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SOUZA. P. C. Estudo Comparativo das Hemoglobinas de Tambaqui (Colossoma
macropomum), Pacu (Piaractus mesopotamicus) e do hibrido Tambacu. Séo José do Rio
Preto, 2005. Tese (Doutorado em Genética) — Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas, Campus de Sdo José do Rio Preto, Universidade Estadual Paulista “Julio de

Mesquita Filho™.

Resumo

O sangue de peixes tem sido constantemente estudado pois sdo, entre os
vertebrados, os animais que despertam maior interesse nas pesquisas sobre processos
adaptativos, devido a sua posi¢do na escala evolutiva e as suas caracteristicas genotipicas,
que lhes garantem enorme plasticidade na sele¢do de ambientes e da capacidade de
algumas espécies suportarem diferentes condigdes de temperatura e pressdo, altos indices
de salinidade ou baixas concentragdes de oxigénio. Os objetivos deste trabalho foram
avaliar o padrdo eletroforético das hemoglobinas do Pacu, Tambaqui e do hibrido
Tambacu, realizando também estudos funcionais de ligagdo de oxigénio e controle
alostérico. Foi observado que os trés peixes apresentam hemoglobinas multiplas, o que é

comum em hemolisados de peixes. juntamente com a presenga do efeito Bohr alcalino,

importante na liberagdo do oxigénio, e do efeito Root com fungdo de oxigenagdo da retina

e enchimento da bexiga natatoria. As hemoglobinas do peixe hibrido sdo herdadas da
fémea de Tambaqui. Além disso, foi observado uma diminuig¢@o linear da afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio com o aumento da temperatura, e a presenga de pelo menos
dois sitios de ligagdo para o ATP nas hemoglobinas de Tambaqui e Tambacu.

Palavras-chave: hemoglobina, efeito Bohr, efeito Root
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SOUZA. P. C. Comparative Study of the Hemoglobins from Tambaqui (Colossoma
macropomum), Pacu (Piaractus mesopotamicus) and of hibrid Tambacu. Sdo José do Rio
Preto, 2005. Tese (Doutorado em Genética) — Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas, Campus de Sao José do Rio Preto. Universidade Estadual Paulista “Jalio de

Mesquita Filho™.

Abstract

Fishes' blood has attracted constant attention from research groups because they

constitute, among vertebrates. animals that, due to their position in the evolutionary scale

and their genetic characteristics. ensure occupation of a variety of environments, and the
ability of some species to endure different conditions of temperature and pressure, high
salinity or low oxygen concentrations. The goals of the present work were to evaluate the
electrophoretic pattern of the hemoglobins from Pacu, Tambaqui and the hybrid Tambacu,
performing also functional studies of oxygen binding and allosteric control. We observed
that the three fishes present multpile hemoglobins, a common feature of fish hemolysates,
together with alkaline Bohr effect, important for oxygen release, and the Root effect, that
has the purpose of ensuring oxygenation of the retina and filling of the swim bladder. The
hemoglobins from the hybrid fish are inherited from female Tambaqui. Besides, we
observed that there is a linear decrease of hemoglobin oxygen affinity as temperature
raises, and the presence of at least two binding sites for ATP in Tambaqui and Tambacu
hemoglobins.

Key-words: hemoglobin, Bohr effect, Root effect
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INTRODUCAO

ARTIGO 1

Este texto sera submetido para a revista Genetics and Molecular Biology como artigo de

revisao.
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RESUMO

A hemoglobina, contida nos eritrocitos, ¢ uma proteina de estrutura globular
e quaternaria, composta por quatro cadeias polipeptidicas de globina (2 alfa e 2 beta), € um
grupo prostético (grupo heme), ligado a cada uma delas. Tendo a mioglobina como
ancestral, adquiriu a capacidade de responder a estimulos quimicos que modulam sua
fungdo, em resposta as necessidades teciduais de oxigénio. Os peixes, em geral, estdo
submetidos a constantes variagdes espaciais e temporais da oferta de O, e tém
desenvolvido estratégias anatomicas, fisiologicas e bioquimicas para conciliar sua
fisiologia com a disponibilidade do gis no ambiente. Estruturalmente, a maioria das
hemoglobinas de peixes € tetramérica, porém algumas espécies podem exibir dissocia¢do
da proteina, como as lampréias e peixe-bruxa, monoméricas quando oxigenadas e
oligoméricas desoxigenadas (Perutz, 1984).

O sangue de peixes tem, em geral, véarias hemoglobinas; a origem primdria
desse achado reside no polimorfismo que ocorre nos loci de globina, e eventualmente esse

polimorfismo poderia conferir vantagens aos seus portadores, ou ser apenas um

remanescente evolutivo. As propriedades funcionais, por outro lado, exibem desde a

auséncia de resposta a regulagdo alostérica, até respostas drasticas, como no caso do efeito

Root, que transforma a hemoglobina em uma bomba de oxigénio.
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1. Introdugio

A necessidade de atender as demandas por oxigénio do metabolismo aerobico dos
animais € possivel apenas gragas ao papel de proteinas como as hemoglobinas contidas nos
globulos vermelhos, que facilitam a dissolu¢do de grandes quantidades do gids e o
transportam até os tecidos, nos quais cumpre sua fungdo de aceptor final de elétrons
derivados das reagdes catabdlicas oxidativas (Giardina et al., 2004). A fungdo da
hemoglobina parece estar adaptada as diferentes necessidades metabodlicas dos animais e as
constantes mudangas ambientais (Riggs, 1976).

Entre os vertebrados. os peixes sdo os animais que apresentam maior interesse nas
pesquisas sobre processos adaptativos, devido a sua posi¢@o na escala evolutiva e as suas
caracteristicas genotipicas, que lhes garantem enorme plasticidade na sele¢do de
ambientes, e da capacidade de algumas espécies suportarem diferentes condi¢des de
temperatura, pressdo e salinidade ou baixas concentragdes de oxigénio. Também sdo o
grupo com maior incidéncia de hemoglobinas multiplas (Giardina ef al.. 2004).

A literatura tem registrado um numero elevado de trabalhos sobre adaptag¢oes
bioquimicas em peixes. Segundo estas pesquisas, os peixes apresentam grande plasticidade
genotipica, isto €, seu material genético esta apto a sofrer alteragdes e pode variar, na sua
expressdo, de acordo com mudangas ambientais. Pode-se confirmar também, a facilidade
com que os peixes formam hibridos, permitindo maior troca de informagdes genéticas
entre espécies diferentes, e a existéncia de espécies que sobreviveram conservando
caracteristicas muito semelhantes as de seus ancestrais (Almeida-Val & Val, 1992).

A evolu¢do das hemoglobinas dos vertebrados foi sujeita a muitas restrigdes

seletivas. A duplicagdo do gene ancestral que deu origem as subunidades alfa e beta de um

ancestral comum ocorreu ha pelo menos 450 milhdes de anos. Grandes mudangas no

ambiente ocorreram durante todo este periodo. A evolugdo das hemoglobinas foi
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totalmente neutra e muito dessa evolugdo envolveu adaptagdes seletivas associadas as

mudangas fisioldgicas e ambientais (Brittain, 2005).

2. Estrutura da hemoglobina

A hemoglobina é composta por duas partes basicas: a cadeia polipeptidica,
denominada globina, e um grupo prostético, o grupo heme. Enquanto o grupo heme da
hemoglobina ¢ idéntico em todas as espécies de peixes ja estudados, a globina difere de
espécie para espécie e entre isoformas.

As globinas, que evoluiram de uma molécula ancestral comum por duplicagio
génica e evolugdo divergente. parecem ocorrer em todos os organismos e tecidos, e exibem
uma diversidade de estruturas quaternarias, um grande numero de fungdes além de
transportar e estocar oxigénio, conforme ilustrado pelas citoglobinas e neuroglobinas
(Weber & Voelter, 2004, Fago et al., 2004).

A organizac¢do dos genes das globinas foi bem caracterizada em mamiferos,
aves e anfibios. Em mamiferos, os genes das globinas alfa e beta estdo localizados em
diferentes cromossomos. sendo que em humanos o gene da globina alfa estd no
cromossomo 16 ¢ o da globina beta no cromossomos 11. Em frangos, os genes das
globinas alfa e beta também estdo em cromossomos diferentes. Em anfibios, tais como
Xenopus, os genes estdo no mesmo cromossomo. Em teledsteos, como o Salmido do
Atlantico, carpa e peixe-zebra, foi observado que o gene da globina alfa adulta esta
adjacentemente ligado ao gene da globina beta, e as globinas embriondrias sdo
completamente diferentes das globinas adultas (Maruyama et al, 2003).

Em geral, em vertebrados, a molécula de hemoglobina inclui quatro cadeias

globinicas que formam um tetramero estavel (figura 1) formado por duas cadeias tipo alfa

e duas tipo beta, cada uma com um grupo heme, o que permite que quatro moléculas de
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oxigénio (O;) possam se ligar a uma molécula de hemoglobina de forma reversivel,
segundo o esquema abaixo:

Hb + 40, <=> Hb(O,)4

chain

Figural: Molécula de hemoglobina com quatro cadeias globinicas, duas do
tipo alfa ¢ duas do tipo beta. cada uma portando um grupo heme.
responsavel pela ligagio reversivel do oxigénio.

A fungdo da hemoglobina ¢ o transporte de oxigénio, e para tal fungdo, ela
deve ser capaz tanto de ligar-se fortemente ao oxigénio como de liberd-lo facilmente,
dependendo das condi¢des (Campbell, 2000). A ligagdo do oxigénio molecular ¢ feita
gragas ao grupo heme, especificamente com a participagdo de um atomo de ferro na forma
ferrosa, Fe®'.

Para algumas espécies de peixes primitivos como lampréias e peixe-bruxa,
ocorrem fendmenos de dissocia¢do reversivel da hemoglobina, em resposta a ligagdo de
oxigénio. No caso das lampréias. a forma oxigenada é monomérica, sofrendo associag@o

em dimeros e tetrameros ao se desoxigenar (Qiu et al. 2000). Em Myxine glutinosa (peixe-

bruxa) ha trés hemoglobinas que sdo monoméricas na forma oxigenada e se associam

formando heterodimeros e heterotetrameros ao liberarem o O> (Miiller et al, 2003).
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3. Controle alostérico

A estrutura quaterndria garante, as hemoglobinas, a possibilidade de
interagdo entre suas subunidades, e o surgimento de propriedades peculiares, chamadas
alostéricas. Isso ¢ importante ao considerarmos a curva de saturagdo por oxigénio, que
apresenta formato sigmoidal, evidenciando a existéncia de cooperatividade entre as
globinas. Em outras palavras, a ligagdo de O, acontece com uma facilitagdo progressiva
entre a primeira e a quarta subunidades, que representam extremos de baixa e elevada
afinidade pelo gas, respectivamente. A propriedade de uma ligagio de O, interferir na
ligagdo de outras ¢ denominada de interagdo alostérica homotrépica (Brittain, 2005).

O modelo mais aceito para a explicagdo das propriedades alostéricas das
hemoglobinas ¢ o proposto em 1965 por Monod ef al. De acordo com essa proposta, a
hemoglobina apresenta duas formas com diferente afinidade por oxigénio: a forma de
baixa afinidade, denominada “tensa” ou “T”. e a de alta afinidade. “relaxada” ou “R™. No
estado desoxigenado ha um predominio do estado T, enquanto no oxigenado predomina o
R (Brittain, 2005).

Contudo. outros ligantes estdo envolvidos nos efeitos cooperativos que
ocorrem quando o oxigénio se liga a hemoglobina, de forma a modular a afinidade por
oxigénio de acordo com as necessidades fisiologicas. Tal mecanismo constituiria uma
“sintonia fina” da fun¢do das hemoglobinas, e na medida em que afetam a ligag¢do do O, ao
grupo heme ao se ligarem em sitios diferentes, eles representam as interagdes alostéricas
heterotropicas (Giardina et al., 2004). As espécies quimicas capazes de causar tais
altera¢des, sao denominadas de efetores ou agentes alostéricos. Esses efetores ligam-se
preferencialmente a um dos estados da hemoglobina., T ou R, estabilizando-os e assim

potencializando suas propriedades de liga¢do de O, (Tsuneshige et al., 2002). A ligagdo do

efetor pode ocorrer a ambos os estados candnicos ou classicos, de forma significativa,
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como ocorre com a hemoglobina do dromedario (Amiconi et al. 1985) e do peixe
matrinxa (Bonilla-Rodriguez e Poy, 2004). Os efetores heterotropicos podem induzir sub-
estados além dos citados acima, como foi determinado nas hemoglobinas de tamoata
(Peres et al, 2004).

Tanto o H' como o CO, que também se ligam a hemoglobina, afetam a

afinidade dela pelo oxigénio, alterando a estrutura tridimensional da proteina de maneira

sutil. O efeito do H' sobre a afinidade por O, ¢ chamado de efeito Bohr. Em geral, um

aumento na concentragio de H', isto é, uma redu¢do do pH, diminui a afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio (Giardina et al., 2004, Jensen, 2004), caracterizando o efeito
Bohr alcalino ou normal. A hemoglobina apresenta uma afinidade menor pelo oxigénio
nessas condigdes e o libera nos tecidos, ou seja. a proteina retira um préoton do meio,
agindo como base, enquanto nos orgdos de troca gasosa faz exatamente o contrario,
liberando os protons e ligando oxigénio.

Uma variagdo. chamado efeito Bohr acido ou reverso. consiste num
aumento da afinidade pelo oxigénio quando o pH diminui, ocorrendo inclusive na
hemoglobina humana adulta, HbA, em pH abaixo de 6.5 (Campbell, 2000).

O efeito Bohr alcalino desempenha um papel importante, modificando a
afinidade do oxigénio pela hemoglobina, aumentando sua captagdo nos pulmdes e
facilitando sua liberagdo nos tecidos, em particular quando o tecido muscular esquelético
libera acido latico durante o exercicio intenso (Yokoyama ef al. 2004).

Os residuos responsaveis pelo efeito Bohr normal tém sido identificados
(Giardina ef al, 2004), tendo uma participagdo importante da His146 (beta), que forma uma
interagdo salina com o Asp94 (beta) na forma desoxigenada. Outro residuo importante € a
Val 1 (alfa), cuja participa¢do dependeria de varios fatores: 1) da presenga de cloreto, 2) da

acetilagdo ou formilag¢do do residuo. e 3) da propor¢do de CO, combinado ao N-terminal.

AVA
AVAVAY

2 3 4 5 6 i unespwl 12 13 14 15 1le 17

18



Os fosfatos organicos, particularmente, o 2,3-BPG, IPP, ATP e GTP',

ligam-se em geral de forma preferencial a desoxi-hemoglobina, reduzindo sua afinidade
pela hemoglobina. A afinidade do sangue pelo oxigénio depende da concentragio da
hemoglobina, da sua sensibilidade em relagdo aos efetores heterotropicos., da concentragio
destes ligantes dentro dos eritrocitos ¢ da temperatura. Mudando estes parimetros, o
animal pode alterar a afinidade do sangue pelo oxigénio, ajustando a transferéncia do
oxigénio de acordo com as necessidades fisiologicas e/ou as condigdes ambientais (Val,
1995).

Os residuos responsaveis pela ligagdo de fosfatos a Hb desoxigenada tém
cargas positivas: His 2, Lys 82 e His 143 das cadeias beta, e o grupo amino da Val 1, das

cadeias alfa (Arnone, 1972).

4. Hemoglobinas de peixes

As hemoglobinas sdo particularmente importantes nos estudos de
adaptagdes em peixes, na medida em que elas constituem uma interface entre o organismo
€ o ambiente (Landini ef al, 2002). Os peixes, em particular, enfrentam um ambiente muito
variavel, e alteragdes temporais e espaciais na disponibilidade de oxigénio.

Uma ampla variedade de ajustes bioquimicos e fisiologicos, a fim de
melhorar a transferéncia de O,, ¢ observada em peixes expostos a hipoxia ambiental e
durante anemia. Muitas espécies de peixes da Amazonia obtém O, diretamente do ar
quando submetidos a hipoxia. As alteragdes anatomicas que permitem respiragdo aérea
acessoria incluem modificagdes de branquias, boca, estdmago, intestino e vascularizagdo
da bexiga natatoria (Val, 1996, Oliveira er al., 2001). As espécies que ndo tém essa

capacidade sdo obrigados a efetuar alteragdes metabolicas e comportamentais para lidar

'Abreviagdes de 2,3-bifosfoglicerato, inositol pentafosfato, adenosina e guanosina trifosfato,
respectivamente.
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com o desafio (Val, 1996, Riggs. 1979). Tais ajustes envolvem a freqiiéncia e volume de

ventilagdo, freqiiéncia cardiaca, aumento do numero de eritrocitos, hematocrito e

concentragdo de hemoglobina, altera¢do da concentragdo de fosfatos organicos, a presenca

de iso-hemoglobinas com diferentes propriedades funcionais, e depressdo metabolica (Val,
1996).

As adaptagoes fisiologicas envolvem a depressdo nas demandas metabdlicas
por energia e obten¢do desta gragas a via glicolitica, produzindo lactato como produto
final. Esses ajustes sdo modulados pela expressdo varidvel de enzimas daquela via, como a
lactato desidrogenase, LDH (Almeida-Val e Farias, 1996). Em algumas espécies, como
Carassius carassius, o produto final é o etanol (Nilsson, 2001), outorgando maior
capacidade de resistir a hipoxia e anodxia por longos periodos, durante o inverno do norte
europeu.

As varias fragdes de hemoglobinas presentes nas espécies de peixes foram
chamadas de iso-hemoglobinas primeiramente por Powers, 1980. A ocorréncia de
hemoglobinas multiplas ¢ comum em hemolisados de peixes (Fyhn et al., 1979; Di Prisco e
Tamburrini, 1992: De Young et al., 1994; Pérez et al.. 1995). A origem primaria desse
achado reside no polimorfismo que ocorre nos loci de globina constituintes dessas
hemoglobinas, e duas hipoteses poderiam ser levantadas para evolugdo desses
polimorfismos. A primeira seria chamada de “selecionista”, enquanto a segunda seria a
“neutralista”, explicando a diversidade de hemoglobinas por mutagdes neutras (Pérez et al.,
1995:; Kimura, 1989). Uma intensa analise de dados a respeito de hemoglobinas de peixes
de varias espécies, leva a apoiar em definitivo, de acordo com Pérez e colaboradores
(1985). a segunda hipotese, como causa da maioria das variagdes de seqiiéncia e também
por operar em de residuos de posi¢des-chaves.

Do ponto de vista selecionista, na medida em que a heterogeneidade

estrutural causa uma heterogeneidade funcional, pode se supor que espécies com
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hemoglobinas multiplas, atuando em combinagdo, podem ter melhor capacidade de
transporte de gas durante variagdes ambientais, do que quando existe apenas um tipo de
hemoglobina. Dessa forma, a heterogeneidade da hemoglobina teria um valor seletivo em
ambientes instaveis. Trabalhos como os de Houston e Cyr (1974), demonstram que ocorre
a varia¢do do padrao de hemoglobinas com a aclimatagdo em diferentes temperaturas em
Carassius auratus, o que reforgaria a hipotese do polimorfismo como valor adaptativo. Em
geral, o nimero maior de componentes de hemoglobina encontrada ndo apenas em peixes,
mas também em répteis e anfibios. é grande quando comparado com mamiferos e aves.
Esta multiplicidade de componentes gera questdes relativas a sua origem e seu possivel
significado funcional.

Um fendmeno adicional, constatado em hemoglobinas de algumas espécies
de peixes, € a possibilidade de “troca™ de dimeros entre hemoglobinas diferentes levando a

arranjos assimétricos conforme verificado na carpa (Okhubo et al.. 1993). Dessa forma, o

numero de isoformas pode ser significativamente elevado por essa propriedade, observada

“in vivo”e “in vitro™.

Outra possibilidade para explicar a existéncia de hemoglobinas multiplas,
mesmo quando nem sempre elas tenham diferengas funcionais perceptiveis, ¢ o fato da
desoxi-hemoglobina se encontrar no limite da sua solubilidade. e as isoformas evitariam a
precipitagdo dentro do eritrocito (Riggs, 1979).

A pesquisa a respeito da presenga de varias iso-hemoglobinas e a
significativa variabilidade estrutural e funcional observada entre elas tem aumentado,
gerando um volume significativo de dados nessa area. Conforme comentado por De Young
et al. (1994), as hemoglobinas de peixes permitem o estudo de propriedades funcionais
presentes de forma normal ou “exagerada” ou até ausentes. (Gorr et al., 1991;

Cepregagonova et al., 1992: Dafré & Reischl, 1997, Falk et al., 1998).
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Em geral, a literatura relativa a hemoglobinas de peixes divide essas
proteinas em catodicas e anddicas, de acordo com o comportamento eletroforético. Em
geral as Hb catodicas (também chamadas de Classe II), com maior ponto isoelétrico, tém
baixa afinidade por O, e auséncia de efeito Bohr. Ja as anodicas, Classe I, tém menor
afinidade e elevada sensibilidade a protons (Weber, 1996). Algumas Hb catddicas,
contudo, como a do tamoata (Hoplosternum littorale), exibem efeito Bohr reverso e
ligagdo significativa de fosfatos em pH baixo (Weber. 1996, Peres ef al, 2004).

Por exemplo. Salmo irideus e Salmo gairdneri contém quatro componentes
de iso-hemoglobinas. sendo que a fragdo I ndo apresenta ligagdo de protons, enquanto a
fragdo V sim, na forma de efeitos Bohr e Root. O sangue da carpa (Cyprinus carpio)
apresenta trés bandas de hemoglobinas em gel de amido e quatro na focalizagdo isoelétrica
(Di Prisco & Tamburrini. 1992).

Em relagdo ao sangue da truta (O. mykiss), antes citado, existem
controvérsias a respeito do nimero de fragdes de hemoglobinas, pois dependendo do
método analitico, tém sido encontradas de seis a nove fra¢des. A cromatografia de FPLC
(fast performance liguid chromatography) de troca anionica mostrou que ha nove fragdes,
identificando cinco cadeias alfa e quatro cadeias beta. Essa multiplicidade permitiria um
melhor tamponamento do pH dentro do eritrocito ¢ uma alta concentragdo de hemoglobina.
Alteragdes na quantidade relativa das diferentes hemoglobinas, com correspondente ajuste
das propriedades de ligagiio do oxigénio, pode representar adaptagdes a fatores ambientais
como a temperatura (Fago er al, 2002).

A hemoglobina I (20% do total) da truta ndo apresenta efeito Bohr e ndo €
sensivel a fosfatos organicos, enquanto que a hemoglobina IV (60% do total) mostra efeito
Bohr e é sensivel a fosfatos organicos, apresentando também perda da cooperatividade em

pH baixo, refletindo a presenga do efeito Root (Fago et al, 2002). A hemoglobina tipo IV ¢

a maior transportadora de O, consistindo de trés tipos de cadeias beta (em quantidades
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iguais) e trés tipos de cadeias alfa (uma em maior concentragdo). No caso da Hb tipo I, é
menos complexa porque contém apenas um tipo de cadeia beta e dois tipos de cadeias alfa
que diferem em varias posigdes sugerindo duplicagdes do gene da globina alfa (tipo I). As
cadeias alfa e beta da hemoglobina | diferem consideravelmente das cadeias alfa e beta da
hemoglobina IV indicando a existéncia de genes da globina beta (I) e alfa (I) separados dos
genes da globina beta (IV) e alfa (IV). (Cepregagonova et al., 1992; Gabbianelli ef al,
2004).

A hemoglobina I da truta ndo apresenta efeito Bohr, ou seja, a afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio ndo depende do pH, mas apresenta cooperatividade. Ja a
hemoglobina IV mostra um grande efeito Bohr e pronunciada sensibilidade aos fosfatos
organicos, ¢ a baixo pH ha efeito Root que causa secre¢do do oxigénio para dentro da
bexiga natatéria e da retina. Em pH 7.8, a hemoglobina IV esta totalmente na forma
oxigenada, enquanto que em pH 6.0, ela esta totalmente na forma desoxigenada, como
conseqiiéncia do efeito Root (Fago er al. 2002, Gabbianelli et al, 2004).

A principal fun¢do da fragdo 1 da truta é garantir oxigénio aos tecidos,
fornecendo um suprimento normal de oxigénio em casos de emergéncia, enquanto que o
papel basico da hemoglobina IV ¢ liberar oxigénio contra uma pressdo alta dentro da
bexiga natatoria. Estudos de dicroismo circular, demonstram grandes diferengas estruturais
na hemoglobina I e na hemoglobina IV que estdo relacionados aos papéis fisioldgicos
diferente que elas desempenham como transportadoras de gas (Gabbianelli er al, 2004).

Muitas espécies de peixes do mundo foram investigadas com relagdo a
demanda adequada de oxigénio aos tecidos durante variagdes ambientais. Tem sido feito

estudos com a espécie Labeo capensis de agua doce. relacionando os efeitos de

temperatura e as taxas de consumo de oxigénio e foi observado um metabolismo aerébico

elevado a baixas tensdes de oxigénio, que estd correlacionado com a alta afinidade da

hemoglobina ao oxigénio na forma stripped.
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Como em outros vertebrados ectotérmicos, os peixes podem adaptar
mudangas na temperatura ambiental ¢ hipoxia, aumentando seu conteido de hemoglobina
total ou provocando mudangas nas caracteristicas de oxigena¢do como na estrutura ou nas
concentragdes relativas dos componentes de hemoglobinas individuais (Frey et al, 1998,
Brix et al, 2004).

Em virtude de todas estas pesquisas. pode-se supor que num determinado
momento geoldgico, houve como um produto final do processo evolutivo, uma selegdo de
fatores adaptativos que permitiram a sobrevivéncia de certas espécies em ambientes
adversos ao seu metabolismo (Almeida-Val & Val, 1992).

Em resposta a pressoes ambientais. modificagdes na fisiologia, no numero
de isoformas das hemoglobinas dos peixes e na atua¢do das mesmas como a presenga ou
auséncia de efeito Bohr ¢ Root, atuando de formas variadas nas diferentes espécies,
permite uma maior exploragdo de ambientes, que a principio seriam desfavoraveis,
refletindo uma grande adaptabilidade a estes locais.

Val et al. (1992), estudando as hemoglobinas de Prochilodus nigrans,

mostraram que a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio varia de acordo com os niveis

eritrocitarios de GTP ¢ ATP. Uma baixa afinidade foi observada em novembro quando as
taxas de GTP e ATP estavam altas. Uma alta afinidade da hemoglobina pelo oxigénio foi
observada em julho, simultaneamente com baixos niveis de GTP e ATP. Val er al (1990),
observaram alta afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, devido a mudangas nos niveis
intraeritrocitarios de fosfatos organicos em espécimes de Pterygoplichthys mustiradiatus,
quando expostos a condi¢des de hipoxia. Affonso (1990). observou uma mudanga sazonal
na afinidade da hemoglobina pelo oxigénio em Hoplosternum littorale.

A acidifica¢do do sangue ndo resulta em uma completa desoxigenagdo de
toda a hemoglobina. mas uma pequena fragdo permanece oxigenada. mesmo em pH baixo.

Isto se deve em parte a presenga de hemoglobinas multiplas, e estas hemoglobinas
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multiplas tem diferentes propriedades de ligagdo de oxigénio (Verde et al. 2002; Fago et
al, 1997).

Hé uma diminuig@o na concentragio de ATP e GTP em peixes da Amazonia
expostos a hipoxia. Diminui¢do da concentragdo de fosfatos organicos também foi
observada quando houve aumento da temperatura ambiental. Weber (1996) relata a
diminui¢do da concentragdo de nucleotideos trifosfato em varias espécies de peixes apos
submetidos a hipoxia. Quando a temperatura ambiental aumenta, a quantidade de oxigénio
dissolvido na dgua diminui.

As hemoglobinas de vertebrados se encontram contidas em células
especializadas denominadas globulos vermelhos ou eritrocitos, que podem ser nucleadas
ou anucleadas. Na grande maioria dos peixes os eritrocitos sdo ovais e nucleados, ¢ bem
maiores do que os de mamiferos (Tocidlowski er al, 1997). e seu niimero de varia de 800

" S 4 vl - ' . . 3
mil a 3.5 milhdes/mm’. Os leucdcitos sdo numerosos, na faixa entre 20 mil e 50 mil/mm”,

sendo que em algumas espécies atingem valores acima de 100 mil/mm’ (Junqueira &

Carneiro, 1991).

A eritropoese em peixes inicia-se no saco do ovo seguido pela massa
celular intermediaria. Esses locais sdo de origem transitoria, ou seja, constituem a geragao
primitiva de células vermelhas que faz seu primeiro aparecimento filogenético em peixes e
que sdo subseqiientemente representados em todas as classes de vertebrados incluindo
mamiferos. A produgdo da geragdo definitiva de eritrocitos esta centrada no tecido pré-
esplénico do trato gastrointestinal e no bago. em ciclostomos, dipndi e condricteis,
enquanto que em teledsteos ele esta localizado nos rins com ou sem participagdo esplénica
(Glonmski ef al., 1992). Na truta arco-iris (. mykiss), as globinas embriondrias sio
inicialmente expressas na massa celular intermediaria localizada abaixo da notocorda em
embrides de 6 a 7 dias, enquanto que as globinas adultas sdo expressas em células

eritroides no sangue, figado e rim (Maruyama ef al, 2003).
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A grande maioria das espécies de peixes apresentam hemoglobinas
simétricas, isto é, dois pares de cadeias globinicas idénticas. Todavia, algumas espécies de
peixes apresentam hemoglobinas assimétricas, isto ¢, pelo menos trés cadeias globinicas
diferentes presentes em uma tinica molécula de hemoglobina (Val, 1995, Dafré & Reischl,
1997).

A regido amazonica € considerada a mais rica em espécies de peixes de agua
doce do mundo (Weber, 1996). O Tambaqui (Colossoma macropomum) esta entre elas.
Esta espécie apresenta excelentes caracteristicas para cria¢do. juntamente com o matrinxa,
jaraqui, acard-agu e pirarucu. O Tambaqui ¢ uma espécie nativa dos rios Amazonas,
Orinoco e seus afluentes. Apresenta alto valor comercial atingindo até 30 quilos de peso, €
rustico e tolera baixos teores de oxigénio na agua (Val & Honczaryk, 1995).

As concentragdes de hemoglobinas sdo afetados pelo sexo, idade, esta¢do do
ano e meio ambiente (Glomski ef al., 1992). O tambaqui (Colossoma macropomum), por
exemplo, ¢ um teledsteo migratorio de agua doce que apresenta grande tolerdncia a
mudangas de pH e quantidade de O, na dgua e resisténcia com relagdo a mudangas em
parametros fisicos-quimicos que ocorrem durante o dia na dgua e oscilagdes sazonais

(Marcon & Filho, 1999).

5. O efeito Root

O efeito Root ¢ uma propriedade funcional de uma ou mais hemoglobinas
em alguns teledsteos. Esta propriedade consiste em uma redugdo dréstica da afinidade da
hemoglobina por oxigénio, o que resulta em uma diminuigéo da capacidade de transporte
de oxigénio quando o pH diminui e as tensdes de oxigénio estdo altas. Diferengas na

expressdo tanto do efeito Bohr, bem como do efeito Root, estdo relacionadas a estrutura

primaria das iso-hemoglobinas (Val. 1995; Pelster & Decker, 2004). O efeito Root pode
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ficar mais acentuado pela adigdo de ATP ou GTP (Val, 1995). Um exemplo ¢ a
hemoglobina majoritaria do matrinxd, cuja saturagdo cai a 45% na presenca de ATP,
abaixo de pH 7,0 (Bonilla-Rodriguez & Poy, 2004). As hemoglobinas com efeito Root
ndo tém efeito Bohr 4cido, e em pH acido a cooperatividade tende a ser nula (Brittain,
2005); por isso ndo € correto catalogar esse efeito como um “efeito Bohr exagerado™, a
exemplo de alguns trabalhos recentes, como o de Bonaventura et al., 2004.

A bexiga natatoria do peixe é um 6rgdo que colabora no ajuste da flutuagéo,
sendo enchida com O, do sangue por difusdo. A acidifica¢@o que produz o efeito Root, ndo
¢ produzida pelo eritrocito, e sim por estruturas anatdmicas especiais. De acordo com
Pelster (2001), o efeito Root ¢ necessario para o enchimento da bexiga natatoria, € para o
suprimento de oxigénio para a retina do peixe, que ndo ¢ capilarizada. A pressdo parcial de
gas necessaria para que ocorra a difusdo do sangue para a bexiga natatoria é conseguida
através da redugiio da capacidade de transporte de gas do sangue, que € obtida através da
acidifica¢io do sangue. Os acidos latico e carbdnico, necessarios para a acidificagdo do
sangue, sdo produzidos por células epiteliais da bexiga natatdria, que sdo chamadas de
glandulas de gas. Essas glandulas, embora apresentem um excelente suprimento de
oxigénio, tém seu metabolismo oxidativo muito baixo, ¢ produzem éacido latico pela via
glicolitica, bem como CO, pela via das pentoses fosfato. Ambos metaboélitos reduzem a

capacidade do sangue de transportar oxigénio, desencadeando o efeito Root. Isto gera um

aumento na pressdo parcial de oxigénio do sangue. seguido pela difusdo da pressdo parcial

de oxigénio para dentro do lumen da bexiga natatoria (Peslter & Decker, 2004).

Outra estrutura anatdmica que requer efeito Root, ¢ a retina do peixe. O
efeito Root ¢ desencadeado pela liberagdo de acidos de células da retina e isto gera um
gradiente de pressdo parcial necessario para cobrir a distancia longa de difusdo até a retina

(Bridges ef al, 1998). Esta parece ser a fungéo fisiologica mais importante do efeito Root,

AVA
AVAYAY

2 3 4 5 6 i unespwl 12 13 14 15 1le 17

18



uma vez que ele existe em algumas espécies que ndo tém bexiga natatoria (Pelster &
Decker, 2004).

Perutz & Brunori(1982), postularam que a presenga de uma serina na
posi¢do F9 da cadeia beta seria fundamental para que uma hemoglobina apresente efeito
Root. Contudo, Nagai et al. (1985), apud Brittain (1985) demonstraram que tal substitui¢io
ndo ¢ essencial.

Nio se sabe ainda se essas interagdes afetam o estado T (tenso) ou o estado
R (relaxado) da hemoglobina (Pelster & Decker, 2004). Teoricamente, tanto a estabilizagdo
do estado T, diretamente. quanto a desestabiliza¢do do R, poderiam produzir o efeito Root,
sendo importantes alguns residuos, porém também altera¢des da estrutura secundaria, e
possivelmente ndo exista apenas uma combinag¢do capaz de gerar o efeito Root
(Bonaventura ef al., 2004).

No campo das certezas, conforme demonstrado em hemoglobina de atum,
uma interagdo, em particular, seja responsavel pela metade do efeito Root, pelo
compartilhamento de um proton entre dois residuos de aspartato: Asp95 (alfa) e
AsplOl(beta). que se aproximam no estado T pela rotagdo dos dimeros. A mesma
hemoglobina mostra, ainda, duas interagdes, uma envolvendo a histidina distal e o grupo

heme, e uma terceira a His69(beta) ¢ Asp72(beta) (Brittain, 2005). As andlises de outra

hemoglobina que tem sido um exemplo cléssico de efeito Root, de Leiostomus xanthurus

(Mylvaganam et al., 1996), propoem a existéncia de uma regido carregada positivamente,
entre as cadeias beta, que protonada desestabilizaria o estado R.

Conforme apontado por Brittain (2005), provavelmente, ao longo da
evolugdo, surgiram varias combinagdes de residuos-chave e alteragdes secunddrias capazes
de outorgar a algumas hemoglobinas uma extrema sensibilidade a acidificag¢do do sangue.

Em resumo, as hemoglobinas de peixes oferecem ao pesquisador uma

enorme variag¢do estrutural e funcional, com hemoglobinas que ndo respondem a agentes
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alostéricos classicos, ou que o fazem de forma “exagerada”, ou que ligam o oxigénio
cooperativamente, sem cooperatividade ou com cooperatividade “negativa”. Certamente,
apesar de existir uma extensa literatura a respeito de hemoglobinas de peixes, ainda restam

muitas questdes a serem respondidas, e as respostas definitivas dependem cada vez mais de

abordagens multidisciplinares com a contribui¢do de bioquimicos, quimicos, fisicos e

bidlogos. Mais de 20 anos apos Perutz formular uma série de questdes (Perutz, 1984), elas

continuam sem resposta.
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OBJETIVOS

Tendo em vista a importancia dos estudos em peixes, a analise bioquimica
comparativa do Pacu, Tambaqui e Tambacu. incluiu o padrio de isoformas de
hemoglobinas e os aspectos funcionais das hemoglobinas totais. que sejam portanto,
responsaveis de forma significativa. de exercer efeitos no transporte de oxigénio. Entdo,
nossos objetivos foram:

a-) Determinar os padroes de isoformas das hemoglobinas do Tambacu, Tambaqui e Pacu,
identificando a heterogeneidade presente nas espécies analisadas e relaciona-las com a
adaptagdo aos respectivos ambientes.

b-) Efetuar medidas de ligagdo de oxigénio por eritrocitos, calculando os parametros de
P50, cooperatividade e regulagio alostérica por protons, cloretos e fosfatos organicos,

investigando efeito Bohr, que é o efeito do pH na afinidade da hemoglobina pelo oxigénio,

efeito de temperatura ¢ titulagdo com ATP.
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ARTIGO 2

Este artigo foi submetido para a revista Journal of Experimental Biology, tendo sido
formatado de acordo com as instrugdes para autores, com a unica exce¢do de termos

inserido figuras, tabelas e as respectivas legendas no proprio texto, a fim de facilitar a

leitura pela banca, e o uso da virgula nas figuras anexadas. que foram trocadas por pontos

na versdo submetida.
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Abstract

The present work performed a comparative analysis of the hemoglobin pattern of
the hybrid fish Tambacu and its parental species: female Tambaqui (Colossoma
macropomum) and male Pacu (Piaractus mesopotamicus). as well as a functional
characterization. The hemoglobin pattern and oxygen binding properties from the bybrid
Tambacu are analogous to those from Tambaqui, showing five bands, against three
fractions for the hemolysate from Pacu. The hemoglobins show Bohr effect and a
phosphate induced Root effect. mainly below pH 7.0, that induces a fast partial

deoxygenation of oxyhemoglobin.

Introduction

The Amazon basin presents a variety of aquatic environments isolated by
geographical barriers that limit the genic flux among individuals, but produces a high
intraspecific heterogeneity within fish populations. The ability of an organism to adapt to
an unstable environment can be related to its biological and genetic variability (Ramirez-
Gil et al., 1998).

Multiple hemoglobins (Hb) are common in fish hemolysates (Riggs, 1970; Sharp,
1973; Fyhn and Sullivan, 1975; Ohkubo et al., 1993; Pérez et al., 1995; Val, 1995; Fago et
al., 2002). Besides, many fish species are polymorphic concerning their Hb loci (Deligny,
1969; Fyhn and Sullivan, 1974; Fyhn and Sullivan, 1975; Hojrth, 1974; Hojrth, 1975), and

many authors consider that heterogeinity represents an adaptation to cope with an ever

changining environment (Houston & Cyr,1974; Riggs, 1976; Val, 1995). For that purpose,

the functional properties of the isohemoglobins should be different, as described for

several species (Giardina et al., 1973: Ohkubo et al., 1993; Pérez et al., 1995; Fago et al.,
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2002; Giardina et al., 2004; Brunori et al.. 1973), assuming that under those circumstances
heterogeinity could have an adaptive value (Fyhn et al.. 1979). One of the functional
characteristics that Hb can exhibit is the Root effect, characterized by an extreme
sensibility to pH decrease. enabling oxygen unload for the retina and the swim bladder,
with simultaneous loss of cooperativity (Brittain, 2005).

The present work intended to analyze comparatively the iso-hemoglobins present in
the bybrid fish known as “tambacu™ with those present in the parental species, female
“Tambaqui™ (C. macropomum) and male “Pacu™ (P. mesopotamicus), analyzing the
number and pattern of iso-Hbs, and their functional properties. The bybrid and the other
two species are largely cultivated in Brazil. The hemoglobins were analyzed concerning

their electrophoretic pattern and functional properties.

Material and methods

Adult specimens of Tambaqui (Colossoma macropomum), Pacu (Piaractus
mesopotamicus) and Tambacu were obtained from a local “fish-and-pay™ and identified by
Dr. Francisco Langeani Neto, from the Dept. of Zoology and Botany. Fishes were
anesthetized by immersion in a benzocain solution (1 gr. for 15L of water). Blood was
obtained from the caudal vein using a disposable syringe containing 0.2mL of buffered

saline (0.9% NaCl in 50mM Tris-HCI pH 8.0, containing 0.2% D-glucose and 1mM

EDTA, and all subsequent purification procedures were performed at 4°C and all solutions

were prepared with ultrapure water (ELGA Maxima. USF ELGA, Bucks, UK).
Erythrocytes were washed three times by centrifugation in a refrigerated centrifuge Jouan
CR3i (Societe Jouan S.A.. St. Herblain. Cedex. France) a similar buffered saline without

glucose. and hemolysis was achieved by the addition of 50mM Tris-HCI pH 9.0 buffer to
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the pellet. Hemoglobin purification was performed using Sephacryl S-100 HR and anion-
exchange chromatography in DEAE-Sepharose in the same buffer, using a salt gradient.
The pure Hb was concentrated by centrifugation using Amicon Centriprep-50 (Amicon,
Inc., Beverly, MA, USA) and kept in liquid nitrogen until use.

Purity of the isolated hemoglobins was checked by isoelectric focusing in agarose
(Naoum, 1997) using samples stabilized by carbon monoxide. The present work was
performed using the partially purified hemolysates from Tambacu, Tambaqui and Pacu.

Functional studies of 60uM (heme) Hb-1I were performed at 20°C using tonometers
as described (Colombo and Bonilla-Rodriguez, 1996, Bonilla et al., 1994a), using suitable
buffers (TAPS, HEPES and ADA purchased from Sigma) to cover the tested pH range.
Absorbance readings were carried out using a double beam spectrophotometer Cintra 10e
GBC (GBC Scientific Equipment Pty. Ltd., Melbourne, Australia). The parameters Ps, and
nso were obtained from Hill Plots from samples containing up to 5% methemoglobin at the
end of the experiments. The effect of ATP was analyzed at pH 7.5, applying the equations
used by Bonilla et al. (1994b) and Olianas et al. (2005) to calculate the binding constants to
one or two binding sites. The binding constants were estimated by nonlinear regression

using a Levenberg-Marquardt algorithm.

Log PS{): log POS{) + %log | 1+KD.X
| 1+Ko.X

(egn. 1)

In Equation 1. log Psy and log Ps,” are the values obtained in the presence and in the
absence of ATP, K subscripts D and O are the binding constants to deoxy and
oxyhemoglobin respectively. and X is the concentration of free ATP, obtained by
substraction of concentration of Hb tetramers from nominal phosphate concentration. This

equation describes phosphate binding to a single site per tetramer.
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Olianas et al. (2005). used the equation below., where superscripts 1 and 2 refer to

two binding sites:

Log Psy=log P’sy + Va.log [ 1+K'p.X + K'pK2p. X
1+K 0. X+ K oK?0. X3

(egn.2)

The exiustence of a Root effect was analyzed by performing spectral analysis of the
hemoglobins at varying pH values. The absorbance at 576nm was read for Hb (A,y), and
after adding ATP (Aarp). The absorbance for the deoxygenated Hb (Agcoxy) Was obtained
immediately after adding sodium dithionite. Saturation (Y) was calculated using the
equation below:

Y= (Aatr— Adeoxy)/ (Aoxy — Adeoxy)  (e€qn. 3)
The temperature effect was analyzed using 15, 20 and 25°C. The parameters
were calculated as described previously (Bonilla et al., 1994a) from Van't Hoff Plots (Log

pj() VS. ”I)
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Results

Figure 1 shows the electrophoretic pattern obtained by isoelectric focusing. The
experiment was done using CO stabilized samples, except for the hemolysate from Pacu
(Fig. 1). We added a sample of human blood containing Hbs A and S (1*" well). For the
CO-bound samples we can observe a similar pattern between Tambacu and Tambaqui,
which present five distinct components, whereas Pacu showed only three (Fig. 2),

suggesting that the hybrid fish inherits ist pattern only form C. macropomum (Tambaqui).

Figure 1. oretic pattern  of
hemoglobins. From the left to the right:
human HbAS, Pacu (oxidized sample),
Tambacu, and two samples of Tambaqui.
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Figure 2. Isoelectric focusing: From the left to the right:
Pacu (hemolysate), and purified Hb-1I and Hb-1.

The isohemoglobins from the hemolysates of Tambaqui and Tambacu have very
close isolectric points, and we failed to isolate them for individual characterization.
Although Pacu hemoglobins can be isolated easily. that analysis was already performed by
Poy (2001). so we worked with the hemolysates. for a better comparision.

Figures 3 and 4 display the influence of pH on oxygen affinity and cooperativity for
Pacu hemoglobins. Figure 3 shows that for the stripped form and in the presence of

chloride, proton binding exerts an influence on O,-affinity below pH 7.5. Linear regression

yives the number of protons per heme (nH') that are released during oxygenation. In the
g p p g

pH range cited above, for the stripped form, nH' was significant: -1.04 + 0.3. Above pH
8.0 there is a normal Bohr effect: nH’ was -0.36 + 0.12. In the presence of chloride the
Bohr effect increases to -1.19 + 0.5 below pH 7.0. In the presence of ATP proton binding
decreases; in the pH range from 6.5 to 8.0 was -0.8 + 0.12, and lower between pH 8.0 and

8.5:-0.4 + 0.0/heme.
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- stripped
- chloride 100mM |
® ATP 1mM

Figure 3: Effect of pH on the oxygen affinity of
Pacu hemoglobins. Experiments were performed at
20°C in the absence of chloride and ATP (stripped),
and in the presence of both effectors.

stripped
chloride 100mM
ATP 1mM

T

8.0
pH

Figure 4: Cooperativity (n50) of the hemoglobins
from Pacu in the same experimental conditions
described above.
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Figure 4 shows that for most of the experiments oxygen binding was cooperative.
The only exception was in the presence of ATP at pH 7.0 and 6.5, that showed negative
cooperativity.

Figures 5 and 6 show the functional properties of the hemoglobins from

Tambaqui. For the stripped form. there is significant H" binding (nH" was -0.95 + 0.16)

below pH 7.5. but above that value, there is no Bohr effect (-0.03 + 0.02). The presence of
chloride does not affect significantly the previous description, since nH" was -1.07 + 0.32
and -0.012 + 0.03 for the same pH ranges described above. In the presence of ATP the

Bohr effect was -0.8 + 0.12 between pH 6.5 and 8.5.

stripped
---&x--- chloride 100mM
® ATP 1mM

Figure 5: Effect of pH on the oxygen affinity of
Tambaqui ~ hemoglobins.  Experiments  were
performed at 20"C in the absence of chloride and
ATP (stripped). and in the presence of both
effectors.
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stripped
A chloride 100mM
® ATP 1mM

8.0 8,5 9.0
pH

Figure 6: Cooperativity (n50) of the hemoglobins
from Tambaqui in the same experimental
conditions described above.

Similarly to the behavior described for Pacu hemoglobins, O,-binding was

cooperative for all the experimental conditions, with exception of pH 6.5 in the presence of

ATP, reaching again values below 1.0.
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i--—‘_‘h stripped
| & chloride 100mM

i ® ATP 1mM

Figure 7: Effect of pH on the oxygen affinity of
Tambacu  hemoglobins.  Experiments  were
performed at 20°C in the absence of chloride and
ATP (stripped), and in the presence of both
effectors.

O stripped

A chloride 100mM |

® ATP 1mM

T A T T T

7.5 8.0 8,5 9,0
pH

Figure 8: Cooperativity (n50) of the hemoglobins
from Tambacu in the same experimental
conditions described above.
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The functional data for the hybrid fish Tambacu are shown in Figures 7 and 8.
The stripped form, below pH 7.5, has a high Bohr effect. resembling Tambaqui: nH" was -

0.92 + 0.39 (figure 7). At higher pH, nH" decreased to -0.3 + 0.1. Chloride did not affect

proton binding: nH" = -0.92 + 0.3 . and above pH 7.5 the same values reported previously.

In the presence of ATP the Bohr effect changed significantly as pH increased: between 6.5
to 8.0 nH" was -1.72 + 0.3. and above that pH decreased to -0.27 + 0.01.

Cooperativity, again, displayed a similar behavior as those reported here: was
higher than 1 for most of the experimental sets, dropping to negative values in the presence
of ATP at pH 6.5 and 7.0 (Fig. 8).

Since the effect of ATP at acidic pH resembled a Root effect, we carried out some
experiments to confirm such assumption. Figure 9 shows the effect of pH on the saturation
in the presence of ImM ATP (there is no apparent decrease of saturation for the stripped
form, checking it by adding Tris and raising pH to above 8).

As shown, at pH 6.5 saturation decreases to 58.5%, 57.2% and 55.7%, for the
hemoglobins from Pacu, Tambaqui and Tambacu, respectively. At only 0.2 pH units
higher. pH 6.7, the respective values were 71.0%, 72.0% and 68.7%. At pH 7.0, Hb
saturation was 87.45, 91,3% e 93.9%, for Pacu, Tambaqui and Tambacu. respectively.
There is a clear biphasic behavior with two responses; one that operates below pH 7.0,
showing a high sensitivity of saturation as pH changes, and a shallow one above that value,

operating apparently up to pH 9 or even more.
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iig

Pacu
| & Tambaqui |
| ® Tambacu |

% saturation

Figure 9: Effect of pH on hemoglobin saturation,
in the presence of | mM ATP, showing an induced
Root effect, at 25°C.

In terms of the effect of temperature, the enthalpy of hemoglobin oxygenation was
determined from a Van't Hoff Plot (log Ps versus 1/T). Figures 10, 11 and 12 illustrate the
behavior of the hemoglobins from the three fishes at different temperatures (15, 20 and
25°C) at pH 7.5, for the stripped form. and also in the presence of 100mM NaCl and ImM

ATP. For all the experimental sets O»-affinity decreased with increasing temperature.
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‘ O stripped
| & chloride 100mM
‘ e ATP 1mM

336 338 340 342
1Tx10”

Figure 10: Van't Hoff Plot showing the oxygen
affinity as a function of temperature for the
hemoglobins from Pacu.

stripped I
& chloride 100mM
® ATP 1mM

¢

~0Q

1 T 1

336 338 340 342 344 346 3.48
1T x10°

Figure 11: Van't Hoff Plot showing the oxygen
affinity as a function of temperature for the
hemoglobins from Tambaqui.
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stripped
A chloride 100mM
| ® ATP1mM

336 338 340 342 344 346 3.
1Tx10°

0

Figure 12: Van't Hoff Plot showing the oxygen
affinity as a function of temperature for the
hemoglobins from Tambacu.

Table I shows the values of enthalpy change (AH), free energy (AG) and entropy (AS)

associated with oxygenation for the hemoglobins from the three fishes.

stripped 0.1M chloride 1 mM ATP

AH AS AH AS
Pacu -28.0 -8.1 20, . 422 -26.1 : -65,2
Tambaqui  -29.3 -8.2 : -484  -12,6 : -18.,8

Tambacu 248  -8.1 -57.1 & < -62.3 -213 -45,2

Table 1. Enthalpy, Free energy and Entropy changes associated with oxygenation of the hemoglobins from
Pacu, Tambaqui and Pacu. AH and AG are expressed in kcal/mol, and AS in u.e.
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As shown in Table I, the values for the stripped form were similar between Pacu
and Tambaqui, with a lower value for Tambacu. That similarity was sustained in the
presence of chloride. In the presence of ATP, and also for two of the experiments in the
presence of chloride, the enthaply changes decreased bue to the endothermic release of the
effectors. The free energy was maintained between 7 and 8 kcal/mol, whereas the entropy
changes were always negative.

As shown above, the combination of low pH and ATP induces a Root effect,
capable of locking the Hb structure into a low affinity conformation. In order to estimate
the binding constants of ATP to the hemoglobins here studied, we performed an analysis of

its effect on oxygen-affinity. up to 10mM (Figures 13 to 15).

log [ATP] (M)

Figura 13. Effect of ATP on oxygen affinity of Pacu
hemoglobins, at 20°C and pH 7.5. Each point
represents the average of three measurements.

Since the slope of the curve returns the number of ATP molecules released per
heme during oxygenation: -AX= AlogPsy/Alog| ATP] (Amiconi et al, 1985), we were able

to estimate the binding relationship ATP:Hb. For Pacu Hbs the slope was 0.30 + 0.01,

close to the expected relationship of 0.25/heme or 1:Hb. However, the plots for Tambaqui

and Tambacu Hbs the plots show a different shape and a greater variation of oxygen
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affinity within a narrow concentration range, that raises the estimated values: 0.74 + 0.09

and 0.74 + 0.06, respectively.

05—

04 Tambaqui

03

02].

1e-4
log [ATP] (M)

Figure 14. Effect of ATP on oxygen affinity of
Tambaqui hemoglobins, at 20°C and pH 7.5. Each
point represents the average of three measurements.

Tambacu

1;-4
log [ATP] (M)
Figura 15. Effect of ATP on oxygen affinity of

Tambacu hemoglobins, at 20°C and pH 7.5. Each point
represents the average of three measurements.
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The estimated values above mean that at least two ATP molecules bind per Hb
tetramer. Applying the equation for a single site (Bonilla et al., 1994b) for the data
gathered from Pacu Hb, the constants for the deoxygenated (Kp) and oxygenated (Ko)
forms are 1.07+0.2.10° and 3.9+1.7.10* M, respectively. For the other hemoglobins, we
fitted the data to the equation given by Olianas et al. (2005). The results are summarized in

Table I1, below:

Constants (M*) Tambacu Tambaqui
Kid 32+12 109+38
Kio 6.6+0.4.10°  6.7+0.4.10’
K2d 0.12+0.07 0.12+0.08
K20 2.6+0.4.10°  2.6+0.4.10°
Log Psg° -0.31 -0.45

Table II. Binding constants to deoxygenated (Kd) and oxygenated (Ko)
hemoglobins of Tambacu and Tambaqui considering two sites, named | and 2.
LogPs, refers to the reference value, in the stripped form. Temperature 20°C, pH

7.5,

Discussion

Most of the fish species possess polymorphic hemoglobins, that could constitute a
successfull strategy for matching the physiological needs to environmental availability of
oxygen (Ohkubo et al., 1993, Val and Almeida-Val. 1995). Changes in the Hb pattern can
be detected and attributed to seasonal and temperature changes (Powers, 1980).

The present work revealed five isohemoglobins for Tambaqui and the hybrid
Tambacu, whereas Pacu only three. The close isolectric points from Tambaqui and
Tambacu Hbs frustrated our efforts for isolation of each component. For Pacu a previous
work (Poy. 2001. Souza et al.. 2004) successfully purified the main hemoglobins, named I

and II, that showed very different functional properties: Hb-I is a typical cathodic Hb,

without proton binding and a weak phosphate binding, whereas Hb-II, the major fraction,
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displays a large alkaline Bohr effect (-0.9 H'/heme). Clearly, Tambacu inherits its Hb

profile from the female Tambaqui.

Hb heterogeinity was described for fishes from the Amazon by the Alpha-Helix
expedition (Fyhn et al., 1979). who found an average of four Hbs among teleosts from 77
genera, and also for Venezuelan species (Pérez and Rylander, 1985). The number of
fractions we found agrees with that number, since the parental species inhabit the
floodplains of the Amazon Basin, although the specimens used for this work were
cultivated locally, northwest of the State of Sdo Paulo. For fish species from temperate
zones, Sullivan (1977) described an average of five Hbs, presumably an adaptation to the
greater temperature changes along the year.

According to Riggs (1979), and Val et al. (1987), there is no clear correlation
between species with multiple hemoglobins and environmental variables such as dissolved
oxygen, water pH, temperature. behavior and the presence of a swim bladder, even though
many authors propose that Hb heterogeinity would have an adaptive role (Val &
Almeida-Val,1995).

A comparison of oxygen equilibrium curves between fishes with exclusive water
breathing and species with accessorial air breathing. showed that the second group presents
lower O,-affinity (Powers ef al.. 1980). Fishes such as Tambaqui, Tambacu and Pacu
perform Aquatic surface respiration (ASR) when oxygen concentration drops below a
critical value (Panepucci et al., 2001; Rantin and Kalinin, 1996), a common strategy
among tropical fishes that improves gill oxygenation.

The functional studies showed that all the hemolysates present a Bohr effect under
all the experimental conditions: stripped. and in the presence of chloride or ATP, specially
below pH 7.0, with small effects due to chloride binding. The major component seems to

dictate the properties of the Hb mixture, as we can deduce from the data gathered for Pacu.
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The values reported by Poy (2001) for Hb-II show a close agreement with those found for
the hemolysate.

The residues that contribute for the Bohr effect are Histidines 146 and 122 from the
beta chain and Valine 1 from the alpha chain (Giardina et al., 2004: Brittain, 2005).
Chloride enhanced the Bohr effect for Pacu and Tambaqui Hbs; according to Giardina et
al. (2004). that anion can contribute by an interaction between Val 1 and Ser 131. both
from the alpha chain. in the absence of phosphates and bound CO,.

When hemoglobin can not saturate at acidic pH and under hyperbaric oxygen, it
characterizes a Root effect (Brittain, 2005; Giardina et al., 2004; Pérez et al., 1995) , and
the presence of multiple Hbs could compensate O, defficiency due to that effect.
According to the present interpretations, the Root effect has the physiological purpose of
ensuring oxygenation to the retina, and also oxygen for the swim bladder (Pérez et al.,
1995: Bonaventura et al., 2004; Brittain, 2005).

The hemolysates from Pacu, Tambaqui and Tambacu presented a Root effect
induced by phosphate binding at acidic pH. able to unload almost half of the O, bound at
pH 6.5 in vitro. The decrease of affinity does not reach the values described for Leiostomus
xanthurus (spot) Hbs by Bonaventura et al. (2004), at pH 6.5 the level of saturation
decreases in a similar extent to those we found. That property would allow the Hb to
respond to a discharge of lactic acid with a fast O, unload.

When operates, this Root effect induces a drastic change in the oxygen binding
behavior, dropping cooperativity to values that are considered as “negative cooperativity”,

that is, under those circumpstances it's imposible to fully oxygenate those Hbs, even under

hyperbaric pure oxygen. That effect would not help to provide oxygen to tissues under

hypoxia. since according to Pelster and Decker (2004). under stress conditions, such as
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hypoxia, pH within the red blood increases due to epinephrine release and beta-adrenergic
stimulation of the Na'/H" exchanger.

A similar Root effect induced by phosphates was described for the anodic
hemoglobin of the brown moray (G. wunicolor) by Tamburrini et al. (2001), and other
hemoglobins (Val and Almeida-Val, 1995; Pelster and Weber, 1990). A recent work from
Yokoyama et al. (2004). with tuna Hb (Thunnus thynnus), also reports the existence of
Bohr and Root effects, with cooperativity values close to those we found. At pH 6.4, the
value of n50 was 0.52, close to those from Pacu, Tambaqui and Tambacu Hbs (0.59; 0.52 ¢
0.59) respectively, at pH 6.5. The fish known as Jaraqui (Prochilodus), a typical species
from the Amazon, has three Hbs, and both Bohr and Root effects in the presence of ATP
(Di Prisco and Tamburrini, 1992). and trout Hb IV, that has Root effect, showed a n50
lower than 1 at pH 6.5 (Giardina et al, 1973).

The Root effect that we found depends on phosphate binding. Pacu Hb showed
having a single binding site for ATP. whose affinity in the deoxygenated state is lower than
the values we found for snake Hbs (Bonilla et al., 1994b), but higher than for the cathodic
Hb from another fish from the Amazon basin: Hoplosternum littorale (Peres et al., 2004).
On the other hand, the estimation of the binding constants for Tambaqui and Tambacu Hbs
supposing two sites, showed high affinity for the second site, both in the deoxygenated and
oxygenated states, with very weak interaction with the first site. This interactions deserve a
future deeper analysis.

Apparently there is no correlation between Hb heterogeneity and the presence of
Root effect (Farmer et al. 1978: Val and Almeida-Val, 1995). The Root effect correlates

with the distribution of the rete mirabile from the eye choroid and a well developed swim

bladder. Among primitive species, the rete mirabile from this organ is not present, but their

blood has a Root effect. As stated by Farmer et al. (1978). the rete from the eye may be the
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most primitive anatomical structure associated to the origin of Hbs with Root effect, a
previous adaptation for the evolution of an efficient mechanism of gas secretion in the
swim bladder.

Concerning the temperature, the Amazon does not have great variations. Short
changes, in terms of hours, are compensated by behavioral responses of ectothermic
animals, such as migration to microhabitats (Val and Almeida-Val, 1995). When water
temperature increases, fishes have to cope with two challenges: less dissolved oxygen and
increasing biological and metabolic activity, leading fishes to consum more O, when it is
less available. According to Val and Almeida-Val (1995). fishes that inhabit environments
with constant temperature have Hbs that are sensitive to that variable, whereas those living
in fluctuating temperature locations carry less sensitive Hbs.

The heat associated with oxygen binding to Hb is measured indirectly by O,-
binding experiments, and interpreted by Van't Hoff plots. Their linearity ensure that
enthalpy change is independent of the temperature. otherwise suggests changes in the
system heat, as verified by Fago et al. (1997). in anctarctic fishes. The hemoglobins of
those fishes have a reduced temperature sensitivity, reflecting small heat exchanges. For
the analyzed Hbs we verified a linear decrease of oxygen-affinity as temperature raised,
due to exothermic O,-binding (Bonilla et al.. 1994). The reduced affinity can improve
tissue oxygenation. matching the higher needs due to metabolic stimulation (Wilhelm and
Weber, 1983).

Among endothermic animals enthalpy variation is small. between -9 and -14
kcal/mol (Wood, 1980). For the Hbs here studied. the enthalpy changes were similar, but
higher than for mammals (wood. 1980) and for the fish Matrinxa (Brycon cephalus) that

remained around -15 kcal/mol (Honda. 2001) under similar experimental conditions. Poy

(2001) reported an enthalpy change of -27.2 and-15.8 for Pacu Hb-II in the absence and in
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the presence of ATP. similar to those we found. and also high values were reported for the

snake Mastigodryas bifossatus (AH=-22.4) (Bonilla et al.. 1994). Looking at the variation
of Gibbs free energy. it remained with small changes, decreasing from 8 kcal/mol in the
presence of ATP. That presumably reflects a compensation between enthalpy and entropy
changes, as described by Bonilla et al. (1994) and Jensen and Weber (1987). The
oxygenation process is enthalpy driven, overcoming the unfavorable entropy variation.

The present work will continue looking for a comprehensive analysis of the
structure-function relationships, with particular focus on the induced Root effect. Despite
the volume of work focusing that effect, it still has many unsolved aspects, and as Brittain
(2005) concludes, probably nature offers many structural motifs that lead to the striking

effect on oxygen-affinity.
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CONCLUSOES GERAIS

1- Verificamos a presen¢a de cinco fragdes de hemoglobinas no Tambaqui e Tambacu,
mostrando que esses animais apresentam hemoglobinas multiplas juntamente com o Pacu,
sendo portanto, espécies com caracteristicas proprias da Amazonia. Ainda ndo estda bem
claro o papel dessas virias isoformas nos peixes de uma forma geral, embora alguns
autores acreditam que essas hemoglobinas estejam envolvidas com processos adaptativos
ao meio, tais como. quantidade de oxigénio dissolvido na agua, pH, temperatura,
comportamento animal. presengca de rete mirabile e bexiga natatéria. O padrdo de

hemoglobinas do Tambacu ¢ similar ao do Tambaqui.

2- Foi observada a presenga de efeito Bohr nos trés animais e de forma mais acentuada
entre os pHs 6.5 a 7.5. Isto reflete a presenga de efeito Bohr alcalino nas hemoglobinas
totais de Pacu, Tambaqui e Tambacu. Nao existe uma correlagdo clara entre nimero de
isoformas e presenga ou auséncia de efeito Bohr alcalino ou acido, embora sabe-se que
diferentes fragoes podem desempenhar parametros funcionais diferentes, como a
hemoglobina da truta ou matrinxd. No nosso caso, o cloreto exerceu maior efeito Bohr que
o ATP. uma vez que ha evidéncias de que a Vala1 participa do efeito Bohr alcalino apenas
na presen¢a de cloreto (Giardina er al., 2004: Brittain, 2005), este residuo deve ser,
portanto, o maior responsavel pela presenga deste grande efeito com o cloreto. Acredita-se,

também que as Hisp 146 ¢ Hisa122 também estejam envolvidas no efeito Bohr alcalino.

3- Uma vez que as espécies parentais e o hibrido apresentam retina e bexiga natatoria,

podemos correlacionar a presen¢a do efeito Root com estas estruturas, como forma de

auxilio para o enchimento da bexiga e oxigenagdo da retina.
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4- Foi observado uma log P50 maior na temperatura de 25°C, indicando uma diminuigdo
linear da afinidade quando a temperatura é aumentada, isto reflete alteragdes como
aumento dos processos metabolicos e diminui¢do da solubilidade do oxigénio na dgua.
Nossos dados coincidem com alguns da literatura, de que a energia livre da ligagdo do
oxigénio permanece praticamente invariavel gragas a um fenomeno de compensagio entre

a variag@o da entalpia ¢ da entropia.

5- Foi verificada a presenga de pelo menos dois sitios de ligagdo para o fosfato nos
hemolisados de Tambaqui e Tambacu, e um sitio para o hemolisado de Pacu. Este dado
reflete a necessidade de aprofundarmos nossas pesquisas com esses animais, uma vez que,
ao longo da evolugdo houve uma selegdo de fatores adaptativos que permitiram a

sobrevivéncia de certas espécies em determinados ambientes. Conclui-se entdo, que, o

metabolismo respiratorio pode sofrer pressdoes ambientais e que todas as espécies de uma

forma geral, podem responder de diferentes maneiras, permitindo-as se adaptarem a

diferentes meios.
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METODOLOGIA UTILIZADA

1- Gel para isoeletrofocaliza¢io

Pesa-se 0.22¢g de agarose para isoletrofocaliza¢do em erlemneyer de 50ml e
adiciona-se 13,2 ml de agua bidestilada. Coloca-se em banho —maria de 3 a 5 minutos para
a agarose dissolver e adiciona-se os anfolitos: 0,8 ml de anfolito na faixa de pH de 3-10 e
0,8 ml de anfolito na faixa de pH de 8-10.5. A solug@o dever ser rapidamente distribuida
sobre uma placa de vidro (5 X 7 c¢cm) que suporta 5 ml de gel. O gel solidifica-se
rapidamente. Coloca-se. entdo, nas extremidades da placa duas tiras de papel de filtro (5 X
0.5 cm, com Imm de espessura) embebidas em uma solugdo de NaOH 1M (extremamente
catodica) e outra solugdo de H;PO4 1M (extremamente anodica).

Coloca-se a placa num isopor contendo gelo no seu interior, para dissipagdo

do calor, e sobre a placa, coloca-se uma tampa de acrilico com os eletrodos sobre as tiras,

permitindo. assim, a passagem de corrente elétrica pelo gel de agarose. Essa etapa é
chamada pré-focalizagdo. Durante a pré —focalizagdo. ¢ aplicada uma corrente de SmA por
10 a 15 minutos, a fim de que os anfélitos se distribuam pelo gel, formando o gradiente de
pH.

Apos esse periodo, pressiona-se o gel, delicadamente, com um aplicador de
amostra e adiciona-se as amostras de solugiio de hemoglobina no centro do gel. Inicia-se
com uma corrente de SmA até o gel absorver a amostra (mais ou menos 5 minutos), ento,
eleva-se a corrente elétrica para 8mA constante, no qual a corrida dura aproximadamente

40 minutos.

AV
AVAYEY

2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 16

17

18



Apo0s a corrida, o gel pode ser fixado com TCA 20% (écido tricloroacético)
por 3 minutos, cobrindo posteriormente 0 mesmo com papel de filtro para secagem. Se
necessario, apds uma boa desidratagdo do gel., procede-se a colora¢gdo com Ponceau ou

Negro de Amido.

2- Propriedades Funcionais

Antes de se iniciar a desoxigenagdo da Hb. fez-se uma leitura da
absorbincia da oxihemoglobina inicial, uma vez que estes dados sdo utilizados para os
calculos de Pso. I,Og Pso € nso.

O método experimental utilizado para avaliag¢do das propriedades funcionais
de ligagdo de O, foi 0 método espectrofotométrico - tonométrico (Giardina er al., 1981).
Este baseia-se nas mudangas espectrais que ocorrem durante a transi¢do da forma
desoxigenada para a forma oxigenada.

Em seguida. inicia-se a desoxigena¢do da Hb passando-se nitrogénio
umidificado pelo tonémetro (Figura 1). Devido a alta afinidade desta Hb. foi necessério
que se fizesse vacuo (com uma bomba de vacuo) no tondmetro, para auxiliar na
desoxigenagio da amostra. Apds a desoxigenagdo da amostra que inicialmente foi avaliada
visualmente, colocou-se o tondometro em banho com temperatura controlada e. apds cinco
minutos, fez-se a leitura desta soluc¢do de acordo com a proposta de Benesch e Benesch,

(1965):

Abs
Abs
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Figura 1: tondmetro utilizado nos
estudos funcionais
Esta relagiio indica a propor¢do de hemoglobina desoxigenada na solugdo

em relagio a propor¢io de hemoglobina oxigenada. baseado nos coeficientes de
absortividade das formas desoxigenada e oxigenada em 555 e 540 nandmetros,
respectivamente. Se o indice obtido for proximo ou igual a 1,24 iniciava-se a fase seguinte,
se ndo era preciso passar mais nitrogénio pela amostra e fazer mais vacuo, até a obtengdo
de um bom coeficiente. A obten¢iio da forma desoxigenada ndo podera ser um processo
lento, pois poderia ocorrer a formagio de meta-hemoglobina, o que prejudicaria todo o
experimento.

Obtendo-se um bom indice. fez-se a leitura de absorbancia da forma

desoxigenada e. entdo. iniciou-se a adi¢io de quantidades conhecidas de oxigénio no

tondmetro, com uma seringa. Entre uma adigdo e outra esperava-se em média cerca de sete
minutos para a leitura das absorbancias que foram realizadas em: 690, 576, 569, 560 e

541nm. Este tempo era necessario para permitir o total equilibrio entre a fase gasosa e a
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solug¢do. As adigdes de oxigénio prosseguiram até que se alcangasse elevados niveis de
saturagdo. Por fim, o tondmetro era aberto para que se fizesse a leitura da oxihemoglobina

final (100% saturada apos o experimento).
As leituras em 576, 560 ¢ 541nm. foram usadas para o calculo da saturagdo
fracional Y de acordo com a seguinte equagio:

(A% =41
o TR T
(Amn_ An)

, : el iy P |
onde X é o comprimento de onda, A" ¢ a leitura de absorbancia da amostra, 4, e Ay, as

absorbancias das formas desoxigenada e oxigenada. respectivamente. Como fizemos
leituras em 3 comprimentos de onda, consideramos a variag¢do total de absorbancia entre

oxi e desoxi-hemoglobina:
540 540 560 560 576 576
Ad g =(Aygg —Ag )+ Ay — Ajgp ) +(Ajgg — 457)
Apos cada adi¢do “i”, foi feito a leitura de absorbancia na amostra equilibrada
permitindo calcular a saturagio:

(Af‘-lll s A{::\-IU) S ( A 560 Afhll) i ( A_‘n?h 5 At.:?h)

I () 1

AA

As leituras de absorbancia em 569nm (ponto isosbéstico) permitiram
corrigir as medigdes espectrais.
Por sua vez, a pO, (pressdo parcial de oxigénio) foi calculada pela equagdo

abaixo (Giardina e Amiconi, 1981) modificada por Bonaventura:

B
% O, * i,j)*(PBC—(PV*UR))

0, = s 3%
P2 VT - VA oo

pO2 (mmHg): ¢ a pressio parcial de oxigénio . % O2 ¢ o percentual do gas na atmosfera
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(21%). PBC ¢ a pressdo atmosférica corrigida (mmHg). PV € a pressio de vapor de agua,
UR ¢ a umidade relativa (%). VT é o volume do tonometro (mL), VA ¢é o volume de
amostra (mL). VI ¢é o volume de ar injetado (mL), TB ¢ a temperatura do banho (°C) e TA
¢ a temperatura ambiente (°C).

As adigdes prosseguiram até que se alcangasse elevados niveis de saturagio. Por
fim, o tondmetro foi aberto para que fizéssemos a leitura da oxi-hemoglobina final (100%
saturada apos o experimento).

Posteriormente. os valores de absorbancia obtidos foram digitados em um
programa que mostra a representagao grafica de Hill e executa os célculos de Psg, Log Psp e
ny. ApoOs cada experimento. a quantidade de meta-hemoglobina inicial e final foram
quantificados de acordo com o procedimento mostrado a seguir. Os dados experimentais
com mais de 5% de meta-hemoglobina inicial ou final formada foram descartados.

Célculo da Concentragdo de Oxi-hemoglobina e Meta-hemoglobina

A determinagdo da concentragdo da oxi e meta-hemoglobina foi realizada

: = weta X1
utilizando as leituras em 576 ¢ 630 nm, com coeficientes de extingdo (&7 - 26

neta IxXi
30 © 6;)30 ) determinados para a hemoglobina humana (Benesch er al., 1973).

O calculo da concentragdo de meta-hemoglobina foi obtido determinando as
absorbancias em 576 ¢ 630 nm para depois correlaciond-las com seus respectivos
coeficientes de exting@o na seguinte equagio:

nela

Abssy=[oxiHb]. E o +[metatb]. &7 Eq. 14

nela

X7
Absg=[oxiHb]. £ 30 +[metaHb]. &1 Eq. 15
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Dessa forma. a concentracio das duas espécies (as duas incognitas) pode ser

resolvida conforme segue. onde “DET” ¢ a determinante da matriz:

oxi _metal
DET et LD 76 76

i ela

330 “630

xi

Ab
[metatb] =57 "5 DET
pomeipe D%1g

AbSs &56°) ) ppr

neta

%3() 30

[oxiHb] =

Como no caso da meta-hemoglobina os coeficientes variam com o pH, usamos os valores

de acordo com a condig@o experimental.
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Efeito de Temperatura

Os parametros calculados foram a energia livre (AG), entalpia (AH) e
entropia (AS). A energia livre foi calculada a partir da seguinte equagio:

AG= - R.T.In 1/P50.cte Henry
onde R é a constante universal dos gases (R=1,987 cal/mol™'/k™), T é a temperatura (K),
P50 ¢ a pressdo de oxigénio necessaria para saturar 50% dos sitios de hemogobina em
mmHg e a cte de Henry (ImmHg=1.77x1 0° M O, a 20°C) (Brouwer & Baker-Kiry, 1988).

O célculo da variagdo da entalpia (AH) foi obtido pela expressdo:

AH=2303.a.R

onde “a” ¢ a inclinag¢do da reta obtida pelo grafico Log P50 x 1/T (K-1)
(Powers, 1978) e R ¢ a constante dos gases (R=1,987 cal/mol™'/k™") (Giardina et al., 1993).

A varia¢do da entropia foi (AS) foi obtida da expressao:

AS=AH-AG/T (20°C)
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