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RESUMO

A composicdo celular do sangue, em sua expressao quantitativa e qualitativa, bem como
as propriedades funcionais das hemoglobinas apresenta aspectos caracteristicos de
adaptacao ao ambiente aquatico, auxiliando a compreensao da adaptabilidade dos peixes
ao ambiente. O presente estudo teve como objetivo a analise do sangue periférico e a
caracterizacéo estrutural e funcional (in vitro) das hemoglobinas do peixe pulmonado
Lepidosiren paradoxa e do peixe de respiracdo aérea facultativa Hoplerythrinus
unitaeniatus coletados nos arredores de Cuiab4, MT. Para tanto foram determinadas as
variaveis hematoldgicas, as concentracBes plasmatica de ions, glicose, proteinas e
osmolalidade, a analise biométrica e morfoldgica das células sanguineas, o padréo
eletroforético das hemoglobinas, o efeito Root, a quantificacdo e o efeito dos
moduladores alostéricos (IHP, ATP, GTP, 2,3 - BPG e NaCl) na modulacdo da
afinidade das hemoglobinas ao oxigénio e a afinidade das hemoglobinas em
experimentos de equilibrio de oxigenagdo em sangue e stripped a 4°C, 21°C e 40°C. As
células sanguineas de L. paradoxa sdo excepcionalmente grandes e pouco numerosas
comparadas as de H. unitaeniatus. Os valores de hematdcrito e pH sanguineo foram
similares nas duas espécies. O numero de eritrécitos foi mais baixo em L. paradoxa (52
10* + 17 pL™) do que em H. unitaeniatus (2386 10° + 370 pL™). Os indices
hematimétricos, volume corpuscular médio e hemoglobina corpuscular média foram
maiores em L. paradoxa enquanto que a concentragdo de hemoglobina corpuscular
média e a concentracdo de hemoglobina foram maiores em H. unitaeniatus. Dentre 0s
leucdcitos, em L. paradoxa os linfocitos (65,00 + 4,00 %) foram os mais freqlentes,
seguidos dos eosindfilos (19,00 £ 3,00 %), neutrdfilos (12,00 £ 2,00 %), mondcitos
(2,00 £ 0,60 %) e basofilos (1,40 + 0,40 %). Em H. unitaeniatus os linfocitos também
foram os mais frequentes (85,14 + 3,21 %) seguidos dos neutrofilos (12,00 £ 3,00 %) e
mondcitos (2,90 + 1,23 %). Em L. paradoxa os niveis plasmaticos de Na*, Mg*?, glicose
e proteinas totais foram significativamente menores aos observados em H. unitaeniatus.
N&o houve diferencas significativas nos valores de K*, Ca™, CI" e osmolaridade
plasmatica entre as duas espécies. O padrdo eletroforético em gel de amido para L.
paradoxa, mostrou a presenca de dois componentes, um maior lento, e outro menor
rapido, em H. unitaeniatus foram identificados 6 componentes anddicos com diferentes
concentracdes, sendo 3 componentes lentos e 3 componentes rapidos. Nas espécies
estudadas as hemoglobinas stripped nas trés temperaturas e na presenca dos
moduladores, mostraram efeito Bohr normal. Em L. paradoxa os valores de Hill foram
préximos de 2,00 indicando cooperatividade e auséncia de efeito Root; em H.
unitaeniatus os valores de Hill préximos de 1,50, indicaram baixa cooperatividade e
presenca de efeito Root. A afinidade das hemoglobinas ao oxigénio mostrou-se maior a
medida que se diminuiu a temperatura. O 2,3 - BPG foi pouco efetivo na modulacéo das
hemoglobinas de ambas as espécies, ja os moduladores IHP, GTP, ATP e NaCl atuaram
como moduladores negativos, sendo a modulacdo mais efetiva em H. unitaeniatus. N&o
detectamos 2,3 - BPG e o ATP foi o principal nucleotideo intra-eritrocitario para as
duas especies sendo aproximadamente 2 vezes superior a0 GTP. Em L. paradoxa foi
detectado pequena quantidade IP,, em H. unitaeniatus ndo detectamos a presenca de
inositois. Os resultados mostram diferencas marcantes entre as células de L. paradoxa e
H. unitaeniatus e a capacidade de adaptacdo molecular das hemoglobinas destas
especies as condicdes fisioldgicas e ambientais a que estdo sujeitas.



ABSTRACT

The blood cell composition in their qualitative and quantitative aspects as well as the
functional properties of hemoglobin (Hb) shows characteristic of adaptation to the
aquatic environment, aiding the understanding of the adaptability of the fish to the
environment. The present study aimed to analyze the peripheral blood cells and the
structural and functional characterization (in vitro) of hemoglobins of the South
American lungfish, Lepidosiren paradoxa and facultative air-breathing fish H.
unitaeniatus collected nearby Cuiaba, MT. The hematological variables, blood cell size,
plasma ions, glucose and protein concentrations and the osmolality as well as the
electrophoretic patterns of Hbs, the Root effect, quantification and the effect of
allosteric modulators (IHP, ATP, GTP, 2.3 - BPG and NaCl) of the affinity of Hb to
oxygen and Hb affinity in experiments of oxygenation in the blood stripped to and 4°C,
21°C and 40°C. The blood cells of L. paradoxa are exceptionally large and not
numerous compared to H. unitaeniatus. The hematocrit and blood pH were similar in
the two species. The erythrocyte number was lower in L. paradoxa (52 .10° + 17 pL™)
than in H unitaeniatus (2386 .10° + 370 uL™). The hematimetric indexes mean
corpuscular volume and mean corpuscular Hb were higher in L. paradoxa while the
mean corpuscular Hb concentration and Hb concentration were higher in H.
unitaeniatus. Among the white blood cells, in L. paradoxa, the lymphocytes (65.00 +
4.00 %) were the most frequent cells, followed by eosinophils (19.00 = 3.00 %),
neutrophils (12.00 £ 2.00 %), monocytes (2.00 + 0.60 %) and basophils (1.40 = 0.40
%). In H. unitaeniatus lymphocytes were also the most frequent cells (85.14 £ 3.21 %)
followed by neutrophils (12.00 + 3.00 %) and monocytes (2.90 = 1.23 %). In L.
paradoxa the Mg*?, glucose and total protein plasma levels were significantly smaller
than in H. unitaeniatus. There were no significant differences in the levels of K*, Ca*?,
CI" and osmolarity of plasma and between both species. Two Hb components, one major
and another minor band was identified in L. paradoxa and another smaller; in H.
unitaeniatus 6 anode components being 3 slow components and 3 fast component have
been identified at different concentrations. In both species the stripped Hbs in three
temperatures and in the presence of modulators, showed normal Bohr effect. In L.
paradoxa cooperatively values were near 2.00 indicating cooperatively and absence of
effect of Root; in H. unitaeniatus the cooperatively values were near 1.50, indicating
low cooperatively and presence of Root effect. The affinity of Hb-oxygen proved be
higher as decreased the temperature. The 2.3 - BPG was little effective in modulate the
Hb in both species. The IHP ATP, GTP, and NaCl acted as negative modulators, being
more effective in the modulation of Hb of H. unitaeniatus. The 2.3 - BPG was not
detected in H. unitaeniatus and the ATP was the primary nucleotide intraeritrocitario for
the two species being approximately 2 times higher than the GTP. In L. paradoxa was
detected small amount IP,, but not in H. unitaeniatus. Our results show marked
differences between the blood cells of L. paradoxa and H. unitaeniatus and the ability
of adaptation of Hbs to environmental conditions to which they living.



CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL
1 INTRODUCAO

Os organismos ndo poderiam existir independentemente do ambiente; ao utilizar
0S recursos ambientais necessitam ser capazes de enfrentar as adversidades que o0s
mesmos podem apresentar (DEJOURS, 1981).

Dentre os vertebrados, os peixes sdo 0s que apresentam maior diversidade e
nimero de espécies. Ocupam uma grande diversidade de habitats, que variam
amplamente nas adversidades, tanto em relacdo as condicdes bidticas (predacao,
parasitismo, competicdo, disponibilidade de alimento) quanto abioticas (temperatura,
pH, disponibilidade de oxigénio, salinidade e pressao) (WOOTTON, 1990).

Estas caracteristicas fizeram com que as diferentes espécies de peixes
desenvolvessem diferentes estratégias que envolveram ajustes comportamentais,
fisiolégicos e moleculares, de forma a assegurar a sobrevivéncia no meio aquético e
refletindo a versatilidade destes animais frente as flutuacbes ambientais (VAL, 1986;
FERNANDES et al., 1999; VAL, et al., 2004). Muitos destes ajustes podem ser
detectados através dos estudos hematoldgicos e das propriedades estruturais e
funcionais de suas hemoglobinas.

O sangue constitui uma das grandes forcas homeostaticas do organismo
(SCHMIDT-NIELSEN, 1996) atua na defesa, distribui calor, transporta gases,
nutrientes e produtos de excrecdo promovendo relativa estabilidade interna do
organismo e responde sensivelmente a varios fatores tais como pressdo osmética, pH,
temperatura, niveis de certos hormonios, concentracdo de CO, e O, dissolvido,
sazonalidade e estresse (KALASHNIKOVA, 1976; VAL et al.,, 1996; RANZANI-

PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).



Segundo RANZANI-PAIVA e GODINHO (1985) e AZEVEDO et al. (2006) os
estudos comparativos da composicdo e da funcdo dos componentes do sangue sdo de
fundamental importancia na avaliacdo das condices fisiologica, bioquimica e
patologica dos peixes, podendo ser utilizados, para a compreensdao das variagGes
filogenéticas, do modo de vida e de outros aspectos relacionados as adaptacoes
fisiologicas dos animais (MUNKITTRICK e LEATHERLAND, 1993; RANZANI-
PAIVA et al.,, 1997; TAVARES-DIAS e MORAES, 2004; MELO et al., 2006;
FRANCA et al., 2007; SOSO et al., 2007), fornecendo subsidios importantes para a
compreensdo da fisiologia comparativa (LARSON et al., 1976; RANZANI-PAIVA et
al., 2003; SOUZA e FONTANETTI 2006; TAVARES-DIAS e MORAES, 2007).

Sendo assim 0s estudos hematologicos que determinam & composi¢do
morfolégica do sangue, em sua expressao quantitativa e qualitativa bem como suas
propriedades funcionais apresentam aspectos caracteristicos de adaptacdo ao ambiente
aquatico, auxiliando a compreensdo da relagdo entre as caracteristicas sanguineas, a
atividade fisica, os habitos e a adaptabilidade dos peixes ao ambiente (RANZANI-
PAIVA e GODINHO, 1983; VAL, 1986; TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).

Estudos relacionados as variaveis da série vermelha, tais como nimero de
eritrécitos (RBC), hematdcrito (%), concentragdo de hemoglobina ([Hb]), volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) e a caracterizacdo estrutural e funcional de
suas hemoglobinas (Hb) tem sido de grande importancia na identificagdo de processos
anemiantes (MAHONEY e McNULTY, 1992) e na compreensdo da fisiologia
respiratoria dos peixes.

Um exemplo que podemos citar s@o as espécies de peixes que vivem em aguas

doces tropicais, que sdo caracterizadas por uma combinacéo de altas temperaturas, baixa



concentracdo de oxigénio na agua e variacGes de pH. Em tais ambientes instaveis, onde
a situacdo torna-se drastica, tanto os peixes de respiragdo exclusivamente aquética
quanto os de respiracdo aérea mostram respostas que integram os diferentes niveis de
organizacdo biologica (KALININ et al., 1996; FERNANDES et al., 1999), propiciando
a manutencdo de um suprimento constante de O, para 0s tecidos.

Segundo POWERS (1980), nestes ambientes, o sistema de captacdo e liberagdo
de O, tem que ser bastante ajustados. Para isso 0s peixes podem utilizar algumas
estratégias, tais como: aumentar a concentracdo de Hb e do RBC (TAVARES-DIAS et
al., 2008), apresentar Hb termicamente insensiveis, como ocorre no atum (BRUNORI,
1966); apresentar Hb com diferentes sensibilidades térmicas (BRUNORI, 1975), ou
ainda, variar o nivel de moduladores alostéricos (GREANEY e POWERS, 1977,
OLIANAS et al., 2005) aumentando ou diminuindo a afinidade das Hb ao oxigénio. De
acordo com WELLS et al. (1997), as Hb dos peixes exibem grande flexibilidade e,
mudangas nos fatores citados podem modificar a afinidade Hb-O,, ajustando a
transferéncia desse gas conforme as necessidades fisioldgicas e condi¢cbes ambientais
(POWERS, 1980; SOUZA, 2007).

Destacamos ainda os estudos relacionados com as variaveis leucocitarias, que
participam do sistema imunol6gico bem como as variagdes na concentracdo ibnica
plasmatica que também tém sido utilizadas como ferramentas Uteis para se determinar
as caracteristicas sanguineas dos peixes (CENTENO et al., 2007; TAVARES-DIAS et
al., 2007; TAVARES-DIAS e MORAES 2007).

Estas analises fornecem informacdes relevantes sobre o individuo e sua
populacédo, de forma a relaciona-las ao modo de vida dos mesmos, podendo ainda ser
empregadas no diagnéstico de processos infecciosos (RANZANI-PAIVA e EIRAS,

1992) e outros estados de desequilibrio homeostatico, fornecendo assim subsidios



importantes para o auxilio do diagndstico e progndéstico de condi¢cdes morbidas em
populacdes de peixes (MODRA et al., 1998).

Verifica-se que as diferentes espécies de peixes, mesmo que do mesmo género,
na maior parte dos casos, apresentam variacOes quanto aos valores quantitativos e
qualitativos dos elementos sanguineos. Tais variagOes intra-especificas podem ser
atribuidas as diferentes caracteristicas de comportamento, hébitat, habito alimentar,
clima e outros fatores (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).

Neste contexto o presente estudo analisou as caracteristicas hematoldgicas com
énfase nas hemoglobinas de duas espécies, o peixe pulmonado Lepidosiren paradoxa,
como um representante Sarcopterygii, com respiracdo aérea obrigatéria, € 0 jeju,
Hoplerythrinus unitaeniatus, uma espécie da familia Erithrynidae, com respiracédo aérea
facultativa. Estas espécies apresentam diversidade do modo de respiracdo utilizando os
pulmdes e as branquias, respectivamente, como principal 6rgdo respiratorio; e utilizam a
pele e bexiga natatéria como 6rgdos acessOrios para a respiracdo aérea, sendo
consideradas espécies altamente tolerantes a variagBes ambientais, principalmente em
relacdo a hipoxia e exposicao ao ar (MARIANO et al., 2009).

Em seus ambientes naturais, essas espécies de peixes, sao encontradas tanto em
locais bem oxigenados quanto em regies com baixas concentra¢cdes de oxigénio
(CONANT, 1986). Estes ambientes podem ser sazonais e transientes, assim, a
progressiva diminuicdo dos corpos de agua, até seu completo desaparecimento faz com
que L. paradoxa se enterre no lodo estivando por varios meses e que H. unitaeniatus
migre por terra em busca de novos ambientes (KERR, 1898; LOWE-McCONELL,
1987) caracteristicas que tornam as espécies um modelo experimental adequado para o

estudo aqui proposto.



A andlise comparativa das variaveis hematologicas bem como a caracterizagdo
estrutural e funcional de suas hemoglobinas contribuira para compreensdo de possiveis
mecanismos reguladores no padrdo de vida das referidas espécies frente as variacdes
ambientais, sendo o entendimento deste tipo de indicador em peixes uma poderosa
ferramenta complementar nos estudos sobre a biologia destas espécies.

Na literatura, poucos sdo os estudos hematoldgicos que abordam a morfologia, a
morfometria, a classificacdo das células sanguineas e estudos hemoglobinicos destas
espécies. Alguns trabalhos referentes as propriedades funcionais das Hbs ao efeito do
pH no equilibrio e cinética de unido de oxigénio e mondxido de carbono as
hemoglobinas destas espécies foram desenvolvidos na expedi¢cdo Alpha Helix (RIGGS,
1979), com os espécimes em seu ambiente natural. Outros realizados com os espécimes
em cativeiro (JOHANSEN e LENFANT 1967; PERRY et al., 2004; BASSI et al, 2005)
estudaram as fungbes respiratorias e avaliaram as propriedades hemoglobinicas de L.
paradoxa e H. unitaeniatus e RIBEIRO et al. (2007), que analisaram o leucograma de
L. paradoxa.

Assim os dados obtidos visam ampliar os conhecimentos bioldgicos sobre estas
duas espécies e servir de subsidios para estudos comparativos posteriores.

1.2 Considerac0es sobre as espécies
1.2.1 Lepidosiren paradoxa — Pirambdia (Figura 1)

Os peixes dipndicos pertencem a subclasse Sarcopterygii (peixes de barbatanas
lobadas), ordem Dipnoi, e constituem atualmente seis espécies de agua doce agrupadas
em trés géneros, Lepidosiren, encontrado na América do Sul, Protopterus, na Africa e
Neoceratodus, na Australia. Estes animais foram dominantes durante a era Paleozoica e
0S primeiros registros fosseis remontam ao periodo Devoniano. Estes peixes utilizam

como oOrgdo primario de respiracdo um pulméo especializado capaz de captar o oxigénio



diretamente do ar atmosférico e despertaram o interesse por possuirem caracteristicas
intermediarias entre peixes e anfibios, formando um elo de transicdo entre os
vertebrados de respiracdo aquética para os de respiragdo aérea (ROMER 1979;
ZARDOYA etal., 1998; TOYAMA et al., 2000).

L. paradoxa, tem respiracdo aérea obrigatdria, a superficie branquial é muito
reduzida (MORAES et al., 2005) de forma que a absorcéo de O, ndo atende a demanda
metabdlica mesmo em aguas bem aeradas (ABE e SETFFENSEN, 1996). Entretanto,
segundo GRAHAN (1997), apesar do pulméo de L. paradoxa ser o principal 6érgdo para
a absorcdo de O, a maior parte do CO, respiratorio € eliminado pelas branquias, as
quais também exercem um papel importante no equilibrio i6nico (BURGGREN e
JOHANSEN, 1986).

Esta espécie € encontrada tanto na regido tropical nas bacias dos rios Amazonas
e Paraguai como subtropical no Pantanal da América do Sul, geralmente em &guas
hipoxicas (CONANT, 1986; LOWE-McCONNELL, 1987; POUGH et al., 1999).
Apresenta movimentos lentos, é carnivora, costuma alimentar-se de pequenos peixes e
moluscos do género Ampullaria sp.

Durante a estacdo de seca, quando as lagoas secam, enterram-se no, lodo e
estivam (KERR, 1898; CARTER e BEADLE, 1930), desenvolvendo estratégias
metabdlicas para enfrentar as variagdes que ocorrem periodicamente em seu ambiente
de inundac@es e secas; apresenta uma abundante secre¢do de muco na fase pré-estival
sem, no entanto, formar casulo como pulmonado africano Protopterus (MIMURA,
1975; ABE e SETFFENSEN, 1996).

No periodo estival os animais geralmente perdem peso (MIMURA, 1975), e a
tomada de O, tanto atraves dos pulmdes quanto pelo tegumento, diminui (ABE e

SETFFENSEN, 1996). Segundo HARDER et al. (1998), ha uma fase inicial de



estivacdo onde ocorre aumento na freqiiéncia respiratoria. MESQUITA-SAAD et al.
(2002) mostraram que os musculos esquelético e cardiaco revelaram alta capacidade
anaerobica no periodo de estivacdo, quando as enzimas LDH, MDH e CS mostram
niveis bastante inferiores (indicando supressdo metabdlica) em relacdo aos animais
ativos. Na estacdo das chuvas, (setembro e dezembro) o peixe cessa a estivacdo e se
reproduz. A larva assemelha-se ao girino de um anfibio, com cabega pouco
desenvolvida, quatro pares de branquias externas.

Os juvenis ndo apresentam respiracdo aérea obrigatoria (GRAHAM, 1977).
Durante o desenvolvimento as branquias externas sdo perdidas, aumentando
gradualmente a dependéncia pela respiracdo aérea, que passa a ser nos adultos,
responsavel por mais de 90 % do O, obtido, ficando as branquias restritas a excrecéo de
CO; (OLSON, 1994) e trocas ionicas (LAURENT et al., 1978).

As Dbrénquias de L. paradoxa diferem da maioria dos outros peixes, ndo
apresentam células cloreto e cinco pares de arcos branquiais curtos que decrescem de
tamanho no sentido antero-posterior (MORAES et al., 2005). Segundo MORAES et al.
(2005), uma das poucas similaridades com os outros peixes é a presenca de células
mucosas no epitélio branquial. Segundo CARTER e BEADLE (1930), as alteracfes nas
estruturas das branquias de L. paradoxa refletem a reducédo da sua funcéo na respiracao,
associada a natureza abrasiva e ao alto nivel de CO, e ions nas &guas barrentas onde
esses peixes vivem.

L. paradoxa possui um par de pulmdes situados na linha mediana corp6rea com
barreira de difusdo ar-sangue muito reduzida (MORAES et al., 2005) e produzem um
surfactante que funciona como um antiaderente, diminuindo a tensdo superficial nas
trocas gasosas (DANIELS et al., 1986; ORGEIG e DANIELS, 1995). A epiderme

apresenta um epitélio estratificado com 6 a 10 camadas celulares e distancia de difuséo



142,03 um. O coracéo tem o atrio dividido em duas cadmaras e o ventriculo parcialmente
dividido, apresentando uma divisdo maior que de qualquer anfibio.

As piramboias, diferentemente dos peixes teleGsteos, ndo possuem
quimiorreceptores externos para O, entretanto, da mesma forma que os vertebrados
terrestres, apresentam quimiorreceptores centrais de pH, que participam do controle de
seu equilibrio acido base e, de suas respostas ventilatorias frente a hipercapnia ambiente

(SANCHEZ e GLASS, 2001; SANCHES et al., 2001).

Figura 1 - Exemplar adulto de Lepidosiren paradoxa - Pirambdia (FITZINGER, 1837), no tanque de
aclimatacéo. (Foto: Wallice Luiz P. Ducan).

1.2.2 Hoplerythrinus unitaeniatus - Jeju (Figura 2)

A familia Erythrinidae (Characiformes) é uma pequena familia de peixes
caracideos predadores considerados primitivos (GODOY, 1975). O grupo € exclusivo
da América do Sul e € constituido por 3 géneros e 17 espécies (OYAKAWA 2003,
OYAKAWA e MATTOX, 2009).

No Brasil encontramos os trés géneros (GODOY, 1979) e um nimero reduzido
de espécies: Erythrinus com duas espécies (Erythrinus erythrinus e Erythrinus kessleri),
Hoplerythrinus, uma espécie (Hoplerythrinus unitaeniatus) e Hoplias, incluindo sete
espécies (Hoplias aimara, Hoplias australis, Hoplias brasiliensis, Hoplias curupira,
Hoplias lacerdae, Hoplias malabaricus e Hoplias microcephalus) (OYAKAWA e

NETTO-FERREIRA 2007, OYAKAWA e MATTOX, 2009).



Hoplerythrinus unitaeniatus é popularmente conhecido como jeju ou aimara
(SMITH, 1979, LEAL et al., 2010), é territorialista (BRITSKI et al., 1999,
WEITZMAN e MALABARBA 1998) e um predador ativo alimentando-se de pequenos
peixes e insetos (GRACA e PAVANELLI 2004, MORAES et al., 2004). A
distribuicdo geografica do género abrange o Equador, Peru, Bolivia, Venezuela,
Argentina, Bolivia, Panama, Guiana Francesa, Paraguai, Trinidade e Tobago e Brasil
(GODOY, 1979 e PIIPER, 1989; OYAKAWA 2003, OYAKAWA e NETTO-
FERREIRA 2007; OYAKAWA e MATTOX 2009). A espécie tem crescimento rapido;
os individuos jovens vivem em pequenos cardumes e, em geral, ocorre em areas de
inundacdo temporaria movendo-se correnteza abaixo com a queda do nivel da &gua
(LOWE McCONNELL, 1987).

H. unitaeniatus possui coloragdo cinza amarronzada, com ventre claro a
amarelado e um faixa longitudinal escura ao longo dos flancos; ocorrem em é&guas
Iénticas onde os fatores abidticos como temperatura, Oz dissolvido, pH, concentracdo de
fons e CO2 na agua variam consideravelmente (KRAMER, 1978) sendo capazes de se
ajustar as mudancas ambientais (NELSON 1984; POLEZ et al., 2003). No Pantanal, é
comumente encontrado nos corpos d’agua temporarios formados durante os periodos de
estiagem e, no periodo de chuvas, pode passar de um rio ao outro através de zonas
alagadas (IHERING, 2002) utilizando as nadadeiras para movimentar-se e,
consequentemente ficam expostos ao ar atmosférico (FINK e FINK, 1978; KRAMER,
1978; JUCA-CHAGAS, 2004; OLIVEIRA et al., 2004). A espécie apresenta
respiracdo aérea facultativa utilizando a bexiga natatdria ricamente vascularizada para a
respiracdo aérea (AZEVEDO e GOMES, 1943; KRAMER, 1978; VAL e ALMEIDA-
VAL 1995; FERNANDES e MORON, 1996; GRAHAM 1997, JUCA-CHAGAS 2004;

MARIANO et al., 2009). As branquias possuem filamentos curtos com mais
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freqiéncias de lamelas por milimitro de filamentos resultando uma reduzida &rea
branquial (FERNANDES et al., 1994). Durante periodos de hipoxia severa e exposi¢do
ao ar o oxigénio é absorvido via bexiga natatéoria (MARIANO et al., 2009). Tal
adaptacdo lhe confere uma resisténcia a periodos ocasionais de estiagem (AZEVEDO e

GOMES, 1943).

o

Figura 2 - Exemplar adulto de Hoplerythrinus unitaeniatus - Jeju (SPIX, 1829), no tanque de
aclimatacdo. (Foto: Sandro E. Moron).

3 OBJETIVOS

Considerando que as espécies estudadas apresentam diferentes modos de
respiracdo e em seus ambientes enfrentam situacBes similares de estresse, o presente
trabalho teve como objetivo, analisar comparativamente as variaveis hematoldgicas e
principalmente hemoglobinicas de L. paradoxa e H. unitaeniatus, de forma a evidenciar
possiveis relagdes entre as caracteristicas sangiiineas e as possiveis respostas
fisiologicas frente a diferentes condi¢Ges impostas pelo ambiente, contribuindo para
elucidacdo de possiveis mecanismos reguladores no padrdo de vida das espécies em
questao.
Os objetivos especificos foram:
a) Determinar as varidveis hematologicas incluindo série vermelha, série branca,
trombdcitos, concentracdes plasmatica de ions, glicose, proteinas e osmolalidade de L.

paradoxa e H. unitaeniatus.
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b) Realizar analise biométrica e morfoldgica das células sanguineas de L. paradoxa e H.
unitaeniatus, determinando o volume, o didmetro maior e o didmetro menor dos
diferentes tipos de células e seus respectivos nucleos.

c) Caracterizar, estrutural e funcionalmente (in vitro), as hemoglobinas de L. paradoxa e
H. unitaeniatus, em relacéo a sua afinidade ao oxigénio, em sangue e em solucao.

d) Verificar o efeito dos moduladores, trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de
guanosina (GTP), inositol hexafosfato (IHP), 2,3-bifosfoglicerato (2,3-BPG), ions
cloreto (CI') e da temperatura, na modulacéo da afinidade da hemoglobina ao oxigénio.
e) Determinar os fosfatos organicos (nucleotideos e inositois), presentes nos eritrécitos
das espécies estudadas.

No capitulo 2, as células sanguineas de L. paradoxa e H. unitaeniatus foram
identificadas, quantificadas, medidas e descritas. Essas analises foram efetuadas
concomitantemente a determinacdo das variaveis eritrocitarias, pH, concentracdo
plasmaticas de fons (Na*, K*, CI', Ca*? e Mg*?), glicose, proteinas totais e osmolaridade.

No capitulo 3, foram analisadas as caracteristicas estruturais e funcionais das
hemoglobinas de L. paradoxa e H. unitaenitus através de estudos eletroforéticos, anélise
in vitro do efeito dos moduladores intraeritrocitarios (fosfatos e cloreto), da temperatura
e do pH na afinidade das hemoglobinas ao O, e a quantificacdo dos fosfatos

intraeritrocitarios.
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CAPITULO 2

VARIAVEIS HEMATOLOGICAS E CARACTERIZACAO DAS CELULAS
SANGUINEAS DO PEIXE PULMONADO Lepidosiren paradoxa (DIPNOI,
FITZINGER, 1837) E DO PEIXE DE RESPIRACAO AEREA FACULTATIVA
Hoplerythrinus unitaeniatus (CHARACIFORMES, SPIX, 1829)

Resumo

Os eritrdcitos, leucdcitos e trombaocitos sdo os constituintes celulares do sangue e tem
importante funcdo na homeostase animal. O presente estudo analisou o sangue
periférico do peixe pulmonado L. paradoxa e do peixe de respiracao aérea facultativa H.
unitaeniatus coletados nos arredores de Cuiaba, MT. As células sanguineas de L.
paradoxa sdo excepcionalmente grandes e pouco numerosas comparadas as de H.
unitaeniatus. Os valores de hematdcrito (Hct), hemoglobina (Hb) e pH sanguineo foram
similares nas duas espécies. O numero de eritrocitos (RBC) foi mais baixo em L.
paradoxa (52 10% + 17uL™) do que em H. unitaeniatus (2386 10° + 370uL™). O nlimero
e tamanho celular e os indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM) e
hemoglobina corpuscular média (HCM) foram maiores em L. paradoxa e a
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foi maior em H.
unitaeniatus. Dentre os leucdcitos, em L. paradoxa, os linfdcitos (65,00 £ 4,00 %)
foram os mais frequentes seguidos dos eosindfilos (19,00 + 3,00 %), neutrdfilos (12,00
+ 2,00 %), mondcitos (2,00 + 0,60 %) e basdfilos (1,40 + 0,40 %). Em H. unitaeniatus
os linfocitos também foram os mais freqlentes (85,14 *+ 3,21 %) seguidos dos
neutrofilos (12,00 £ 3,00 %) e mondcitos (2,90 £ 1,23 %). Em L. paradoxa 0s niveis
plasmaticos Na', Mg*?, glicose e proteinas totais foram significativamente menores
qguando comparados aos observados em H. unitaeniatus. Nao houve diferencas
significativas nos valores de K*, Ca™, CI" e osmolaridade plasmética entre as duas
espécies. Os resultados obtidos permitem concluir que L. paradoxa e H. unitaeniatus
apresentam variacGes dos padrdes hematoldgicos.

Palavras chave: Células sanguineas, indices hematimétricos, andlises plasmaticas,
concentracdo de hemoglobinas, contagem de eritrocitos, leucécitos e trombacitos.
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1 INTRODUCAO

Segundo VALENZUELA et al. (2003), a ictiohematologia pode ser definida
como o estudo morfoldgico, bioquimico e funcional do sangue dos peixes, sendo
ferramenta imprescindivel na caracterizacdo fisiologica das espécies em relagdo ao
ambiente (MUNKITTRICK e LEATHERLAND, 1983; ATENCIO-GARCIA et al.,
2007; ISHIKAWA et al., 2008).

Os estudos hematoldgicos em peixes tiveram inicio na tentativa de estabelecer
valores normais e de determinar a posicdo das espécies na escala evolutiva
(GLAZOVA, 1976). Posteriormente, contribuiram para o entendimento das relacdes
entre as variacbes das caracteristicas sanguineas com fatores como higidez,
metabolismo, modo de vida, condi¢Ges alimentares, oscilacbes ambientais e outros
parametros ecoldgicos (OMOREGIE, 1998; ROCHE e BOGE, 2000; SANCHO et al.,
2000; TAVARES-DIAS, 2002; MARTINS et al., 2004 a, b; De PEDRO et al., 2005;
FALCON et al., 2007; DRUMOND et al., 2010). Sendo assim, os estudos
hematol6gicos podem auxiliar na elucidacdo do processo de adaptacdo dos animais em
seu ambiente facilitando a compreensao da fisiologia comparativa (RIOS et al., 2005;
RANZANI-PAIVA et al., 2005; ISHIKAWA et al., 2008).

Segundo RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA (2004), a instabilidade da
homeostase dos peixes aliada a uma série de outros fatores intrinsecos e extrinsecos
causa grande variabilidade dos parametros hematoldgicos. TAVARES-DIAS e
MORAES (2004) verificaram que diferentes espécies de peixes mesmo que do mesmo
género, na maior parte dos casos, apresentam variacdes morfologicas e quantitativas dos
elementos sanguineos, com diferencas em relagdo ao seu tamanho, volume,
concentracdo de hemoglobina e hematocrito. Segundo CAMPBELL e MURRU (1990),

a variagdo dos pardmetros sanguineos, como 0 tamanho e o numero de eritrocitos
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circulantes sdo verificados ndo apenas entre diferentes espécies, mas também pode ser
observada entre individuos da mesma espécie habitando diferentes nichos, induzindo-os
a adaptacdes fisiologicas.

De acordo com POUGH et al. (2003) o sangue € um tecido fluido composto de
componentes celulares mergulhados em um plasma liquido. Segundo RANZANI-
PAIVA e SILVA-SOUZA (2004), nos peixes, os elementos figurados do sangue sdo
compostos por eritrocitos, leucocitos e trombdocitos cuja origem, desenvolvimento e
funcgdo, principalmente dos leucdcitos e trombdcitos, ndo sdo ainda conhecidos por
completo (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004). Varios autores relataram a
necessidade da caracterizacdo dos eritrdcitos, trombdcitos e leucdcitos sanguineos e a
determinacdo dos valores basais para as diversas espécies de peixes (TAVARES-DIAS
e MATAQUEIRO 2004; AZEVEDO et al., 2006; ATENCIO-GARCIA et al., 2007).

Os eritrdcitos dos peixes sdo ovais, tem nucleo central acompanhando o formato
da célula, com cromatina compacta, exceto os eritrocitos de lampreia, que sao
biconcavos, semelhantes aos de mamiferos. O tamanho médio destas células é variavel
entre os peixes (ELLIS, 1977) e o citoplasma abundante apresenta-se acidéfilo. Os
eritrécitos maduros sdo as células mais numerosas no sangue periférico dos peixes,
porem é comum a presenca de eritrocitos imaturos (RANZANI-PAIVA e SILVA-
SOUZA, 2004; TAVARES DIAS e MORAES, 2004) havendo um equilibrio entre 0s
tipos de células. A quebra deste equilibrio pelo excesso de células imaturas sugere a
existéncia de alguma perturbacdo na sua maturacdo (SADO, 2008). A principal funcéo
dos eritrocitos € o transporte de O, e parte do CO,, através do pigmento respiratorio a
hemoglobina, sendo que qualquer deficiéncia ou alteracdo nos eritrocitos sera traduzida

como deficiéncia de O, nos tecidos (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004;
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SADO, 2008). Sendo assim a analise de seu eritrograma permite o conhecimento da
capacidade respiratoria da espécie (TAVARES DIAS et al., 2008).

De acordo com SENS (2009), trés dados hematoldgicos da série vermelha que
sdo considerados primarios indicam a capacidade de transporte de oxigénio através do
sangue e da utilizacdo do mesmo pelo organismo, sdo eles: a concentragdo de
hemoglobina ([Hb]), o hematdcrito (Hct) e o nimero de eritrocitos (RBC). Além de
mostrarem o estado fisioldgico dos peixes, esses dados hematoldgicos séo utilizados no
controle de patologias e de estresse de qualquer natureza (MARTINEZ et al., 1994).

Dos dados citados acima derivam os indices: o volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular médio (HCM) e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM). O VCM que expressa 0 volume médio dos eritrocitos é
usado para indicar o estado osmorregulatério e esta diretamente envolvida com a
dindmica cardiaca e com o fluxo sanglineo. O HCM indica o peso médio de
hemoglobina por eritrocito e demonstra como esta a funcdo respiratéria. Por fim, o
CHCM ¢ simplesmente a concentracdo de hemoglobina por 100 mL de eritrécitos
(HOUSTON, 1990).

O volume de eritrécitos do sangue pode ser expressa como hematdcrito ou
namero de células por volume sanguineo e varia de 20 a 40 % na maioria dos peixes. O
nimero de eritrocitos também varia de acordo com o grupo, desde 60 x 10° uL*
(elasmobranquios) a 3870 x 10° uL™ de sangue em teledsteos (LARSSON et al., 1976).
Em teledsteos e elasmobrénquios, a concentracdo de hemoglobina do sangue esta
relacionada com o habito ecoldgico das espécies havendo espécies com valores abaixo
de 3,20 %, e outras com valores acima de 15,40 % (JOHANSEN et al., 1978 b;

MOURA, 1994).
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Segundo TAVARES-DIAS (2003), existe uma relagéo inversa entre o tamanho
dos eritrocitos e a habilidade natatéria de tele6steos marinhos, bem como o porte da
espécie. O tamanho e o nimero dos eritrocitos refletem a posicdo da escala evolutiva
sendo que os maiores eritrocitos, assim como, seu menor nimero sdo observados em
vertebrados primitivos na escala zooldgica (TAVARES-DIAS, 2003).

Os trombdcitos sdo células equivalentes as plaquetas em mamiferos, porém
estruturalmente diferentes (TAVARES DIAS e MORAES 2004) podendo ter formas
elipticas, arredondadas, ovais ou fusiformes, com nudcleo que acompanha o formato da
célula (RANZANI PAIVA e SILVA-SOUZA 2004).

Os leucdtcitos sdo as células responsaveis pela defesa humoral e celular do
organismo (TAVARES-DIAS e MORAES, 2007), os quais utilizam a via sanguinea
para realizar o monitoramento de possiveis infecgdes causadas por diferentes patdgenos.
Essas células integram diferentes linhagens celulares nas quais podem ser diferenciados
morfologicamente pela presenca ou auséncia de granulagdo, assim como, pelas suas
caracteristicas morfoldgicas, tintoriais e citoquimicas (SATAKE et al., 2009).

Linfocitos, neutrdfilos, eosintfilos, mondcitos e basofilos sdo os leucdcitos
usualmente observados na circulacdo dos peixes (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).
Os linfécitos sdo os leucocitos mais numerosos na circulagdo sanguinea em diversas
espécies de peixes (SADO, 2008). Os linfécitos sdo predominantemente arredondados,
com nucleo ocupando quase toda célula e com citoplasma geralmente apresentando
projecdes que conferem contorno irregular e coloracdo basofilica (TAVARES-DIAS e
MORAES, 2004; RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004). Segundo CLEM et al.
(1991), os linfécitos de peixes possuem caracteristicas e funcbes proximas as
determinadas para animais superiores. Essas células sdo responsaveis pela resposta

imune especifica humoral e celular, promovendo a producgéo de anticorpos e 0 aumento
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da capacidade citotdxica, atuando no processo de memoria imunolégica e promovendo a
liberacdo de fatores reguladores da fungéo imune como as linfocinas (YOSHINAGA et
al., 1994). Os neutréfilos sdo células geralmente arredondadas o nlcleo apresenta
grande variacdo de formas, sdo os leucécitos mais frequentes no sangue periférico e
apresenta elevada sensibilidade a modificacbes ambientais (RANZANI-PAIVA e
SILVA-SOUZA, 2004). Essas células sdo as primeiras células envolvidas nos estagios
iniciais de inflamagdo nos peixes (MANNING, 1994). Da mesma maneira que 0S
macrofagos, eles podem ser isolados do sangue, tecidos linféides e da cavidade
peritoneal (SECOMBES, 1996); assemelham-se aos neutrofilos dos mamiferos pelas
caracteristicas morfoldgicas e histoquimicas. Estas células possuem a capacidade de
fagocitar e, no transcorrer da resposta imune, a maioria possui 0 material ingerido no
seu fagossomo (ROBERTS, 1989). Os mondcitos sdo células grandes, sendo as maiores
células do sangue periférico (RANZANI-PAIVA e GODINHO, 1983; RANZANI-
PAIVA, 1995 b), quando migram para o foco lesional se diferenciam em macrofagos
(SADO e MATUSHIMA, 2007). Dentre as principais caracteristicas destacam-se a
capacidade de ingerir material estranho ao organismo, inerte e antigénico, assim como
restos celulares da resposta inflamatéria e de outros processos degenerativos, além de
secretarem radicais livres de oxigénio e nitrogénio e destruir diferentes tipos de
patdgenos. Em sua superficie podem-se encontrar receptores para anticorpos
(SECOMBES e FLETCHER, 1992). Os eusinotfilos sdo células geralmente
arredondadas com nucleo de formato variado, € escasso ou mesmo ausente no sangue
periférico de muitos peixes (RANZANI-PAIVA, 1995 a). A funcédo dessa celula nos
peixes ndo esta totalmente esclarecida, estas intervém nos processos de inflamacéo e na

defesa celular, sendo encontrada na corrente sanguinea quando da infestagdo por



25

parasitos (HINE, 1992). Os basdéfilos sdo esféricos e também se apresentam em baixa
quantidade no sangue dos peixes (HINE, 1992).

As analises qualitativas e quantitativas dos leucdcitos auxiliam na compreensdo
de seu sistema imunoldgico sendo recomendados ndo s6 para diagnosticos e
prognosticos de condi¢cbes morbidas, mas também, para avaliacdo de condigdes de
estresse (TAVARES-DIAS e MORAES, 2007; DAVIS et al., 2008; SHAH et al., 2009;
ARAUJO et al., 2009). A medida do didmetro das células sanguineas nos peixes
constitui-se um elemento do quadro hematoldgico, sendo uma das formas utilizadas
para avaliar o aspecto morfolégico dessas células, o grau de maturacdo celular, e
método seguro para detectar alteraces no tamanho dos eritrocitos, trombdcitos e
leucdcitos, bem como para comparacao entre as espécies (JAIN, 1993).

Outro importante parametro sdo os estudos das variaveis bioquimicas do plasma,
estas sdo ferramentas Uteis contribuindo significativamente na compreensdo de
variacOes nas caracteristicas sanguineas, fornecendo informacGes relevantes sobre as
condicdes fisioldgicas e a saude do individuo ou de sua populacdo em relagdo a fatores
como posicdo filogenética, habitos ecoldgicos, selecdo alimentar e meio de vida,
ajudando na identificacdo de estresse e enfermidades (CENTENO et al., 2007;
TAVARES-DIAS et al.,, 2007; TAVARES-DIAS e MORAES 2007; DAVIS et al.
2008; TAVARES-DIAS et al., 2008 a).

Neste contexto o presente trabalho teve como objetivo comparar os valores
bioguimicos e hematoldgicos (eritrograma, trombograma, leucograma), entre o peixe
pulmonado Lepidosiren paradoxa e o0 peixe de respiracdo aérea facultativa,
Hoplerythrinus unitaeniatus mantidos em laboratdrio, descrevendo a biometria,
morfologia e a classificacdo das células sanguineas, além da quantificacdo das

variedades celulares responsaveis pela defesa organica. Com isso, ressaltamos as
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diferengas e as similaridades no quadro hematolégico destas espécies que, mesmo
compartilhando o mesmo tipo de habitat e enfrentando os mesmos tipos de estresse
impostos pelo ambiente, caracterizam-se por ser espécies taxonomicamente distintas e
com diferentes tipos de respiragdo. Estas referéncias auxiliardo na compreensdo das
relagBes entre os pardmetros hematologicos 0 modo de vida e as possiveis estrategias
utilizadas por estas espécies frente as variagdes ambientais podendo ainda ser utilizadas
como paradmetros comparativos quando forem submetidas a condi¢des experimentais em
laboratério, permitindo identificar possiveis variagdes no perfil hematolégico destas
espécies. Varios autores relataram a necessidade da quantificacdo e caracterizacdo das
células sanguineas bem como a determinacdo dos componentes plasméticos basais para
as diversas espécies de peixes (TAVARES-DIAS e MATAQUEIRO, 2004; AZEVEDO
etal., 2006; ATENCIO-GARCIA et al., 2007).
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais experimentais

Espécimes adultos de Lepidosiren paradoxa - FITZINGER (1837) [n = 10,
massa corporal (Mc) = 570,03 = 198,06 g; comprimento = 54,14 + 4,38 cm] e
Hoplerythrinus unitaeniatus - SPIX (1829) [n = 10, massa corporal (Mc) = 81,28 +
15,26 g; comprimento = 19,23 + 1,30 cm] foram coletados nos arredores de Cuiaba, MT
e trazidos para o Laboratério de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal de Sdo Carlos, S&o
Carlos, SP. No laboratorio, foram mantidos em tanques de cimento (1000 L), com fluxo
de agua continuo e aeragdo constante a 23,40 + 1,40°C, pH = 7,07 + 0,98, condutividade
91,90 + 4,35 pS/cm, sodios totais dissolvidos 50,35 + 2,16 mg L™, salinidade 0,10 + 0,0
ppt, concentragdo de O, 6,90 + 0,47 mg L™, porcentagem de O, 87,33 + 1,44 %,

alcalinidade 41,66 + 1,52 mg L™, dureza 53,50 + 7,77 mg L™ CaCOs e aménia 0,159 +
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0,01 mg L™ Os animais foram alimentados com racdo e figado de vaca e frango. A
alimentacdo foi suspensa dois dias antes do inicio dos experimentos. Durante as analises
a pressdo barométrica foi de 701,80 + 4,26 e a umidade relativa do ar 79,25 + 6,39 %.
2.2 Sangue

Apos aclimatagdo em laboratorio (40 dias) os espécimes foram anestesiados por
imers&o em recipiente contendo Benzocaina® (Synth) 0,10 % e posteriormente amostras
de sangue foram retiradas por puncdo da veia caudal, com o auxilio de seringas
heparinizadas e processadas para analise das varidveis hematologicas. Apos a colheita
de sangue a sobrevivéncia foi de 100 %.
2.3 Analises hematologicas

Imediatamente apds a obtencdo da amostra de sangue, o pH sangiineo foi
medido utilizando um pHmetro (Quimis® Q-400A) calibrado com padrdes de precisdo.
Posteriormente as amostras foram divididas em aliquotas para determinacdo do
hematdcrito (Hct), contagem de eritrécitos (RBC) e concentracdo de hemoglobina
([Hb]). O sangue remanescente foi centrifugado e o plasma removido para analise das
variaveis plasmaticas.
2.3.1 Andlise biométrica das células sanguineas

Para andlise biométrica das células sanguineas foram escolhidas extensGes
sanguineas com elementos bem distribuidos, sendo considerados o volume, a &rea, o
maior e menor didmetro das células e dos nucleos, para isso foi utilizado um
microscopio de luz Olympus® BX-51, utilizando o software CAST System com a
fungdo “2 D nucleator IUR” (Figura 1). As imagens foram registradas com camera JVC

TK-C 1380.
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quatro raios marcados a partir das proximidades do centro do nlcleo determinam os valores biométricos
(volume, didmetro maior e diametro menor), (a) eritrécito e (b) eosindfilo. Barra de 10um.

2.3.2 Hematacrito (Hct)

A determinacdo do Hct (%) foi realizada em duplicatas utilizando o método de
microhematdcrito em tubo capilar heparinizado de 75 mm, selado em uma das
extremidades e centrifugado por 3 minutos a 14.400 x g em uma centrifuga de
microhematécrito FANEM®, modelo 207/N. A proporcdo entre a parte sélida
(eritrécitos e leucdcitos) e liquida (plasma) do sangue de cada amostra foi estimada em
porcentagem com o auxilio de um cartdo padronizado para micro-hematocrito.

2.3.3 Contagem de eritrécitos (RBC)

Para a determinagdo do RBC (uL™) aliquota de 10 uL™ de sangue (em duplicata)
foi diluida em 2 mL de formol-citrato (3,8 g de citrato formol e 2 mL de formol 40 %
para 100 mL de agua destilada g.s.p) e a contagem foi efetuada em camara de Neubauer,
em microscépio de luz Olympus® CBAK. Cinco campos foram contados e os valores
expressos em milhdes uL™. O valor para cada animal foi a média das duas contagens.
2.3.4 Concentracéo de hemoglobinas [Hb]

A [Hb] (g. dL'1) foi determinada segundo o método de formacdo de
cianometahemoglobina onde uma aliquota de 10 uL de sangue total foi colocado em 2
mL de solucdo de Drabkin (0,5 g de KCN; 1,4 g de KH,PO,4 e 2 g de K3Fe,(CN)g em
H,O destilada g.s.p. 1 L). A leitura foi efetuada em A = 540 nm em um

espectrofotbmetro Biochron®- Libra Sa,.
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2.3.5 Indices hematimétricos

O volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), foram determinados a partir
dos resultados obtidos do Hct, [Hb] e RBC utilizando as seguintes férmulas (BROWN,

1976):
Hct (%) . 10

— 7
VCM = RCB (10° mm?) .10/, dado em fL
____Hb(g) 7 1L
HCM = RCB (10° mm?) .10, dado em pg célula
_ Hb (%) 0
CHCM = “HCt (%) .100, dado em %

2.3.6 Contagem de trombdcitos e leucocitos

Extensbes sanguineas em laminas de vidro foram preparadas imediatamente
apos a retirada do sangue de cada exemplar e secas a temperatura ambiente. As
extensdes sangiiineas foram coradas usando kit comercial policroméatico (Pandtico
Répido LB, Laborclin®). A contagem total de trombdcitos e leucdcitos foi efetuada em
microscopio de luz Olympus® BX-51 de acordo com (PITOMBEIRA e MARTINS,
1966). A classificacdo morfologica das células sanguineas foi realizada segundo
RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA (2004).
2.4 Analises plasmaticas

Para a obtencdo do plasma, o sangue foi centrifugado a 12000 x g, durante 10
minutos. Uma aliquota de 20 pL™ de plasma foi utilizada para medir a osmolalidade. O
restante foi dividido em aliquotas (500 uL™), congelados e mantidos em congelador a -

80°C para analises posteriores de fons, glicose e proteinas totais.
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2.4.1 lons plasmaticos

A determinacio da concentragdo plasmatica dos fons Na* e K* foi efetuada em
um fotémetro de chamas Digimed®-DM-61, ap6s dilui¢do de 1:100 do plasma em H,O-
Milli Q. A determinacéo da concentracdo de fons Mg*? foi feita utilizando kit comercial
(Labtest Diagnostica, Magnésio n° 50). A leitura foi efetuada em uma leitora de
microplacas MRX-HD (DYNEX TECHNOLOGIES Inc. Serial n°. ACXC3191), em A
=505 nm. A dosagem do Ca*? foi medida utilizando kit comercial (Labtest Diagnostica
Célcio Liquiform n°® 90), cujo principio é a reacdo do calcio com a ftaleina em meio
alcalino formando um complexo cor violeta que foi medido em uma leitora de
microplacas em A =570 nm.

A concentragdo de CI* foi determinada utilizando kit comercial (Labtest
Diagnostica Cloretos n° 49), cujo principio é a reacdo do CI" com tiocianato de merctrio
formando cloreto mercurico e ions tiocianato. Os ions tiocianato quando combinados
com os ions férricos formam tiocianato férrico de coloracdo amarela com intensidade
proporcional a concentracdo de cloreto. A leitura foi efetuada utilizando-se uma leitora
de microplacas em A = 550 nm.

2.4.2 Concentracao de glicose

A determinacdo da concentracdo plasmatica de glicose foi realizada pelo método
enzimatico da glicose-oxidase utilizando kit comercial (Labtest Glicose PAP Liquiform
n® 84). A glicose oxidase catalisa a oxidacdo da glicose formando acido glucénico e
peréxido e hidrogénio (H,0,), que por sua vez, reage com 4-aminoantipirina e fenol,
sob acdo catalisadora da peroxidase, através de uma reacdo oxidativa de acoplamento
formando antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor € proporcional a
concentracdo de glicose na amostra, com leitura em A = 490 nm em leitora de

microplacas.



31

2.4.3 Proteinas totais plasmatica

A concentracéo total de proteinas foi determinada pelo método de BRADFORD
(1976) utilizando como padrdo proteico a albumina sérica bovina. As concentracfes
foram determinadas em leitora de microplaca em A =595 nm.

2.4.4 Osmolalidade

A osmolalidade plasméatica foi determinada por depressdo do ponto de
congelamento em micro-osmometro (WOSMETTE - Precision Systems 5004).

2.5 Anélise estatistica

Os dados estdo apresentados com média, desvio padréo, erro padrdo da média,
amplitude de variagdo e coeficiente de variagdo. Os resultados foram avaliados
utilizando o T (Student’s T teste), com 95 % de confianca, verificando a existéncia ou
ndo de diferengas significativas entre as médias dos pardmetros encontrados em L.
paradoxa e H. unitaeniatus. A andlise foi realizada utilizando o programa GraphPad
Instat Versdo 3.0 e o nivel de significancia aceito foi de 5 % (p < 0,05).

3 RESULTADOS
3.1 Células sanguineas

As tabelas 1 e 2 mostram as dimensdes das células sanguineas e seus respectivos
nacleos de L. paradoxa e H. unitaeniatus. As células sanguineas de L. paradoxa sdo
excepcionalmente grandes e pouco numerosas comparadas as de H. unitaeniatus
(Figuras 2, 3 e 4). A figura 2 mostra eritrocitos em extensdes sanguineas (A) e na
camara de Neubauer (B) nas duas espécies e as figuras 3 e 4, mostram as células
sanguineas identificadas no sangue periférico dessas espécies. Os eritrocitos de ambas
as espécies sdo elipticos e nucleados e o citoplasma é abundante, acidofilo e possuem
inclusdes citoplasmaticas; o nucleo é central, acompanha a forma da célula e tem
cromatina condensada (Figuras 3A, 4A). Os eritroblastos (eritrocitos imaturos) sdo

predominantemente redondos (células e nucleos) e a cromatina nuclear ndo é densa
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(Figuras 3B, 4B); em L. paradoxa constituiram 0,60 % do total de células sanguineas,
este valor foi significativamente maior que o observado em H. unitaeniatus onde
representaram apenas 0,14 % do total de células sanguineas.

Os trombocitos sdo elipticos e ligeiramente alongados; em L. paradoxa
ocasionalmente apresentam aspecto arredondado e periferia ligeiramente irregular, o
nacleo tem a mesma forma da célula ocupando a maior parte desta, o citoplasma é
reduzido, ligeiramente baséfilo e sem inclusbes (Figura 3C) e em H. unitaeniatus o
citoplasma é mais abundante (Figura 4C).

Em ambas as espécies os linfocitos sdo redondos, apresentam relacdo
ndcleo/citoplasma alta, cromatina densa e nucléolo ndo visivel, o citoplasma é
ligeiramente basofilo sem granulos (Figuras 3D e 4D). Em L. paradoxa, os eosindfilos
sdo grandes (Tabela 1) e arredondados, citoplasma abundante com projecoes
citoplasmaticas e granulos acidéfilos fortemente corados de laranja, o nucleo bilobado
tem cromatina densa (Figura 3E); em H. unitaeniatus ndo foram encontrados eosindfilos
no sangue periférico. Os neutrofilos também apresentaram formato arredondado,
citoplasma com numerosos granulos acidofilos, nucleo segmentado, sendo alguns
multilobulados (Figuras 3F, 4E). Os mondcitos foram o0s maiores leucdcitos
encontrados em L. paradoxa e H. unitaeniatus, com forma alongada ou arredondada,
nacleo grande e excéntrico, o citoplasma é abundante, ligeiramente baséfilo e ndo
possui granulos (Figuras 3G, 4F). Os basdfilos foram as menores células da série branca
encontradas em L. paradoxa, o nlcleo é redondo acompanhando o formato da célula e
possui cromatina densa, o citoplasma apresenta granulagdes que recobrem o nucleo
(Figura 3H). Essas células ndo foram encontradas no sangue periférico de H.

unitaeniatus.
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Figura 2 - ExtensOes sanguineas para contagem de eritrdcitos, trombocitos e leucécitos em L. paradoxa
(Al) e H. unitaeniatus (A2). Reticulo da cadmara de Neubauer para contagem de eritrocitos em L.
paradoxa (B1) e H. unitaeniatus (B2). Objetiva 10x.

® Kf) A1 Gy = -

-

Figura 3 - Fotomicrografia das células do sangue periférico de L. paradoxa, (a) eritrocitos, (b)
eritroblasto, (c) trombdcito (d) linfdcito, (e) eosindfilo, (f) neutréfilo, (g) mondcito e (h) basofilo. Barra
de 10pm.

Figura 4 - Fotomicrografia das células do sangue periférico de H. unitaeniatus, (a) eritrocito, (b)
eritroblasto, (c) trombdcitos (d) linfdcito, (e) neutréfilo, (f) mondcito. Barra de 10um.
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Tabela 1 - Valores médios, desvio padrdo (SD), erro padrdo da média (SEM), amplitude de variacdo e
coeficiente de variacdo (CV) das dimensdes (volume, didmetro maior e didmetro menor) de eritrocitos,
eritroblastos, trombdcitos, linfécitos, eosidfilos, neutréfilos, mondcitos e baséfilos em L. paradoxa (n =
10).

Média SD SEM  Amplitude de variagdo CV (%)

Eritrdcitos

Volume celular (um®)  10911,57 269057 850,83 7111,10 - 15714,00 24,65
Diametro maior (um) 59,04 4,73 0,63 48,49 — 72,48 8,01
Diametro menor (um) 30,51 4,22 0,47 23,87 -37,19 13,83
Volume nuclear (um?) 705,24 75,35 13,99 556,16 — 839,64 10,68
Didmetro maior (um) 26,02 1,98 0,27 21,56 — 30,83 7,60
Diametro menor (um) 14,89 2,53 2,53 1,40-19, 20 16,99

Eritroblastos

Volume celular (um®) 2078,34 572,80 147,90 1221,40 — 3288,40 27,56

Didmetro maior (um) 32,06 3,78 1,26 26,72 — 37,55 11,79
Didmetro menor (um) 28,28 3,41 1,13 23,47 -34,38 12,05
Volume nuclear (um®) 825,94 134,13 40,44 561,97 - 971,77 16,23
Diametro maior (um) 23,82 1,82 0,55 21,61 -27,22 7,64
Diametro menor (um) 21,08 1,21 0,36 19,47 — 22,82 5,74
Trombocitos

Volume celular (um®) 1181,36 190,45 44,89 889,93 — 1509,80 16,12
Diametro maior (um) 31,70 1,96 0,61 29,53 -35/41 6,18
Diametro menor (um) 21,56 1,58 0,47 18,81 — 24,80 7,32
Volume nuclear (um®) 868,89 187,76 44,25 647,87 — 1223,60 21,60
Didmetro maior (um) 29,13 1,37 0,35 26,06 — 31,78 4,70
Didmetro menor (um) 17,90 1,45 0,42 14,65 — 19,27 8,10
Linfécitos

Volume celular (um?) 1092,87 239,97 66,55 742,47 — 1489,80 21,95
Diémetro maior (um) 27,21 2,61 0,82 22,90 — 32,66 9,59
Diametro menor (um) 24,87 3,02 0,95 20,67 — 29,99 12,14
Volume nuclear (um®) 852,91 157,39 43,65 628,73 - 1102,00 18,45
Diametro maior (um) 26,02 2,18 0,68 21,93 -29,73 8,37
Didmetro menor (um) 22,17 2,26 0,71 19,13 — 27,44 10,19
Eosinofilos

Volume celular (um®) 547459  1338,00 357,59 3508,20 — 8335,40 24,44
Diametro maior (um) 48,87 6,53 1,97 37,71 - 56,85 13,36
Diametro menor (um) 41,15 3,89 1,23 33,67 — 46,68 9,45
Volume nuclear (um®) ~ 1397,81 767,50 205,12 618,36 — 3305,20 54,90
Neutrofilos

Volume celular (um®) 3553,37 479,37 109,98 2632,30 —4327,00 13,49
Diémetro maior (um) 41,97 2,88 0,68 37,54 — 47,47 6,86
Didmetro menor (um) 36,56 2,11 0,48 30,99 — 40,27 577

Volume nuclear (um®) 920,04 97,09 30,70 766,70 - 107040 10,55




35

Mondcitos

Volume celular (um?) 9639,86  2027,10 641,01 7593,10 - 12994,30 21,02
Diametro maior (um) 107,08 5,75 1,73 100,26 — 115,15 5,36

Diametro menor (um) 53,56 5,40 1,62 43,58 - 60,43 10,08
Volume nuclear (unm®)  3282,53 558,66 176,66 2347,50 — 4472,60 17,01
Diémetro maior (um) 85,93 7,20 2,27 74,04 - 94,72 8,37

Diametro menor (um) 46,01 5,59 1,68 38,04 — 55,04 12,14
Basofilos

Volume celular (um®) 321,36 51,06 15,39 234,63 — 396,82 15,89
Didmetro maior (um) 36,52 0,65 0,24 35,52 - 37,48 1,77

Diédmetro menor (um) 33,52 0,96 0,33 32,17 - 34,74 2,86
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Tabela 2 - Valores médios, desvio padrdo (SD), erro padrdo da média (SEM), amplitude de variacdo e
coeficiente de variacdo (CV) das dimensdes (volume, didmetro maior e didmetro menor) de eritrocitos,
eritroblastos, trombdcitos, linfécitos, neutréfilos e mondécitos em H. unitaeniatus (n = 10).

Média SD SEM Amplitude de variacdo CV (%)
Eritrdcitos
Volume celular (um®) 738,69 118,13 15,64 570,71 — 1064,50 15,99
Diametro maior (um) 12,43 0,67 0,09 10,55 - 13,98 5,39
Diametro menor (um) 10,23 0,55 0,07 8,88 -11,33 5,37
Volume nuclear (um®) 36,24 6,91 0,78 23,65 - 57,75 19,06
Diametro maior (um) 4,77 0,43 0,10 4,24 — 557 9,01
Didmetro menor (um) 3,24 0,30 0,07 2,70 - 3,78 9,25
Eritroblastos
Volume celular (um®) 304,84 28,55 5,95 248,51 — 362,97 9,36
Diémetro maior (um) 9,21 0,40 0,08 8,46 — 9,97 4,34
Didmetro menor (um) 8,99 0,47 0,09 8,06 — 9,86 5,22
Volume nuclear (um®) 80,12 19,41 5,19 53,75 - 118,70 24,22
Diametro menor (um) 6,28 0,42 0,10 5,73-6,97 6,68
Volume nuclear (um?) 5,63 0,58 0,15 4,59 - 6,60 10,30
Trombocitos
Volume celular (um®) 299,32 72,81 11,65 191,07 — 419,88 24,32
Diametro maior (um) 11,25 0,94 0,18 9,12-12,84 8,35
Diametro menor (um) 4,58 0,62 0,12 3,49 -6,03 12,78
Volume nuclear (um®) 108,46 22,83 4,86 70,04 — 151,96 21,04
Diametro maior (um) 7,02 0,48 0,09 6,00 — 8,01 6,83
Linfocitos
Volume celular (um®) 310,25 108,38 16,92 137,10 — 592,05 34,93
Diametro maior (um) 8,86 1,26 0,20 6,94 - 12,93 14,22
Diametro menor (um) 7,20 0,97 0,15 5,65-9,78 13,47
Volume nuclear (um?) 146,77 63,02 10,09 63,75 -320,11 42,93
Didmetro maior (um) 7,15 1,10 0,20 5,46 — 10,44 15,38
Diametro menor (um) 5,75 0,64 0,12 4,76 — 7,38 11,13
Neutrofilos
Volume celular (um?) 1079,31 304,02 63,396 703,68 — 1946,20 28,16
Didmetro maior (um) 14,07 1,37 0,29 11,81-17,58 9,73
Diametro menor (um) 12,14 1,18 0,25 9,58 — 14,52 9,71
Volume nuclear (um®) 143,44 38,45 7,14 90,45 — 243,20 26,80
Mondcitos
Volume celular (um®) 243438 453,62 94,58 1869,20 — 3048,70 18,63
Diémetro maior (um) 17,65 1,70 0,34 15,43 — 20,02 9,63
Diametro menor (um) 16,54 1,03 0,21 15,15-18,37 6,22
Volume nuclear (um®) 471,52 74,14 16,18 368,89 — 646,75 15,72
Diametro maior (um) 11,15 0,72 0,17 9,85-13,07 6,45
Didmetro menor (um) 8,30 0,65 0,15 7,25-9,70 7,83
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3.2 Variaveis eritrocitarias e pH sanguineo

Os valores médios e a amplitude de variagdo do RBC, [Hb], Hct e os indices
hematimétricos: VCM, HCM e CHCM de L. paradoxa e H. unitaeniatus estdo
apresentados na tabela 3.

Os valores de Hct, Hb e pH sanguineo foram similares nas duas espécies,
entretanto o RBC foi mais baixo em de L. paradoxa (52 10% + 17 uL™) do que em H.
unitaeniatus (2386 10° + 370 uL™). Os indices hematimétricos VCM e HCM foram
maiores em L. paradoxa enquanto que o CHCM foi maior em H. unitaeniatus (Tabela

3).

Tabela 3 - Valores médios, desvio padrdo (SD), erro padrdo da média (SEM), amplitude de variacdo e
coeficiente de variagdo (CV) das varidveis eritrocitarias em L. paradoxa e H. unitaeniatus (n = 10). *
Indica diferenga estatistica (p < 0,05) entre as médias obtidas para L. paradoxa e H. unitaeniatus.

L. paradoxa

Média SD SEM Amplitude de variaggo CV (%)
Hematocrito (Hct %) 53,40 8,43 2,66 41,00 - 68,00 15,78
Hemoglobina (g dL™) 10,90* 0,89 0,28 9,28 - 11,89 8,16
RBC (10% pL™) 52* 17,00 5,00 32,00 — 85,00 33,00
VCM (fL) 10911,57* 2690,57 850,83 7111,10 - 15714,00 24,65
HCM (pg cel™) 228,19* 70,76 22,37 135,06 — 347,08 31,00
CHCM (g dL™?) 20,93* 4,09 1,29 16,87 — 27,51 19,54
H. unitaeniatus

Média SD SEM Amplitude de variagdo CV (%)
Hematocrito (Hct %) 51,45 2,31 0,73 48,50 — 55,00 4,48
Hemoglobina (g dL™) 13,41 1,04 0,33 11,01 - 14,54 7,75
RBC (10% uL™) 2386 370 117 1910 — 3070 15
VCM (fL) 219,73 30,28 9,57 162,87 — 253,93 13,78
HCM (pg cel™) 57,00 0,70 0,22 45,00 - 67,90 12,28
CHCM (g dL™) 26,09 2,06 0,65 22,70 — 29,97 7,89
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3.3. Trombocitos e leucdcitos

Os trombdcitos e leucdcitos foram pouco numerosos na circulagdo periférica de
L. paradoxa com valores médios de 1427 + 583 uL™ para trombdcitos e 1411 + 584 L’
! para leucécitos, enquanto que na circulacdo periférica de H. unitaeniatus foram
encontrados valores médios de 66930 + 12451 uL™ para trombécitos e 55108 + 10800
uL™ para leucécitos (Tabela 4).

Os valores médios e a amplitude de variacdo da contagem linfocitos, mondcitos,
neutréfilos, basofilos e eosinéfilos por mm? de sangue em L. paradoxa e H. unitaeniatus
estdo mostrados na tabela 5 e as percentagens diferenciais estdo mostradas na tabela 6.
Em L. paradoxa os linfécitos foram os leucécitos mais numerosos (832 + 326 uL™),
sequidos pelos eosinéfilos (275 + 141 uL™), neutréfilos (213 + 92 uL™), mondcitos (55
+ 35 uL™) e basofilos (36 + 24 uL™).

Em H. unitaeniatus os leucdcitos mais numerosos também foram os linfocitos
(45996 + 8859 pL™) seguidos pelos neutréfilos (6910 + 2043 uL™) e mondcitos (2203 +
1583 uL™). No sangue periférico de H. unitaeniatus néo foram encontrados eosinéfilos,
basofilos e células granulociticas especiais.

Em L. paradoxa, dentre os leucécitos, os linfocitos representaram (65,00 + 4,00
%), seguidos dos eosinofilos (19,00 + 3,00 %), neutrofilos (12,00 + 2,00 %), mondcitos
(2,00 £ 0,60 %) e basdfilos (1,40 + 0,40 %). No sangue periférico de H. unitaeniatus os
linfocitos representaram (85,14 + 3,21%) seguidos dos neutréfilos (12,00 £ 3,00 %) e

monocitos (2,90 + 1,23 %) (Tabela 6).
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Tabela 4 - Valores médios, desvio padrdo (SD), erro padrdo da média (SEM), amplitude de variacdo e
coeficiente de variacdo (CV) dos trombdcitos e leucdcitos totais do sangue em L. paradoxa e H.
unitaeniatus (n = 10). * Indica diferenca estatistica (p < 0,05) entre as médias obtidas para L. paradoxa e
H. unitaeniatus.

L. paradoxa

Média SD SEM  Amplitude de variacio CV (%)
Trombocitos (uL™) 1427* 583 184 673 — 2375 41
Leucocitos (uL™) 1411* 584 185 707 — 2501 41
H. unitaeniatus

Média SD SEM  Amplitude de variagdo CV (%)
Trombocitos (uL™) 66930 12451 3937 53522 — 89640 19
Leucécitos (uL™) 55108 10800 3415 43319 — 73745 20

Tabela 5 - Valores médios, desvio padrdo (SD), erro padrdo da média (SEM), amplitude de variacdo e
coeficiente de variagdo (CV) dos linfécitos, mondcitos, neutréfilos, baséfilos e eosinéfilos por pL™? de
sangue em L. paradoxa e H. unitaeniatus (n = 10). * Indica diferenca estatistica (p < 0,05) entre as médias
obtidas para L. paradoxa e H. unitaeniatus.

L. paradoxa

Media SD SEM Amplitude de variacdo CV (%)
Linfocitos (uL™) 832* 326 103 465 — 1475 39
Eosinéfilo (uL™) 275 141 45 107 — 468 51
Neutréfilos (uL™) 213* 92 30 81 — 342 43
Mondcitos (uL™) 55* 35 11 20 - 144 63
Basofilos (uL™) 36 24 8 15 -84 67

H. unitaeniatus

Media SD SEM Amplitude de variacdo CV (%)

Linfocitos (uL™) 45996 8859 2801 35322 - 63912 19
Eosindfilo (uL™) 6910 2043 646 3974 — 9652 30
Neutréfilos (uL™) 2203 1583 501 945 — 6163 72

Tabela 6 - Valores médios, desvio padrédo (SD), erro padrdo da média (SEM), amplitude de variacdo e
coeficiente de variagdo (CV) da % de linfdcitos, mondcitos, neutréfilos, basofilos e eosindfilos do sangue
em L. paradoxa e H. unitaeniatus (n = 10). * Indica diferenca estatistica (p < 0,05) entre as médias
obtidas para L. paradoxa e H. unitaeniatus.

L. paradoxa

Média SD SEM Amplitude de variagdo ~ CV (%)
Linfdcitos 65,00* 4,00 1,28 58,73 — 73,73 6,21
Eosindfilos 19,00 3,00 1,10 13,82 — 25,24 18,48
Neutréfilos 12,00 2,00 0,47 9,21-14/41 12,44
Mondcitos 2,00 0,60 0,20 1,80 - 3,98 26,55
Basofilos 1,40 0,40 0,12 0,92 -1,94 28,77
H. unitaeniatus

Média SD SEM Amplitude de variagdo ~ CV (%)
Linfdcitos 85,14 3,21 1,01 79,90 — 90,00 3,77
Neutrofilos 11,94 2,74 0,86 7,50 — 14,40 22,94

Mondcitos 2,89 1,23 0,39 1,47 —-5,74 42 56
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3.4. Variaveis fisioldgicas e bioquimicas

As concentracdes de fons Na', K*, Ca™, Mg*?, CI', glicose, proteinas totais e
osmolaridade plasmaticas em L. paradoxa e H. unitaeniatus, sdéo mostradas na tabela 7.

Foi observado que L. paradoxa possuem niveis plasmaticos significativamente
menores de Na* (101,07 + 20,40 mmol/L™), Mg* (1,85 + 0,44 mmol/L™), glicose
(68,95 + 8,61 mg dL™) e proteinas totais (2,10 + 0,37 g dL™*) quando comparados aos
observados em H. unitaeniatus com valores de Na* (135,62 + 8,73 mmol/L™), Mg*?
(2,50 + 0,44 mmol/L™), glicose (86,82 + 8,10 mg dL™) e proteinas totais (3,17 + 0,61 g
dL™). N&o houve diferengas significativas nos valores de K*, Ca*?, CI" e osmolaridade

plasmatica entre as duas espécies.

Tabela 7 - Valores médios, desvio padrdo (SD), erro padrdo da média (SEM), amplitude de variagéo e
coeficiente de variacdo (CV) das concentracdes de fons (Na*, K*, Ca™, Mg*? CI), glicose, proteinas
totais, osmolaridade plasmaticas e pH em L. paradoxa e H. unitaeniatus (n = 10). * Indica diferenca
estatistica (p < 0,05) entre as médias obtidas para L. paradoxa e H. unitaeniatus.

L. paradoxa
Média SD SEM  Amplitude de Variacdo CV(%)

Sodio (mmol/L™) 101,07* 20,40 5,45 80,00 — 155,00 20,18
Potéssio (mmol/L™) 3,62 0,65 0,32 2,70 -4,20 17,95
Célcio (mmol/L™) 1,74 039 013 1,25-2,25 22,41
Cloreto (mmol/L™) 9256 2510 7,93 62,30 — 137,86 27,11
Magnésio (mmol/L™) 1,85* 044 0,13 1,22 - 2,55 23,78
Glicose (mg dL™) 68,95* 861 2,87 56,15 — 84,14 12,48
Proteinas totais (g dL™) 2,10 0,37 0,14 1,70-2,75 17,61
Osmolaridade (mOsmol/Kg) 21091 12,71 3,67 191,00 — 230,00 6,02
pH 743* 0,10 0,03 7,30 — 7,67 1,34

H. unitaeniatus

Média SD SEM  Amplitude de Variagdo CV (%)

Sédio (mmol/LT) 135,62 8,73 3,08 126,00 — 150,00 6,43
Potéassio (mmol/L™) 281 101 0,32 1,50 — 4,20 35,94
Calcio (mmoI/L'l) 1,65 0,34 0,11 1,19-2,38 20,60
Cloreto (mmol/L™?) 103,48 17,21 8,60 81,89 — 119,00 16,63
Magnésio (mmol/L™) 250 044 013 1,51-3,31 17,60
Glicose (mg dL™) 86,82 8,10 2,70 75,38 — 102,12 9,32
Proteinas totais (g dL'l) 3,17 0,61 0,18 2,29 -422 19,24
Osmolaridade (mOsmol/Kg) 227,36 26,65 8,03 163,00 — 255,00 11,72

pH 7,17 0,10 0,03 6,95-7,29 1,39
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4 DISCUSSAO

Vérias correlacbes podem ser estabelecidas entre as variaveis hematoldgicas,
como o numero e o tamanho dos eritrdcitos e leucdécitos, a concentracdo de Hb, a HCM
e a concentracdo de ions plasmaticos, com a higidez, a filogenia, 0 modo de vida e a
atividade do animal no ambiente em que vive (NUSSEY et al.,, 1995). Estas
informagdes podem refletir comportamentos fisiologicos distintos entre diferentes
espécies, relacionados as possiveis estratégias fisiologicas que dificilmente poderiam ser
identificadas por simples observacdo em seus habitats (SANTOS e TAVARES-DIAS,
2010).

4.1 Variaveis eritrocitarias

Como na maioria dos vertebrados os eritrocitos foram as células mais
abundantes no sangue periférico de L. paradoxa e H. unitaeniatus. Em L. paradoxa os
eritrécitos foram pouco numerosos, predominantemente grandes com volume superior
ao observado nos teledsteos (TAVARES-DIAS, 2003), cicléstomos e elasmobranquios
(WINTROBE, 1934; WILHEM FILHO et al., 1992), sendo semelhantes aos eritrocitos
observados nos anfibios e outros peixes pulmonados (NIKINMAA, 1990; HINE et al.,
1990a, b; KOLDKJAER et al., 2002; JENSEN, 2003).

BOSCHINI FILHO (1979) estudando os elementos figurados do sangue
periférico do anfibio &podo Typhlonectes compressicaudus, encontrou eritrocitos
grandes, providos de inclusdes citoplasmaticas, sendo semelhantes aos observados nos
eritrécitos de L. paradoxa. A presenca de inclusdes citoplasmaticas de natureza
basofilica, localizados mais frequentemente nos polos celulares, caracteriza as formas
maduras dos eritrocitos (BOSCHINI FILHO, 1979).

Em H. unitaeniatus os diametros médios dos eritrécitos (célula e ndcleo) foram

proximos aos encontrados em outros teleosteos de &gua doce e marinhos, sendo
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menores aos encontrados nos ciclostomos, elasmobranquios e principalmente em
relagdo aos dipnoicos (PITOMBEIRA et al., 1979).

Eritrocitos menores sdo associados a maior capacidade de absorcdo de O, devido
a maior superficie celular em contato com o meio (PITOMBEIRA, et al., 1979;
GRAHAM et al., 1985; LAY e BALDWIN, 1999; BALLARIN et al., 2004) e, em geral,
ha uma relagdo inversa entre a atividade do animal, o tamanho dos eritrdcitos e o
namero de eritrocitos por uL de sangue (HAWS e GOODNIGHT, 1961; LAY e
BALDWIN, 1999).

Estudos demonstram que valores altos de Hct, RBC e [Hb] bem como o menor
VCM estdo diretamente relacionados a espécies pelagicas e ativas (FAVARETTO et al.,
1978; RAMBHASKAR e RAO et al., 1987; LAY e BALDWIN, 1999).

Nas espécies mais ativas onde a taxa metabdlica é elevada, a demanda de O, é
alta e a eficiéncia da capacidade de locomoc¢do é sustentada por grande massa de
musculo vermelho aerdbico, sendo necessario maior numero de eritrocitos, maior
concentracdo de hemoglobina e menor volume celular (TANDON e JOSHI, 1976; LAY
e BALDWIN, 1999; TAVARES-DIAS et al., 2008 a).

Em contrapartida, espécies sedentarias possuem menor quantidade de eritrocitos,
menor concentracdo de hemoglobina corpuscular média e maior volume de eritrocitos,
concomitantemente essas espéecies possuem pouco musculo vermelho exaurindo-se
rapidamente durante o esforco fisico (LAY e BALDWIN, 1999).

Nossos resultados mostraram que L. paradoxa exibe caracteristicas
hematoldgicas de espécies lentas com baixa demanda metabdlica, sendo os valores de
RBC (52 10° uL™) e CHCM (20,93 g dL™) mais baixos e 0 VCM (10911,57 fL) maior
que o encontrado na maioria dos peixes teledsteos de respiracdo puramente aquatica

(REHULKA, 2000; RANZANI-PAIVA et al., 2002; CAMARGO et al.,, 2003;
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TAVARES-DIAS e MORAES, 2004) e de espécies com respiracdo aérea facultativa
mais ativos como o Hypostomus regani (RANZANI-PAIVA et al, 2000 b) e H.
unitaeniatus estudado no presente trabalho.

O alto valor de VCM encontrado em L. paradoxa parece ser uma caracteristica
de dipndicos e de algumas espécies de anfibios aquéaticos. Células sanguineas gigantes
foram identificadas no peixe pulmonado africano Protopterus aethiapicus
(KOLDKJAER et al., 2002) e australiano Neoceratodus forsteri (HINE et al., 1990a, b),
como também em algumas espécies aquéaticas de anfibios urodelos e apodos. Os
eritrécitos do anfibio 4podo Amphiuma sp. podem alcancar até 70 um de didmetro e
VCM de 20,000 fL (NIKINMAA, 1990) e os de Typhlonectes compressicaudus podem
alcancar até 55 um diametro (TOEWS e MACINTYRE, 1978; BOSCHINI FILHO,
1979), sendo comparavel aos encontrados em L. paradoxa.

JENSEN et al. (2003) encontraram eritrocitos excepcionalmente grandes no
pulmonado africano Protopterus aethiopicus, com VCM de 6940,00 + 293,00 fL.
IKECHUKWU e OBINNAYA (2010) estudando os parametros hematologicos do
pulmonado africano Protopterus annectens juvenis e adultos encontraram eritrocitos
grandes com 4532,00 + 176,00 fL e 4500,00 + 176,00 fL, respectivamente.

Um importante aspecto a ser considerado é a correlacdo entre tamanho dos
eritrécitos com a dimensao do genoma (GREGORY, 2000). Desta forma, GREGORY
(2001) observou que existe correlagdo positiva e significativa entre a medida do
diametro eritrocitario e o tamanho do genoma nos vertebrados.

Os eritrocitos de L. paradoxa contém 35 vezes mais DNA que os eritrocitos
periféricos humanos e o pulmonado Protopteros aethiopicus tem 0 maior genoma entre
os vertebrados (GREGORY, 2001), sendo ambos caracterizados por terem eritrocitos

muito grandes.
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Em H. unitaeniatus, que utiliza a bexiga natatéria como Orgdo acessorio a
respiracdo, foi observado ndmero significativamente maior de eritrocitos (RBC = 2386
10°uL™) e valores de VCM (219,73 + 30,28 fL), menores do que 0s encontrados no
teledsteo Loricariidae de respiracdo facultativa Hypostomus sp. com VCM = 325,20 fL
(TAVARES-DIAS e MORAES, 2004), no cicléstomo, o peixe-bruxa Myxine glutinosa
com RBC = 140 10° uL™ e VCM = 1530,00 fL (WINTROBE, 1934), nos
elasmobranquios - raias com 288 + 0,09 10° uL™" e 676,5 + 194,20 fL e tubardes com
403 + 0,12 10° pL* e 686,80 + 305,50 fL respectivamente (WILHEM FILHO et al.,
1992) e nos Dipnéicos - L. paradoxa 52 + 17 10 pL™* e 10911,57 + 10911,57 fL
observados no presente trabalho.

Nossos resultados ndo corroboram com as observacdes de PEREZ et al. (1984) e
BRILL et al. (1998), que afirmaram que muitas espécies de teledsteos de respiracao
aérea possuem taxa metabdlica elevada apresentando menor RBC e Hct baixo. Essa
relacdo foi observada em cascudos Hypostomus ancistroides (MURARI et al. 1992),
Hypostomus regani (FAVARETTO et al., 1981, SATAKE et al., 1991) e Hypostomus
sp. (RANZANI-PAIVA et al., 2000 b), peixes de respiracdo aérea facultativa.

De acordo com FERNANDES et al. (1999) certas espécies de respiracao aérea
facultativa que vivem em aguas correntes e rasas bem oxigenadas e utilizam o estdmago
como Orgao acessoOrio para respiracdo aérea, ndo necessitam de numero muito alto de
eritrocitos para o transporte de O,. Entretanto em H. unitaeniatus que também é uma
espécie de respiracdo aérea facultativa ndo observamos tais caracteristicas, talvez pelo
fato de habitarem estuarios geralmente em aguas hipoxicas.

O valor médio do VCM encontrado para H. unitaeniatus foi préximo aos valores
observados em muitas espécies de teledsteos de respiragdo exclusivamente aquéatica

como os da familia Characidae - Salminus maxillosus e Piaractus mesopotamicus
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(RANZANI-PAIVA, et al., 1998 b; TAVARES DIAS et al., 1999), Cyprinidae -
Cyprinus carpio (YOKOYAMA et al., 1996), Prochilodontidae - Prochlodus lineatus
(SOARES et al., 1994), Cichlidae - Oreochromis niloticus (SILVEIRA e RIGORES,
1989), Centrarchidae - Lepomis macrochirus (MURRAY, 1984), Erythrinidae - Hoplias
malabaricus (FRANCISCO, 1995), e superior aos valores encontrados por MARIANO
et al. (2009), para esta mesma espécie.

O Hct é um indice hematoldgico com baixo coeficiente de variacdo e pode ser
um bom indicador dos efeitos causados pelos diversos fatores ambientais a que 0s
peixes estdo sujeitos e ao seu modo de vida (TAVARES-DIAS e MORAES, 2003). Em
ambas as espécies analisadas, os valores de Hct foram elevados em relacdo a maioria
dos peixes.

Nos peixes, 0 Hct é geralmente mais elevado em relacdo ao encontrado nos
mamiferos, explicavel pelo maior volume das células e pela presenga de nucleo nos
eritrécitos. Segundo ETIM et al. (1999), os valores de Hct observados para peixes
geralmente séo entre 20 % e 35 % raramente observando valores acima de 50 %.

No entanto os valores de Hct encontrados em L. paradoxa (53,40%) e H.
unitaeniatus (51,45%), foram mais altos inclusive em relagdo aos obtidos por
SANCHES et al. (2001) e AMIN-NAVES et al. (2004) em L. paradoxa, MARIANO et
al. (2009), que estudaram o efeito da exposicdo ao ar nos parametros hematoldgicos de
H. unitaeniatus e JOHANSEN et al. (1978 a, b), em H. unitaeniatus coletados na regido
Amazonica (rio Solimdes e lagos adjacentes). Segundo HOUSTON et al. (1971) e
TAVARES-DIAS e SANDRIN (1998), o uso de anestésico e a metodologia de coleta
de sangue podem ser fonte de variacdo dos resultados hematoldgicos em peixes.

Entretanto nos trabalhos de SANCHES et al. (2001) e AMIN-NAVES et al. (2004) onde
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os valores de Hct foram menores que 0s observados no presente estudo também
utilizaram o anestésico benzocaina.

De acordo com RAMBHASKAR e RAO, (1987), valores menores de Hct,
ocorrem em peixes mais primitivos na escala evolutiva, nos de ambiente Iéntico, nos
sedentérios, nos bentbnicos e nos de respiracdo aérea enquanto que valores maiores
ocorrem em espécies pelagicas e ativas. IKECHUKWU e OBINNAYA (2010),
estudando o perfil hematologico do peixe pulmonado africano Protopterus annectens,
espécie de habitos sedentarios, encontrou valores de Hct de 28,10 + 1,80 % e 29,20 +
2,20 % para espécimes juvenis e adultos respectivamente.

LENFANT et al. (1967), LENFANT e JOHENSEN (1968) e DELANEY e
FISHMAN (1977), encontraram respectivamente, para os pulmonados Neoceratodus
forsteri, Protopterus dolloi e Protopterus aethiopicus, valores de Hct de 31,00 + 1,20
%, 15,00 £ 2,40 % e 25,00 %. Nossos resultados ndo condizem com os valores
observados por estes autores, pois L. paradoxa que também é pulmonado de héabitos
lentos e sedentarios apresentou valor médio de Hct = 53,40 %. O alto valor de Hct
observado nesta espécie provavelmente ndo se deve exclusivamente ao VCM, pois 0s
dipnodicos citados acima que também se caracterizam pelos altos valores de VCM,
apresentam baixo Hct.

Da mesma forma, em H. unitaenitus, que apresenta VCM proximo ao
encontrado em tele6steos de respiracdo unicamente branquial observamos valores de
hematocrito acima do que normalmente se encontra para teledsteos.

Caracteristicas semelhantes as encontradas em H. unitaeniatus foram observadas
no tele6steo Amphipnous cuchia (enguia indiana) com valores médios de Htc = 55,00
%, hemoglobina = 13,80 a 26,00 g dL™ e de VCM =183,70 fL como adaptacéo ao seu

habitat. Esta espécie de respiracdo aerea obrigatdria possui branquias reduzidas e vive
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em tocas que podem ser fechadas temporariamente por lama, evitando a entrada de ar
(MISHRA et al., 1977). Em decorréncia desses fatos essa enguia necessita manter
valores elevados do eritrograma para combater a hipoxia. WILHELM FILHO et al.
(1992 a) relatam que as diferencas nos valores hematoldgicos entre 0s peixes sugerem
mecanismos distintos no suprimento de suas respectivas demandas de oxigénio. VAL e
ALMEIDA-VAL (1995) relatam que varias espécies de teledsteos da AmazoOnia
mostram alteracGes nos valores do Hct e do VCM sem qualquer modificacdo do RBC
(VAL e ALMEIDA-VAL, 1995).

Sendo assim, os altos e semelhantes valores de Hct encontrados nas espécies
estudadas provavelmente podem ser: (1) adaptativos (maior eficiéncia na captagéo e
liberagdo de O,), sendo tais valores uma caracteristica natural desses peixes ao ambiente
em que vivem (CADAVID, 1984), pois ficam confinados em lagoas hipoxicas e muitas
vezes expostos ao ar (MARIANO, 2006); (2) pela maior [Hb] (FRANKLIN et al.,
1993); (3) devido ao volume dos eritrocitos, ou ainda, a0 movimento da agua do plasma
resultando em hemoconcentragdo ou hemodiluicdo (FRANKLIN et al., 1993); (4) por
terem sido aclimatadas no laboratério num mesmo tipo de ambiente.

Muitas espécies de peixes regulam parametros hematolégicos de acordo com as
condicBes ambientais (VAL et al., 1990). Alteracdes nas propriedades fisicas e quimicas
da agua, como por exemplo, temperatura e salinidade bem como sazonalidade induzem
modificag0es no eritrograma.

ZANUY e CARRILLO (1985) observaram em Dicentrarchus labrax reducdo da
atividade eritropoética no inverno e aumento no verdo. SIDDIQUI e NASEEM, (1979)
estudando a hematologia do teledsteo dulciaquicula Labeo rohita, observaram RBC e
Hct mais elevados na estacdo chuvosa. Contudo, a influéncia dos fatores fisicos e

quimicos da agua e da sazonalidade no quadro hematologico pode diferir entre espécies
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idénticas para a mesma caracteristica em espécies diferentes (LUSKOVA 1997). SMIT
e HATTINGH (1978) estudando o eritrograma de quatro ciprinideos da Africa do Sul,
oriundos de trés localidades com diferencas marcantes de pH, condutividade elétrica e
saturacdo de oxigénio dissolvido, encontraram Hct diferentes para uma mesma espécie
de origens distintas.

Devemos considererar ainda, o estado nutricional, maturacdo gonadal, sexo,
variacdo genética e tamanho corporal, também podendo influenciar significativamente
as variaveis hematoldgicas (KORI-SIAKPERE, 1985; TAVARES-DIAS et al., 2000 b),
fatores estes ndo avaliados no presente estudo.

Outro parametro hematoldgico imprescindivel na caracterizagdo fisioldgica dos
organismos aquaticos é a [Hb]. Varios autores determinaram em peixes de diferentes
espécies [Hb] variavel entre 4,0 e 17,3 g dL™ (VAL et al., 1992; WILHELM FILHO et
al.,, 1992 a; SHIAU e LUNG, 1993; ALLEN, 1994; YOKOYAMA et al., 1996;
NAVRATIL et al., 1998; TAVARES-DIAS et al., 2000 d; MARTINS et al., 2001
RANZANI-PAIVA et al., 2002; TAVARES-DIAS e MORAES, 2003).

Da mesma forma que as demais varidveis hematogicas, a [Hb] pode estar
relacionada com a atividade do animal e modo de respira¢do. Segundo FAVARETTO et
al. (1978), a [Hb] é diretamente proporcional a atividade do animal, sendo esses valores
adaptativos, levando em conta as particularidades e necessidades metabdlicas do animal.

Valores mais altos de Hb foram encontrados em espécies de habitos ativos e com
respiracdo branquial, quando comparadas as de baixa atividade e com respiracdo aéro-
branquial (WELLS et al., 1980; PEREZ et al., 1986; RAMBHASKAR e RAO, 1987).
IKECHUKWU e OBINNAYA (2010) estudando o pulmonado africano Protopterus
annectens, espécie relativamente sedentaria, encontrou valor mais baixo de [Hb] (7,50 +

0,40 g dL™) quando comparado ao teledsteo africano mais ativo Clarias sp., cuja [Hb]
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foi de 9,88 g dL™* (KORI-SIAKPERE e EGOR, 1997). TAVARES-DIAS e MORAES
(2004) ressaltam ainda que peixes predadores (carnivoros) possuem maior concentracao
de hemoglobina quando comparados aos herbivoros e onivoros.

No presente estudo o valor médio da [Hb] determinado em L. paradoxa com
10,90 + 0,89 g dL™ foi maior quando comparado aos valores obtidos por ISAACKS et
al. (1978), (6,20 + 1,50 g dL™) estudando esta mesma espécie em seu ambiente natural e
significativamente menor que o observado em H. unitaeniatus com 13,41 g dL™. Estes
valores sdo semelhantes aos encontrados em varias espécies de teledsteos ativos e com
respiragcdo apenas branquial.

VariacOes intraespecificas e interespecificas ocorrem nos parametros sanguineos
dos peixes sendo atribuidas ndo sé a diferentes caracteristicas de comportamento, mas
também, ao habitat, alimentacdo, clima e outros fatores.

Vale ressaltar que nos estudos hemoglobinicos apresentados no capitulo 3 deste
trabalho, H. unitaeniatus apresentou hemoglobinas com menor afinidade ao O, quando
comparado as hemoglobinas de L. paradoxa, talvez por isso a necessidade de maior
[Hb] nesta espécie. Sendo assim o estudo da forma e do tamanho dos eritrocitos é de
importancia para o conhecimento da atividade e habitos dos peixes, uma vez que
indicam a superficie utilizavel para as trocas gasosas na funcdo respiratdria
(HARTMAN e LESSLER, 1964).

Portanto, a importancia bioldgica desta variacdo consiste essencialmente no
aumento da superficie transportadora do oxigénio, elemento de méaximo valor nas trocas
energéticas do organismo.

Observag0Oes dessa natureza levaram HOUSTON (1997) e TAVARES-DIAS e
MORAES, (2004) a considerar o Hct, a [Hb] e o RBC bons indicadores da capacidade

de transporte de oxigénio dos peixes, permitindo estabelecer relagbes com a



50

concentracdo de oxigénio disponivel no habitat de origem do animal. Entretanto tais
relagbes devem ser utilizadas com cautela levando sempre em consideracdo a grande
diversidade de espécies e as diferentes caracteristicas encontradas entre os individuos.

Eritroblastos, eritrocitos imaturos, no sangue periférico também séo facilmente
identificados devido a forma da célula, menor quantidade de hemoglobina, alta relacéo
nucleoplasmatica, presenca de nucleo arredondado com cromatina frouxa, e a presenca
ou nao de granulos citoplasmaticos.

A ocorréncia de certa proporcao de eritroblastos no sangue periférico dos peixes
em todas as fases da vida dos individuos ndo indica disfuncdo sanguinea, mas a
presenca de elevado numero de eritroblastos podem estar associadas a fatores externos
de ordem trofica, fisica e quimica (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

DAS et al. (2006) comentam que o efeito do pH da agua sobre os parametros
hematolGgicos em trés espécies de carpas, promove a producdo de eritrdcitos imaturos,
reducdo da contagem total de eritrécitos e hemoglobina. Em L. paradoxa e H.
unitaeniatus o nimero de eritroblastos na circulagdo foram muito reduzidos, 0,53 % e
0,13 % respectivamente.

4.2 Trombacitos e leucécitos

Os peixes possuem numero de leucdécitos e trombdcitos significativamente mais
elevado, quando comparado com outras classes de vertebrados e este nimero também
pode apresentar variacfes intraespecificas e interespecificas (UEDA et al., 1997;
RANZANI-PAIVA et al., 1999; TAVAES-DIAS et al., 2000 a, c, d). As variacOes
intraespecificas sdo influenciadas por caracteristicas proprias de cada individuo,
relacionadas ao carater migratorio dos leucécitos entre a circulacdo e 0s 0Orgaos
leucopoiéticos (rim e baco), em resposta aos estimulos ambientais (TAVARES-DIAS e

MORAES, 2004). As variag0es interespecificas podem ser ocasionadas por fatores,
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como a sazonalidade (RAIZADA e SINGH, 1981; TAVARES-DIAS e MORAES,
2004), a reproducdo (RAIZADA e SINGH, 1981), o habito alimentar, as necessidades
metabdlicas de cada espécie (TANDON e JOSHI, 1976) e as condigdes ecofisioldgicas
(RAIZADA e SINGH, 1981; TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).

Segundo TAVARES-DIAS e MORAES (2004), as caracteristicas morfoldgicas
do trombdcitos e leucdcitos de peixes teledsteos variam relativamente pouco de espécie
para espécie, entretanto nossos resultados mostram diferencas marcantes entre as células
de L. paradoxa e H. unitaeniatus.

Os trombdcitos sdo células do sangue periférico dos vertebrados ndo mamiferos
que correspondem as plaquetas sanguineas dos mamiferos e podem ser encontradas
isoladas ou agrupadas. Em peixes sdo celulas multifuncionais, envolvidas na liberacdo
de eicosantides - mediadores inflamatérios que exercem controle nos processos
inflamatorios e na imunidade (LLOYD-EVANS et al., 1994), no processo de
coagulacgdo sanguinea, motivo pelo qual seu valor pode ser mascarado apds o manejo de
confec¢do de extensdes sanglineas (SENS, 2009) e na defesa organica, pois embora néo
sejam consideradas de linhagem leucocitaria, estdo envolvidos em processos
inflamatérios (MARTINS et al., 2006), além de exercerem atividade fagocitaria
(TAVARES-DIAS, 2003). A funcdo dos trombdcitos como células sanguineas de
defesa organica foi proposta por TAVARES-DIAS et al. (2000 a, b); TAVARES-DIAS
(2002 a); TAVARES-DIAS e MORAES (2004); TAVARES-DIAS et al. (2004).

Os trombdcitos de Cyprinus carpio fagocitam particulas de carbono
(IMAGAWA et al., 1989) e em Oncorhynchus mykiss fragmentos de células, células
inteiras e bactérias (HILL e ROWLEY, 1996). MATUSHIMA e MARIANO (1996)
relatam que os trombdcitos aparecem em maior propor¢do em tecido inflamatério de

Oreochromis niloticus, com claras evidéncias de fagocitose. Estes resultados e a grande
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quantidade de glicogénio em trombdcitos de C. carpio sugerem a participacdo dos
trombdcitos na fagocitose.

Os trombacitos, tem sido incluidos erroneamente por Varios autores na contagem
diferencial dos leucdcitos (PARISH et al., 1986; TAVARES-DIAS et al., 2000 a, b).
Devido a similaridade dos linfécitos com os protrombdécitos em Cyprinodontidae,
YOKOYAMA (1947), citado por GARDNER e YEVICH (1969), sugere que 0s
linfocitos sdo precursores dos trombdcitos. Entretanto RIBEIRO (1978) descreveu o
trombdcito, como elemento de linguagem prépria, sem nenhuma ligacdo com a
linfocitaria (BLAXHALL, 1972 e ALEXANDER et al., 1980). Utilizando microscopia
eletronica de transmissdo (MET), TAVARES-DIAS e MORAES (2007) concluiram que
os trombdcitos diferem claramente de todas as outras populagdes de leucdcitos porque
possuem estruturas vesiculares e microtubulares especificas em seu citoplasma.

RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA (2004) salientam a facilidade de
confundir trombdcitos com leucécitos durante as contagens, pois, devido a sua
fragilidade, os primeiros podem perder citoplasma durante o preparo das extensoes
ficando apenas o nucleo.

Nas espécies estudadas os numeros de trombdcitos tiveram valores médios
superiores a soma de todas as linhagens de leucécitos sendo mais numerosos em H.
unitaeniatus. Os trombdcitos encontrados em L. paradoxa geralmente apresentaram-se
ovais e fusiformes, com pouco citoplasma aparente e elevada relacdo nucleoplasmatica.
Estas células foram similares as encontradas no peixe pulmonado australiano
Neoceratodus forsteri (HINE et al., 1990 a, b) e no anfibio apodo Typhlonectes
compressicaudus (BOSCHINI FILHO, 1979) em que os trombdcitos s&o maiores do
que dos teleosteos, com diametro médio de 20 um e correspondendo a 2,70 % dos

eritrocitos. Em H. unitaeniatus, os trombdcitos foram menores, alongados, com



53

citoplasma mais aparente e menor relacdo nucleoplasmética, sendo semelhantes aos
observados na maioria dos teledsteos.

Em relacdo aos leucdcitos estes sdo as células responsaveis pela defesa humoral
e celular do organismo (TAVARES-DIAS e MORAES, 2007), sendo que seu
significado fisiologico € parcialmente condicionado & capacidade de realizarem
migracdo seletiva e diapedese (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004). Estas
células integram diferentes linhagens celulares nas quais podem ser diferenciados
morfologicamente pela presenca ou auséncia de granulagdo, assim como, pelas suas
caracteristicas morfologicas, tintoriais e citoquimicas (SATAKE et al., 2009). Em
peixes, a identificacdo das células da série leucocitaria, em comparacdo com aquelas das
séries eritrocitica e trombocitica, € bem mais dificil. Segundo RANZANI-PAIVA e
SILVA-SOUZA (2004), isso ocorre principalmente pela dificuldade em distinguir os
trombdcitos dos linfécitos e os mondcitos dos neutréfilos, sobretudo quando se trata de
células jovens das diferentes linhagens. Entretanto nas espécies estudadas os diferentes
tipos de leucdcitos encontrados apresentaram caracteristicas bastante peculiares
tornando facil a identificacdo dos mesmos.

Na contagem diferencial de leucécitos em L. paradoxa, a porcentagem de
linfocitos, eosindfilos, neutrdfilos, mondcitos e basofilos foram semelhantes ao
observado por WARD (1969) e HINE et al. (1990 a) em N. forsteri e semelhante ao
observado em algumas espécies de anfibios como no anuro Rana cateshiana
(FENERICK JUNIOR, 2006). Entretanto BIELEK e STRAUSS (1993) estudando o
sangue periférico de L. paradoxa, observaram a presenca de apenas trés granulécitos.
RIBEIRO et al. (2007) estudando células de defesa nesta mesma espécie, observaram a
presenca de celulas polimorfonucleares com raros granulos citoplamaticos, considerada

pelos referidos autores como um tipo de agranulécito e trés tipos de granuldcitos.
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Entretanto as células polimorfonucleadas observadas por estes autores mostraram-se
analogas aos neutrofilos encontrados no sangue humano e sdo morfologicamente
semelhantes aos neutrofilos encontrados por HINE et al. (1990 a) no sangue de N.
forsteri e aos neutréfilos encontrados em L. paradoxa no presente estudo. Ja 0s
granuldcitos I, Il e 11l observados por RIBEIRO et al. (2007) mostraram-se
morfologicamente semelhantes aos eosinofilos observados por BIELEK e STRAUSS
(1993) e no presente estudo. Provavelmente os granuldcitos I, Il e Il observados por
RIBEIRO et al. (2007) representam eosindfilos em diferentes etapas de
desenvolvimento.

Em H. unitaeniatus foram observados linfdcitos, neutrofilos e mondcitos, ndo
sendo encontrado eosinofilos e basofilos, resultados estes similares aos observados em
Hoplias malabaricus (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004) e em varias espécies de
teledsteos de respiracao aquética.

Os linfocitos sdo considerados células hematopoéticas multipotenciais e
imunocompetente (ELLIS, 1977; RIBEIRO et al., 2007). Segundo PETRY (2008),
essas células geralmente sdo semelhantes entre as diferentes espécies de peixes. No
leucograma de L. paradoxa e H. unitaeniatus, os linfécitos foram os que apresentaram
menor coeficiente de variacdo e diferenciaram-se principalmente em relacdo ao
tamanho. Os linfdcitos sdo predominantemente esféricos semelhantes aos encontrados
em outros vertebrados e de tamanhos variados, representando provavelmente diferentes
estagios funcionais de uma mesma populacdo celular e ndo populagdes celulares
separadas (VEIGA et al., 2000). Em ambas espécies o nucleo dos linfdcitos apresentou-
se arredondado geralmente acompanhando o formato da célula e apresentando, algumas
vezes, forma levemente reniforme nos linfocitos de L. paradoxa. A cromatina mostrou-

se compactada sem nucléolos. A relacdo nucleo-citoplasma foi elevada nos linfocitos de
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ambas as espécies, sendo o citoplasma escasso, fortemente basofilico e sem granulacdes
visiveis (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004, TAVARES-DIAS et al., 2002 a).

Significativamente mais numerosos em L. paradoxa os linfécitos foram em
ambas as espécies os leucocitos predominantes como na maioria dos peixes:
Opisthonema oglinum (PITOMBEIRA et al.,, 1968), Mugil incilis e M. curema
(PITOMBEIRA et al., 1969), Scomberomorus maculatus (PITOMBEIRA e MARTINS,
1970), Pimelodus maculatus (RIBEIRO, 1978), Rhamdia hilarii (KAVAMOTO et al.,
1983), Pseudoplatystoma corruscans (SATAKE et al., 1994; BEELEN et al., 1998),
Mugil platanus (RANZANI-PAIVA, 1995 a), Brycon sp. (RANZANI-PAIVA, 1996),
Oncorhynchus mykiss (RANZANI-PAIVA et al.,, 1998 a), Serrasalmus marginatus,
Hypostomus sp. e Loricariichthys platymetopom (RANZANI-PAIVA, et al., 2000 a),
Pimelodus maculatus (SILVA-SOUSA et al., 2000), Pimelodus maculatus
(JERONIMO et al., 2009) e Oxydoras niger (SANTOS e TAVARES-DIAS, 2010).

Os neutréfilos, em muitas espécies representam a mais numerosa linhagem de
defesa imune (MANNING, 1994). Sendo mais frequentes no sangue periférico de
Prochilodus scrofa, Schizodon borelli, Pimelodus maculatus, S. marginatus, Hoplias
malabaricus, Parauchenipterus galeatus e Serrassalmus spiloplera (RANZANI-PAIVA
et al., 2000 a). Possuem capacidade fagocitaria e em situacdes de estresse podem ter seu
nimero aumentado significativamente em 24 horas (SECOMBES, 1996). Com
porcentagens semelhantes nas espécies estudadas, representaram a segunda linhagem
mais numerosa de leucécitos em H. unitaeniatus e a terceira mais numerosa em L.
paradoxa.

Nas duas espécies estudadas, embora com volume maior em L. paradoxa, 0s
nucleos dos neutrofilos foram segmentados, mas ndo multilobado o que é raro em

peixes embora os neutrofilos de Thymallus arcticus nigrescens apresente até 5 lobulos
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(RHYZOVA e TUGARINA, 1979). Os granulos citoplamaticos foram pouco visiveis e
difusos nos neutrdfilos de L. paradoxa e mais evidentes formando finos grumos em H.
unitaeniatus.

Sendo excepcionalmente grandes em L. paradoxa, os mondcitos foram os
maiores leucocitos encontrados em ambas as espécies. Segundo RANZANI-PAIVA e
SILVA-SOUZA, (2004), os mondcitos normalmente sdo os maiores leucocitos do
sangue periférico dos peixes. Representando aproximadamente 2% dos leucécitos
circulantes no sangue periférico das espécies analisadas, estes foram os leucécitos
menos nuMerosos em H. unitaeniatus.

Neste estudo, os mondcitos apresentaram poucos pseudopodes e foram
semelhantes aos de outros vertebrados estando de acordo com DOGGETT e HARRIS
(1989). Segundo estes autores em muitas espécies de peixes 0os mondcitos apresentam
poucos pseuddpodes e moderada propriedade fagocitica. O ndcleo destas células
apresentou-se predominantemente excentrico, alongado, semelhante ao observado por
TAVARES-DIAS et al. (2002 b).

Em relacdo aos eosindfilos, estes sdo escassos ou mesmo estdo ausentes no
sangue dos peixes, sendo mais abundantes no tecido hematopoiético, submucosa
intestinal, liquido peritoneal, mesentério e branquias (HINE e WAIN, 1988;
RANZANI-PAIVA 1995 b). Esses granuldcitos foram observados em pequeno ndmero
em Oxydoras niger (SANTOS e TAVARES-DIAS, 2010) e ndo foram observados no
sangue circulante de Onchorhynchus mykiss (POWELL et al., 1990; FORERO,1995) e
na circulacdo e em oOrgdos hematopoéticos de Pleuronectes platessa (FIJAN, 2002).
Entretanto SAUNDERS (1966) identificou eosindfilos em 65 de 116 espécies de
teledsteos e RANZANI-PAIVA e EIRAS, (1992) encontraram eosindfilos em 10 de 13

espeécies estudadas no Rio Parana.
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Em peixes as fung¢bes dos eosindfilos ainda ndo sdo totalmente esclarecidas. O
percentual de eosinofilos aumenta em Tilapia zilli aclimatadas em agua com elevado
grau de salinidade (FARGHALY et al., 1973) e alto percentual dessa célula ocorre em
Clupea pallasi (ZHITENEVA et al., 1986), Cyprinus carpio (RANZANI-PAIVA et al.,
1987), Piaractus mesopotamicus (ALEXANDRINO et al., 1995; RANZANI-PAIVA et
al., 1999), Colossoma macropomum (RANZANI-PAIVA et al., 1999) e Leporinus
macrocephalus (TAVARES-DIAS et al., 2000 e) associado a doenga. EIRAS et al.
(1995) encontraram altas porcentagens de eosinéfilos no sangue periférico de pacus e
tambaquis, parasitados por protozoarios. MOURA et al. (1998) observaram aumento
significativo dos eosindfilos circulantes em Colossoma macropomum (tambaqui)
exposto a hipoxia e a hipoxia sem acesso a superficie da agua e ndo observaram a
presenca de eosinofilos em Hoplosternum littorale (tamoatd) em qualquer das condicdes
experimentais. Embora aparentemente saudaveis e sem terem sido expostas a qualquer
condicdo experimental, L. paradoxa apresentou 275 de eosinéfilos por uL™ de sangue,
representando a segunda linhagem mais numerosa de leucdcito no sangue periférico
desta espécie. Nestas espécies estas células caracterizaram-se pelas numerosas projecdes
que levam a formacdo de pseuddpodes e muitos granulos citoplasmaticos. Resultados
semelhantes foram observados por RANZANI-PAIVA e EIRAS (1992) que observaram
em Megalancistrus aculeatus elevado percentual desse granulécito, mas sem indicacdes
de que essa guantidade alta tenha sido influenciada por parasitose ou qualquer outro tipo
de patologia.

Os basofilos foram as células de defesa organica, menos abundantes e menores
encontrados em L. paradoxa. A funcdo dos basofilos de peixes também ndo esta
definida em peixes e parece estar ligada aos processos alérgicos, ja que possuem

histamina em seus granulos (ROBERTS, 1981). Estas células ainda ndo foram
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associadas a nenhum mecanismo de defesa conhecido, em peixes. Segundo ELLIS
(1977), a presenca de basofilos no sangue periférico de peixes € aceita por alguns
autores e discutida por outros. A auséncia e a baixa freqiéncia dos baséfilos tém sido
relatadas em varias espécies de peixes por RANZANI PAIVA e GODINHO (1983),
VEIGA et al. (2000) e SILVA-SOUZA et al. (2002).

Nas duas espécies, ndo foram identificadas as células granulociticas especiais
(CGE), células grandes e muito semelhantes aos neutrdfilos. ROUBAL (1986) refere-se
a estas células como neutréfilos tipo 1 e BARBER (1978), RIBEIRO (1978) e
LORENZI (1999) sugerem a possibilidade de que esses leucécitos sejam células
precursoras dos neutrofilos. MARTINS et al. (2000 a) sugerem que estes granulécitos
sejam mais um tipo de célula que comp6em o leucograma dos peixes, sendo freqlentes
em animais portadores de parasitas e inflamagdes, contudo, RANZANI-PAIVA (1996)
encontrou elevado percentual dessas células na circulacdo de Brycon sp. aparentemente
saudaveis. Segundo TAVARES-DIAS e MORAES (2004), essas células aparecem em
percentual relativamente baixo ou até mesmo ausente em espécies das familias
Characidae, Ciprinidae, Erythrinidae, Prochilodontide, Anostomide, Salmonidae,
Ictaluridae, Mugilidae e Cichlidae.

De acordo com BARBER e WESTERMANN (1978), estas células ocorrem
frequentemente em certos grupos taxondnicos e estdo ausentes em outros. Estes autores
estudando 58 espécies de peixes de agua salgada e dulciaquicola, sendo a maioria
teledsteos, observaram a presenca de células granulociticas em 30 espécies. RANZANI-
PAIVA e EIRAS (1992) estudando 13 espéies de teledsteos, do Rio Parand, verificaram
que somente Prochilodus lineatus, Pimelodus maculatus, Megalonema platana e
Hoplosternum littorale apresentaram células granulociticas nas extensdes. Da mesma

forma que em L. paradoxa e H. unitaeniatus, essa célula também né&o foi encontrada
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nas extensdes sanguineas de agnatas e cartilaginosos (BARBER e WESTERMANN
1978).

Segundo CAMPBELL (2006) e TAVARES-DIAS (2008 a) as variagOes
interespecifica em relagdo aos trombdcitos e leucocitos ndo se devem apenas as
diferentes condicOes ecofisiologicas. As espécies analisadas no presente estudo
apresentam o0 mesmo tipo de habitat, no entanto apresentaram diferencas em seus
leucogramas. Sendo assim deve-se considerar as caracteristicas imunoldgicas peculiares
de cada espécie de peixe (TAVARES-DIAS e MORAES, 2007; TAVARES-DIAS,
2008 a). Nos peixes parece haver uma resposta sanguinea distinta para as diferentes
espécies frente os fatores ambientais (SANTOS e TAVARES-DIAS, 2010).

4.3 Variaveis plasmaticas

Segundo TAVARES-DIAS et al. (2008), os estudos das variaveis plasmaticas
em peixes, merecem grande atencdo porque regulam varios processos celulares,
consequentemente as avaliagcdes bioquimicas podem ser utilizadas para uma variedade
de propositos.

Da mesma forma que as demais variaveis ja discutidas, os niveis de eletrolitos
plasméaticos podem variar de acordo com a espécie e 0 ambiente. Geralmente, em
teledsteos de clima temperado, os valores basais de sodio (Na*) sdo aproximadamente
150 mmol/L™, cloreto (CI") 130 mmol/L™, potassio (K*) 3,20 mmol/L™ e calcio (Ca*?) 5
mmol/L™ (STOSKOPF, 1993) enquanto que em teledsteos de clima tropical, os niveis
plasmaticos de sodio variam de 103 a 190 mmol/L™?, cloreto de 58 a 193 mmol/L*
potassio de 0,80 a 8,50 mmol/L™, célcio de 1,40 a 5,50 mmol/L™ e magnésio de 0,50 a
2,80 mmol/L™ (TAVARES-DIAS e MORAES, 2003), entretanto devido a grande
variedade de espécies encontradas nestes ambientes os valores ibnicos basais do plasma

devem ser interpretados com cautela.
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MANGUN et al. (1978) estudando a concentragdo de ions inorgénicos no sangue
de espécies amazbnicas em seus ambientes naturais (Alfa Helix - RIGGS, 1979),
encontraram no plasma de L. paradoxa concentra¢fes de s6dio com aproximadamente
105,10 + 7,5 mmol/L™?, cloreto 97,70 + 5,20 mmol/L™, potéssio 3,20 + 0,63 mmol/L™,
calcio 1,71 + 0,13 mmol/L™ e magnésio de 9,71 + 1,16 mmol/L™, e em H. unitaeniatus
concentracdes plasméticas de sédio com valor médio de 112,60 + 4,8 mmol/L™, cloreto
103,80 + 7,90 mmol/L™?, potassio 2,78 + 0,25 mmol/L™, célcio 1,42 + 0,10 mmol/L™e
magnésio de 3,17 + 0,40 mmol/L™.

IKECHUKWU e OBINNAYA (2010) estudando o perfil hematoldgico do peixe
pulmonado africano Protopterus annectens juvenis e adultos encontraram valores de
sodio 99,60 + 6,20 mmol/L™"e 100,46 + 4,60 mmol/L e potéssio 8,20 + 1,30 mmol/L e
8,60 + 1,10 mmol/L *respectivamente. No presente estudo os niveis plasmaticos de Na*,
K*, Ca*?, Mg*? e CI" encontrados em L. paradoxa e H. unitaeniatus encontram-se na
faixa da maioria das espécies de peixes tropicais, com excec¢do do valor médio de ions
magnésio (1,85 + 0,44 mmol/L™) no plasma de L. paradoxa que foi menor que o valor
obtido por MANGUN et al., (1978), (9,71 + 1,16 mmol/L™) para esta mesma espécie
vivendo em ambiente natural.

Em relacdo as concentracGes de glicose, o valor médio igual a 68,95 + 8,61 mg
dL" observado em L. paradoxa é semelhantes ao descrito em muitas espécies de
teledsteos de clima tropical (TAVARES-DIAS e MORAES, 2003) e ao pulmonado P.
annectens com 68 + 8,50 mg dL™? (IKECHUKWU e OBINNAYA, 2010). Em H.
unitaeniatus o valor médio observado de 86,82 + 8,10 mg dL™ foi significativamente
maior que o valor médio observado em L. paradoxa e em outros teledsteos

dulciaquicolas.
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E de conhecimento que a glicose é essencial em animais superiores para o
funcionamento dos tecidos (sistema nervoso, eritrécitos, gonadas, etc.), sendo assim
muitos animais possuem a habilidade de manter a concentracao de glicose sangiiinea em
nivel constante (PLISETSKAYA e KUZ’MINA, 1971; HERTZ et al., 1989). Entretanto
diversos fatores ambientais e internos podem afetar os niveis basais de glicose em
peixes dentre eles a idade, o sexo, fatores genéticos, alteracbes ambientais, habitos
alimentares, metabolismo e estresse por captura e manuseio (BARTON e IWANA,
1991 e TAVARES-DIAS e SANDRIM, 1998, NUNES et al, 2010). Mudancas nos
niveis de glicose plasmatica foram observadas por HILMY et al., (1978) em peixes de
diferentes estagios de maturacdo gonodal. As alteracdes foram atribuidas a mudancgas na
taxa de insulina ou mudancas na temperatura da agua.

RANZANI-PAIVA e GODINHO (1988) observaram diferengas significativas
nos valores de glicose até mesmo em peixes de mesma espécie, estes autores
descreveram em adultos de P. mesopotamicus valor médio para glicose sangliinea de
110 mg dL?, enquanto ZUIM et al., (1988) encontraram para essa mesma espécie
mantida em cativeiro e em ambiente natural valores médios iguais a 156,60 mg dL e
80,50 mg dL™, respectivamente. Neste contexto, varias sdo as explicacdes para 0s
maiores valores de glicose observados em H. unitaeniatus em relagdo a L. paradoxa e
outros teledsteos de dgua doce.

Segundo SANTOS e PACHECO (1999) e ACERETE et al. (2004), os maiores
valores nas concentracgdes de glicose observados em peixes podem ocorrer por estresse,
causado por mudancas ambientais, que ocasionam maior atividade metabolica e,
consequentemente, maior necessidade de energia por parte dos organismos 0 que
possibilita ao animal superar os disturbios causados pelo agente estressor

(WENDELAAR BONGA, 1997). FAVARETTO et al. (1978 e 1981) estudando o efeito
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da exposi¢do ao ar atmosférico sobre os niveis glicémicos no teledsteo de respiracdo
aérea facultativa Plecostomus regani, espécie comum nos rios e pantanos pobres em
oxigénio, observaram notavel aumento na concentracdo de glicose plasmatica (de 44,28
mg dL para 85,13 mg dL™) meia hora ap6s terem sidos expostos ao ar atmosférico,
sendo este aumento acompanhado pela diminuigdo das concentracdes de glicogénio
hepéatico e muscular. Da mesma forma MARIANO et al. (2009) estudando as respostas
fisiologicas de H. unitaeniatus expostos ao ar atmosférico, observaram aumento
significativo nas concentracdes de glicose ap6s 1, 6 e 12 horas de exposi¢do ao ar
atmosférico com posterior diminui¢cdo ap6s o retorno ao ambiente aquatico.

Vérios autores sugerem que o estresse causado pela captura e a simples
manipulacdo produz significativo aumento na glicemia em teleGsteos devido a acéo
hiperglicemiante do horménio cortisol (HATTINGH, 1977; BARTON et al., 1986;
SALONIUS e IWAMA, 1993; FORSMANN et al., 1998; BARCELLOS et al., 2001).
Essa hiperglicemia em condi¢Oes de estresse repGe a glicose para 0 sistema nervoso
central (BULLIS, 1993) ou, principalmente, para os musculos. MORATA et al. (1982) e
HIGUERA e CARDENAS (1985) afirmam que em teleGsteos, a gliconeogénese pode
ser aumentada em peixes que recebem alimentacdo contendo altas concentragdes de
proteinas. CARNEIRO e AMARAL (1979) e BALDISSEROTO (2002) sugerem que a
concentracdo de glicose plasmatica esta diretamente relacionada a atividade do animal,
assim sendo é mais alta em espécies mais ativas e predadores.

Da mesma forma que a glicose, os nivel de proteinas plasmaticas totais variam
amplamente entre as diferentes espécies de peixes, podendo ainda ser influenciado por
fatores endogenos e ambientais (BRINATI e AMARAL, 1978; SANTOS, 2009),

podendo o estresse provocado pelo manuseio também afeta-la (LARSSON et al., 1976).
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Em peixes de agua doce os valores de proteina plasmatica total observados por
varios pesquisadores variam de 2,10 a 8,20 g dL™, sendo mais baixos que a média
registrada em mamiferos (8,40 g dL™) (BRINATI e AMARAL, 1978), o que implica em
menor pressdo osmatica coloidal nos capilares (LARSSON et al., 1976). LARSSON et
al. (1976) desenvolveram pesquisas com diversas espécies de peixes marinhos, obtendo
resultados sobre a média de concentracdo protéica bem como o intervalo de distribuigcdo
dessa variavel. Os valores encontrados foram 3,40 a 5,30 g dL™ para cicléstomos, 2,00 a
3,00 g dL™ para, holocéfalo (quimeras), 0,90 a 5,10 g dL™ para elasmobranquios
(tubardes e raias) e 1,20 a 11,60 g dL™ para teledsteos. Em nossos resultados os niveis
plasmaéticos de proteinas totais em L. paradoxa e H. unitaeniatus encontram-se dentro
dos valores da maioria das espécies de peixes de &gua doce. Entretanto o valor médio
observado em H. unitaeniatus foi significativamente maior que em L. paradoxa.

Por fim, ao comparar os resultados referentes as variaveis plasméticas de L.
paradoxa com H. unitaeniatus, peixes taxonomicamente distintos que compartilham o
mesmo habitat ndo foi observado diferencas significativas em relagdo aos ions potéassio,
calcio e cloreto, entretanto as concentracdes plasmaticas de sédio, magnésio, glicose e
proteinas totais foram significativamente mais altas em H. unitaeniatus. Estes resultados
ndo nos permitem afirmar que os maiores valores observados em H. unitaeniatus séo
devido ao estresse da manipulacdo ou ao tipo de alimentacdo dos peixes. Talvez estas
diferencas ocorram provavelmente devido aos diferentes padrfes metabdlicos das
espécies em questdo, estando relacionado ao modo particular de vida. Possivelmente, o
fato de H. unitaeniatus ser uma espécie predadora e mais ativa que L. paradoxa,
contribua para os maiores valores encontrados nesta espécie. De acordo VILJOEN e
VUREN, (1991) e TAVARES-DIAS e MORAES, (2004), os peixes tém necessidades

especificas estando as concentracfes de eletrolitos, glicose e proteinas plasmaticas
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relacionados diretamente ao modo de vida e na manutencdo do equilibrio osmotico dos

mesmos.

5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que:
a) L. paradoxa e H. unitaeniatus apresentam variacdes dos padres hematoldgicos.
b) L. paradoxa apresenta caracteristicas hematoldgicas de espécies lentas com
baixa demanda metabdlica, RBC e CHCM mais baixos e 0 VCM maior que o
encontrado na maioria dos peixes teledsteos, ciclostomos e elasmobranquios e
semelhante ao observado nos anfibios urodelos, 4podos e em outras espécies de
peixes pulmonados.
c) Em H. unitaeniatus, o nimero de eritrocitos € maior e o valor de VCM menor do
que os observados nos cicléstomos, elasmobranquios e dipnoicos e semelhantes aos
observados em varias espécies de teledsteos.
d) Em H. unitaenitus, os maiores valores de hemoglobina se devem provavelmente a
maior atividade da espécie, ou pelo fato de H. unitaeniatus possuir hemoglobinas
com menor afinidade ao oxigénio quando comparadas com as hemoglobinas de L.
paradoxa (ver Capitulo 3).
d) Em L. paradoxa leucécitos e trombocitos apresentaram-se em menor nimero e
maior tamanho em relacdo ao observado nos teledsteos, e semelhante ao observado
em outros pulmonados e em espécies de anfibios anuros.
e) Em H. unitaenitus, a contagem de leucocito foi semelhante ao observado no
Erythrinidae Hoplias malabaricus, sendo este quadro hematologico possivelmente
uma caracteristica desta familia.
f) Em H. unitaenitus, os niveis plasmaticos de sodio, magnésio, glicose e proteinas

totais foram significativamente mais altos em relacdo ao observado em L. paradoxa,
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provavelmente devido aos diferentes padrdes metabdlicos das espécies em questao,
estando relacionado ao modo particular de vida.

g) A possibilidade dos parametros analisados estarem relacionados a filogenia das
espécies nao pode ser descartada, havendo a necessidade de ampliar as investigacdes

na tentativa de se estabelecer modelos que possam responder esta questao.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E FUNCIONAL DAS HEMOGLOBINAS
DO PEIXE PULMONADO Lepidosiren paradoxa (DIPNOI, FITZINGER, 1837) E
DO PEIXE DE RESPIRACAO AEREA FACULTATIVA Hoplerythrinus
unitaeniatus (CHARACIFORMES, SPIX, 1829)

Resumo

As Hbs de peixes exibem o maior grau de diversidade estrutural e funcional dentre todas
as Hbs de vertebrados. O presente estudo teve como objetivo a caracterizacdo das
propriedades estrutural e funcional (in vitro) das Hbs do peixe pulmonado L. paradoxa
e do peixe de respiracdo aérea facultativa H. unitaeniatus coletados nos arredores de
Cuiaba, MT. Foram analisados o padrdo eletroforético, o efeito Root, a quantificacdo e
o efeito dos moduladores alostéricos (IHP, ATP, GTP, 2,3 - BPG e NaCl) na modulacéo
da afinidade das Hbs ao oxigénio e a afinidade das Hbs em experimentos de equilibrio
de oxigenagdo em sangue e stripped a 4°C, 21°C e 40°C. O padréo eletroforético em gel
de amido para L. paradoxa mostrou a presenca de dois componentes, um maior lento, e
outro menor rapido, em H. unitaeniatus foram identificados 6 componentes anddicos
com diferentes concentrac@es, sendo 3 componentes lentos e 3 componente rapidos. Nas
espécies as Hbs stripped, nas trés temperaturas e na presenca dos moduladores
mostraram efeito Bohr normal. Em L. paradoxa os valores de cooperatividade foram
proximos de 2,00 indicando cooperatividade e auséncia de efeito Root, em H.
unitaeniatus os valores de cooperatividade, proximos de 1,50, indicaram baixa
cooperatividade e presenca de efeito Root. A afinidade das Hbs ao oxigénio mostrou-se
maior a medida que se diminuiu a temperatura. O 2,3 - BPG foi pouco efetivo na
modulacdo das Hbs de ambas as espécies, ja os moduladores IHP, GTP, ATP e NaCl
atuaram como moduladores negativos, sendo a modulacdo mais efetiva em H.
unitaeniatus. Ndo foi detectado 2,3 - BPG e o ATP foi o principal nucleotideo
intraeritrocitario nas duas espécies, sendo aproximadamente 2 vezes superior ao GTP.
Em L. paradoxa foi detectado pequena quantidade IP, e em H. unitaeniatus ndo foi
detectado a presenca de inositdis. Os resultados mostram a capacidade de adaptacdo
molecular das Hbs destas espécies as condicbes fisiologicas e ambientais a que estdo
sujeitas.

Palavras chave: Afinidade Hb-oxigénio, efeito Bohr, padrdo eletroforético, efeito Root,
inositdis, cooperatividade, equilibrio de oxigenacao.
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1. INTRODUCAO
1.1 Hemoglobinas

Na maioria das espécies, a capacidade de suprir com oxigénio, o metabolismo
celular, é aumentada pela presenca de pigmentos respiratorios que permitem a fixacao,
transporte e liberagdo deste, de forma mais eficiente, aumentando a velocidade de sua
difuséo para as celulas (SILVA, 2003).

A Hb ¢ o principal pigmento respiratorio responsavel pelo transporte de O, em
mamiferos, aves, répteis, anfibios e peixes (SCHWANTES, 1972, GIARDINA et al.,
2004). A Hb é uma proteina encontrada nos eritrocitos do sangue que transporta o
oxigénio dos Grgdos respiratorios para os tecidos e didxido de carbono dos tecidos para
0s Orgaos respiratorios (PERUTZ et al., 1987).

A capacidade da hemoglobina de realizar uma reacdo reversivel com O,
molecular reside no fato dela conter um grupo heme (ferro-protoporfirina 1X), como
grupo prostético, ligado a cada uma das suas cadeias polipeptidicas. Esse grupo heme é
constituido pela protoporfirina e por um atomo de Fe, sendo este mantido no estado
ferroso (Fe*?) durante os processos de oxigenacao e desoxigenagdo, para conservar suas
propriedades funcionais (KARPLUS, 1982; PERUTZ, 1982; DICKERSON e GEIS,
1983; ACKERS e SMITH, 1987; LESK, 1991).

A molécula de hemoglobina é um tetrdamero composto por dois pares de cadeias
distintas: duas cadeias o e duas cadeias . A cada uma destas cadeias esta ligado um
grupo heme, de forma que, uma molécula de hemoglobina pode transportar até quatro

moléculas de oxigénio (LESK, 1991).
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Figura 1 - Representacdo da estrutura da hemoglobina, apresentando suas quatro cadeias polipeptidicas
(globinas), cada cadeia ligada a um grupo heme (MOYES e SCHULTE, 2010).

A afinidade da Hb ao oxigénio pode ser modificada pelos moduladores
alostéricos. A concentracdo de protons (H*) modula a afinidade da Hb ao oxigénio, de
forma que, quanto menor o pH da solugdo de Hb, menor sera sua afinidade ao oxigénio
(GIARDINA et al., 2004). Esse efeito do pH sobre a afinidade Hb-O, é denominado

efeito Bohr (¢ = AlogPso / ApH), descrito inicialmente por BOHR et al. (1904), como

diminuicdo da afinidade Hb-O, devido ao aumento da pressdo de CO,. A elevagédo na
temperatura também reduz a afinidade da Hb pelo oxigénio e a diminuicdo, aumenta.

Nos glébulos vermelhos ha, durante a glicolise, producdo de moduladores como o
trifosfato de adenosina (ATP) e o trifosfato de guanosina (GTP) nos peixes e répteis, 0

2,3 - bifosfoglicerato (2,3-BPG) em mamiferos, fetos de aves antes da eclosdo, anfibios



87

anuros e algumas espécies de peixes e, inositois, em aves e alguns peixes (VAL, 2000;
SCHWEITZER, et al., 2001; VILLAR, 2003; PERES et al., 2004). A ligacdo
preferencial destas substancias a desoxihemoglobina resulta na diminuicdo da sua
afinidade ao oxigénio (ARNONE, 1972 e LANDINI, 2002). Entretanto, existem
animais que apresentam Hbs insensiveis aos fosfatos organicos, como ovinos, bovinos,
gatos e peixes-bruxa (cicléstomos) e, em algumas espécies de teledsteos, as
concentragfes de ATP e GTP decrescem durante periodos de hipdxia, aumentando a
afinidade das Hbs ao oxigénio (KIND et al., 2002; TAMBURRINI et al., 2001;
PELLEGRINI et al., 2003 e WELLS, et al., 2003).

Considerado a variedade de espécies que utilizam as Hbs para o transporte de
oxigénio, essas moléculas desempenham suas funcBGes priméarias sob condicOes
ambientais extremamente varidveis dependendo do habitat das espécies (BRAUNER e
WEBER, 1998; WEBER et al., 2004).

A funcgdo da Hb parece ser adaptada as necessidades metabolicas do animal e ao
ambiente em que vivem. A adaptacdo corresponde a variacOes da capacidade de
transporte de oxigénio e, para tanto, 0 organismo aumenta ou diminui a producao de Hb
ou de efetores alostéricos que modulam o transporte de oxigénio (RIGGS, 1976; VAL
et al., 1985).

Em condigdes fisicas constantes e na auséncia de moléculas moduladoras, a
afinidade da Hb ao oxigénio depende, primariamente, da natureza hidrofébica dos
grupos heme e da funcdo ou atividade especifica dos residuos de aminoacidos que,
direta ou indiretamente, a afetam. A afinidade Hb-O; intrinseca é determinada pelos
genes da mesma forma que € a seqiéncia de aminoacidos (POWERS, 1980;

BURMESTER et. al., 2002).
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As Hbs sd@o caracterizadas funcionalmente, pela sua afinidade ao oxigénio,
através de seu Pso, que corresponde a pressdo de oxigénio necesséria para que 50%
dessa molécula se torne saturada com esse gas, pelo efeito Bohr, pela sua
cooperatividade onde, modificaces estruturais da molécula de Hb quando esta se liga
ao oxigénio, induzem pequenas alteracbes na conformacdo de suas subunidades, de
forma que, a oxigenacdo de um grupo heme pode acelerar as dos demais, na mesma
molécula.

Essa interacdo entre as subunidades é expressa pelo coeficiente de Hill (nyiy /pH)
(RIGGS, 1972), onde:

nwin > 1 (cooperatividade positiva ou estabilizagéo das interacdes heme-heme);

nwin = 1 (cooperatividade nula, os sitios ligantes de O, sdo independentes);

nuin < 1 (cooperatividade negativa ou interacdo heme-heme negativa).

A afinidade Hb-oxigénio é representada pela curva sigmdide de dissociacdo Hb-
O,. Os fatores que aumentam a afinidade da Hb ao oxigénio deslocardo a curva a
esquerda e diminuiréo o Psg e os fatores que diminuem a afinidade da Hb ao oxigénio,
deslocardo a curva a direita e aumentar&o o Psg.

Anédlises sisteméticas e os estudos funcionais das Hbs animais permitem
relacionar diferencas estruturais com comportamentos bioquimicos, fisioldgicos e
evolutivos (FADEL, 2000).

1.2 Hemoglobinas de peixes

A maioria dos animais terrestres tem, essencialmente, um suprimento constante
de oxigénio o que ndo acontece com 0s peixes cujo ambiente aquatico sofre alteracdes
sazonais e diurnas de O,, assim nenhum outro grupo de vertebrados esta sujeito a
grandes varia¢fes ambientais (HOCHACHKA e SOMERO, 2002). Segundo RIGGS

(1979), esse fato levou ao desenvolvimento de muitas estratégias adaptativas, com
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relacdo as Hbs, para aperfeicoar a captacdo e o transporte de oxigénio frente as
alteracdes ambientais, como a multiplicidade de componentes e alteragdes na afinidade
das Hbs ao oxigénio.

Estudos de bioquimica e fisiologia comparada mostram que as afinidades das
Hbs ao oxigénio em vérias espécies de peixes estdo adaptadas as variagGes fisicas e
quimicas de seus ambientes. Assim, peixes que vivem em ambientes com baixo teor de
oxigénio possuem Hbs com uma alta afinidade ao O,, ao contrério dos que vivem em
ambientes ricos em oxigénio, que possuem baixa afinidade Hb-O, (GRAHAM, 1997).
Peixes que vivem em ambientes onde os pardmetros fisicos sdo periodicamente
alterados, necessitam de mecanismos moleculares para sua adaptagdo (POWERS,
1985).

Uma das estratégias adaptativas adquiridas pelos peixes para a captacdo de O,
frente as variagbes ambientais € a presenca de Hbs mdltiplas (VAL, 1993). Muitas
espécies de peixes possuem isohemoglobinas que mostram diferencas consideraveis na
seqliéncia de aminoacidos, designados como isoformas (DI PRISCO e TAMBURRINI,
1992; TAMBURRINI et al., 2001), que podem ou ndo apresentar propriedades
funcionais diferentes.

Estudadas em varias espécies, as isohemoglobinas revelam dados importantes:
em alguns casos elas possuem propriedades funcionais distintas e suas concentragoes
relativas podem ser reguladas adaptativamente, de acordo com as condi¢des do
ambiente, conferindo ao animal maior chance de sobrevivéncia em ambientes variaveis
(BOSSA et al., 1982).

Entretanto, existem espécies que possuem componentes multiplos, com

propriedades similares (OHKUBO et al., 1993; CESAR, 1993) e peixes que apresentam
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Hbs com um dnico componente (BORGESE et al., 1992; DI PRISCO e TAMBURRINI,
1992).

A regulacdo qualitativa e quantitativa dos fosfatos intra-eritrocitarios também
representa uma importante estratégia adaptativa para o grupo, j& que permite aos peixes
compensar, a alteracdo dos niveis de oxigénio disponivel no ambiente (VAL et al 1990).
Neste grupo de animais, encontramos uma grande variacdo ndo apenas quantitativa
como também qualitativa dos fosfatos eritrocitarios (BARTLETT, 1980). ATP e GTP
sdo os fosfatos eritrocitarios mais comumente encontrados nos peixes. Em algumas
espécies foi encontrada alta concentracdo de ATP, em outras, alta relacdo ATP/GTP e
ainda em outras, uma elevada relagdo GTP/ATP (VAL et al., 1990, 1992a).

Muitos autores relatam que a afinidade de ligacdo das Hbs ao O, varia com a
temperatura (POWERS et al., 1979a). J& que a quantidade de O, dissolvido na agua é
inversamente proporcional a temperatura, os peixes de modo especial, adaptam-se a
essa flutuacdo térmica. Assim, para a manutencdo de um suprimento constante de O,
para os tecidos, o sistema de liberacdo de O, teve que ser adaptado (POWERS, 1980).
Para isso 0s peixes encontraram algumas formas de adaptacdo como apresentar Hbs
termicamente insensiveis, como ocorre no atum (BRUNORI, 1966); ou apresentar Hbs
maltiplas com diferentes sensibilidades térmicas (BRUNORI, 1975), ou ainda, variar o
nivel de moduladores alostéricos (GREANEY e POWERS, 1977; OLIANAS et al.,
2005).

A maioria dos peixes possuem Hbs com efeito Bohr normal. Este fenébmeno ¢ de
grande importéncia entre os peixes, pois facilita tanto a captura de oxigénio pelas
branquias quanto a liberacdo de oxigénio nos tecidos, onde o pH sofre uma grande
reducdo (POWERS, 1980). Em espécies que apresentam componentes hemoglobinicos

com migracdo eletroforética pouco anodica ou catotica, observa-se efeito Bohr nulo e
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até reverso (CEPREGANOVA et al., 1992; FEUERLEIN e WEBER, 1994; GRAHAM,
1997).

Muitas Hbs sdo incapazes de se ligarem 100% ao oxigénio em pHs &cidos,
fendmeno este denominado efeito Root. Quando o efeito Root é manifestado, as
moléculas de Hbs se ligam aos prétons favorecendo o estado desoxigenado acarretando
uma depressao na cooperatividade.

Considerando todos estes mecanismos utilizados pelos peixes para enfrentar as
oscilagfes ambientais, podemos ressaltar o papel fundamental das Hbs na manutencéo
da homeostase respiratdria destes animais.

Nesse contexto o objetivo deste estudo foi estudar as caracteristicas estruturais e
funcionais das Hbs de duas espécies que possuem respiracdo aérea obrigatoria,
Lepidosiren paradoxa com respiracdo pulmonar e Hoplerythrinus unitaeniatus com
respiracdo aérea facultativa, avaliando o efeito da temperatura e a agdo dos moduladores
alostéricos em suas Hbs.

Os peixes, em particular, sdo excelentes modelos para estudos das estratégias de
adaptacdo, a mudancas ambientais (SOMERO, 1983), ja que respondem diretamente as
variacfes ambientais como temperatura, oxigénio, pH, salinidade e gas carbénico.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais experimentais

Espécimes adultos de L. paradoxa - FITZINGER (1937) [n = 10, massa corporal
(Mc) = 562,14 = 52,01 g; comprimento = 56,05 = 8,07 cm] e H. unitaenitus - SPIX
(1829) [n = 10, massa corporal (Mc) = 92,43 + 21,14 g; comprimento = 19,50 + 1,18
cm] foram coletados nos arredores de Cuiaba, MT e trazidos para o Laboratério de
Zoofisiologia e Bioguimica Comparativa do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da

Universidade Federal de Sdo Carlos, Sdo Carlos, SP. No laboratério, foram mantidos
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em tanques de cimento (1000 L), com fluxo de &gua continuo e aeragdo constante a
23,40 = 1,40°C, pH = 7,07 + 0,98, condutividade 91,90 + 4,35 uS/cm, sddios totais
dissolvidos 50,35 + 2,16 mg L™, salinidade 0,10 + 0,0 ppt, concentracdo de O, 6,90 +
0,47 mg L™, porcentagem de O, 87,33 + 1,44 %, alcalinidade 41,66 + 1,52 mg L"CaCOs,
dureza 53,50 + 7,77 mg L'CaCO3; e amdnia 0,159 + 0,01 mg L™. Durante a realizacio
dos experimentos a pressdao barométrica foi de 699,80 + 1,48 mmHg e a umidade
relativa do ar 77,00 + 3,16 %. Os animais foram alimentados com racdo para peixes e
figado de vaca e frango. A alimentacdo foi suspensa dois dias antes da colheita de
sangue.

2.2 Amostras de sangue e obtencéo da solucdo de Hb

Apds aclimatacdo em laboratério (40 dias) cada animal foi anestesiado por
imersio em um recipiente contendo Benzocaina® (Synth) 0,10 % e o sangue foi
retirado, por puncdo da veia caudal, com o auxilio de seringas heparinizadas.
Posteriormente, o sangue foi dividido em aliquotas para cada analise a ser realizada e
estas colocadas em tubos de ensaio e mantidas a temperatura de 0°C, em gelo fundente,
para extracdo de fosfato e equilibrio de O, em sangue. Apds a retirada do sangue foi
realizada a biometria do animal.

A aliquota de sangue para o estudo da funcdo da Hb em solucdo era centrifugada
a 4°C, em uma centrifuga refrigerada SORVALL, modelo RC-5B, durante 5 minutos a
1.085 x g, para separacao do plasma que foi eliminado. Os eritrdcitos foram lavados trés
vezes consecutivas com solucdo salina 0,90%. Ap0s este procedimento, o precipitado
(eritrdcitos) era mantido em congelador, a -20 °C, em tubos de ensaios para serem
utilizados em experimentos posteriores.

Quando para uso imediato, apés a ultima lavagem, a amostra era hemolisada
adicionando-se Tris HCI (10 mM, EDTA alcalino 0,005 M pH 8,0). Em seguida, a

amostra era congelada e descongelada por trés vezes para uma hemolise efetiva, e
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centrifugada em centrifuga refrigerada SORVALL, modelo RC-5B durante 20 minutos
a20.200 x g.

A solucdo de Hb assim obtida foi utilizada nas eletroforeses em gel de amido,
nos experimentos de equilibrio de oxigenacdo da Hb stripped e de efeito dos fosfatos
intraeritrocitarios.

2.3 Extracdo de fosfatos organicos intraeritrocitarios

Para o célculo da quantidade de fosfatos presentes nos eritrécitos foram
determinados o volume e hematdcrito das amostras. Cada amostra foi centrifugada em
centrifuga refrigerada SORVALL, modelo RC-5B, durante 5 minutos a 1.085 x g a 4°C,
para a separacdo do plasma que foi descartado. As células empacotadas, foi adicionado
acido perclérico (HCIO4-7 %) para a lise das células e liberacdo dos fosfatos
intraeritrocitarios. Novamente, a amostra foi centrifugada e o sobrenadante transferido
para tubos de ensaio pléasticos. O precipitado foi lavado duas vezes com acido perclérico
7 % e o0 sobrenadante transferido para 0 mesmo tubo da primeira lavagem (BARTLETT,
1959).

Apés a preparagdo, os extratos foram neutralizados com solucdo de KOH
(hidréxido de potassio) 6 M, usando como indicador phenol red e, a seguir, congelados
a -20°C para identificacdo e quantificacdo dos fosfatos. A extracdo dos fosfatos foi
efetuada imediatamente apds a coleta de sangue do animal.

2.4 Eletroforese em gel de amido

Este método fisico-quimico de separacdo tem sido utilizado no estudo da
estrutura de compostos biologicos. Diferentes proteinas diferem em sua seqiiéncia de
aminoéacidos e no conteddo dos mesmos, bem como, na sua carga liquida a um dado pH.
A eletroforese utiliza-se dessa diferenca para, num campo elétrico, separar proteinas.

Assim a eletroforese em gel de amido em sistema horizontal descrito por SMITHIES
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(1959) foi utilizada para analisar o padréo eletroforético das amostras hemoglobinicas e
verificar a existéncia ou ndo de variacao intraespecifica.

Na preparacdo do gel foi utilizado amido de milho, obtido segundo VAL et al.
(1981), a uma concentracao de 13 %. Nesse sistema, as proteinas sdo separadas segundo
sua carga elétrica, e os poros do gel atuam como um filtro, separando as moléculas
segundo seus tamanhos e formas.

Para confeccdo do gel foi utilizado o tampdo Tris-Borato-EDTA &cido pH 8,6
(0,90 M Tris; 0,5 M é&cido borico; 0,02 M EDTA 4cido), diluido 40 vezes com
molaridade final de 0,036 M. Nesse pH, a concentracdo do amido 13 % foi suficiente
para obter um gel com boa propriedade mecanica e separativa. Nas cubas, foi utilizado o
tampé&o Borato 0,35 M (pH 8,6).

Ao término da coccdo e deaeracdo a vacuo, o gel foi aplicado uniformemente em
uma placa de acrilico, untada com 6leo mineral para facilitar sua posterior retirada.
Apos o resfriamento do gel até 4°C, as amostras foram aplicadas através de retangulos
de papel WHATMAN 3MM (6 x 4 mm) embebidos nas amostras de Hb e inseridos a
uma distancia de 7cm de distancia da extremidade catddica do gel. As migracdes
eletroforéticas foram feitas a 4°C, sendo aplicado ao gel, um potencial de 5 V/cm e 1,25
mA/cm durante 6 horas utilizando-se uma fonte de tensdo PERMATRON. Apds a
migracdo, o gel foi cortado no sentido horizontal, a metade superior foi corada com
Amido Black (solucdo saturada de amido black, metanol e agua destilada v/v), para
proteinas totais, e a inferior, corada com Benzidina [benzidina 1 g, Nitroprussiato de
Sodio 1 cristal e Metanol (gsp) - 75 mL] para revelacdo pela atividade peroxidasica das
Hbs.

Na lavagem dos géis, foi utilizada solugdo de acido acético 0,20 volumes,

metanol 1 volume e &gua destilada 1 volume, Amido Black e, éter 1 volume, metano 2
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volumes, &cido acético (gsp) para baixar o pH a 4,0 e peréxido de hidrogénio (H,O, 20
volumes) 0,5 mL (VAL et al., 1981). Cianeto de potassio (KCN) foi adicionado as
amostras e ao gel, ja que a forma cianometahemoglobina € mais estavel, permitindo a
obtencéo de uma melhor resolugéo.
2.4.1 Transparentizagao

ApoOs a revelacdo das bandas em gel de amido, as eletroforeses foram
“transparentizadas”, colocando-as entre duas folhas de papel celofane, esticadas num
bastidor e, submetidas a desidratacdo em temperatura ambiente, procedimento que
permitiu a conservacgdo dos géis, mantendo-os secos e facilitando a posterior analise dos
mesmos.

2.5 Equilibrio de oxigenacdo em sangue: método gasométrico

O meétodo baseia-se na determinacdo continua do O, dissolvido em solucéo
tamponada, contendo sangue e fermento bioldgico. O fermento consome, inicialmente,
todo o oxigénio dissolvido na solugdo, e para manter o equilibrio da pressao parcial de
O,, 0 sangue cede 0 O, ligado a Hb, ao meio. O pH pode influenciar na resposta do
sangue quando este cede O, ao meio.

As curvas de dissociacdo da HbO; no sangue foram tracadas em diferentes pHs
com tampdes Bis-Tris / HCI (0,10 M - pHs 6,0, 6,2, 6,4, 6,6, 6,8 7,0, 7,2 e 7,4) e Tris-
HCI (0,10 M - pHs 7,6, 7,8, 8,2, 8,7 € 9,0) e com auxilio de um monitor bioldgico YSI e
um registrador CG, segundo metodologia descrita por MANGUN e KODON (1975) e
JOHANSEN et al., (1978 a).

Foram colocados 5 mL de cada tampao, 0,50 g de fermento e 3 gotas de sangue
na cubeta do eletrodo polarogréfico. Apds vigorosa agitagdo dessa solugdo, o
equipamento foi rapidamente ligado e a curva de consumo de O, foi detectado por um

eletrodo polarografico e registrada num registrador grafico. Os pHs inicial e final foram



96

anotados. As curvas obtidas assinalam a variagdo decorrente do consumo de O, do meio
pelo fermento e da tentativa de manutencdo de um equilibrio pelo sangue. As pressdes
parciais de oxigénio necessarias para uma saturacdo de 20, 40, 50, 60, e 80 % de O, do

sangue, foram obtidas pela formula:

PB. 0,2098 .Ln

PO, (n) = m
100

Onde:
PB = pressdo barométrica

Ln = leitura obtida para cada percentagem de saturacao

Ligo = leitura em 100%
n = porcentagem de Hb ligada ao O,

Os valores de Psy (pressdo de oxigénio necessaria, para saturar 50 % da Hb)
foram convertidos para a forma logaritmica e plotadas contra o pH final. As curvas de
efeito Bohr (¢ = Pso/ApH) foram tragadas a partir de regressdo linear. Os resultados
obtidos foram expressos em forma logaritmica, e apresentado por um gréafico Y/1 - Y
em funcéo de log PO,.

2.6 Hemoglobina stripped e reducdo de metahemoglobina

Para obtencdo de uma solucdo de Hb isenta de moduladores (stripped) e para a
reducdo da metahemoglobina, geralmente presente, as amostras de hemolisado foram
filtradas em coluna de Sephadex G-25, com presenca de agente redutor ditionito de
sodio (Na S;0,). A resina foi acondicionada em uma coluna de 35,0 cm de
comprimento por 1 cm de diametro e equilibrada com solucdo tampéo Tris-HCI 50 mM,
pH 8,0.

Apds a resina ser equilibrada, a coluna foi fechada, retirando-se o eluente que
estava acima do topo da resina. A seguir, foi adicionado a coluna, aproximadamente, 1,0
mL de solugdo de ditionito de sodio a 5 %, em tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0. A

coluna foi aberta e tdo logo a solucédo de ditionito penetrou na resina, foi aplicado 3 mL
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de solucéo de Hb, com auxilio de uma pipeta de Pasteur. A seguir, a coluna foi ligada a
um reservatorio contendo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 de modo a se obter um leito com
grau de compactacao uniforme.

A Hb ndo se liga a resina sendo eluida rapidamente pela coluna. Quando Hb
passa pelo ditionito de sodio (ligado a resina), reduz-se totalmente, passando a
desoxiHb. Ao sair da coluna, a Hb entra em contato com o ar atmosférico, oxigenando-
se por completo e conservando o ferro reduzido (Fe*?).

Para os experimentos sem ions cloro, o tampdo utilizado foi o Hepes-Tris 50
mM, pH 8,0. A amostra de Hb (1 mL) foi entdo passada por uma coluna com resina
(Amberlite MB3). A primeira fragdo de Hb que saiu da coluna foi descartada devido a
sua alta diluicdo. A segunda fracéo foi coletada em um tubo de ensaio e a amostra de Hb
stripped utilizada nos experimentos de equilibrio de oxigenacdo. Estes procedimentos
foram realizados, no maximo 20 minutos antes do inicio dos experimentos.

2.7 Equilibrio de oxigenacdo: método espectrofotométrico

De acordo com o seu grau de oxigenacgdo, a Hb expde diferentemente os &tomos
de ferro de seus grupos tetrapirrdlicos (ANTONINI e BRUNORI, 1971; VILLELA,
1979). Hbs com taxas de oxigenacdo diferentes possuem diferentes conformacgdes
espaciais, com diferentes espectros de absor¢do medidos entre A = 500 e 600 nm.
Através da analise desses espectros diferenciais pode-se correlacionar pressao de
oxigeénio e taxa de oxigenacao da Hb.

A afinidade da Hb ao oxigénio foi determinada de acordo com o método descrito
por RIGGS e WOLBACH (1956). Foram usados tonbmetros cuja parte inferior € uma
cubeta de vidro de 1,0 cm de percurso éptico.

Para determinacdo do volume da solucdo de Hb no tondmetro foi utilizada a

seguinte férmula:
0,85.3,0
v=_"""""

L. 60
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Onde:

V = volume de Hb para os tondbmetros

0,85 = densidade otica desejada em A =580 nm
3,0 = volume da cubeta dos tondmetros

L = leitura da concentracdo de Hb em A = 580 nm
60 = diluigéo

Ao volume da solucdo de Hb (determinada pela férmula acima) foi adicionado
0,30 mL de tampdao Bis-Tris / HCI (0,10 M - pHs 6,4, 6,6, 6,8, 7,2 e 7,4), Tris-HCI (0,10
M - pHs 7,6, 7,8, 8,2, 8,6 € 9,2) e de &gua destilada para completar 3 mL. Nos
experimentos de equilibrio de oxigenacdo da Hb stripped sem cloro e com adicdo de
cloreto de sodio (NaCl) foi utilizado o tampédo Hepes-Tris (0,10 M - pHs 6,0, 6,5, 6,76,
70,75, 8,2, 8,6).

A amostra stripped de Hb foi desoxigenada por meio de injecGes de nitrogénio

(N2) e em seguida, submetida & vacuo, com subsequente agitacdo em banho rotativo.
Apbs a desoxigenacao foi tracado um espectro de absorcao de A =500 a 600 nm em um
espectrofotébmetro HP UV-VIS, modelo G 1107A com unidade éptica 8452A, acoplado
a um micro computador IBM compativel com software “General Scanning”. Apos a
obtencgdo da primeira curva, foram injetadas quantidades crescentes e conhecidas de ar,
e tracados novos espectros. Ap6s um minimo de 4 injecbes de ar, cada tondémetro foi
aberto a pressdo ambiente de O, sobre a amostra, sendo tragada a ultima curva que
correspondeu ao espectro de absor¢do da Hb 100 % oxigenada.

A partir dos espectros de absor¢do obtidos, as oxigenagdes parciais da Hb foram
calculadas, em trés comprimentos de onda (A = 540, 560 e 580 nm) onde foi obtida a
média aritmética das oxigenacdes parciais de cada injecdo de ar ().

Para cada oxigenacgéo a pressao de O, foi calculada pela formula:

PO,=R .V
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Onde:

PO, = pressdo de oxigénio no interior do tondbmetro.
V = volume de ar injetado.
R = constante determinada pela seguinte formula:
R = T, /T,{0,2098[PB, — (P, .UR)]}
Vi =V,

Onde:
Ty = temperatura do banho em °K
T, = temperatura ambiente em °K
PB. = pressdo barométrica corrigida
P, = pressdo de vapor da agua
UR= umidade relativa do ar
V; = volume interno do tonébmetro
V. = volume da amostra colocada no tonémetro

Para cada tondmetro foi tracado um grafico de log PO, x log Y/1-Y
determinando-se o valor de Psqg e 0 coeficiente de Hill (nyi) pela declividade da reta
obtida. O coeficiente de Hill (nyiy) mostra a cooperatividade das interagcbes heme-heme,
correspondendo ao valor do coeficiente angular da reta de regressao obtida para PO-/log
Y/1-Y. A pressdo de oxigénio necessaria para saturar 50 % de Hb (Psp), corresponde ao
valor zero de log PO,/logY/1-Y. Como as curvas foram feitas em diferentes pHs, foi
tracada a curva final do efeito Bohr (¢ = Alog Pso/ApH).

2.7.1 Adicao de fosfatos orgéanicos e NaCl

Desenvolvendo a mesma metodologia descrita em 2.7, foi verificado o efeito dos
fosfatos organicos ATP, GTP, IHP, 2,3-BPG e cloro numa relagdo molar de 1:8 (Hb-
modulador), na afinidade da Hb-O,.

O volume necessério de solucéo de modulador para produzir essa relagcdo

molar, foi calculado pela formula:

vol .N

vol .amostra  _
[Hb]/ 4

mM .N
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Onde:

mM. N = molaridade da solucdo de fosfato

Vol. N = volume de solucgéo de fosfato para gerar a relacéo 1: 8
4 = nimero de subunidades por tetrdmero de Hb

8 = relagdo modulador/tetrdamero de Hb desejada

[Hb] = Concentracédo de Hb lida em A =577 nm (0,85/14,60)

O volume de modulador, assim determinado, foi adicionado ao tondmetro
juntamente com o tampéao e a amostra de Hb, mantendo o volume final igual a 3 mL.
2.7.2 Titulacdo com IHP, GTP, ATP e 2,3-BPG

Os experimentos de equilibrio de oxigénio foram realizados pelo método
espectrofotométrico (na presenca de ions cloro), para a Hb com titulacdo de IHP, GTP,
ATP e 2,3-DPG. As relacdes molares utilizadas foram calculadas a partir da férmula do
item 2.7.1
2.7.2.1 Titulacdo com NaCl

Os experimentos de equilibrio de O, pelo método espectrofotométrico em Hb
stripped, em titulacdo com NaCl. O tampao utilizado foi o Hepes — Tris 0,05 M pH 8,0.
Na preparacdo de Hb para esse experimento foi usado o mesmo tampdo acima
mencionado em coluna de Sephadex G-25.

2.8 Analise espectrofotométrica de curvas parciais de oxigenacao - Efeito Root

A metodologia utilizada foi a descrita por FARMER et al., (1979). O principio
basico dessa metodologia consiste no fato de que a Hb pode estar saturada de O, em
diferentes pHs. Dessa forma através de varreduras entre A = 500 e 600 nm, é possivel
verificar a diferenga percentual de oxigenacgéo das Hbs nos diferentes pHs.

As Hbs stripped foram diluidas em tampdo Bis-Tris-HCI 0,10 M - pH 5,5,
segundo a férmula utilizada para equilibrio de oxigenacdo. Apds a homogeneizacao da

amostra as leituras foram realizadas em cubetas de 3 mL, utilizando um
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espectrofotometro HP UV-VIS, modelo G 1107A acoplado a um micro computador
IBM compativel sendo tragado uma varredura entre 2. = 500 — 600 nm. Posteriormente o
pH da amostra foi elevado para 9,0, pela adicdo de Tris solido, pra evitar sua diluicéo, e
um novo espectro foi tragado sobre a curva anterior. Ditionito de sodio (Na,;S,04 - 0,20
g) foi entdo adicionado para obter a curva desoxihemoglobina, sendo esse espectro
tracado sobre as duas curvas anteriores.

Esses resultados foram analisados de acordo com as 4 categorias sugeridas por

FARMER et al. (1979), ou seja:

0 - menos que 10% de desoxigenagao

+ - de 10 a 20% de desoxigenacdo

++ - de 20 a 40% de desoxigenacdo
+++ - de 40 a 60% de desoxigenacdo
++++ - mais de 60% de desoxigenacéo

2.9 Determinacéo de fosfatos intraeritrocitarios
2.9.1 Fosfatos organicos - nucleotideos

Para a analise dos nucleotideos, extraidos dos eritrdcitos, foi utilizada uma
coluna cromatografica, com a resina Q Sepharose Fast Flow (trocadora idnica forte).

A cromatografia de troca i6nica baseia-se no aprisionamento eletrostatico de
moléculas com cargas contrarias a da resina. Utilizando um gradiente de tampédo é
obtida uma troca seletiva das moléculas aprisionadas. A referida coluna foi
confeccionada a partir da colagem de duas seringas plasticas de 3 mL cada (DE VITTO
1994). As dimensdes internas da coluna foram de 11 cm de comprimento por 1 cm de
diametro e foi usado o controlador do Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) da

Pharmacia LKB. O sistema de tampdes utilizados foi o trietanolamina (TEA) 20 mM,
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pH 7,5 (1,35 mL de TEA em 500 mL de agua milli-Q e pH acertado com HCI 1,0 N),
com gradiente salino de 0 a 1,0 M de KCI de acordo com (BARTLETT, 1978 a).

Os pontos de elui¢do para cada nucleotideo da curva padrdo (ATP e GTP) foram
determinados através da aplicacdo, primeiramente, de cada substdncia isolada, para
localizar onde cada um destes era eluido e, em seguida, aplicado uma mistura de todos
(com um volume final de 50 pL), e entdo a eluicdo dos mesmos era seguida em
espectrofotdmetro acoplado ao cromatografo em UV a A = 254nm.

O extrato de fosfato de cada espécie foi centrifugado a 1500 x g por cinco
minutos, e o sobrenadante aplicado na coluna, sendo em média, 10 uL de amostra. Os
resultados obtidos foram, entdo, comparados ao padrao anteriormente determinado.
2.9.2. Determinacao de inositois

Uma curva padrdo de concentracfes conhecidas e crescentes de fosfato de
potassio monobasico (KH,PO,) foi determinada, a essas solu¢des foram adicionados
0,50 mL de H,SO4 10N, 0,20 mL de molibdato de amdnio 5%, 0,20 mL de reagente de
Fisk & Subbarow a 0,25 % (15 g de NaHSOj3; 250 mg de redutor de Fisk & Subbarow e
500 mg de Na,SO3) e agua deionizada. Os tubos foram agitados e a coloracdo azul
obtida foi proporcional a concentracdo de fosforo. As densidades dpticas foram obtidas
em A = 830nm e convertidas em molaridade. Os fosfatos foram cromatografados
segundo a metodologia descrita por BARTLETT (1959). Para isso, foi utilizada a resina
DOWEX 1 x 8 (400 mesh), acondicionada numa coluna de 1,0 cm de didmetro interno
por 28,0 cm de comprimento previamente tratada com agua deionizada, Formiato de
amonia / Acido formico 5 M e novamente agua deionizada para eliminar os
contaminantes.

O extrato de fosfato foi centrifugado a 3.000 x g durante 5 minutos e o

sobrenadante aplicado a coluna. Com a finalidade de retirar os fosfatos que ndo fossem
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inositois (NAD, AMP, ADP, ATP e DPG), foi aplicada a coluna uma solugdo de acido
férmico 5 M / formiato de amonia 5 M, lavando-a posteriormente, com agua deionizada.

A seguir, dois vasos comunicantes, um contendo 400 mL de 4gua deionizada e
outro contendo 400 mL de HCI 1 N, foram conectados a coluna por intermédio de uma
bomba peristaltica. A coluna foi submetida a um fluxo constante de 1,0 mL/minuto e a
um gradiente linear de 0 a 1 N de HCI, para a separacdo dos inositois acoplada a um
coletor de fragcdes Pharmacia LKB RediFrac para obter fragdes de 5 mL de eluato.

A quantidade de cada inositol fosfatado foi determinada pelo seu conteddo de
fésforo. Para tanto, 0,50 mL de cada fragdo obtida foi transferida para tubos de ensaio,
aos quais foi adicionado 0,50 mL de H,SO4 10 N e colocado em uma estufa FANEN,
modelo 320 SG, com circulagdo mecanica de ar, a 180°C durante 3 horas, para que
ocorresse a hidrolise dos fosfatos organicos. Duas gotas de perdxido de hidrogénio
(H,0,) foram adicionadas a cada tubo, mantidos em estufa a 180°C por uma hora.

Com o auxilio de dispensadores Oxford, foi adicionado aos tubos resfriados,
0,20 mL de molibdato de amonio 5 %, 0,20 mL de reagente de Fisk & Subbarow a 0,25
% e 4,60 mL de agua deionizada para obter o volume final de 5mL. A seguir, 0s tubos
foram agitados e levados a banho-maria a 100°C, por 10 minutos para obtencdo da
coloracdo azul a qual é diretamente proporcional a concentracdo de fosforo inorgéanico
na amostra. A densidade Optica foi determinada em A = 830 nm e a concentracdo de
fosforo calculada através da curva de calibracdo conforme descrita anteriormente.

2.9.3 Determinacdo de 2,3-BPG
A determinacdo dos niveis de 2,3-bifosfoglicerato (2,3-BPG) intraeritrocitario foi
realizada através de um Kit Sigma Diagnostics. Este kit baseia-se na reacdo de

conversdo do 2,3-BPG em Gliceraldeido-3-fosfato (G-3-P) com liberagdo de NAD. O
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decréscimo de absorbancia em A = 340 nm, causado pela oxidacdo do NADH a NAD,
reflete a quantidade de 2,3-BPG originalmente presente.
2.10 Anélise estatistica

Os dados referentes ao comportamento funcional das hemoglobinas de L.
paradoxa e H. unitaeniatus estdo apresentados em amplitudes do efeito Bohr (¢ = log
Pso / ApH) que foram obtidas por analises de regressdo linear em todos os pHs
estudados. A analise foi realizada utilizando o programa Microcal Origin 6.0. O teste T
(Student’s T teste) foi aplicado para confirmar a existéncia ou ndo de efeito Bohr
(representado pelo b da reta de regressao) e para os valores de cooperatividade (Npin). A
influencia do pH sobre o log de Psp, para as hemoglobinas das espécies estudadas, foi
analisada através do coeficiente de determinacdo (r?).

Os dados referentes as concentracdes de fosfatos intraeritrocitarios estdo
apresentados como média e desvio padrdo. Os resultados foram avaliados utilizando o T
(Student’s T teste), com 95 % de confianga, verificando a existéncia ou ndo de
diferencas significativas entre as médias dos valores encontrados em L. paradoxa e H.
unitaeniatus. A andlise foi realizada utilizando o programa GraphPad Instat Verséao 3.0.
O nivel de significancia aceito nas analises foi de 5 % (p < 0,05).

3 RESULTADOS
3.1 Componentes hemoglobinicos

Dois componentes hemoglobinicos anddicos foram identificados em L.
paradoxa sendo um componente maior e um menor ambos rapidos similares as
hemolobinas humanas (Figura 1). Em H. unitaeniatus foram identificados 6
componentes anddicos com diferentes concentragdes sendo 3 componentes lentos e 3
componentes rapidos mas com mobilidade menor que as Hbs humanas (Figura 2). Nao

foram detectados componentes hemoglobinicos catddicos nas duas espécies estudadas.
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Os padrdes eletroforéticos ndo variaram entre individuos da mesma espécie indicando

nenhuma diferenga polimorfica nos espécimes estudados.
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Figura 2 - Fotografia do gel e representagdo esquematica dos padrdes eletroforéticos das Hbs de
L. paradoxa, comparativamente a humana (A;, A, € Az). Tampao Tris-Borato EDTA 4cido 0,036
M pH 8,60 (gel); Tampéo Borato 0,35 M pH 8,6 na ponte (n = 10).
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<4—Hb,
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Figura 3 - Fotografia do gel e representagdo esquematica dos padrdes eletroforéticos das Hbs de
H. unitaeniatus, comparativamente a humana (A, A; e Az). Tampao Tris-Borato EDTA 4cido
0,036 M pH 8,6 (gel); Tampéo Borato 0,35 M pH 8,60 na ponte (n = 10).
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3.2 Estudos funcionais

As afinidades das Hbs pelo O, em funcdo do pH, das espécies analisadas s&o
mostradas na tabela 1 e figuras 3, 4, 5,6, 7 e 8.

3.2.1 Lepidosiren paradoxa

O comportamento funcional das Hbs nos experimentos de equilibrios de
oxigenacdo em sangue total e Hb stripped mostrou efeito Bohr normal (p< 0,05), ou
seja, valores mais elevados de Psp a medida que o pH se tornava mais acido, em todos
os tratamentos. Os valores de Hill(ny;;) encontram-se proximos de 2,0, com aumento
significativo na presenca de IHP, GTP, ATP, NaCl e a 40°C em pHs entre 7,0 € 7,5
demonstrando cooperatividade (Tabela 1 e Figura 3).

Em sangue observa-se valor de Psp = 25,11 mmHg, em pH préximo a 7,0, e
efeito Bohr de ¢ =-0,07. Tais valores quando comparados aos valores obtidos em Hb
stripped indicam maior afinidade ao oxigénio pela Hb na auséncia de moduladores
(Tabela 1 e Figura 3). A amplitude de efeito Bohr aumentou para ¢ =-0,32, ¢ =-0,33 ¢
¢ =-0,32 e Psp = 19,50, 9,77 e 8,91 mmHg (pH 7,0) na presenca de IHP, GTP e ATP
respectivamente, mostrando que o IHP é o modulador mais efetivo na afinidade Hb-O,,
seguido pelo GTP e ATP. Este efeito ndo foi observado com adicdo de 2,3-BPG, onde
os valores de Bohr ¢ = -0,26 e Psy = 3,16 mmHg, foram proximos dos valores obtidos
com Hb stripped (Tabela 1 e Figura 4), sendo assim a ordem de poténcia dos modulares
fosfatados testados em L. paradoxa e H. unitaeniatus foi IHP > GTP > ATP > 2,3-BPG.

Os valores de Psy obtidos nos tratamentos stripped a 4°C, 21°C e 40°C foram de
1,14, 1,58 e 13,46 mmHg (pH 7,0) respectivamente com amplitudes de Bohr ¢ = -0,12,
-0,25 e -0,30, mostrando um aumento da afinidade da Hb-O, & medida que diminui a
temperatura (Tabela 1 e Figura 5). Os ions cloreto também diminuiram a afinidade Hb-

O, com Bohr ¢ =-0,15 e Psg = 2,63 mmHg (Tabela 2 e Figura 17).
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3.2.2 Hoplerythrinus unitaeniatus

As Hbs de H. unitaeniatus apresentaram efeito Bohr normal (p<0,05) em todos
os tratamentos. Os valores de Hill(nyiy) foram proximos a 1,50 indicando baixa
cooperatividade entre os grupos heme (Tabela 1 e Figura 6) mantendo-se constante na
presenca de IHP, GTP, ATP, 2,3-BPG e NaCl.

Em sangue obtivemos efeito Bohr com amplitude igual a ¢ =-0,12 e Pso = 32,36
mmHg (pH 7,0) demonstrando uma menor afinidade ao oxigénio pela Hb em
comparacdo aos valores obtidos na analise do hemolisado stripped a 40, 21 e 4°C, na
presenca de GTP, ATP e 2,3-BPG (Tabela 1 e Figura 6).

Na presenca de fosfatos os valores de efeito Bohr foram de ¢ = -0,56, ¢ =-0,54,
¢=-0,41e ¢ =-0,33 e Pso=47,86, 19,05, 14,45 e 4,17 mmHg (pH 7,0) para IHP, GTP,
ATP e 2,3-BPG respectivamente (Tabela 1 e Figura 7), mostrando que o IHP também é
0 modulador mais efetivo para H. unitaeniatus e que o 2,3-BPG apresenta-se pouco
eficiente na modulacdo das Hbs dessa espécie, com valores de Bohr e Pso proximos a
Hb stripped a 21°C.

No estudo das caracteristicas funcionais das Hb de H. unitaeniatus novamente
ficou evidente o efeito da temperatura na afinidade das Hb ao oxigénio, com valores de
Pso = 20,89 (pH 7,0) para o tratamento stripped a 40°C e Pso = 3,23 e 1,90 (pH 7,0) para
0s experimentos realizados a 21 e 4°C respectivamente (Tabela 1 e Figura 8). Também
observamos a diminuicdo da afinidade Hb-O; na presenca de NaCl com valores de Bohr
¢ =-0,19 e P5so = 2,29 mmHg (Tabela 2 e Figura 18).

3.2.3 Comparacao entre o comportamento funcional hemoglobinico de L. paradoxa
e H. unitaeniatus.

As diferengas de comportamento funcional das Hbs das 2 espécies em cada
condicdo experimental estudada: stripped a 40°C, 21°C e 4°C, stripped + IHP, GTP,

ATP, 2,3-BPG, NaCl e sangue sd@o mostradas nas figuras 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 e
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19. Nossos resultados mostram que em todos os tratamentos H. unitaeniatus apresentou

valores maiores de Psg, caracterizando uma menor afinidade de suas Hbs ao oxigénio

em ralagdo ao observado em L. paradoxa.

Tabela 1 - Valores de efeito Bohr (¢), log de Psy, Psg (pH - 7,0), cooperatividade Hill(n.;,) e coeficiente
de determinacdo (r?) das Hbs stripped de L. paradoxa e H. unitaeniatus em diferentes condices. Sob o
efeito de IHP, GTP, ATP, 2,3-BPG, em trés temperaturas e sangue ndo fracionado. Na coluna tampéo
Tris-HCI 50 mM pH 8,0 (n = 10).

L. paradoxa
Bohr ¢ Log Pso Pso Hill-(nyin) (r")%

Stripped + IHP -0,32 1,29 19,50 2,65 95
Stripped + GTP -0,33 0,99 9,77 2,70 94
Stripped + ATP -0,32 0,95 8,91 2,60 94
Stripped + 2,3-BPG -0,26 0,50 3,16 2,00 87
Stripped 40°C -0,30 1,13 13,46 2,70 88
Stripped 21°C -0,25 0,20 1,58 2,10 77
Stripped 4°C -0,12 0,06 1,14 1,80 96
Sangue -0,07 1,40 25,11 2,30 96
H. unitaeniatus

Stripped + IHP -0,56 1,68 47,86 1,28 96
Stripped + GTP -0,54 1,28 19,05 1,32 91
Stripped + ATP -0,41 1,16 14,45 1,40 98
Stripped + 2,3-BPG -0,33 0,62 4,17 1,30 96
Stripped 40°C -0,34 1,32 20,89 1,22 98
Stripped 21°C -0,32 0,51 3,23 1,40 94
Stripped 4°C -0,16 0,28 1,90 1,18 95
Sangue -0,12 1,51 32,36 1,37 61
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coluna tampé&o Tris-HCI 50 mM pH 8,0.
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Tabela 2 - Valores de efeito Bohr (¢), log de Pso, Pso (pH - 7,0) cooperatividade (ny,) e coeficiente de
determinagao (r?) para Hbs stripped de L. paradoxa e H. unitaeniatus e sob o efeito do cloreto de sédio
(NaCl). Na coluna tampdao Hepes-Tris 0,10 M, pH 8,0 (n = 10).

L. paradoxa

Bohr ¢ LogPs Pso Hill - (i) r* (%)
Stripped sem cloro -0,04 0,10 1,25 2,20 88
Stripped + NaCl -0,15 0,42 2,63 2,50 99
H. unitaeniatus
Stripped sem cloro -0,07 0,12 1,31 1,32 98
Stripped + NaCl -0,19 0,36 2,29 1,28 68
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Figura 18 - Comportamento funcional das Hbs stripped de L. paradoxa e na presenca de cloreto de sdio
(NaCl). Na coluna tampdo Hepes-Tris 0,10 M, pH 8,0.
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Figura 19 - Comportamento funcional das Hbs stripped de H. unitaeniatus e na presenga de cloreto de
sodio (NaCl). Na coluna tampéao Hepes-Tris 0,10 M, pH 8,0.
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3.3 Efeito das concentracbes de fosfatos organicos nas Hbs L. paradoxa e H.
unitaeniatus

As titulagcbes com concentracfes crescentes de fosfato organico em pH (7,0)
mostraram que IHP, GTP, ATP e ions cloreto aumentaram o Psy. O IHP teve efeito
alostérico maior nas Hbs de ambas as espécies, seguido por GTP, ATP, ions cloreto e
2,3-BPG (Figuras 20, 21, 22 e 23). Em L. paradoxa foi observado aumento nos valores
de Hill(nyiy) em fungdo dos aumentos das concentragcdes de IHP, GTP, ATP e NaCl
(Figuras 20 e 21). Na presenca de 2,3-BPG os valores de Hill(nyiy) mantiveram-se
constantes. Para H. unitaeniatus ndo foi observado mudanca significativa nos valores de
Hill(nwii) em funcdo dos aumentos das concentracdes de IHP, GTP, ATP, 2,3-BPG e
NaCl (Figuras 22 e 23).

3.3.1 Comparacéo entre os experimentos de titulacdo das 2 espécies estudadas

O efeito dos moduladores alostéricos nas Hbs de L. paradoxa e H. unitaeniatus
em cada condi¢do experimental de titulacdo, stripped + IHP, GTP, ATP, 2,3-BPG e
NaCl sdo apresentados nas figuras 24, 25, 26, 27 e 28. Houve aumento crescente dos
valores de Psp; com aumento das concentragdes dos moduladores alostéricos, ou seja,
diminuicdo da afinidade Hb-O,, isto é verificado tanto para L. paradoxa quanto para H.
unitaeniatus. O IHP foi 0 modulador mais efetivo seguido do GTP, ATP, 2,3-BPG e
NaCl. Quando comparamos as duas espécies, H. unitaeniatus apresentou maior
sensibilidade aos moduladores IHP, GTP, ATP, 2,3-BPG, ou seja, sofreu modulagéo
maior em menores concentracfes. Em relacdo ao NaCl este foi mais efetivo em L.
paradoxa.

Sdo apresentados graficos dos valores de Hill(nyjy) - cooperatividade, para as
Hbs de L. paradoxa e H. unitaeniatus, nos experimentos de titulagdo. N&o houve
mudanga nos valores de Hill(nyiy), em funcdo dos aumentos de concentragcdes de

moduladores.
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paradoxa. Método espectrofotométrico em Hbs stripped na presenca de ions cloreto, pH 7,0, tampéo tris-
HCI 0,05M.
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Figura 22 - Efeito da concentracdo do NaCl, sobre a afinidade das Hbs ao O, de L. paradoxa. Método
espectrofotométrico em Hbs stripped pH 7,0, tampdo Hepes-Tris 0,10 M.



121

<
<
<°

0,0

0,0

02 04 06 08 10 12 14 16 18 20
mM Moduladores

Figura 23 - Efeito da concentracdo do IHP, GTP, ATP e 2,3-BPG, sobre a afinidade das Hbs ao O, de H.
unitaeniatus. Método espectrofotométrico em Hbs stripped na presenca de ions cloreto, pH 7,0, tampé&o
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Figura 24 - Efeito da concentracdo do NaCl, sobre a afinidade das Hbs ao O, de H. unitaeniatus. Método
espectrofotométrico em Hbs stripped pH 7,0, tampao Hepes-Tris 0,10 M.
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Figura 25 - Efeito da concentracdo do IHP, sobre a afinidade das Hbs ao O, de L. paradoxa e H.
unitaeniatus. Método espectrofotométrico em Hbs stripped na presenca de ions cloreto, pH 7,0, tampéo

tris-HCI 0,05 M.
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Figura 26 - Efeito da concentracdo do GTP, sobre a afinidade das Hbs ao O, de L. paradoxa e H.
unitaeniatus. Método espectrofotométrico em Hbs stripped na presenca de ions cloreto, pH 7,0, tampao

tris-HCI 0,05 M.
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Figura 27 - Efeito da concentracdo do ATP, sobre a afinidade das Hbs ao O, de L. paradoxa e H.
unitaeniatus. Método espectrofotométrico em Hbs stripped na presenca de ions cloreto, pH 7,0, tampé&o
tris-HCI 0,05 M.
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Figura 28 - Efeito da concentragdo do 2,3-BPG, sobre a afinidade das Hbs ao O, de L. paradoxa e H.

unitaeniatus. Método espectrofotométrico em Hbs stripped na presenca de ions cloreto, pH 7,0, tampéo
tris-HCI 0,05 M.
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Figura 29 - Efeito da concentracdo do NaCl, sobre a afinidade das Hbs ao O, de L. paradoxa e H.
unitaeniatus. Método espectrofotométrico em Hbs stripped pH 7,0, tampao Hepes-Tris 0,10 M.

3.4 Efeito Root

Para L. paradoxa, em pH 5,5, as Hbs stripped e Hbs com fosfatos
organicos, nao apresentaram efeito Root (Tabela 3). As Hb stripped e na presenca de
ATP e 2,3-BPG apresentaram valores abaixo de 8 % de desoxigenacéo para efeito Root
em pH 5,5, ou seja, “0” de acordo com a escala proposta por FARMER et al. (1979). Na
presenca de IHP e GTP, as Hbs apresentaram valores de 15 % e 12%, respectivamente
de desoxigenagdo para efeito Root em pH 5,5, ou seja, “+” utilizando a mesma escala
descrita acima.

Em H. unitaeniatus houve 40 % de desoxigenacdo para efeito Root em

pH 5,5 em todos os tratamentos, ou seja, ‘“+++” se utilizarmos a escala FARMER et al.

(1979), (Tabela 3).



Tabela 3 - Valores de efeito Root em L. paradoxa e H. unitaeniatus.
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L. paradoxa
Escala Farmer* Efeito Root

Hemolisado Stripped 0 Auséncia
Hemolisado total + IHP + Auséncia
Hemolisado total + GTP + Auséncia
Hemolisado total + ATP 0 Auséncia
Hemolisado total + 2,3-BPG 0 Auséncia
Hemolisado total + NaCl 0 Auséncia
H. unitaeniatus

Hemolisado Stripped +++ Presenca
Hemolisado total + IHP +++ Presenca
Hemolisado total + GTP +++ Presenca
Hemolisado total + ATP +++ Presenca
Hemolisado total + 2,3-BPG +++ Presenca
Hemolisado total + NaCl +++ Presenca

*FARMER et al., (1979).

3.5 Fosfatos intraeritrocitarios - dosagem de 2,3-BPG, nucleotideos e inositois.

Nos experimentos de determinagdo dos niveis de fosfatos ndo foi detectado 2,3-

bifosfoglicerato (2,3-BPG) nas espécies estudadas (Tabela 4). Em ambas espécies o

ATP foi o principal nucleotideo intraeritrocitario. Em L. paradoxa e H. unitaeniatus os

valores de ATP foram respectivamente 2,24 e 2,12 vezes superiores ao GTP (Tabela 4).

As concentracdes de inositois em umol de P/mL de RBC para as duas espécies

estudadas podem ser visualizadas na (Tabela 4). Em L. paradoxa foi detectado pequena

quantidade IP, e auséncia de IP4, IPs, e IHP. Em H. unitaeniatus ndo foi detectado a

presenca de inositdis polifosfatados.
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Tabela 4 - Valores médios e desvio padrdo (SD) das concentragdes de nucleotideos (ATP, GTP), 2,3 - BPG
e inositois (IP,, IP,4, IPs e IHP) nos eritrécitos de L. paradoxa e H. unitaeniatus, em uM de P/mL de RBC (n
=10). * Indica diferenga estatistica (p < 0,05) entre as médias obtidas em L. paradoxa e H. unitaeniatus.

Nucleotideos e 2,3-BPG

ATP GTP NTP (%) ATP/GTP  2,3-BPG
L. paradoxa 1,21 +£0,21* 0,54 + 0,06* 1,75 2,24 -
H. unitaeniatus 1,87 +0,23 0,88 £ 0,33 2,75 2,12 -
Inositdis
IP, 1P, IPs IHP
L. paradoxa 0,36 + 0,025 - - -

H. unitaeniatus - - - -

2 .8 ] - -
H. unitaeniatus

24
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Figura 30 - Valores médios dos nucleotideos ATP, GTP e inositdis IP,, nos eritrocitos L. paradoxa e H.
unitaeniatus, em pM de P/mL de RBC (n = 10). * Indica diferenca estatistica (p < 0,05) entre as médias obtidas
para L. paradoxa e H. unitaeniatus.
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4 DISCUSSAO

A evolugdo dos animais maiores e metabolicamente mais ativos foi,
invariavelmente, acompanhada com o desenvolvimento de estruturas mais
especializadas na troca gasosa (MORAES et al., 2005). Adaptacdes encontradas nas
propriedades funcionais da Hb no transporte de oxigénio estdo associadas com
diferencas na sua estrutura molecular, e sdo encontradas em diferentes espécies
(WEBER, 1996).

O oxigénio transportado por volume de sangue depende, entre outros fatores, da
quantidade de Hb e da afinidade desta ao O,. Mudancas nas variaveis hematoldgicas,
nivel de fosfatos intraeritrocitarios e componentes hemoglobinicos, facilitam a
adaptacdo dos peixes a diversos ambientes e diferentes condigdes em seus habitats
(VAL et al., 1985). A Hb, principal proteina situada na “interface” organismo-meio e
no transporte de O, para os tecidos, € um modelo excelente do complexo respiratorio
para estudo de estratégias frente a mudancas ambientais (POWERS, 1980;
BERENBRINK, 2006).

4.1 Padrdo eletroforético

Em peixes, a eletroforese € comumente utilizada na caracterizacdo dos padrdes
estruturais das Hbs, identificando o nimero de componentes e concentracdes relativas
dos mesmos.

Nossos resultados mostraram a existéncia de padrdes eletroforéticos distintos
entre as espécies analisadas, corroborando a idéia de que os peixes possuam Hbs com
alta heterogeneidade (PETERSEN et al., 1989; FYHN e WITHLER, 1991 a). Os dois
componentes protéicos anodicos nos padrdes eletroforéticos de L. paradoxa e 0s seis
componentes anddicos para H. unitaeniatus apresentaram-se uniformes em mobilidade

e concentracdo relativa, ndo demonstrando variacdo de padrdo entre 0s espécimes
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analisados. Entretanto o nimero de exemplares estudados ndo nos permite afirmar que
ndo existe variagdo intraespecifica nas espécies estudadas. Em relacdo aos componentes
catodicos, estes ndo foram detectados nas espécies estudadas.

HOCHACHKA e SOMERO (2002) categorizaram 0s peixes segundo suas
isoformas hemoglobinicas de tal forma que a classe | compreende espécies que se
expressam eletroforeticamente Hbs anddicas, apresentando efeito Bohr normal e efeitos
de pH e temperaturas normais; a classe Il inclui espécies que expressam Hbs anddicas e
catddicas com alta afinidade ao oxigénio e efeito Bohr pequeno ou reverso e com baixa
sensibilidade térmica; a classe Il inclui espécies que apresentam efeito Bohr normal,
mas insensivel a temperatura. De acordo com essa categorizacdo em isoformas
hemoglobinicas, nossos resultados mostram que L. paradoxa e H. unitaeniatus
pertencem a classe I, apresentando todos os componentes anddicos, efeito Bohr normal
e alta sensibilidade térmica.

Com relacdo a multiplicidade das Hbs, espécies que exploram ambientes
diferentes exibem comportamento mais ativo e possuem respiracdo aérea facultativa tais
como Ancistrus, Doras, Hypostomus, Gymnotus, Synbranchus e no presente estudo H.
unitaeniatus, possuem hemolizados que variam de um a oito componentes,
apresentando maior variagdo no padrdo hemoglobinico (FYHN et al., 1978). Em
espécies mais primitivas como Amia calva (WEBER et al., 1976 b) e o celacanto -
Latimeria chalumnae (GORR et al., 1991), que vivem em ambientes estaveis e exibem
baixa variedade de comportamento e, as espécies que respiram obrigatoriamente ar
atmosférico tais como: L. paradoxa, Arapaima gigas, Callichthys e Hoplosternum
possuem um ou dois componentes (JOHANSEN e WEBER, 1976; RIGGS, 1979;
FYHN, et al., 1979; VAL, 1993). Entretanto, essa multiplicidade pode n&do estar

relacionada aos habitos respiratérios, pois o pulmonado africano Protopterus
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aethiopicus, que se assemelha muito com L. paradoxa, apresenta quatro componentes
(DELANEY et al., 1976) e em Neoceratodus forsteri, um dipndico australiano, mais
ativo e de respiracdo aérea facultativa, foram identificados trés isoformas de
hemoglobinicas (RASMUSSEN et al., 2009).

FYHN et al. (1979) estudando a heterogeneidade de Hbs em 96 espécies de
peixes da Amazodnia, encontraram um numero relativamente alto de espécies com um e
dois componentes bem como espécies com multiplos componentes ndo encontrando
correlacdo entre a heterogeneidade dos padrfes eletroforéticos, o sistema respiratorio
dos peixes, o nivel de atividade dos mesmos bem como os parametros fisicos do
ambiente.

O significado adaptativo da multiplicidade de componentes ainda ndo esta
totalmente esclarecido (VAL, 1993). Mesmo com os inumeros trabalhos realizados com
Hbs de peixes, ndo h& uma clara relacdo entre o nimero de componentes
hemoglobinicos, a atividade da espécie, os habitos respiratorios e as condigdes
ambientais.

Em L. paradoxa os componentes hemoglobinicos mostraram mobilidade similar
as hemoglobinas humanas, sendo possivel evidenciar claramente dois componentes com
diferentes concentragdes. Estes resultados diferem dos obtidos por RODEWALD et al.
(1984), que utilizando a técnica eletroforética em poliacrilamida encontraram apenas
um componente hemoglobinico para esta mesma espécie.

Os resultados eletroforéticos encontrados para H. unitaeniatus, também néo
corroboram os dados obtidos por FYHN et al. (1979), que estudando a heterogeneidade
de Hb nos peixes da Amazobnia, utilizando gel de acrilamida observaram em H.

unitaeniatus dois fenétipos de Hb com 3 e 4 componentes, sendo trés faixas alinhadas e
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por RIGGS et al., (1979) que, utilizando a técnica eletroforese alcalina em gel de disco,
também observaram 4 componentes no padrao eletroforético de H. unitaeniatus.

O suporte eletroforérico, assim como, o sistema de tampdes utilizados podem
levar a uma variagdo no numero de componentes eletroforéticos (RIGGS, 1970). O
suporte de gel de amido foi escolhido pela rapidez, baixo custo e alto grau de definicédo
analitica dos componentes separados dentre os demais suportes eletroféréticos
(NAOUM, 1999 e SMARRA, 1997).

De acordo com FRANCISCO (1995), que estudou os aspectos estruturais e
funcionais das Hbs da traira Hoplias malabaricus, observou que eletroforeses em gel de
acrilamida quanto a bis-acrilamida reduzem o nimero de componentes quando
comparados as eletroforeses em gel de amido. PEREZ et al. (1995) analisando o
hemolisado de centenas de espécies de peixes verificaram que o numero de
componentes observados em gel de amido foi sempre superior ao nimero de fracoes
observados em gel de poliacrilamida, confirmando a dependéncia dos resultados em
relacdo ao método utilizado.

Sendo assim as diferencas entre os resultados do presente estudo e os
encontrados na literatura podem ser devido a (1) eletroforese em gel de amido ter um
grau de definicdo analitica maior e mais sensivel, ou (2) ao fato de serem populacdes
isoladas uma da outra, dada a distancia em que foram coletadas, havendo possibilidade
de polimorfismo, uma vez que aparentemente essa espécie ndo apresenta habito
migratorio.

No presente estudo, ndo foi estudado as isoformas separadamente, o que poderia

indicar diferencas funcionais na afinidade das mesmas ao oxigénio.
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4.2 Comportamento funcional das Hbs de L. paradoxa e H. unitaeniatus
Moduladores como cloretos (Cl ), fons hidrogénio (H), diéxido de carbono
(CO,) e varios tipos de fosfatos orgéanicos, além do efeito da temperatura e salinidade
regulam as propriedades funcionais das Hbs dos vertebrados (WEBER e JANSEN,
1988; WELLS e WEBER, 1989; VAL, 2000). Em geral, o aumento de qualquer um
desses fatores ou pardmetros fisicos dentro do eritrocito provoca uma diminuicdo da
afinidade Hb-O,.
4.2.1 Equilibrio de oxigenagdo em sangue total e stripped

Em L. paradoxa e H. unitaeniatus, os valores de Ps, obtidos para os hemolisados
stripped em todos os tratamentos, exceto para o IHP em H. unitaeniatus, foram menores
do que os valores observados em sangue total, indicando um aumento da afinidade de
ligagdo do oxigénio as moléculas de Hb nos hemolisados stripped.

A menor afinidade das Hbs ao oxigénio, observada nos experimentos em
sangue, ocorre devido a regulagdo dos moduladores, tais como prétons (H™), fosfatos
organicos, cloretos (CI), didéxido de carbono, bem como o efeito da temperatura
(WEBER et al., 2000). Segundo WOOD et al. (1979), outros fatores também
contribuem para a menor afinidade das Hbs em sangue, tais como: a) menor pH
intraeritrocitario, b) maior concentracdo de Hbs nos eritrécitos com maior potencial de
ligacdo e c) presenca de CO, no sangue que diminui 0 pH e consequentemente a
afinidade das Hbs.

Neste estudo, as amplitudes do efeito Bohr e os valores de Psy detectados nos
experimentos stripped e na presenca de moduladores, foram menores em L. paradoxa
quando comparados com os valores observados em H. unitaeniatus. Estes dados
demonstram a principio, que embora ambas as espécies sejam encontradas nos mesmos

habitats, os habitos de vida e o tipo de respiracdo podem contribuir para as diferencas
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observadas nas propriedades funcionais das suas Hbs, determinando modificacdes
funcionais em relacdo aos fosfatos organicos.

As Hbs de L. paradoxa, espécie de respiracdo aérea obrigatdria, apresentam alta
afinidade ao oxigénio, sendo provavelmente uma caracteristica que lhe conferem maior
resisténcia as variacGes ambientais e a baixa disponibilidade de oxigénio ao qual esta
sujeita durante os periodos de estivacdo. Caracteristica semelhante também foi
encontrada em numerosos anfibios anuros (BOUTILIER e HEISLER, 1988;
ANDERSEN et al.,, 2001), em outros dipndicos como Protopterus aethiopicus
(LENFANT e JOHANSEN, 1968) e Neoceratodus forsteri (KIND et al., 2002;
RASMUSSEN et al., 2009) e em espécies de teleGsteos com respiracdo aquéatica que
habitam ambientes hipoxicos. As curvas de dissociacdo das Hbs de L. paradoxa em
forma sigmdide, semelhante a descrita por JOHANSEN e LENFANT (1967) a 23°C e
por BASSI et al. (2005) a 25°C resultam de alta cooperacdo entre as cadeias
hemoglobinicas. Segundo ANDERSEN et al. (2001) que estudou as Hbs de anfibios
anuros, as curvas de Hb sigmoides possibilitam melhor captacdo e descarregamento de
O, aos tecidos sistémicos (BOUTILIER et al., 1986; BOUTILIER e HEISLER, 1988;
ANDERSEN et al., 2001).

A presenca de receptores de dioxido de carbono encontrados nas vias aéreas
distais de L. paradoxa (SANCHES e GLASS, 2001), anfibios (WANG, et al., 1998) e
répteis (GLASS et al., 1985; ULTSCH e JACKSON, 1996), o mesmo padrdo de
resposta quanto ao controle pulmonar dos anfibios, com capacidade de difuséo
pulmonar e composic¢do do surfactante pulmonar (WANG, et al., 1998; SANCHES e
GLASS, 2001, BASSI et al., 2005), e a semelhanca entre as propriedades funcionais das

Hbs, sugerem que os dipnoicos podem ter precedido a transicdo ao ambiente terrestre,
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podendo ser considerado grupo irmédo dos tetrapodes (MEYER e DOLVEN, 1992;
YOKOBORI et al., 1994; POUGH et al., 1999).

A influéncia do ambiente nas propriedades funcionais das Hbs séo evidentes
quando se analisa os valores de efeito Bohr dos peixes pulmonados Neoceratodus
forsteri (-0,62); Protopterus aethiopicus (-0,47) e Lepidosiren paradoxa (-0,24)
(LENFANT e JOHANSEN, 1968) e em duas espécies de peixes pulmonados africanos
de diferentes ambientes como Protopterus aethiopicus capturados em lagoas profundas
cujas Hbs apresentaram maior afinidade ao oxigénio em relacdo a espécie Protopterus
annectans, capturados em pantanos (OLDHAM e RIGGS, 1969).

As Hbs de H. unitaeniatus, espécie de respiracao aérea facultativa, apresentaram
menor afinidade ao oxigénio quando comparadas & L. paradoxa, com valores de Ps
mais elevados em todos os tratamentos (exceto na presenca de NaCl) e maior amplitude
de efeito Bohr. RIGGS, et al. (1979), estudando as propriedades funcionais das Hbs de
peixes da familia erithrinidae, observaram menor afinidade das Hbs de H. unitaeniatus
(Pso = 63 mmHg a pH 5,9) quando comparadas com Hoplias malabaricus.

O efeito Bohr, comumente encontrado em peixes, contribui para o suprimento de
oxigénio nos tecidos, facilitando a captacdo do oxigénio nas branquias e a liberagdo do
mesmo para os tecidos (VAL e ALMEIDA-VAL 1995). Entretanto o significado das
diferengas na amplitude desse efeito entre as espécies ainda ndo é clara (CRUZ, 2007).

Segundo POWERS et al. (1979), espécies submetidas a ampla variacdo de pCO,
e pH tendem a manter a regulacdo através de um efeito Bohr reduzido, pois durante a
acidose, um efeito Bohr amplo, impediria a captacdo de oxigénio no epitélio branquial
podendo acarretar morte.

Em H. unitaeniatus a maior amplitude de efeito Bohr na presenca de

moduladores, pode ser considerada como uma estratégia frente aos periodos de hipdxia
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enfrentados pelo animal, uma vez que torna mais eficiente o suprimento de O, aos
tecidos. CRUZ, (2007), estudando o comportamento respiratorio de Pterygoplichthys
anisitsi, espécie de respiracdo facultativa, observou elevacdo na amplitude do efeito
Bohr quando a espécie foi submetida a hipoxia, efeito também observado em
Hypostomus regani (VAL, et al., 1985), Gymnotus carapo (TAIPEIRO, 1993) e
Hoplias malabaricus (FRANCISCO, 1995). Provavelmente H. unitaeniatus utiliza,
além das propriedades funcionais de suas Hbs, outros mecanismos fisiologicos para o
suprimento de O, em situac¢Oes de baixas concentragdes do mesmo.

OLIVEIRA et al. (2004) estudando o efeito da temperatura e da hipdxia na
respiracdo aérea acessoria de H. unitaeniatus, verificaram que esta espécie ajusta com
eficiéncia o consumo de O, aos diferentes regimes térmicos com reducdo no consumo
de O, em baixas temperaturas e aumento nas temperaturas mais elevadas.

A espécie compensa as reducGes de O2 do meio através de um acentuado e
progressivo aumento na ventilacdo branquial, resultante principalmente do aumento no
volume ventilatério. Esse mecanismo de compensacdo a hipOxia € caracteristico de
peixes que regulam eficientemente a tomada de O2 do meio e, aparentemente, é 0
mecanismo de menor custo energético para o animal (OLIVEIRA et al., 2004).

Com a elevagdo da temperatura, 0 aumento do Pso de 1,14 a 4°C para 13,46
mmHg 4 40°C em L. paradoxa e de 1,90 para 20,89 mmHg em H. unitaeniatus, com a
diminuicdo da afinidade Hb-O,, mostra a influéncia da temperatura e a
termosensibilidade das Hbs das duas espécies.

BASSI et al. (2005) estudando a capacidade de difuséo do O, pulmonar em L.
paradoxa também observaram uma diminui¢do da afinidade Hb-O, com aumento da
temperatura de 25 para 35°C. Entretanto, no presente trabalho, os valores de Psg e efeito

Bohr foram inferiores aos demonstrados por BASSI, et al., (2005), que obtiveram
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valores de Psp = 19 + 4,3 e 27 + 1,8 a 25°C nas porcentagens de 3 e 6 % de CO,
respectivamente e valores Psp=30 + 3,9 € 41 + 1,0 a 35°C também a 3 e 6 % de CO,, Os
valores de efeito Bohr encontrados por estes autores foram de -0,66 e -0,44 a 25 e 35°C
respectivamente, resultados superiores aos encontrados no presente estudo. A diferenga
desses resultados dos encontrados no presente trabalho, podem ser devidos a: (1) nossos
estudos foram feitos na auséncia de CO, enquanto os estudos citados foram feitos na
presenca de CO,. O aumento das concentragdes de CO, diminui o pH sanguineo
deslocando a curva de dissociacdo Hb-O, para a direita, diminuindo a afinidade das Hbs
ao O, (efeito Bohr), favorecendo o descarregamento de O, para os tecidos sistémicos.
Além disso, o CO; liga-se diretamente aos grupamentos aminos terminais das moléculas
de Hbs, o que também promove o deslocamento da curva para direita, ou (2) nos
estudos realizados por BASSI, et al. (2005), utilizou-se sangue total e em nossos
experimentos foram utilizados Hb stripped, ou seja, Hb isenta de moduladores.

Os valores de logPs, obtidos a 40°C foram os mais proximos dos encontrados em
sangue, apesar desses Ultimos terem sido realizados a temperatura ambiente (25°C a
30°C). Estes valores sdo significativos uma vez que essas espécies sdo encontradas em
aguas doces tropicais, que se caracterizam por uma combinacdo de temperaturas que
podem chegar a 36°C (HARDER et al., 1999) e baixas concentracdes de oxigénio na
agua.

O aumento da temperatura corporal em peixes acarreta aumento da captacdo de
O, pelos tecidos com deslocamento da curva de saturacdo Hb-O, para a direita.
Concomitante a reducdo do pH sanguineo (CLAIBORNE e HEISLER 1984), o aumento
PCO, (SONCINI e GLASS, 1997, 2000), e o aumento da freqUéncia respiratoria
(GLASS, 2007), contribuem para o maior suprimento de O, para os tecidos sistémicos

(DEJOURS, 1981) e maior eliminagéo de CO..
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4.2.2 Equilibrio de oxigenagdo com adi¢do de fosfatos e NaCl

A concentracdo de fosfatos organicos dentro das células, influenciando direta ou
indiretamente a afinidade Hb-O, é uma caracteristica observada nos eritrocitos da
maioria dos vertebrados (VAL, 2000).

Devido a acdo alostérica dos fosfatos eritrocitarios que provoca diminuicdo da
afinidade Hb-O,, um decréscimo nas concentragdes desses fosfatos, pode resultar numa
adaptacdo nas variagOes de oxigénio ambiental e na acidose interna (VAL, 1993), bem
como em altas temperaturas (NIKINMAA et al., 1980) ou durante estivacdo (WEBER
et al., 1977). Em L. paradoxa e H. unitaeniatus como em muitas espécies de
vertebrados, foi observado aumento da afinidade Hb-O, ap6s a remocéo dos fosfatos
(Hb stripped), os quais agem como moduladores negativos da afinidade Hb-O; e,
portanto estdo envolvidos na regulacdo do transporte do O, (BARTLETT, 1980).

O efeito dos fosfatos organicos pode ser explicado: 1) utilizando-se o modelo
alostérico, onde esses moduladores se ligam em sitios tipicos da molécula de Hb dos
vertebrados (na entrada da cavidade central do eixo quelante da molélula) onde eles
reagindo com residuo N-terminal basico das cadeias B (ANTONINI e BRUNORI, 1974)
e 2) pela sua influencia no pH eritrocitario. Sendo o GTP um anion que torna a
membrana do eritrocito impermeavel, isto leva ao aumento na concentracdo de prétons,
reduzindo o pH intraeritrocitario (SOIVIO e NIKIMA, 1981; JENSEN e WEBER, 1985
b; NIKIMA e JENSEN, 1986; MOTAIS et al., 1992).

Segundo SCHWANTES et al. (1982) e VAL (2000), tanto o ATP quanto o GTP
sdo os principais fosfatos moduladores da afinidade das Hbs ao oxigénio dos peixes.

No presente estudo os valores de Pso apds a adi¢do de ATP e GTP, foram maiores
em relacdo as Hbs stripped, ou seja, diminuem a afinidade das Hbs ao oxigénio, sendo o

GTP mais efetivo nas duas espécies. Comparando as duas espécies observa-se que H.
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unitaeniatus foi mais sensivel tanto na presenca do ATP como do GTP, apresentando
valores maiores de Pso em relacdo a L. paradoxa. Estes resultados foram confirmados
nos experimentos de titulacdo, onde em uma mesma concentracdo de fosfato H.
unitaeniatus apresentou valores maiores de Psg em relacdo a L. paradoxa.

De forma semelhante RASMUSSEN, et al. (2009) observaram em Neoceratodus
forsteri, peixe pulmonado australiano, aumento dos valores de Ps; com a diminuigdo da
afinidade da Hb na presenca de ATP e GTP e, FRANCISCO (1995), estudando os
aspectos estruturais, funcionais e adaptativos das Hbs de Hoplias malabaricus
(Erythrinidade), observou que tanto o ATP como o GTP diminuem, significativamente a
afinidade Hb-O, nesta espécie levando ao aumento dos valores de Ps.

Muitas espécies de peixes amazonicas sdo capazes de regular a concentracdo de
moduladores (fosfatos organicos), em relacdo as condi¢des ambientais (VAL, 1986).
Estas espécies podem diminuir as concentragdes destas substancias nos eritrdcitos,
rapidamente, aumentado a afinidade das Hbs ao O,, facilitando a captacdo e o
suprimento desse ga&s aos tecidos, tamponando as variacbes ambientais e
comportamentais (SOUZA-SILVA, 1997).

Segundo SOIVO et al.,, 1980 a diminuicdo na concentracdo de fosfatos
organicos deve ser um processo relativamente lento, o peixe necessita estar sob
condigdes de hipoxia no minimo de 1 a 3 semanas. Entretanto, alguns estudos
demonstram que esse tempo pode ser mais rapido, logo nas primeiras horas quando o
peixe é submetido a hipoxia severa (TETENS LYKKEBOE, 1985; BOUTILIER et al.,
1988; FERGUSON e BOUTILIER, 1989).

VAL (1990), estudando o teledsteo de respiracdo aerea facultativa

Pterygoplichthys multiradiatus, ndo observou a presenca intraeritrocitaria de GTP em
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condicBes de hipoxia. Entretanto, quando individuos dessa espécie sdo aclimatados a
condi¢Bes normoxicas, a concentracdo de GTP aumenta e passa a ser superior a de ATP.

Nos peixes ha uma grande variacdo ndo apenas quantitativa como também
qualitativa dos fosfatos eritrocitarios (BARTLETT, 1980). Em algumas espécies
encontrou-se alta concentragdo de ATP, em outras espécies alta relacdo ATP/GTP e
ainda em outras, uma elevada relagdo GTP/ATP (VAL, 1992 a).

Os valores obtidos dos fosfatos organicos nas duas espécies estudadas mostram
que a concentracdo de ATP foi 2,24 vezes superior ao GDP em L. paradoxa e 2,12
vezes em H. unitaeniatus, sendo o ATP, neste caso, o principal nucleotideo
intraeritrocitario para essas espécies.

E possivel que o ATP predomine quantitativamente nos eritrocitos dessas
espécies de peixes devido ao seu papel na provisio da energia celular. E possivel
também que o ATP seja responsavel pela modulagdo de enzimas que regulam o
metabolismo destas espécies.

Estudos mostraram o ATP em maior concentracdo em Varias espécies de peixes
sendo esse fosfato organico considerado mais importante para esses animais (VAL e
ALMEIDA-VAL, 1988; WILHELM FILHO et al., 1992).

Nossos resultados ndo corroboram os encontrados por ISAACKS et al. (1978),
que verificaram concentracdes maiores de GTP em relacdo ao ATP nos eritrdcitos de L.
paradoxa, mas estdo de acordo com os resultados de JOHANSEN et al., (1978a) que
estudando as propriedades respiratérias e sanguineas de peixes amazoOnicos detectou
2,33 vezes mais ATP em relacdo ao GTP em L. paradoxa e 2,25 vezes mais ATP em

relacdo ao GTP em H. unitaeniatus.



139

FRANCISCO (1995) observou no Erythrinidae Hoplias malabaricus maiores
concentracdes de GTP quando comparado com as de ATP, sendo o GTP o principal
fosfato orgénico intraeritrocitario para esta espécie.

No presente estudo, embora as concentragdes de ATP tenham sido maiores, as
Hbs de L. paradoxa e H. unitaeniatus, foram mais sensiveis ao GTP do que ao ATP
apresentando valores maiores de Psg.

FEUERLEIN e WEBER (1994) formularam algumas hipéteses para explicar tal
fato: (1) o GTP apresenta uma ligacdo de hidrogénio a mais que o ATP. Desse modo a
modulacdo mais efetiva do GTP ocorre devido a maior possibilidade de formacéo de
ligagBes de hidrogénio levando vantagem na competicdo com o ATP pelo mesmo sitio
de ligacéo, (2) e que o GTP é menos inibido por cations como o Mg*?, os quais formam
complexos com os fosfatos eritrocitarios eliminando o efeito do ATP, mas ndo o do
GTP.

Em muitas espécies o GTP apresenta-se como o modulador mais potente da
afinidade Hb-O,, em outras seu efeito mostra-se semelhante ou inferior ao ATP
(PELLEGRINI et al., 2003).

Considerando-se que ambos os fosfatos podem ter suas concentragdes alteradas,
suas modulacGes sobre as Hbs podem representar um importante papel na
adaptabilidade imediata (SOUZA-SILVA, 1997).

Sendo assim os resultados obtidos nos experimentos de equilibrio de oxigenacgéo
com adicdo de fosfatos e a deteccdo da presenca de ATP e GTP nos eritrocitos de L.
paradoxa e H. unitaeniatus, corroboram com a hipdtese de que estes fosfatos participam
dos mecanismos de modulacdo das Hbs, influenciando a afinidade Hb-O,. Estes
resultados sugerem que os fosfatos orgéanicos estdo provavelmente envolvidos nos

mecanismos adaptativos destas especies frente as flutuacbes ambientais a que sdo
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expostas, e deixando evidente o importante papel dos eritrocitos na regulacdo do
transporte de oxigénio, através da producdo e da regulacdo da concentragdo de fosfatos
organicos, que atuam como moduladores alostéricos das Hbs.

Ao analisarmos o comportamento dessas Hbs na presenca de 2,3-BPG,
modulador alostérico encontrado nos eritrocitos em mamiferos, fetos de aves antes de
eclodir, anfibios anuros e algumas espécies de peixes, podemos observar que este
modulador é o menos efetivo na modulacdo das Hbs destas espécies com valores de Psg
proximos aos observados nas Hb stripped a 21°C sugerindo que o 2,3-BPG ndo atua
como modulador das Hbs nas espécies estudadas. Podemos confirmar estes resultados,
nos experimentos de quantificacdo dos fosfatos intraeritrocitarios onde ndo detectamos a
presenca de 2,3-BPG em L. paradoxa e H. unitaeniatus e nos experimentos de titulagao
onde o 2,3-BPG, mesmo nas maiores concentracdes (1,50 mM), mostrou-se pouco
efetivo como modulador.

Entretanto estes resultados ndo corroboram com JOHANSEN et al. (1978 a) e
ISAACKS e KIM (1984), que estudando as propriedades respiratorias de peixes
amazobnicos e a composicdo de fosfatos intraeritrocitarios no dipnoico australiano
Neoceratodus forsteri, sugerem o 2,3-BPG como possivel modulador hemoglobinico
nos peixes pulmonados.

Na presenca de inositol hexafosfato (IHP) as Hbs de ambas as espécies
estudadas diminuiram a afinidade de ligacdo Hb-O; indicando um efeito modulador
negativo. Nos experimentos de titulacdo, entre todos os moduladores testados, o IHP foi
mais efetivo com valores altos de Psy nas menores concentragdes (0,12 e 0,18 mM).

Os inositois polifosfatadados (IP,, IP4, IPs e IHP), potente categoria de
moduladores alostéricos presente em aves, estdo presentes em inimeras espécies de

peixes como no teledsteo de respiracdo aérea obrigatoria Arapaima gigas (IPs)
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(BARTLETT, 1978b; VAL et al., 1992 a) e nos pulmonados P. aethiopicus e L.
paradoxa (IP;) (BARTLETT, 1978 a; ISAACKS et al., 1978) atuando como
moduladores negativos.

Em nossas andlises observamos a presenca de IP, nos eritrocitos de L. paradoxa.
Nossos resultados estdo de acordo com os trabalhos de BARTLETT (1978 a) e
ISAACKS et al. (1978), que estudando a presenca de fosfatos nos eritrocitos dos
pulmonados L. paradoxa e Protopterus aethiopicus também evidenciaram a presenca
deste inositol. Entretanto ndo detectamos a presenca de inositois polifosfatados nos
eritrocitos do teledsteo bimodal H. unitaeniatus.

Segundo ISAACKS (1985), apesar da presenca de inositdis polifosfatados nos
eritrécitos e de sua capacidade de modular a afinidade da Hb ao oxigénio, o seu
verdadeiro papel na regulacdo da afinidade do sangue permanece obscura.

O fato de termos confirmado a presenca IP, em L. paradoxa, abre-se
possibilidades para novas investigagcdes quanto ao papel deste inositol como modulador
e como a sua concentracao € regulada nos eritrcitos.

Outra hipétese € que além de influenciar na afinidade da Hb ao oxigénio, 0s
inositois possam desempenhar outras funcdes. RODRIGUEZ et al. (1998) sugeriram
que nos eritrdcitos de aves o inositol pode atuar como um inibidor competitivo pelo
sitio de ligacdo do Mg* na hexoquinase, embora ndo o faca em relagdo & glicose e
MgATP™, abrindo possibilidades sobre as implicacdes que a presenca dos metabdlitos
fosfatados possam ter sobre 0 metabolismo dos carboidratos.

Os ions cloreto, potentes moduladores das Hbs de véarias espécies de mamiferos,
também modularam negativamente as Hbs de L. paradoxa, com aumento acentuado nos
valores de Pso. Estes resultados foram semelhantes ao descrito para o dipndico

australiano Neoceratodus forsteri (RASMUSSEN et al., 2009), que na presenca de
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NaCl tiveram os valores de Psp aumentados com diminui¢édo da afinidade Hb-O,. Este
modulador mostrou-se mais efetivo na modulagéo das Hbs de L. paradoxa em relacdo a
H. unitaeniatus, sendo estes resultados confirmados nos experimentos de titulacdo,
feitos com concentragdes crescentes de NaCl. Provavelmente estes moduladores séo
caracteristicos de peixes dipndicos.

4.2.3 Coeficiente de Hill (n)

A cooperatividade exibida pela Hb proporciona uma resposta mais sensivel a
variagdes na concentracdo de oxigénio. Os valores nyj encontrados para L. paradoxa
foram, maiores que os encontrados em teledsteos e proximos aos encontrados para
anfibios anuros estudados por SONCINIE e GLASS (2000) e ANDERSEN et al.
(2001), indicando cooperatividade positiva. Os valores nyj;, com a adi¢cdo de fosfatos
(IHP, GTP, ATP), NaCl e a 40°C aumentaram consideravelmente entre os pHs 7,0 e
7,6, entretanto, na presenca 2,3-BPG o0s valores de nyj; permaneceram inalterados.
GALDAMES-PORTUS et al. (1979), também observaram em Arapaima gigas, de
respiracdo aérea obrigatoria, valores de nyj mais pronunciados em maiores
concentracdes de fosfatos e em pHs mais alcalinos. RASMUSSEN et al. (2009)
estudando as Hbs do pulmonado Neoceratodus forsteri observaram aumento
consideravel dos valores de nyi com adicdo de ATP, GTP, 2,3-BPG e ions cloreto, ja o
IHP ndo exerceu efeito.

Semelhante a outras espécies de teledsteos (TAMBURRINI et al., 2001,
LANDINI et al., 2002), H. unitaeniatus apresentou valores de nyj; proximos de 1,0,
indicando cooperatividade baixa ou ausente. Na presenca de moduladores os valores de
Hill(ngiy) mantiveram-se inalterados. RIGGS et al. (1979) e FRANCISCO (1995)
observaram resultados semelhantes em Hoplias malabaricus, que mantiveram-se

inalterados na auséncia de moduladores tanto em normoéxia quanto em hipoxia.
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Provavelmente isto ocorre pela presenca de efeito Root encontrado nestes
erithrinideos, resultando na reducdo na afinidade Hb-O, e na cooperatividade, pela
inabilidade dos grupos heme de certas Hbs em ligarem-se ao oxigénio. Em termos de
estado alostérico (estado “R”, maior afinidade ao O3 e o estado “T”, maior afinidade aos
ligantes heterotrdpicos) a diminuicdo da cooperatividade é acompanhada pela inibicao
pela inibicao da transi¢do alostérica de “T” para “R”.

4.2.4 Efeito Root

Certas Hbs, particularmente de peixes teledsteos, apresentam efeito Bohr
acentuado, que em pHs &cidos ndo se saturam totalmente, podendo o seu nivel de
desoxigenacdo chegar a 50% (SCHWANTES et al., 1991). Esse efeito parece ser o
principal fator que facilita a secrecdo de O, dentro da bexiga natatéria e/ou no
suprimento de oxigénio para o globo ocular em espécies que possuem rede “mirabile”
na coroide, entretanto esses efeitos ndo estdo totalmente esclarecidos.

Em nossos estudos L. paradoxa ndo apresentou efeito Root, estando de acordo
com os resultados de FARMER et al. (1979), que estudando Hbs de peixes amazdnicos
ndo encontraram efeito Root para essas espécies. A falta de efeito Root € um dos fatores
que provavelmente confere a esse peixe maior resisténcia a situacdo de hipoxia,
permitindo-lhe permanecer mergulhado por longos periodos de tempo, garantindo
melhor suprimento de oxigénio durante a estivagéao.

As caracteristicas que podem estar relacionadas com a falta de efeito Root séo as
constantes variagdes ambientais a que estdo sujeitas, sua bexiga natatéria reduzida
(ALEXANDER, 1965) e a falta de rede “mirabile” na coroide desta espécie (FARMER
et al. 1979), entretanto, tais hipdteses precisam ser melhor investigadas.

LENFANT et al. (1967) e LENFANT e JOHANSEN (1968), estudando o0s

pulmonados N. forsteri e P. aethipicus verificaram um padré&o similar a de L. paradoxa.
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Esses resultados ndo sdo suficientes para confirmar a hipétese de FARMER et al.
(1979) segundo a qual o efeito Root segue um esquema filogenético, pois SOUZA-
SILVA (1997), estudando espécies filogeneticamente proximas da familia Anostomidae
encontrou espécies que exibiram efeitos Root acentuado, moderado, e até mesmo nulo.
Segundo Val, 2000 o efeito Root pode ficar mais proeminente com a adigdo de ATP ou
GTP, entretanto, o fato de ndo encontrarmos efeito Root na Hb stripped e na presenca
de moduladores, sugere que também seus componentes individuais ndo apresentam esse
efeito.

H. unitaeniatus apresentou efeito Root acentuado nas Hbs stripped e na presenca
de moduladores. FRANCISCO (1995), estudando os aspectos estruturais, funcionais e
adaptativos das Hbs de Hoplias malabaricus, encontrou auséncia de efeito Root nas Hbs
stripped e efeito Root acentuado na presenca de ATP e GTP. Segundo FARMER et al.
(1979), a ocorréncia de efeito Root ndo estd correlacionada com a complexidade do
padréo eletroforético, embora em vérias espécies se tenha encontrado sistemas de Hbs
maltiplas, nos quais o efeito Root esta restrito a certos componentes e sugeriram que a
intensidade real de efeito Root de um componente pode ser mascarada por outros que
ndo possuam esse efeito ou que tenham efeito Bohr reverso. O fato de ter sido
encontrado efeito Root na Hb stripped leva-nos a supor que também seus componentes

individuais apresentem esse efeito.
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6 CONCLUSOES
Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que:

a) As espécies estudadas apresentam padrdes eletroforéticos muito distintos
corroborando a idéia de que os peixes possuem Hbs com alta heterogeneidade.
b) Os componentes uniformes em mobilidade e concentracdo relativa indicam a
ndo variacao de padréo entre os espécimes analisados.
c) As diferencas eletroforéticas entre os resultados do presente estudo e o0s
encontrados na literatura, para estas mesmas espécies, podem ser devido ao tipo de
suporte utilizado (gel de amido) que possui maior grau de defini¢cdo analitica ou a
possibilidade de polimorfismo.
d) L. paradoxa e H. unitaeniatus pertencem a classe I, ou seja, apresentam 0s
componentes hemoglobinicos anddicos, efeito Bohr normal e hemoglobinas com
alta sensibilidade térmica.
e) Em L. paradoxa, a maior afinidade da Hbs é provavelmente uma caracteristica
que lhe confere maior resisténcia durante os periodos de estivacao.
f) IHP, GTP, ATP e NaCl influenciam negativamente a afinidade das Hbs nas
duas espécies analisadas, 0 2,3-BPG ndo foi detectado e ndo influencia a afinidade
das Hbs nas duas espécies. H. unitaeniatus foi mais sensivel aos moduladores em
relacdo a L. paradoxa.
g) O ATP e o GTP sdo aos principais fosfatos organicos intraeritrocitarios
detectados em L. paradoxa e H. unitaenitus.
h) Nas duas espécies 0 ATP predomina quantitativamente nos eritrécitos e o GTP
apresenta um maior efeito alostérico. Apenas nos eritrocitos de L. paradoxa

observa-se inositol fosfatados IP,.
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i) Em L. paradoxa, a presenca de uma bexiga natatoria reduzida e a falta de rede
“mirabile” na corodide sdo caracteristicas que podem estar relacionadas com a falta
de efeito Root, entretanto, tais hipdteses precisam ser mais investigadas.

J) A falta de efeito Root em L. paradoxa provavelmente confere maior resisténcia
frente as variacGes ambientais a que estdo sujeitas. H. unitaeniatus, apresenta efeito
Root acentuado nas Hbs stripped e na presenca de moduladores.

K) As Hbs de L. paradoxa apresentam cooperatividade que é aumentada na
presenca de moduladores. Em H. unitaeniatus a cooperatividade baixa ou nula néo
sofre influencia dos moduladores provavelmente pela existéncia de efeito Root.

I) As diferencas na afinidade das Hbs pelo oxigénio, observadas entre L. paradoxa
e H. unitaeniatus, podem estar correlacionadas com a continua respiragéo pulmonar
em L. paradoxa e a respiracdo aérea facultativa de H. unitaeniatus.

m) As diferencas entre as propriedades funcionais das Hbs destas espécies
provavelmente ocorrem em relacdo aos fosfatos organicos.

n) E possivel que em L. paradoxa e H. unitaenitus o sistema de fornecimento de
oxigénio tenha chegado a uma eficiéncia tdo grande, em partes, pelas propriedades
funcionais de suas Hbs, ajustando sua capacidade de transportar e descarregar O,

para os tecidos através do ajuste nos niveis de fosfatos intraeritrocitarios.
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