5,85
N 20 2 3 18 b1 50
HCH  Wedia | 64,200(b,c)  69,32(c,d)  61,34(b) 87,35(c) 74,10(d) 51,61(a)
(wpg) SE 2,33 2,75 2,20 2,20 2,14 2,13
N 17 27 31 18 40 50
CHCM  Média | 32,64(b) 32,57(b) 32,90(b) 36,72(c) 32,74(b) 29,79(a)
1) SE 1,50 0,52 0,34 0,54 0,57 0,80
N 17 28 168 18 64 50
Lt Wedia |181,67 156,79 171,79 192,04 181,52 167,34
(nm) SE 3,16 3,2 1,64 1,95 1,91 1,9
N 18 29 170 50 47 50
Rt Media [100,67 69,49 85,73 115,25 113,72 105,18
{g) SE 5,81 5,13 2,20 4,28 1,27 1,40
N 19 29 170 50 67 50
0z(ppa) 1,2 11,0 9,0 4,9 5,2 0,15
T(°C) 25,0 31,5 35,5 29,8 29,8 30,2
H.A.(n) 27,84 26,13 22,23 18,13 20,79 24,72
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estas correlacdes.

0 peso e o comprimento dos individuos coletados
variaram de 68,49 a 115,258 e de 156,79 a 192,04mm
respectivamente, n8lo tendo sido detectadas correlacles destes com

os parfimetros hematolégicos da espécie estudadsa.

3.3. Fosfatos eritrocitérios

O perfil cromatografico dos fosfatos eritrocitdrios de
Hoplosternum littorale é mostrado na Figura 3.3a. Foram
detectados na espécie os seguintes principais fosfatos orgénicos:
ATP, GTP, Fe-GTP e. 2,3DPG. Na Figura 3.3b é apresentado o perfil
cromatogréfico dos fosfatos eritrocitdrios para a espécie humana,
para efeito de comparac#io. Na Tabela 3.3. s3o apresentadas as
concentracdes dos fosfatos intraeritrocitérios detectados nas
anilises cromatogréficas nos diferentes meses de coleta.

Nessa Tabela, verifica-se que os compostos fosfatados
que apresentaram maiores concentracdes for&m Fe-GTP e GTP e os de
menores concentracdes .foram ATP e 2,3DPG. A relacso ATP/GTP em
todas as coletas foi menor que 1,0, sendo o maior valor dessa
relaclo (0,920) obtido em setembro. Ainda nessa Tabela, observa-
se que a relac#o 2,3DPG/NTP foi maior no més de setembro com umsa
diminuic#sio progressiva nos meses de novembro, janeiro e marcgo.

Das relagdes feitas entre ATP, GTP, Fe-GTP e 2,3DPG com
as varidveis ambientais (oxigénio dissolvido, temperatura e nivel
de 4#gua), somente a correlacfio 2,3DPG versus temperatura foi

significativa (P<0,01) (Figura 3.4.). Na Figura 3.5. podem ser
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Figura 3.3.
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TABELA 3.3. Concentraghes dos diferentes fosfatos intrasritrocitirios,
obtidos nas andlises cromatogrdficas, expressas ea micromoles/al de
eritrocitos espacotados. As relagbes dos fosfatos com hemoglobina s
expressas em af NTP/aM Hb. A concentragio aM de hesoglobina foi
calculada dividindo-se o valor da CHCM por 4,45q% {DP6=2,3DPG).

JUNHO ~ SETEMBRO NOVEMBRO JANEIRD  MARGO

Pi | 0,803 2,35 2,168 2,730 2,350
AP | 0,418 0,370 0,431 0,366 0,457
ATP | 0,498 1,547 1,772 2,012 2,51
61 | 1,190 1,681 3,54 9,51 8,37
Fe-6TP | 0,55 4,431 3,725 4,988 10,276
PG | 0,53 1,853 1,04 1,016 1,082

NTP® | 1,688 3,228 3,286 11,573 10,937

ATP/GTP | 0,418 0,920 0,504 0,218 0,306
DPB/NTP | 0,334 0,574 0,195 0,088 0,099

pres | 2,807 9,882 10,474 17,943 25,103
ATP/PT | 0,477 0,157 0,469 0,115 0,102
BIP/PT | 0,424 0,470 0,335 0,530 0,334

DPE/PT, | 0,201 0,188 0,099 0,057 0,043

ATP/Hb | 0,09 0,303 0,311 0,408 0,554
6TP/Hb | 0,235 0,330 0,617 1,872 1,813
Fe-6TP/Hb| 0,110 0,869 0,654 0,983 2,225

DPE/Hb | 0,111 0,33 0,182 0,200 0,234

NTP* (ATP+GTP)
PT** (ADP+ATP+GTP+Fe-BTP+DPE)
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Figura 3.4. Correlac#io entre 2,3DPG e temperatura para H.
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observadas as oscilacgbes do nivel de dgua e das concentragdes de

ATP, GTP, Fe-GTP e 2,3DPG.

Apesar das razdes Fe-GTP/Hb e GTP/Hb serem altas,
nenhuma correlacdo significativa (P<0,05) foi verificada entre
estas e as varidvels ambientais estudadas. Entretante, a razfo
2,3DPG/Hb, que apresentou valores baixos, mostrou uma correlago
significativa com a temperatura (P<0,01) (Figura 3.6.). Nenhuma
correlacfo foi verificada entre os fosfatos eritrocitérios e os

seis parfmetros hematolégicos avaliados.

3.4. Equilibrio de oxigenac#io do sangue

Na Figura 3.7., 3.8., e 3.8. & mostrado o efeito Bohr
(¢) obtido no equilibrio de oxigenac#o do sangue de Hoplosternum
littora;e nas diferentes coletas. A espécie apresentou efeito
Bohr nofmal (correlacdo inversa entre pH e log Pso) em todas as
situacBes analisadas. A Tabela 3.4. apresenta os valores de ¢
(AlogPso/ApH) e log Pso em pH 7,0.

Das relacBes Cfeitas entre ¢ e as varidveis ambientais
medidas (oxigénio dissolvido, temperatura e nivel de 4gua),
observa-se correlaclio negativa entre ¢ e temperatura (P<0,05)
(Figupa 3.10.), n3oc sendo verificada nenhuma correlagfo com
oxigénio e nivel de &gusa.

Os valores de &feito Bohr do sangue também foram
avaliados versus os fosfatos eritrocitérios (ATP, GTP, Fe-GTP e
2,3DPG), onde foi obtida correlac3io significativa (P«0,05) entre

g e 2,3DPG (Figura 3.11€).
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Tabela 3.4. Valores de efeito Bohr (¢g= logPso/ pH) e log Pso para

sangue dos exemplares de H, littorale nas seis coletsas.

Efeito Bohr log Pso

(#) pH 7,0
JUNHO. -0,110 0,880
AGOSTO -0,135 0,803
SETEMBRO -0,174 0,825
NOVEMBRO . -0,150 0,856
JANEIRO -0,1587 0,886
MARCO _ -0, 160 0,849
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Além dessas correlactes, os valores de efeito Bohr
foram testados contra as raztes ATP/Hb, GTP/Hb, Fe-GTP/Hb e
2,3DPG/Hb e os seis parfimetros hematolégicos, dos quais somente ¢
x 2,3DPG/Hb apresentou correlacHo significativa (P<0,05) (Figura

3.11b).

3.5. Eletroforese em gel de amido e em gel de égar amido

Os exemplares de H. littorale analisados, num total de
243, apresentaram 5 fracdes an6dicas em gel de amido‘e 2 fracdes
anédicas em gel de &gar amido (Figura 3.12.). Nos dois sistemas
eletroforéticos, utilizou-se solugdes tampdo com pH 8,8 no gel e
nas cubas, como descrito no item 2.2.4..

As fraces II e V, numeradas do &nodo para o cétodo,
apresentarén-se mais concentradas que as fracgdes I, 1II e IV para
todos os exemplares analisados. Considerando as fragdes II e V
como &as principais, podemos admitir que houve uma fus3o das
fracdes I e 11 e das fracdes III, IV e V em gel de 4gar amido.
Nenhum fenétipo variante foi detectado nos exemplares estudados

nas 6 coletas.
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Figura 3.12. Separactes eletroforéticas das hemoglobinas de H.
littorale em gel de amido (A) e em 1l&minas de agar-
amido (B) em pH 8,6. Os nimeros 1 a 11 referem-se a

hemolisados de diferentes individuos.
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4. DISCUSSAO

4.17 Hemoglobinas: heterogeneidade eletroforética

O estudo de hemoglobinas tem revelado que quase todas
as espécies de peixes possuem hemoglobinas miltiplas (RIGGS,
1870; POWERS & EDMUNDSON, 1872; FYHN et al., 19878; GALDAMES-
PORTUS et al., 1882; ALHEIDA—VAL et al., 1985; PEREZ & RYLANDER,
1885; MONTEIRO et al., 1987; VAL et al., 1887).

Segundo RIGGS (1870), o suporte eletroforético, assim
como o0 sistema de tamp¥es utilizados, podem levar a uma variacg#o
no nimero de componentes eletroforéticos. Muitos autores utilizam
eletroforese em gel de poliascrilamida na separacdo de
hemnoglobinas de peixes (FOURIE & VAN VUREN, 1876; FYHN et al.,
1979; GARLICK et al., 1979; MARTIN et al., 1979; PEREZ, 1880;
GALDAMES-PORTUS et al., 1982; PEREZ & RYLANDER, 1985). Apesar do
grande poder de resolucsio desse suporte, VAL et al. (1887),
estudando 22 espécies de peixes amazdnicos, observaram um aumento
no nimero de componentes hemoglobinicos detectados em gel de
amido ao comparar conmn os padrdes detectados em gel de
poliacrilamida por FYHN et al. (1978) para as mesmas espécies. Em
funcdo disso, nosso grupo tem escolhido o gel de amido para a
determinacio dos padr3es eletroforéticos de hemoglobinas de
peixes (ALMEIDA-VAL et al., 1985; VAL et al., 1885; 1886; 1987;
HONTEIRO et al., 1887). A utilizac@io de eletroforeses em gel de
dgar-amido, se deve a4 facilidade nas anédlises das concentracdes

relativas dos componentes hemoglobinicos.
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Nas andlises eletroforéticas de H. 1littorale foram
ntilizados o gel de amido e o gel de dgar-amido, ambos com o
mesmo sistema de tampBes. O padr#o eletroforético obtido para
essa espécie revelou 5 fractes hemoglobinicas em gel de amido,
sem que ocorressem variacBes fenotipicas nos diferentes periodos

de coleta. Entretanto, em gel de é4gar-amido apenas 2 fracdes

foram evidentes. Sendo o gel de amido um meio de melhor
resolucio que o gel de 4gar-amido, poderiamos supor que as
fracoes secunddrias observadas em gel de amido (I, III e IV)
tenham sofrido uma fus#io com as fracSes principais (Il e V)
(Figura 3.12.). O padr#o eletroforético dessa espécie também foi
estudado por outros autores, os quais detectaram somente 2
fracdes hemoglobinicas em gel de poliacrilamida (GARLICK et al.,
1879; PEREZ, 1980; GALDAMES-PORTUS et al., 1982; PEBEZ &
RYLANDER, 1985).

KITCHEN (1974) supde gque as causas da heterogeneidade
protéica podem ser de natureza genética, devido &s diferencas na
estrutura priméria dos diferentes componentes hemoglobinicos e de
natureza epigenética causada por alterac¥es in vivo ou alteracdes
artefatuais, ligadas & obtenc#o e preparacfio das amostras. Tais
alteracdes devem-se principalmente 4 degradac8o por peptidases,
metahemoglobinizac¥o, polimerizac#o por pontes S-S
intertetr&meros, hemoglobinas assimétricas que n#o seguem o
padr3o azPz (MIED & POWERS, 1878) e a dissociac#io em dimeros ou
mondmeros (BRIEHL, 1863).
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DAFRE (1988), utilizando a eletroforese em gel de amido
para a caracterizacdo das hemoglobinas de duas espécies de
tubardes, encontrou um aumento no nimero de fracdes
hemoglobinicas nos hemolisados n¥o tratados com agentes redutores
de pontes S-S, concluindo que o aumento no nGmero de fracles
deve—sé 4 facilidade com  qQue essas hemoglobinas formanm
dissulfetos mistos com a glutationsa.

Assim, as trés fracSes secunddrias (I, III e IV) de H.
littorale, detectadas por eletroforese em gel de amido, podem né#o
ser, de fato, componentes hemoglobinicos de natureza genética e
sim epigdenética como descrito por KITCHEN (1874). Portanto,
apesar da eficiéncia da eletroforese em gel de amido na
caracterizac¥o de componentes hemoglobinicos, torna-se necessério
a anélise detalhada de fracdes secunddrias presentes nessas
eletroforeses.

Muitos autores tém constatado a presenga de padr¥es
eletroforéticos semelhantes para espécies filogeneticamente
relacionadas (FYHN et al., 1979; WILHELM Fe & REISCHL, 1981;
ALMEIDA-VAL et al., 1985; VAL et al., 1986; 1987). GALDAMES-
PORTUS et al. (1982) estudando hemoglobinas de siluriformes dsa
Amazénia, encontraram duas fracSes hemoglobinicas tanto em
Hoplosternum littorale como em Hoplosternum thoracatum, porém com
diferentes mobilidades e destacaram a existéncia de fenétipos
diferentes para as hemoglobinas de machos e fémeas de H.
. thoracatum. O padrdo eletroforético da hemoglobina de H.

thoracsatum obtido em nosso laboratério, revelou o mesmo nimero de
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fracﬁeé detectadas para H. 1littorale do presente trabalho,
observando-se diferencas fenotipicas entre essas duas espécies,
como descrito acima (dados n#o publicados).

A multiplicidade de componentes hemoglobinicos, ainda ¢
muito questionada, uma vez que os resultados experimentais
acumulados n3o s#o suficientemente definidos para explicar as
origens e implicac¢Bes funcionais das hemoglobinas mdltiplas.
Entretanto, as hip6teses avancam no sentido de que sistemas de
miltiplas hemoglobinas, com diferentes propriedades funcionais,
atuem como uma estratégia adaptativa dos peixes frente as
flutuacdes ambientsis (POWERS & EDMUNDSON, 1872; WEBER & DE
WILDE, 1975; GARLICK et al., 1978; MARTIN et al., 1879; VAL,
1886; VAL .et el., 1986; MONTEIRO et al., 1887).

Além disso, &a aclimatacdio de peixes a diferentes
temperaturas tem mostrado variacles significativas nas proporcgdes
relativas dos componentes hemoglobinicos e no nidmero de fragdes
(HOUSTON & CYR, 1974; HATTINGH, 1878; WEBER et al., 1878).

GARLICK et al,. (19?9) estudando hemoglobinas de H.
littorale detectaram duas fracSes com propriedades funcionais

diferentes, sendo uma delas com efeito Bohr reverso. Segundo
esses autores, o efeito Bohr reverso poderia minimizar o efeito
Root em condi¢¥es 4cidas, tal como durante a imers#fo, quando
ocorre acimulo do COz2. Além disso a presenga de duas hemoglobinas
diferentes moduladas diferentemente pelos fosfatos orgénicos

permite a essa espécie um controle mais amplo para enfrentar
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nudancas na disponibilidade de oxigénio durante as variacdes

sazonais. )

4.2. Hematologia

Estudos no sentido de desenvolver processos confidveis
de amostragemn e andlise do sangue de peixes tém sido
implementados. Entretanto, a definic#io de padr%es hematolégicos
normais continua sendo controversa (VAN VUREN & HAfTINGH, 1878;
SANDNES et al., 1988).

Dos par@metros hematolégicos medidos rotineirsmente, o
hematécrito tem sido o mais avaliado, gracas & pequena quantidade
de sangue necessédria para anédlise, bem como gragcas & rapidez e
facilidade. na sua determinagto, tanto no campo quanto no
laboratério.

Os valores de hematécrito, em peixes, sapresentam uma

variac#o entre 10 e 59% (revisto por COBURN Jr & FISCHER, 1873).

Muitos autores justificam esta variag#o como devida ao estresse

por captura, aos anticoagulantes, &s mudangas ambientais, a

atividade, etc. (CASILLAS & SMITH, 1977, VAL, 1983; RAMBHASKAR &
SRINIVASA-RAO, 1987; DHEER, 1988; KORCOCK et al., 1988).

{Segundo LARSSON et al. (1978), as variac¢Bes dos

valores de hematécrito dos telebésteos s#o devidas, provavelmente,

a uma adaptacﬁo fisiolégica evolutiva ao modo de vida e habitat

ecolbgico, sendo gque o0s menores valores s%o encontrados em
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espécies de movimentos lentos, hébitos sedentédrios e bentdnicos e
os maiores valores em espécies pelégicas e ativag/

Pelas médias dos valores de hemat6erito obtidas para H.
littorale (Tabela 3.2.), =a hip6tese acima ndo pode ser
generalizada, uma vez que as médias obtidas s#o relativamente
altas . para esta espécie que tem movimento 1lento e hébito
sedentério.

/ Os valores médios de RBC determinados para H. littorale
apresentaram uma variac#o entre 1,77 e 2,46 milh¥es/mm3. Tal
variac3o estd dentro dos limites encontrados para a maioria dos
peixes da Amazdnia (VAL, 1983; 1988; AMADIO, 1986; MOﬁTEIRO et
al., 1987)./

A aus@ncia de correlacdes entre os valores de RBC e as
trés varidveis ambientais medidas, sugere que algum outro fator,
tanto intrinseco gquanto extrinseco, deva estar relacionado &s
diferencas observadas nos mesmos para a espécie em questdo.

Uma vez que a capacidade do sangue em transportar
oxigénio depende da concentracdio de hemoglobina presente nos
eritr6ecitos, sua avaliacdio pode ser considerada significativa no
entendimento das relag¢des ecolégicas e fisiolégicas dos peixes.
Muitos autores tém demonstrado que as variagdes nas
concentracdes de hemoglobina de peixes podem ser influenciadas
pelos hébitos lentos ou ativos e que fatores ambientais como
disponibilidade de oxigénio, temperatura e nivel de égua, podem
também explicar as variacSes nesse parfmetro (WELLS et al., 1980;

VAL, 1983; 1986; GRAHAM et al., 1985; DAFRE, 1888).
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){Segundo LENFANT & JOHANSEN (1976) existe uma tendéncia

dos peixes de respirac#o aérea apresentarem maiores concentracdes

de hemoglobinai SIAKEPERE (1985) acredita que o alto valor da

reflete seu cardter de respirac#o aérea e alta atividade. SINGH

et al. (1878), analisando a espécie Amphipnous cuchia, supdem que
os altos valores da concentrac#io de hemoglobina (17,8 a 20,8 gX)

estfio relacionados 4 respirac8o e habitat em 4guas h Xica e

n&¥o ao seu hébito, uma vez que essa espécie é de hédbito -lento. Os

—— =

valores da concentrac¥o de Hb (11,08 a 16,07 gX%) obtidos para H.

littorale parecem confirmar a hip6tese de que peixes de

respiracfio aérea apresentam maior concentrac#io de hemoglobina.

Contudo, os dados do presente estudo n#o confirmam o que &

proposto eﬁ relac#o ao hédbito. -~
\7:::::" O sangue de peixes contem popula¢cSes heterogéneas de
eritr6citos, onde células imaturas s#o geralmente pequenas e
contém merios hemoglobina do que as células maduras (SANDNES et
al., 1988). De acordo com os dados encontrados nesse trabalho, a
correlac#o positiva entre hemoglobina e hematécrito e a auséncia
de correlac¥o entre esses dois par@metros com RBC, poderia ser
explicada pela entrada e saida d; células vermelhas dos org#os de
estoque ou ainda pela entrada de células imaturas dos org#os
eritropoiéticos na circulag#o. Supomos ainda que as mudangas
sﬁzonais estfo envolvidas nessas alteracdes.

VCHM, HCM e CHCM s#o de extrema importfincia na avaliag#o

e classificacdio morfolégica do sangue (SCOOT & ROGERS, 1881;

(

S0

concentracsio de Hb (14,56 g%) obtido para Clarias isheriensisZﬁﬁfnﬁJ



HARDING & HOGLUND, 1884). Segundo SZARKI (1970), eritrécitos
maiores teriam valor adaptativo, pois células grandes seriam mais
econfmicas para produzir-se e manter-se do que células pequenas.
Entretanto, HOLLAND (1970) demonstrou que a taxa de combinacio
Hb/Oz estd inversamente relacionada ao volume celular.

0 tamanho dos eritréc}tos circulantes tem sido
relacionado com - a atividade do animal, variac3o sazonal,
temperatura, eritrécitos imaturos em circulacio, turgescéncia da
célula, entre outros fatores (SOIVIO et al., 1974; DENTON &
YOUSEF, 1975; HARDIG & HOGLUND, 1884; GRAHAM et al., 1885; VAL,
18986).

Os valores de VCM para H. littorale est3o entre os
valores médios encontrados para a grande maioria das espécies de
peixes até agora estudada. As variacgSes observadas nos valores de
VCH n&o podem ser explicadas diretamente pelas mudancas
ambientais de oxigénio dissolvido, temperatura e nivel de &gua.
Tais variacBes devem ser uma consequéncia da quantidade de
hemoglobina por unidade de célula (HCM) (Figura 3.2b.).

Uma vez que as variacBes de VCM e HCM n#o apresentaram
correlagdes com nenhuma das varidveis ambientais medidas no

. presente trabalho, acreditamos que outros fatores, endégenocs
(maturac#o gonadal, Aesova, #j&stes metab6licos, entre outros)
e/ou exb6genos (doencas causadas por parasitas, disponibilidade de
alimento, varia¢des de outros parfimetros quimicos e fisicos da

d4gua, entre outros), influenciem as variacdes observadas.
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A CHCM, comparada aos outros parfimetros hematolégicos,
varia pouco entre os vertebrados, sendo os menores valores
encontrados nos peixes e nas lampréias e os maiores em
vertebrados superiores (WINTROBE, 1833). As médias dos valores de
CHCH obtidas para H. littorale estdo entre os valores encontrados
para outros peixes da Amazbnia (VAL, 1883; 1886; AMADIO, 1886;
MONTEIRO et al., 1887; SALVO-SOUZA, em prep.).

Apesar de nenhum dos parfimetros hematolé6gicos estudados
apresentarem correlacdes significativas (P>0,05) com as varidveis
ambientais medidas, os maiores valores médios dos par@metros
hematolégicos obtidos para essa espécie foram encontrados no més
de novembro (baixo nivel de 4gua) e os menores em marg¢o (alto
nivel de égua). As oscilacBe do nivel de 4gua determinam uma
série de interaces no ambiente aquético, que por sua vez podem
exercer considerédvel influéncia sobre a biologia dos animais
(VAL, 1983; 1886; AMADIO, 1986; MONTEIRO et &l., 1887). Entre
essas interagdes destacamos a disponibilidade de habitats, a
disponibilidade de alimentos, a predac#o, entre outros.

AMADIO (1986), estudando as espécies Semaprochilodus
insignis e Semaprochilodus taeniurus, obteve maiores valores de
Ht, [Hb] e RBC para os exemplares coletados em ag¢udes, em relac¥o
aos valores obtidos para os exemplares coletados em lagdos e rios
e supBe que tais diferencas ocorrem em funcfio da condicHo de
estresse por falta de espaco fisico. lSegundo SRIVASTAVA & SAHAI
(1887) o aumento nos valores de Ht, [Hb] e RBC para a espécie

Heteropneustes fossilis, pode ser atribuido ao estresse causado
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pelo aumento da densidade populacional. Assim, acreditamos que o
confinamento em lagos muito rasos e com grandes quantidades de
peixes durante o més de novembro, provavelmente 1levaram os
individuos da espécie H. littorale a um maior estresse, tanto
fisiolégico como comportamental e, c¢om isso, a uma maior
necessidade de transporte de oxigénio para os tecidos.

No més de marco, .todos os espécimens foram capturados
em dguas com alta concentracso de gds sulfidrico (HzS). Segundo
SANTOS (1878) os lagos de vArzea durante a cheia apresentam &gua
pobre em oxigénio e rica em Hz25, o que pode causar a morte de um
grande ndimero de animais. /Esse gas, quando em grandes
concentragdes, ¢€é altamente to6xico pois ao combinar-se com a
hemoglobina torna-a inativa do ponto de vista respiratério
(LONGWELL & PENTELOW, 1835; JONES, 1868). KULAKEKATTOLICKAL &
KRAMER (1988) sugeriram que a respirac¥o aérea em Clarias
macrocephalus ﬁumenta a resisténcia a agentes téxicos pela
diminuic3o da taxa de ventilac3o branquial, diminuindo, assim, o
fluxo de subst8ncias téxicas sobre o epitélio branquial que é o
principal local de absorc#io. Portanto, podemos supor que a
sobrevivéncia de H. littorale nesse local deve-se, provavelmente,
a ﬁfilizacﬁo da respiracio aérea. Pelos reéultados obtidos com os
parémetros hematolégicos (Tabela 3.2.) durante essa colets,
pudemos supor ainda que o H=2S absorvido, mesmo em pequenss
quantidades, pode levar os individuos dessa espécie a uma anenmis,
uma vez que todos os parfimetros hematol6gicos, com excess#o de

RBC, apresentaram valores muito baixos. Segundo HARDIG & HOGLUND
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(1884), a diminuic#o do Ht e da concentracio de Hb, que s#o
negativamente correlacionadas com RBC imaturas, provavelmente
atuem como “gatilho” da eritropoiese durante a variac#o sazonal
emn Salmo salar. Portanto, supomos que o aumento de RBC e a
diminuic#o dos demais parfmetros hematolégicos em H. littorale
representem o0 aumento de RBC imaturas. Assim, além da respiracio
aérea, o aumento de RBC pode ser uma estratégia adaptativa
importante no transporte de oxigénio para a espécie frente as
altas concentracdes de H=S.

As variacgdes nos parémetros hematolégicos de H.
littorale podem ser o reflexo de um conjunto de interagdes entre
nudancas ambientais sazonais, comportamento, e mecanismos

fisiol6gicos endégenos que s#o temporariamente coordenados.

4.3. Fosfatos eritrocitérios

Os fosfatos orgénicos presentes nas células vermelhas
dos vertebrados foram descritos bem antes de se conhecer o seu
significado funcional (RAPOPORT & GUEST, 1941). Somente a partir
dos estudos realizados por BENESCH & BENESCH (1967) e CHANUTIN &
CURNISH (1967), com células vermelhas de mamiferos, ficou
‘estabelecida a funcfio moduladora dos fosfatos sobre a afinidade
da hemoglobina com o oxigénio.

Atualmente, ¢ possivel definir, tanto em termos
qualitativos quanto quantitativos, os tipos de fosfatos

predominantes em muitos vertebrados. Em mamiferos, o composto
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fosfatado caracteristico é o 2,3DPG (difosfoglicerato), com
excecdo de gatos e alguns ruminantes, onde, em funcfo da
ocorréncia de baixas concentracSes, n#o apresenta um efeito
importante na regulaclio do transporte de oxigénio (BARTLETT,
1970). A sintese de 2,3DPG é estimulada em condigSes hipéxicas,
quando este composto se liga & desoxihemoglobina circulante, o
que resulta na diminuic#o de sua afinidade com o oxig&nio. Apesar
de bem estabelecida a sua funcfio no homem, ainda n#o foi
determinado se a presen¢a desse composto em outros vertebrados

tem algum significado funcional (BARTLETT, 1976a; BARTLETT &

BORGESE, 1978).

|
Varios tipos de fosfatos tem sido detectados nas

células vermelhas de aves, tais como o 2,3DPG, que apresenta-se
em altas concentracSes no final do desenvolvimento embriondrio,
desaparecendo no periodo recém-nato; o IPs (inositol
pentafosfato), que também estéd presente nas células vermelhas de
embrides de aves, alcancando niveis relativamente altos nos
adultos, sendo o composto responsével pela modulaciio da afinidade
da hemoglobina com oxigénio; o ATP que apresenta variacgdes
quantitativas desde o desenvolvimento embriondrio até a forma
adulta e outros compostos como IP3 (inositol trifosfato), IPa
(inositol tetrafosfato) e 1IPs (inositol hexafosfato) que se
apresentam em concentraces muito baixas, cerca de 5X do tétal de
IPs. Apesar da grande maioria das aves apresentarem esse quadro,
algumas excec¢Bes foram verificadas por ISAACKS et al. (1877b) em

Struthio camelus, onde a concentrac#o de IP« foi duas vezes maior
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que a de IPs, e por BARTLETT (1882a) em embriBes de aves n3o
voadoras, Dromaius novaehollandiae e Pterocnemia pennata, onde h4
auséncia de 2,3DPG nas células vermelhas.

BARTLETT (1876a), analisando células vermelhas de
algumas espécies de répteis, detectou a presenca de 2,3DPG e IPs
somente em tartarugas. Diferente das aves, a concentrac#o de
2,3DPG mantém-se elevada em tartarugas recém-natas, diminuindo
gradualmente no primeiro ano apés o nascimento. Quanto ao IPs,
estd ausente no embri%o, aparecendo uma pequena quantidade
durante o periodo recém-nato e atingindo concentracoc méixima em
um ano, nivel em que é mantido. Apesar de estar sempre em altas
concentragles, o ATP apresenta grandes variacdes durante o
desenvolvimento dos répteis. BARTLETT (1876a) estudou, ainda,
alguns anfibios e detectou a presenca de 2,3DPG e ATP em altas
concentracles nos estédgios branquial e pulmonar. e nenhuma das
espécies examinadas apresentou uma quantidade considerével de
IPs.

Em peixes, a distribuicsio e a funcfio dos fosfatos
orgdnicos intraeritrocitidrios s#o menos estudadas que em animais
superiores. Apesar da descoberta inicial de que o ATP possui acdo
no controle da afinidade da hemoglobina com o oxigénio em peixes
(GILLEN & RIGGS, 1971; WOOD &  JOHANSEN, 1872), .estudos
posteriores feitos com um maior nimero de espécies mostraram a
presenca de outro importante fosfato eritrocitério: o GTP, que
foi encontrado, em predominfincia, em Anguilla rostrata (GEOGHEGAN

& POLUHOWICH, 1874) e Tilapia grahami (LYKKEBOE et al., 1875).

56



Além dessas espécies, vArios autores encontraram GTP em maior
concentragc#o que .ATP nos eritrécitos de peixes da Amazdnia
(BARTLETT, 1878c; ISAACKS et al., 19878a; VAL et al., 1984; 1985;
no prelo; VAL, 1886; MONTEIRO et al., 1987). Outros tipos de
fosfatos tém sido detectados em peixes como: IPs em Arapaima
gigas, IPz em Lepidosiren paradoxa e 2,3DPG em Pterygoplichthys
sp e Ciclasoma .cyanoguttatum (GILLEN & RIGGS, 1871; ISAACKS et
al., 1877a; 1878ab; BARTLETT, 1978ab).

Evolutivamente, a presenca de 2,3DPG e IPs nas células
vermelhas de diferentes vertebrados ainda n3%o tem nenhuma
explicacfio significativa. BARTLETT (1982b) postula a hipétese de
que a evolugcdo do 2,3DPG tenha ocorrido por uma simples mutagfo
no ancestral de lampréias e gque estas evoluiram a anfibios, onde
esse composto foi mantido através do processo evolutivo. A
presenca de 2,3DPG em répteis e mamiferos pode, ent#o, ser
explicada pela existéncia de um ancestral comum entre esses
grupos e os anfibiog; tendo o composto desaparecido apenas em
crocodilos e lagartos. Nesse trabalho, o autor sugere ainda que
os "hagfish” tenham dado origem aos peixes verdadeiros.

Entretanto, como pode sei verificado na Tabelsa 4.1;, o
2,3DPG também est4d presente nos eritrécitos de Cichlasoma
cyanoguttatun (Perciformes), Pterygdpiichthys sp e Hoplosternunm
littorale (Siluriformes). Assim, a hip6tese acima, aparentemente,

ndo ¢ verdadeira e se seguirmos essa 1linha de raciocinio, as
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Tabela 4.1. Fosfatos intraeritrocitérios em vertebrados.

Espécies 2,30P6 AP 6TP Fe-BTP 1Py IPs IPy 1P, Refs.
Maniferos
Hoao sapiens + + + + - - - - a
Ratus ratus + + + - - - - b
Coelhus coelhus + + ' - - - - - N
Felix catus + + + - - - - - a
Aves
Coluaba livia {A) + + + - - - - - ]
Coluaba livia (B) - + + - - - + - a
Larus occidentalis (A) + + + - - + + - 2
Larus occidentalis (B) - + + - - - 4 - 2
Struthio caseius (A) + + + - - - + - N
Struthio caseius (B) - + + - - + + - a
Droaaius novaehollandiae (4) - + + - - - + - ¢
Drosaius novaehollandiae (B} - + + - - + + - ¢
Pterocneaia pennata (A) - + + - - - + - ¢
Pterocnesia pennata (B) - + + - - + + - c
Ballus dosesticus (R) + + - - - - + - d
Ballus dosesticus (B) - + + - - + + - d
finas doaesticus (A) + + - - - - + - d
Anas dosesticus (B) - + + - - + + - d
Répteis
Lepidochelys olivacea (C) + + - - - - - - ]
Lepidochelys olivacea (B) - + + - - - - + a
Chelydra serpentina (A) + + + - - - - - a
Chelydra serpentina (B) - + + - - - - + a
Pseudeais scripta (C) + + + - - - - - a
Pseudeais scripta (B) + 3 + - - - - 3 a
Iguana iguana (A) - + + . - - - - - 2
Iguana iguana (B) - + + ¥ - - - + 3
Elaphe obsoleta - + + + - - - + a
Boa constrictor - + + + - - - + a
Aligator mississipiensis (A) + + + - - - - - a
Aligator aississipiensis (B) - + + - - - - - a
Crocodylus niloticus - + - - - - - - a
Crocodylus soreletii - + - - - - - - a
Chelonia aydas {A) + + - - - - - - e
Chelonia aydas (B) - + + - - - + - e



Tabela 4.1. Continuagto

Espécies
Anfibios

Rana catesbiana (D)
Rana catesbiana (E)
Ambistoma tigrinua (D)
Ambistoma tigrinum (E)

Peixes

Myxiniforees

Eptatretus stoutii
Entosphenus tridentatus
Squaliformes

Squalus acanthias
Squalus acanthias
Narcacion nobiliana
Mustelus canis
Chiaaeriforaes
Hydrolagus colhei

Dipnoi

Lepidosiren paradoxa
Protapterus aethiopicus
fnguiliformes

Anguilla rostrata
Gyanothroax mordax
stenglossiforses
Arapaisa gigas
Osteoglossum bicirrhosua
Clupeiforaes

Engraulis sordax
Salanniformes
Oncorhynchus nerka
Characiforees

Mylossoma duriventris
Prochilodus nigricans
Semaprochilodus taeniurus
Semaprochilodus insignis
Colossoma macroposum
Siluriforees
Pterygoplichthys sp
Pterygoplichthys sultiradiatus
Hoplosternua littorale
Bymnotiforses
Synbranchus sarmoratus
Perciformes

Scomber japonicus
Katsuwonus pelamis
Cichlasoma cyanoguttatua
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Tabela 4.1. Continuac¥o

A- Embri¥o
B- Adulto

C- Recém-nato

D- Estdgio de desenvolvimento

E- Estégio de desenvolvimento

Referéncias

a) Bartlett (1878c)
c) Bartlett (1982a)
e) Bartlett (1876a)

£) Bartlett (1882d)

i) Borgese & Nagel (1978)

k) Bartlett (1979)

m) Isaacks et al, (1977a)

o) Monteiro et al. (1987)

q) Val et al. (1886)

s) Isaacks et al. (1878b)

u) presente estudo

aquéitico

terrestre

b)
d>
£)
h)
3D
1
n)
p)
r)
t)

v)
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Bartlett (1976b)

Bartlett & Borgese (1878)
Bartlett (1982¢)

Bartlett (1878d)

Bartlett (1978b)

Bartlett (1880)

Bartlett (1878a)

Val et al (em prep.)

Val (1986)

Val et al. (no prelo)

Gillen & Riggs (1871)



lampréias teriam dado origem s8os peixes verdadeiros e n#o os
"hagfish”". A presenca de 2,3DPG nessas trés espécies pode ser
vantajosa ao animal e, em func8io disso, as informacdes genéticas
relativas & sua produc#o podem ter se fixado, o que provavelmente
ndo aconteceu nas demais espécies, onde as mesmas podem ter
desaparecido.

Quanto & presenﬁa de IPs nos vertebrados, BARTLETT
(1878a) sugere que esse composto, provavelmente, ocorreu primeiro
em grandes concentracdes nas células vermelhas de um ancestral
dos répteis, os quais posteriormente divergiram para aves e
tartarugas. Segundo BARTLETT (1880), a presenca de 2,3DPG e IPs
nesses vertebrados suportam a hipétese de que as .aves estéio mais
intimamente relacionadas as tartsarugas 'do que a outros répteis, e
que a presenca de IPs em baixas concentracdes nas células
vermelhas de tartarugas sugerem que esse composto n#o desempenhe
func#o modulatéria da afinidade da hemoglobina com o oxigé&nio. A
alta concentrac8io de IPs nos eritrécitos de Arapaima gigas
detectada por ISAACKS et al. (1877a) e BARTLETT (1878a), levaram
os autores a sugerir que a presenca desse composto em peixes, do
ponto de vista evolutivo, parece ser um fato isolado, uma vez que
n#o esté presénté em nenﬁum outro teleésteo estudaﬁo, inclusive
Osteoglossum bicirrhosum que como A. gigas, pertence & familia
Osteoglossidae.

BARTLETT (1882a) acredita que a alta concentrac#io de
2,3DPG e IPs nas células vermelhas de alguns vertebrados pode ser

0o resultado de alteracBes metab6licas relacionadas & producdo
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desses compostos, as quais foram mantidas durante a evoluc#o
devido 4as vantagens dos mesmos na regulacso do transporte de
oxigénio.

Varios autores tentam verificar se as variacdes nas
concentragdes dos fosfatos eritrocitérios conferem algum valor
adaptativo aos peixes. ISAACKS et al. (1878a) questionam a
possibilidade de . que somente 1IPs exerca a func#o moduladora na
diminuic#o da afinidade Hb-02 em A, gigas, e supdem que IPs em
combina¢do com GTP possa regular a func#io da hemoglobina. VAL et
al. (1989) encontraram, para essa espécie, uma relac3o direta
entre a concentracéio de IPs e o comprimento do animal e acreditam
que a presengca desse composto deve refletir uma estratégia
adaptativa do animal, podendo estar relacionado com suas
caracteristicas bioquimicas de respiracfio aérea obrigatéria e
rapido crescimento.

Da mesma forma, a funcfio do 2,3DPG detectado em
Cichlasoma cyanoguttatum e Pterygoplichthys sp ainda n#o estéd bem
estabelecida. GILLEN & RIGGS (1971) suplem que a concentragdo de
2,3DPG (0,18 uM/ml de RBC) presente nos eritrécitos de C.
cianoguttatum n#o seja suficiente para modular a afinidade da
Hemoglobina com o :02 nessa espécie. ISAACKS et al. (1978b)
sugerem que a alta concentracfio de 2,3DPG (1,9 uM/ml de RBC) nos
eritrécitos de Pterygoplichthys sp apresente um papel funcional
na modulac#o da afinidade Hb-0z2. VAL et al. (no prelo),

entretanto, n3o detectaram 2,3DPG em Pterygoplichthys
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multiradiatus e questionam a presenca desse composto em
Pterygoplichthys sp.

Varios autores tém encontrado um efeito modulador do
ATP e do GTP na afinidade Hb-0z de todas as espécies de peixes
estudadas (KALOUSTIAN & POLUHOWICH, 1976; VAL et al., 1984; 1985;
no prelo; MONTEIRO et al., 1887). BARTLETT (1980) afirma que a
diminui¢3o ou o aumento na concentrac8o de GTP e/ou ATP em peixes
n#&o apresenta, aparentemente, uma relacdio com a posigdo
taxondmica, hédbito e habitat da espécie, e que tais variagles
podem ser decorrentes do estado fisioclé6gico do animal como uma
resposta 4s modificac®es ambientais.

MONTEIRO et al. (1987) supSem que tanto o ATP quanto o
GTP sejam importantes moduladores da afinidade da Hb-02 em
Mylossoma duriventris, uma vez que as variagBes de suas
concentracgdes intraeritrocitérias estéo relacionadas as
variagSes sazonais na concentragfdo do oxigénio e no nivel da
d4gua. O mesmo foi verificado nos eritrécitos de Colossoma
macropomum e Prochilodus higricans (VAL, 1988; VAL et al., enm
prep.).

WEBER et al. (18789) mostraram que a concentracfio de ATP
diminui menos que a concentracdo de GTP .quando as espécies
Hypostomus sp e Pterygoplichthys sp s3ic aclimatadas a condigdes
hipéxicas e sugeriram que as modificacSes na afinidade Hb-02
podem ser influenciadas primeiramente pelo GTP. Tal suposicio
também é consubstanciada por VAL et al. (no prelo) trabalhando

com Pterygoplichthys multiradiatus,
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Em alguns peixes, a afinidade Hb-0Oz aumenta durante a
aclimatac@io a altas temperaturas. GREANEY & POWERS (1877)
verificaram que a relacdio ATP/Hb em Fundulus heteroclitus diminui
com o aumento da temperatura e que tal relac#o é independente da
disponibilidade de oxigénio. Entretanto, os mesmos autores,
simulando condi¢des  naturais para  Fundulus heteroclitus,
sugeriram que o aumento de temperatura provavelmente diminui o
oxigénio dissolvido para niveis que levam & hip6xia e que ambos
atuam no controle dos fosfatos eritrocitédrios. ALBERS et al.
(1883) observaranm que, durante a aclimatacdio em altas
temperaturas, a diminuic3#o do ATP é um dos fatores que
possivelmente contribui para o aumento da afinidade Hb-0z em
Cyprinus carpio.

De acordo com os resultados obtidos para H. littorale,
existe uma correlacdo significativa (P<0,01) entre a temperatura
da 4gua e as concentracdes de 2,3DPG..Ao contrdrio dos exemplos
citados acima, o aumento de temperatura parece ter estimulado o
aumento na concentracdo de 2,3DPG. Aparentemente, a concentracao
de oxigénio dissolvido na Agua n#o apresenta nenhuma relagfo com
o aumento de 2,3DPG nessa espécie. Fisiologicamente, um aumento
na temperatura estd associado a um aumento na taxa metabédlica
que por sua vez aumenta o consumc de oxigénio. WOOD (18980)
mostrou que o 2,3DPG reduz a sensibilidade & temperatura na
ligacdo Hb-0=z. Segundo JOHANSEN et al. (1978a), peixes de
respiracdo bimodal, quando obrigados & respirac8o aérea, aumentam

a concentrac#o dos fosfatos orgfnicos e, consequentemente,
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diminuem a afinidade Hb-0Oz. Nossos resultados mostram, também,
que a relacdo 2,3DPG/Hb, variando de 0,111 a 0,363, apresentou
uma correlac#o significativa (P<0,01) com a temperatura da &gua.
Em func8o do exposto, bem como dos resultados encontrados por
GILLEN & RIGGS (1871) para C. cyanoguttatum e por ISAACKS et al.
(1877a) para Pterygoplichthys sp, supomos que o 2,3DPG em H.
littorale, pode. ter um importante efeito na modulacso da
afinidade Hb-0z.

Além do 2,3DPG, outros fosfatos foram detectados nos
eritrécitos de H, littorale, como o ATP, o GTP e o Fe-GTP, que
apresentaram variacSes quantitativas. JOHANSEN et al. (1878a)
submeteram alguns exemplares de H. littorale & respirac¢#o aérea e
outros & respirac8o aqudtica e, em ambas as situactes, a relacédo
ATP/GTP foi menor que um. No presente trabalho as relag¢des
ATP/GTP foram menor que um nas 5 coletas realizadas, independente
do tipo de respirac3io utilizada pelo animal.

0O Fe-GTP esteve sempre em maior concentrac3do nos
eritrécitos de H. littorale. Este composto foli descrito
primeiramente em reticulécitos de rato por BARTLETT (1876b).
Ainda n#o é conhecida a sua funcdo nos eritrécitos.mas, em
virtude das :grandes variacdes na concentragéo de Fe-GTP
encontradas ém peixes, tem sido sugerido por algﬁns autores a
necessidade de se investigar o seu papel fisiolégico (VAL, 1986;
MONTEIRO et al., 1987; VAL et al., no prelo).

Apesar de ATP, GTP e Fe-GTP n#o mostrarem nenhuma

relac8io significativa (P>0,05) com as tré&s varidveis ambientais
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medidas no presente trabalho, o aumento na concentracio desses
fosfatos coincide com o aumento no nivel de A&gua (Figura 3.5.).
Segundo aldguns autores, as oscila¢Bes no nivel de &gua determinam
uma série de modificac¢des no ambiente aquético, que por sua vez
podem ter considerdvel influéncia sobre a biologia dos animais
(VAL, 1983; 1886; AMADIO, 1986; MONTEIRO et al., 1887). Assim,
acreditamos que _as variacdes nas concentracdes desses fosfatos
sejam uma resposta adaptativa do animal a algum fator decorrente
das oscilacBes do nivel de 4gua.

Alguns trabalhos té&m mostrado correlacles positivas
entre a concentracdo dos fosfatos eritrécitdrios e os parfmetros
hematolégicos (POWERS, 1974; GREANEY & POWERS, 1877; 1978; Val,
1983). Em Hoplosternum 1littorale, tais relacdes ndo foram

significativas (P>0,05).

4.3. Equilibrio de oxigenac#o do sangue

O efeito do pH sobre a afinidade Hb-0=2, denominado
efeito Bohr, é uma das propriedades funcionais de grande
interesse bioquimico e fisiolégico. Esse efeito n#o somente
facilita o transporte de oxigénio para os tecidos como também
aumenta a capacidade das células vermelhas em retirar o Oz dos
pulmdes.

Em peixes, a maioria das hemoglobinas possui efeito

Bohr. O estudo desse efeito ¢& de grande import8ncia no
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entendimento do hébito e habitat dos peixes (WOOD & JOHANSEN,
1872; POWERS, 1874; GREANEY & POWERS, 1878).

Segundo RIGGS (1871), um amplo efeito Bohr & altamente
vantajoso para o animal, uma vez que facilita tanto a tomada de
oxigénio em nivel branquial quanto sua 1liberacfic em nivel
tissular. BLACK (1858) sugeriu que, enbofa um amplo efeito Bohr
seja benéfico durante a 1liberacfio de oxigénio aos tecidos, pode
haver uma certa dificuldade na captacso de oxigénio préximo as
brénquias quando o pH for muito baixo, como por exemplo apés
exercicios violentos, onde o aumento de Acido lédtico pode levar o
peixe & morte.

A auséncia de efeito Bohr detectada nas hemoglobinas de
alguns peixes pode estar relacionada & hiperatividade, o que pode
permitir a manutenc8io da natac8o durante a acidose transiente
nessas espécies (POWERS & [EDMUNDSON, 1972; BRUNORI, 1975).
ALMEIDA-VAL et al. (1985) estudou sete espécies de peixes da
familia Anostomidae e mostrou que as propriedades funcionais do
sangue destas tém em comum um baixo ou nenhum efeito Bohr, o gue
pode servir como uma estratégia adaptativa durante sua migracéo.

JOHANSEN et al. (1978a) estudando peixes da Amazdnia
mostraram que a afinidade do sangue com o oxigénio em peixes de
respirac&o’aérea era baixa e que a capacidade de transporte de
oxigénio, contelido de fosfatos orgénicos e efeito Bohr eram todos
altos. Entretanto, POWERS et al. (1879) fizeram um estudo
comparativo com o sangue de 45 espécies de peixes da Amazdnia e

ndo encontraram nenhuma diferenca quanto & afinidade do sangue
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com o oxigénio entre os peixes de respirac#o aérea e aquitica. As
principais diferencas encontradas pelos autores foram
relacionadas ao tipo de habitat dos peixes, onde peixes que
habitam zonas de corrente rapida tendem a possuir baixa afinidade
do sangue ao oxigénio comparadas a peixes de zonas lénticas. Ao
contrédrio, VAL et al. (1985) mostraram que Hypostomus regani de
ambiente 16tico -apresenta uma maior afinidade quando comparad;
com individuos de ambiente lé&ntico, sendo que os autores chamam a
atencfio de que comparacles entre ambientes n#o devem ser feitas
sem medidas dos parfimetros ambientais como o pH, COz, conteddo de
Oz, entre outros.

Varios autores demonstraram que sangue de espécies de
peixes de ambientes pouco oxigenados possui maior afinidade com o
oxigénio em relac#o aquelas de ambientes bem oxigenados (JOHANSEN
et al., 1878ab; POWERS et al., 1878; VAL et al., 1885). VAL et
al. (1986) comparando os vglores de efeito Bohr obtidos para as
espécies Semaprochilodus ta7 iurus e Semaprochilodus insignis com

os valores encontrados pelas espécies estudadas por ALMEIDA-VAL

et al. (198%5), sugeriram quye os valores superiores para as duas
espécies deve-se, provavelmente, & baixa oxigenacio das 4guas

amazdnicas.

1

BARCROFT & RING (1909) foram os primeiros a

demonstrarem que um aumento na temperatura diminui a afinidade da

Hb-Oz. A temperatura atinge um ampla variedade de fendmenos

bioquimicos que podem influir\ direta ou indiretamente nos

)
equilibrios de oxigenac3o, ékindo\ sobre a fluidez das membranas
\

2 ) -
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dos eritrécitos, sobre o pH do sangue, sobre os fosfatos
orgénicos, sobre os coeficientes de atividade de um grande nimero
de componentes intra e extracelulares, etc.. POWERS et al. (1979)
acreditam que o efeito da temperatura sobre a afinidade Hb-0=z
pode estar relacionado com o efeito de outros parfimetros de
ligac8o (por exemplo, fosfatos orgfnicos e pH). e

JOHANSEN & LENFANT (1972) estudando duif//gspééies de
peixes de respiraco aérea encontraranm uma‘E§ioffzermodependéncia
na ligac%o do sangue ao oxigénio da espécie que vive em ambiente
com variagdc de temperatura em relacfio & espécie que vive em
ambiente termicamente estével.

A regifo amazdnica apresenta uma temperatura anual
relativamente estdvel e, de acordo com a hipStese de JOHANSEN &
LENFANT (1872), os peixes da regisio amazdnica devem apresentar
sangue com sensibilidade & temperatura. Assim, PEREZ (1880)
encontrou uma diminuic3io na afinidade do sangue com o oxigénio
quando elevou a temperatura de 20 a 40°C na espécie Hoplosternum
littorale.

Os valores de ¢ obtidos para H. littorale no presente
trabalho apresentam uma correlacsio positiva com a temperatura
(P<0,05), confirmando assim, os resultados de PEREZ (1880).
Entretanto, VAL (1886) analisando o sangue da espécie Colossoma
macropomum encontrou uma relacsio negativa entre os valores de g e
a temperatura, e acredita que uma relac¥o desse tipo n#o

comprometeria a tomada de oxigénio em nivel branquial para essa

espécie, Uma possivel explicac8o para as diferengas nos
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resultados obtidos entre as duas espécies deve-se, provavelmente,
ao tipo de adaptacdo morfolégica utilizada por cada uma das
espécies%/A espécie Colossoma macropomum em condigdes hipéxicas,
desenvolve lédbios que facilitam a passagem de &gua do primeiro
filme da coluna, mais oxigenada, através das brﬁnquias./’Por sua
vez, H. littorale utiliza-se da respirac#o aérea por meio de seu
intestino altamente vascularizado, sendo portanto, indgpendente
da captagcsio de oxigénio pelas brinquias (BRAUM & JUNK, 1982).41
Assim, o aumento de g em temperaturas mais altas parece ser uma
vantagem adaptativa importante na 1liberac3io de oxigénio para os
tecidos nessa espécie, que vive em d4reas muito quentes,
enfrentando além das vériacﬁes anuails, principalmente durante a
seca quando fazem migracSes sobre a terra, notdveis variacdes de
temperatura diurna e noturna.

Védrios trabalhos tém demonstrado que as variacdes do
efeito Bohr de peixes s3o diretamente influenciadas pelas
concentracdes dos fosfatos orgflinicos (WEBER et al., 1979; VAL,
1986; MONTEIRO et al., 1887).

POWERS et al. (1979) estudando peixes da Ama=z8nisa,
encontraram diferencas significativas na sensibilidade térmica do
equilibrio de oxigenac#sio do sangue e hemoglobina e sugerem que
‘essas sensibilidades dependem das diferéncas no pH intracelular,
niveis e tipos de fosf;tos orgénicos e outros fendmenos de unido
de ligantes e n¥3o da selegcdo de hemoglobinas per se.

Segundo BENESCH et al. (1868), o efeito do 2,3DPG na

diminuic¢3o da afinidade Hb-O=z ¢é menor em temperaturas maiores
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sendo que o composto, segundo aqueles autores, n3do exerce
qualquer influé&ncia sobre o efeito Bohr. Entretanto, DUHM (1876)
mostrou que o 2,3DPG altera n#o apenas a afinidade com o
oxigénio, mas também o efeito Bohr do sangue.

As relaces 2,3DPG:Hb/g e 2,3DPG/¢ obtidas para H.
littorale mostram que o aumento de 2,3DPG estd relacionado ao
aumento de ¢ o que proporciona a diminuic3do da afinidade Hb-0=z em
temperaturas mais altas. PEREZ (1980) demonstrou que a
temperatura praticamente ndo afeta a afinidade com o oxigénio das
Hbli e HbZ2 de H. 1littorale. Pelas variacdes dos resultados
obtidos com sangue dessa espécie no presente trabalho, podemos
supor que, apesar das hemoglobinas de H. 1littorale serenm
insensiveis & temperatura como descrito por PEREZ (1880), a
temperatura pode causar efeitos indiretos nessa espécie, como o
aumento da taxa metab6lica, resultando em uma hipoxemia e com
isso num aumento da concentracsioc do 2,3DPG que consequentemente
altera o efeito Bohr do sangue.

Muitos autores tém demonstrado que as variagfes nos
valores de ¢ estdo relacionadas com a disponibilidade de oxigénio
(WOOD & JOHANSEN, 1973; VAL, 1983; 1986). Entretanto, os valores
de ¢ obtidos para H. 1littorale n#o mostraram nenhuma relag8o
significativa com as variacSes de oxigénio dissolvido.

WEBER et al. (1878) aclimataram uma espécie de
respiracdo bimodal, Synbranchus marmoratus, em condig¢des
hip6éxicas e norméxicas e n#o verificaram nenhuma diferenca na

afinidade do sangue com o oxigénio e também nenhuma mudang¢a nas

71




concentracSes dos fosfatos eritrocitdrios. Os autores acreditam
que tal fato deve-se & alta eficiéncia das brfnquias dessa
espécie nas trocas gasosas aéreas, e que as baixas concentracdes
dos fosfatos nessa espécie, quando em condig¢les hip6xicas, estdo
adaptadas ao transporte interno de oxigénio.

Segundo CARTER & BEADLE (1931), a superficie
respiratéria intestinal utilizada como orgdo sacessério de
respiracso aérea em H. littorale, & aproximadamente a metade da
superficie branquial de muitos peixes. Portanto, o emprego da
hipldtese acima n#o seria védlido para essa espécie.

A proposta mais provédvel =seria a de gque H. littorale
fosse um peixe de respirac#io aérea obrigatéria. Entretanto, os
experimentos tém comprovado que essa espécie € de respiraciio
aérea facultativa (JOHANSEN et al., 1878a; PEREZ, 1980; obs.
pess.). PEREZ (1880) submeteu H. littorale & respirac#o bimodal,
aérea e aquédtica e comparou os parfmetros hematoldégicos e
afinidade Hb-Oz dos individuos expostos & respirac8io bimodal com
os resultados daqueles submetidos & respirac8o aérea e aquética.
N&o houve diferenca significativa entre os resultados de
respiracsio bimodal e respiracdo aérea; entretanto, os de
respiragcdo aquédtica apresentaram diferencas significativas. O
autor concluiu que, apesar dessa espécie n#o ter perdido sua
capacidade de utilizar o oxigénio da 4gua, estd bem adaptada &
respirac8io exclusivamente aérea, portanto, sendo o tipo normal de

respiractio utilizada pela espécie.
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/bsiexperimentos que realizamos para verificar o tipo de
respirac8o de H. 1littorale, revelaram que os individuos dessa
espécie s#Ho capazes de viver exclusivamente d4s custas da
respirac#o aquépiga, quando impedidos de 1ir & superficie em
ambiente noméxico/ Esses resultados foram confirmados através do'
monitoramento da concentracdio de Oz, quando exemplares dessa
espécie eram mantidos em aﬁbiente fechado. Contudo, no estudo
sazonal de H. littorale, os parfmetros analisados (hematologia-
série vermelha, fosfatos eritrocitérios e efeito Bohr) ndo
apresentaram qualquer correlacsio com as variagOes de oxigénio
dissolvido, indicando que essa espécie, em seu ambiente natural,
parece usar, preferencialmente, a respiracdo aérea,
independentemente das variagles da concentracdio de oxigénio
dissolvido na 4gua, como proposto por PEREZ (1880). Entretanto,
estudos de aclimatacsio a diferentes concentracdes de oxigénio
devem ser realizados.

As oscilagBes do nivel de 4gua determinam uma série de
modificacdes nos ecossistemas amazdnicos, sob os mais distintos
aspectos, sendo que eR algumas situacdes, resultados
aparentemente contraditérios como, por exemplo, o aumento da
températura e da concentraciio de oxigénio no més de setembro
(Tabela 3.1.), s@o observados. IBANEZ (em prep.) estudando a
producdo priméria na regifio da ilha da Marchantaris discute as
causas que determinam situacdes desse tipo. Alguns autores tém
demonstrado que as variacPes dos valores de efeito Bohr em

conjunto com as variagtes dos parfimetros hematolégicos, fosfatos
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eritrocitdrios, hemoglobinas e adaptacﬁe§ morfolégicas poden
representar uma estratégia adaptativa importante ao peixe em
resposta 48 oscilagSes do nivel de dgua (VAL, 1886; MONTEIRO et
al., 1887). As varia¢cSes nos valores de ¢ de H. 1littorale n#o
Japresentaram correlaclio significativa com as oscilacBes do nivel
de égua. Entretanto, acreditamos éué a résposta a essas
oscilagcdes pode- ser o resultado de mudancas morfolédgicas,
fisiolégicas e/ou bioquimicas que atuando em conjunto, podem
manter a homeostase respiratéria frente &s modificagles do

ambiente.

4.5. Conclusdes
a) Os parfmetros hematolégicos da série vermelha de H. littorale
apresentam variagcdes sazonais que n#o estdo relacionadas as

oscilacles de temperatura, oxigénio dissolvido e nivel de Agua.

b) Foi detectada a presenca de um composto intraeritrocitario
raroc entre os peixes, o 2,3DPG, cujas concentracles estéo

relacionadas com as variagdes da temperatura ambiental.

¢c) O efeito Bohr de sangue de H. littorale estéd relacionado com a

concentrac8o intraeritrocitéria de 2,3DPG.

d) A afinidade do sangue com o oxigénio em H. littorasle é afetada

pela variac#o sazonal da temperatura da regifo amazdnics.
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e) H. littorale n#éo é uma espécie polimérfica em relacdo as suas
hemoglobinas, apresentando, em todas as coletas realizadas, duas
fracdes eletroforéticas em gel de dgar-amido e cinco fracdes em

gel de amido nos 243 espécimens analisados.
£) H. littorale utiliza-se de modificactes fisiolégicas em nivel

molecular que associadas a sua capacidade de tomar Oz diretamente

do ar (respiracisio aérea), garatem a sua homeostase respiratéria.
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5. Perspectivas futuras

O estudo da variac¥o sazonal de aspectos respiratérios
de H. littorale levou-nos a vdrios questionamentos e, para que se

obtenha as respostas, estudos de aclimatac#io devem ser feitos

futuramente. Assim, pretendemos:

a) Testar o efeito do HzS em espécimens de H. littorale através

dos par8metros hematolégicos da série vermelha € da série branca;

b) Aclimatar individuos da espécie H. 1littorale a diferentes
temperaturas e verificar se os principais fosfatos eritrocitérios

e efeito Bohr do sangue e das hemoglobinas sofrem variac¢des;

¢) Submeter individuos de H. littorale a diferentes concentracdes
de oxigénio e verificar se ocorrem variagdes nos parfmetros
hematolégicos, fosfatos eritrocitérios, efeito Bohr e

hemoglobinas; e

d) Comparar o sangue de H. littorale coletados em diferentes

locais com os resultados dbtidos no presente trabalho.
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SUMMARY

The present work describes molecular features of the
respiratory system from the armored catfish Hoplosternum
littorale (tamoatd) from Amazon basin. They were detected
hematological changes during the collecting period which can not
be related with oxygen concentration, temperature, and water
level oscillations. GTP, Fe-GTP, ATP and 2,3DPG are present in
red blood cells of H, 1littorale. 2,3DPG is a characteristic
intraerythrocytic phosphate of mammal red blood cell. In fish it
was detected only in Cichlasoma cyanoguttatum  and
Pterygoplichthys sp, and now in H. littorale. The analysed specie
presents quantitative changes on 2,3DPG from its red blood cells.
Those chandes could be related to the diferent collecting
seasons. The remaining phosphates compounds (Fe-GTP, GTP, ATP),
presented variation as well as "2,3DPG.

The whole blood Bohr effect values (g) oscillated
according to environmental parameters too, particularly according
to temperature changes. The enhancement of 2,3DPG values could be
associated with the decreasing' of Hb-0z affinity and both
features could be related to environmental temperature
enhancement.

Multiple hemoglobins were detected on agar-starch (2)
and starch (5) gels after electrophoresed. Minor hemoglobin
fractions were present on starch gel, probably due to differences

on supports resolution powers.
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Hematology, erythrocytic phosphates, and whole blood
Bohr effect presented no correlation with environmental dissolved
oxygen levels. On the other hand, these parameters presented
correlations with environmental temperature and water level
variations. So H. littorale, besides using air-breathing, uses
adaptative strategies at molecular 1level, that permit a best

performance when it is exposed to environmental changes.
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