HEMOGLOBINAS EM CASCUDOS
(SILURIFORMES) DA AMAZONIA CENTRAL.

It. Determinagdo do Efeito Bohr por Focalizacdo Isoelétrica,

Resumo

A andlise qualitativa do efeito Bohr por
eletrofocalizagdo em gel de poliacrilami-
da dos hemolisados de sete espécies das
familias Loricariidae e Callicthidae da
Amazénia Central nos revelou uma natu-
reza diversa deste efeito. Algumas he-
moglobinas destas espécies mostraram
um incremento no ponto isoelétrico (PI)
da forma deoxigenada em comparacio &
forma carboxy, como ocorre com a hemo-

globina humana. Outras espécies contu-

do tiveram suas hemoglobinas com PI di-
minuido e ainda em outras espécies foi
observado alteragdo no Pl de somente
um dos componentes. A modificagdo no
Pl das forma deoxy da hemoglobina cor-
relacionada com a presenca ou ndo de
efeito Bohr normal ou ainda com efeito
Bohr reverso. Pterygoplichtys pardalis
apresenta efeito Bohr reverso por este
método o qual foi comprovado por estu-
dos de equilibrio de oxigenagdo de suas
hemoglobinas. Plecostomus e Hoploster-
num thorocatum apresentaram componen-
tes com efeito Bohr normal. Ja em Stu-
risoma robustum observou-se a presenga
de alguns componentes com efeito Bohr
reverso e de outros com efeito Bohr nor-
mal; enquanto que em Canthoporus geni-
barbis somente a presenca de efeito
Bohr normal pode ser encontrado. Esta
variabilidade de efeitos Bohrs achados
poderiam relacionar-se com o habitat des-
tas espécies ou com sua habilidade para
sobreviver em ambientes hipéxicos.
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INTRODUCAQC

O efeito Bohr que representa a
afinidade da hemoglobina pelo oxi-
génio em fungdo do pH, indica
possivelmente a mais importante
fungdo da hemoglobina e é atra-
vés dele que se pode explicar a
descarga de oxigénio aos tecidos
nos animais. E amplamente conhe-
cido que gracas ao relativamente
baixo pH tecidual, a hemoglobina
descarrega o gas. O estudo deste
efeito em hemoglobina purificada

" é bastante simples, implicando na

determinacdo de curvas de disso-
ciacdo da proteina; contudo, em
sistemas multiplos, como as he-
moglobinas de peixes, torna-se so-
bremaneira complexo uma vez que
hé necessidade da separacdo de
cada componente do hemolisado e
de sua analise individual. Recente-
mente Bunn & Riggs, 1979, publi-
caram elegante método de deter-
minacdo do efeito Bohr através
da eletrofocalizagao. Tal método
permite uma analise qualitativa do
efeito tanto do hemolisado total
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como dos diferentes componentes
do mesmo.

O presente trabalho relata o
efeito Bohr e suas possiveis impli-
cactes fisioldgicas em sete espé-
cies de cascudos comumente en-
contrados na regido da Amazdnia
Central, a influéncia do meio am-
biente e as adaptagdes das hemo-
globinas séo discutidas.

MATERIAIS E METODOS

O efeito Bohr foi analisado por
focalizacgo isoelétrica em gel de
poliacrilamida 4% contendo am-
pholine 2% pH 6-8 em hemoglobi-
nas dos peixes das familias Lori-
cariidae e Callichthyidae coleta-
dos no lago Janauaca, rio Soli-
moes. Animais adultos foram san-
grados individualmente no local da
coleta, por puncdo cardiaca, com
seringa heparinizada, e as hema-
cias separadas por centrifugacao
e lavadas repetidas vezes com so-
lucdo de NaCl 1,7% e Tris 1 mM,
pH 8,0 a 4°C. Apos a lise com Tris
I mM pH 8,0 a 4°C o hemolisado
foi centrifugado e mantido a 4°C
até o momento do uso.

O método utilizado para a deter-
minacao do efeito Bohr em gel de
poliacrilamida foi o descrito por
Bunn & Riggs 1979. A eletrofore-
se foi executada em condicoes
anaercbicas adicionando-se aos
tampodes dos eletrélitos 0,02 ml de
ditionito de sdédio 5 mg/ml e bor-
bulhando lentamente nitrogénio
durante todo o processo. Antes da
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eletroforese propriamente dita, to-
do o sistema era acionado por 30
minutos para garantir orientacéo
das cargas no gel de poliacrilami-
da. Ap6s este tempo foram adi-
cionadas amostras de 0,02 ml dos
hemolisados a uma concentragdo
de 10 mg/ml de proteinas, equili-
bradas até saturagdo com CO ou
totalmente desoxigenadas através
da passagem de nitrogénio, sobre
gels individuais para cada amos-
tra de carboxi e desoxi hemogio-
bina dos peixes estudados. A fo-
calizacdo isoelétrica foi alcancada
aos 120-180 minutos.

RESULTADOS

O efeito Bohr analisado através
do gel de poliacrilamida contendo
ampholine entre pH 6 e 8, mostrou
as seguintes caracteristicas des-
critas na figura 1. 1} O componen-
te catddico das hemoglobinas’ de
Pterygoplichthys pardalis, cascudo
comum, possui efeito Bohr rever-
so (figura 1A) o que pode ser
constatado pela posigcao mais ca-
todica na forma carboxi em rela-
cao a da deoxihemoglobina. Ja os
outros trés componentes anddicos
mostraram um pequeno efeito
Bohr normal, estando as trés he-
moglobinas na forma carboxi des-
locadas mais para o polo positivo
em relagdo a deoxi. |l) O Pterygo-
plichthys (espécie nao determina-
da aqui chamada SP2), cascudo ja-
caré, ndo apresentou efeito Bohr
reverso no componente catddico,
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contudo os componentes anddicos
mostram efeito Bohr normal, com
excecao do mais anddico que nao
apresentou o efeito uma vez que
a migracdo do componente na for-
ma tanto deoxi como carboxi foi
idéntica (figura 1B). 1lI) Na hemo-
globina de Plecostomus plecosto-
mus visualizamos quatro compo-
nentes com efeito Bohr normal pe-
los mesmos processos de andlise
(figura 1C). IV} Os componentes
de hemoglobinas de Hoplosternum
thoracatum tanto macho como fé-
mea (figuras 1D e 1E) apresenta-
ram-se como catddicos e anddicos
respectivamente e apresentaram
pequeno efeitc Bohr normal. V) No
hemolisado de Sturisocma robus-
ta (figura 1F) observamos que
0s componentes catddicos tem pe-
queno efeito Bohr reverso e os

anodicos efeito Bohr normal, ten-
do o mais anddico efeito menos
acentuado. VI) Em Canthoporus ge-
nibarbis todos o0s componentes
das hemoglobinas apresentaram
pequeno efeito Bohr normal (figu-
ra 1G).

DISCUSSAQO

A avaliagdo do efeito Bohr que
pode ser estimada como uma mo-
dificacdo na afinidade da hemoglo-
bina pelo oxigénio com o pH, pode
ser relatada como uma afinidade
diferencial das hemoglobinas oxi-
genada e desoxigenada, por pro-
tens através da equacdo:
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Figura 1.

Diagrama de Eletrofocalizagcdo das formas de deoxihemoglobina (deoxy) e

carboxihemoglobina (carboxy) em hemolisados totais de Silurideos. As condigbes es-
tdo descritas em “Material e Métodos” e os peixes utilizados foram a. Pterygoplich-

tys pardalis, b. Pterygoplichtys sp, c.

Plecostomus plecostomus, d. Hoplosternum

throcatum (macho), e Hoplosternum throcatum (fémea), f. Sturisoma robustum e g.

Canthoporus genibarbis.

Hemoglobinas. . .
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O valor da expressdo a esquer-
da pode ser determinado pela me-
dida da afinidade da hemoglobina
pelo oxigénio em diferentes valo-
res de pH, enquanto que a expres-
sdo a direita pode ser medida por
titulagdo 4acido-basica das solu-
coes de oxi e desoxihemoglobina.
Uma mudanca na afinidade de pro-
tons pela hemoglobina pode refie-
tir-se em diferentes pontos isoelé-
tricos da proteina. O método por
nés utilizado baseou-se nesta ulti-
ma propriedade nos proporcionan-
do avaliagdo precisa da presencga
ou ndo desta interacéo heterotropi-
ca nas diferentes hemoglobinas
analisadas; principalmente pelo
fato destes peixes apresentarem
multiplicidade de componentes.

A anélise de hemolisados de se-
te espécies de peixes do rtio Ama-
zonas pertencentes as familias Lo-
ricariidae e Callichtyidae teve por
objeto a comparacdo dos hemoli-
sados do ponto de vista de efeito
Bohr. Estas duas familias apresen-
tam de forma geral habitat seme-
fhantes pertencentes a regides
bénticas de pouco oxigénio dissol-
vido, possuem respiracdo bimodal,
sdo bastante lentos e de habitos
noturnos. A familia Loricariidae do
ponto de vista ecolégico é seme-
Jhante a Catostomus sp. dos Es-
tados Unidos, embora neste ulti-
mo efeito Root esteja presente
(Powers, 1979). A afinidade da he-
moglobina destes peixes pelo li-
gante oxigénio & relativamente
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baixa principalmente na auséncia
de CO,. Tal fato estaria relaciona-
do com a habilidade destes peixes
para utilizarem respiracdo aérea
em condi¢cbes de hipoxia.

Como se sabe ha uma heteroge-
neidade consideravel em termos
de propriedades estruturais e fun-
cionais de hemoglobinas de pei-
xes (Riggs, 1970: Brunori et al.,
1979); algumas espécies possuem
uma dependéncia marcada na oxi-
genacdo pela variacdo de pH en-
quanto outras hemoglobinas nao
apresentam nenhuma interac@o he-
terotrépica ocasicnada por pro-
tons. Pela figura 1 verificamos que
Pterygoplichtys pardalis apresenta
um componente com efeito Bohr
reverso. Interessante notar que
0S componentes que apresentam
efeito reverso tem pH isoelétrico
relativamente alto (Gillen & Riggs,
1973) e apresentam-se como com-
ponentes catédicos. Na esgécie
dois de Pterygoplichthys todos os
componentes apresentam efeito
Bohr normal; o mesmo se verifica
para Plecostomus e H. thoracatum
tanto macho como fémea. Neste
aliimo  pode-se verificar notavel
dimorfismo sexual. Na espécie
Sturisoma robhusta observa-se que
0s componentes catodicos tive-
ram um pequeno efeito Bohr re-
verso e os anddicos, efeito Bohr
normal. Jd4 em Canthoporus geni-
barbis 0os componentes de hemo-
glchina, apresentam pequeno efei-
to normal.
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A interpretagdo funcional dos
dados sobre efeito Bohr € particu-
larmente dificil uma vez que a ele-
trofocalizagdo néo representa em
si as condicdes fisiolégicas de pH
e diferencas de efetores alostéri-
cos comumente presentes nos eri-
trécitos dos peixes, podendo, por-
tanto, algumas vezes levar a resul-
tados andmalos quando em pre-
senga de ATP. Ha casos de ocor-
rer inclusive desaparecimento de
efeito Bohr reverso (Gillen & Riggs
1973). Das espécies por nds ana-
lisadas verificamos que sé o Pte-
rygoplichthys pardalis apresenta
efeito Bohr reverso que alias se
torna normal e muito elevado
na presenga de ATP 1 mM (Galda-
mes, 1978). Outro achado interes-
sante é que as espécies estuda-
das apresentam grande variabili-
dade em termos de numero de
componentes, alguns como o Ho-
plosternum thoracatum possuindo
somente dois componentes, en-
quanto que Pterygoplichthys sp. se
evidencia a presenca de pelo me-
nos sete componentes embora
quatro se apresentem em maior
concentragao.

A presenga de componentes ca-
tédicos e efeito Bohr reverso tem
sido correlacionada com uma
maior afinidade desta hemoglobi-
na em condicbes de baixos valo-
res de pH e baixas tensbdes de 0:
(Hashimoto et al., 1960) ou a gran-
de afinidade indutora de acidose
metabdlica (Powers, 1972). As di-
ferencas encontradas em termos
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de .efeito Bohr talvez pudessem
ser melhor elucidadas em um es-
tudo do possivel efeito de efeto-
res alostéricos (GTP e ATP) que
controlassem a efetividade de oxi-
genagdo tecidual destas espécies
de peixes. A analise qualitativa
como aquelas por nds apresenta-
da, contudo, embora limitada, po-
de trazer & luz a natureza do efei-
to Bohr, normal ou reverso e por-
tanto servir de ponto de partida de
estudos de equilibrio com compo-
nentes individuais o que seria de-
sejavel, como dissemos, embora
dificil de ser executado.

SUMMARY

The qualitative analyse of Bohr effect
by isoelectric focusing on polyacrilamide
gel from hemolysed of the seven species
hemoglobins of Loricariidae and Callicthi-
dae family of Amazon River have a hete-
rogeneous effect. Some of them have
shown hemoglobins with isoelectric point
which increase when the protein is in
deoxygenated state in comparison to the
carboxy stale, likely human hemoglobin.
Others presented its hemoglobins in the
deoxy state without any change in the
Pl or have presented an decrease in such
as value. The changes in isoelectric point
when the carboxyhemoglobin was com-
proved with the deoxyhemoglobin have
been used as Bohr effect's indicator.
Thus, Pterygoplychthis pardalis presents
a reverse Bohr effect that was confirmed
by oxygen equilibrium analysis. Plecos-
tomus; Canthoporus and Hoplosternum
throcatum showed hemoglobins with nor-
mal Bohr effect. On the other hand Stu-
risoma robustum presented one hemoglo-
bin component with normal and others
with reverse Bohr effects. A close rela-
tionship between Bohr effect analysed
by this methodology and that usually
done by equilibrium studies could be ob-
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served. The heterogeneous Bohr effect
could be correlated with the habitat or
their ability to survive in hypoxic environ-
ment.
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