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Resumo 

Os hemolisados isolados das arraias da Amazô
nia, Potamotrygon sp., são heterogêneos. Seus pe
sos moleculares aparentes, determinados pela fil
tração em gel, variam de 54.000 - 58.000. Os expe
rimentos de filtração em gel do ferro e ferrilhemo-
globina mostram que todos os hemolisados são te
trámeros, os quais não se polimerizam sob oxida
ção. Um efeito Bohr é evidente em experimentos 
de equilíbrio de oxigênio de sangue total e de hemo-
lizados. O P i/2 dos hemolisados fracionado dimi
nui 33 vezes entre pH 5,95 — 9,0. Nem NaCl nem 
uréia em concentrações até 4 M afetam significati
vamente a afinidade de oxigênio do hemohsado fra-
cionado. A hemoglobina mostra um comportamen
to cooperativo. Os valores "n", determinados pela 
equação de Hül, caem dentro da faixa de 1,0 — 1,6 
entre pH 6,0 — 9,0. As cinéticas de dissociação de 
Oj e combinação de CO foram medidas pelo es-
pectrofotómetro "stopped flow" e de "flash photo-
lysds" respectivamente. A velocidade de dissociação 
de oxigênio diminui e a velocidade de combinação 
com monóxido de carbono aumenta com o aumen
to de pH, mudando aproximadamente em quatro 
vezes entre pH 6,3 — 8,8. A velocidade de disso
ciação de oxigênio é também sensível ao fosfato, 
aumentando cerca de 22% na presença de ATP 1 
mM a pH 6,3. Os experimentos de desnaturação de 
uréia indicam que a hemoglobina de Potamotrigo-
nide é mais estável em concentrações elevadas de 
uréia do que as de outros elasmobrânquios e teleós-
teos, sendo apenas 50% desnaturados em concentra
ções de uréia maiores que 9 M. A afinidade de oxi
gênio do sangue é mais elevada do que as previa
mente registradas para muitas espécies de arraias 
marinhas (Px = 12 mm Hg a 30°C na ausência 
de CO,). 

INTRODUÇÃO 

H e m o g l o b i n a s d e e l a s m o b r â n q u i o s e x i b e m 

m u i t a s p r o p r i e d a d e s d i f e r e n t e s das dos v e r t e 

b rados s u p e r i o r e s . Fyhn & S u l l i v a n ( 1 9 7 5 ) de

m o n s t r a r a m q u e m u i t a s h e m o g l o b i n a s de elas

m o b r â n q u i o s p o l i m e r i z a m - s e r a p i d a m e n t e sob 

c o n d i ç õ e s d e o x i d a ç ã o , p a r a f o r m a r te 

t r á m e r o s a s s o c i a d o s , u m a c a r a c t e r í s t i c a c o m 

p a r t i d a p e l a s h e m o g l o b i n a s d e r é p t e i s e 

a n f í b i o s ( S u l l i v a n , 1 9 7 4 a , 1 9 7 4 b ) , p o r é m não 

g e r a l m e n t e p e l a s h e m o g l o b i n a s dos m a m í f e r o s 

e t e l e ó s t e o s . A s i n t e r a ç õ e s h e m e - h e m e não 

e v o l u í r a m nas h e m o g l o b i n a s d e e l a s m o b r â n 

q u i o s d a m e s m a f o r m a c o m o e m p i g m e n t o s 

r e s p i r a t ó r i o s d e m a m í f e r o s e t e l e ó s t e o s 

( M a n w e l l , 1 9 5 8 , 1 9 6 3 ; R i g g s , 1 9 7 0 ; B o n a v e n -

t u r a e í al., 1 9 7 4 a , 1 9 7 4 b ) . A s h e m o g l o b i n a s d e 

e l a s m o b r â n q u i o s t a m b é m d i f e r e m das h e m o 

g l o b i n a s d e m a m í f e r o s e t e l e ó s t e o s e m res

p o s t a a o s a l . A a f i n i d a d e d e o x i g ê n i o d e 

v á r i a s h e m o g l o b i n a s d e a r r a i a s a u m e n t a e m 

c o n c e n t r a ç õ e s s a l i n a s e l e v a d a s e n q u a n t o a 

a f i n i d a d e d e o x i g ê n i o d e h e m o g l o b i n a s h u m a 

nas e d e t e l e ó s t e o s s e r e d u z e m c o n d i ç õ e s 

s e m e l h a n t e s ( B o n a v e n t u r a et al, 1 9 7 4 a , 1974b ; 

Brunor i e f al., 1 9 7 4 ; W e b e r e í al., 1 9 7 5 ) . A l é m 

d i s s o , o s a n g u e dos e l a s m o b r â n q u i o s c o n t é m 

u r é i a , u m a p r o t e í n a d e s n a t u r a n t e , e se t e m 

p r o p o s t o ( B o n a v e n t u r a e f al., 1 9 7 4 ) q u e a s 

h e m o g l o b i n a s dos e l a s m o b r â n q u i o s e v o l u í r a m 

a u m a e s t a b i l i d a d e e s t r u t u r a l e m c o n s e q ü ê n 

c ia d e sua e x p o s i ç ã o à u r é i a , m u i t o e m b o r a 

e s t a h i p ó t e s e t e n h a s i d o d e b a t i d a ( E d e l s t e i n 

e í al., 1 9 7 6 ) . D e f o r m a c l a r a , as h e m o g l o b i n a s 

dos e l a s m o b r â n q u i o s p o s t e r i o r m e n t e d e m o n s 

t r a r a m os l i m i t e s da f l e x i b i l i d a d e f u n c i o n a l da 

m o l é c u l a de h e m o g l o b i n a já e x i b i d a e m o u t r o s 

o r g a n i s m o s v e r t e b r a d o s . 

R e g i s t r a m o s aqu i as f o r m a s e s t r u t u r a i s e 

f u n c i o n a i s e v i d e n c i a d a s p e l a s h e m o g l o b i n a s 

i s o l a d a s d e a r r a i a s - l i s a s d e á g u a d o c e do gê

n e r o Potamotrygon. E s t e g r u p o é u m dos pou" 
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cos t r i b u t o s dos e l a s m o b r â n q u i o s q u e evolu í 
r a m s e c u n d a r i a m e n t e n u m habitat d e á g u a 
d o c e . ( N e l s o n , 1 9 7 6 ) . D u a s c o n s i d e r a ç õ e s 
s u g e r i r a m d e n o s s a i n v e s t i g a ç ã o d e s t a s h e m o 
g l o b i n a s . P r i m e i r o : a s a r r a i a s d e s t a f a m í l i a 
r e s i d e m nas á g u a s r e l a t i v a m e n t e h i p ó x i c a s do 
al to r io A m a z o n a s e s e u s a f l u e n t e s . Por isso , 
a s a d a p t a ç õ e s nas h e m o g l o b i n a s d e s t e s an i 
m a i s a b a i x a s c o n c e n t r a ç õ e s d e o x i g ê n i o do 
m e i o a m b i e n t e p o d e m t e r o c o r r i d o . S e g u n d o : 
a v i d a na á g u a d o c e t o r n a ó b v i a a e x i g ê n c i a 
d e a l t as c o n c e n t r a ç õ e s d e u r é i a no s a n g u e 
c o m o não há m u i t o e x i g i d o para o s m o r e g u l a ç ã o 
( S m i t h , 1 9 3 1 ; G o l d s t e i n & F o s t e r , 1 9 7 1 ; G r i f f i t h 
et. al., 1 9 7 3 ) . C o n s e q ü e n t e m e n t e , o s a n g u e d e 
Potamotrygon t e m u m b a i x o c o n t e ú d o d e u r é i a 
( T h o r s e n et. al., 1967 ) e s u a s h e m o g l o b i n a s 
p o d e m t e r p e r d i d o a e s t a b i l i d a d e d e u r é i a a t r i 
bu ída à s h e m o g l o b i n a s d e e l a s m o b r â n q u i o s . 
A e v i d ê n c i a d e s e m e l h a n t e s a l t e r a ç õ e s m o l e 
c u l a r e s , na f u n ç ã o , d e v e r i a m f o r t a l e c e r a idé ia 
d e q u e as d i f e r e n ç a s e n t r e h e m o g l o b i n a s d e 
v á r i a s e s p é c i e s r e p r e s e n t a m a d a p t a ç õ e s à s 
e x i g ê n c i a s dos r e s p e c t i v o s m e i o s a m b i e n t e s . 

MATERIAL E MÉTODOS 

ISOLAMENTO 

E s p é c i m e s d e Potamotrygon f o r a m co lh i 
dos e m n o v e m b r o e d e z e m b r o d e 1976 d u r a n t e 
u m a e x p e d i ç ã o d o R / V " A l p h a H e l i x " no r i o 
A m a z o n a s , c e r c a d e 5 0 k m a c i m a da c o n f l u ê n 
cia c o m o r i o N e g r o , n o r io S o l i m õ e s . A s 
a r r a i a s f o r a m c a p t u r a d a s c o m t a r r a f a e t r a n s 
p o r t a d a s p a r a o " A l p h a H e l i x " para e s t u d o . O 
s a n g u e fo i o b t i d o por p u n ç ã o c a r d í a c a e as
p i rado para d e n t r o d e s e r i n g a s d e v i d r o h e p a -
r in i zadas a 4 0 ° C ( 1 0 0 n\ d e h e p a r i n a sód ica 
( 5 0 0 0 I . U . / m l ) e m 1 , 7 % N a C I por 5 m l d e s a n 
g u e ) . P e q u e n a s a m o s t r a s f o r a m c o l o c a d a s e m 
t u b o s c a p i l a r e s d e 5 0 iA e c e n t r i f u g a d o d u r a n t e 
t r ê s m i n u t o s n u m a c e n t r í f i f u g a d e s o r o para 
a v a l i a ç õ e s d e h e m a t ó c r i t o . A s c é l u l a s d e g ló 
bu lo v e r m e l h o f o r a m l a v a d a s t r ê s v e z e s e m 
dez v o l u m e s d e T r i s d e I m M a 4 ° C , p H 8 ,0 , 
1 , 7 % N a C I e e n t á o l i s a d a e m t r ê s v o l u m e s d e 
Tr is 1 m M , p H 8,0 p o r u m a hora a; 0 ° C . U m dé
c i m o d e " v o l u m e d e 1 M N a C I fo i a d i c i o n a d o 
ao h e m o l i z a d o e a m i s t u r a fo i c e n t r i f u g a d a a 
28 .000 X g d u r a n t e 1 5 m i n u t o s p a r a r e m o v e r 

os d e t r i t o s c e l u l a r e s . O s u p e r n a d a n t e fo i e n 
t ã o d e s t i t u í d o d o sa l e f o s f a t o s o r g â n i c o s p e l a 
p a s s a g e m por u m a c o l u n a d e r e s i n a S e p h a d e x 
G-25 d e 2 ,5 X 50 c m e q u i l i b r a d a e m Tr is d e 

1 m M , p H 8,5 s e g u i d a p e l o t r a t a m e n t o n u m a co
luna d e i o n i z a n t e c o m as s e g u i n t e s r e s i n a s da 
s u p e r f í c i e a t é o f u n d o : D o w e x - 5 0 W e m f o r m a 
d e a m ó n i a ( 2 c m ) , D o w e x - 1 e m f o r m a d e ace
t a t o ( 2 c m ) e B io , e m l e i t o m i s t u r a d o de r e s i n a 
( 2 0 c m . ) R a d A G 5 0 1 - X 8 ( D ) . A h e m o g l o b i n a 
p u r i f i c a d a fo i g u a r d a d a a 5 ° C a t é o s e u u s o . 
A m o s t r a s d e h e m o l i s a d o s d e a r r a i a f o r a m c o n 
g e l a d a s a — 7 0 ° C , t r a n s p o r t a d a s e m g e l o s e c o 
a B e a u f o r t , C a r o l i n a d o N o r t e e g u a r d a d a s a 
— 2 0 ° C por d o i s m e s e s . E m B e a u f o r t , os he 
m o l i s a d o s f o r a m d e s c o n g e l a d o s e u s a d o s e m 
e x p e r i m e n t o s d e f i l t r a ç ã o a gel e e s t u d o s d e 
c i n é t i c a r á p i d a . 

1 A b r e v i a ç õ e s : B is -Tr is , b is ( 2 - h i d r o x i e t i l ) imi -
not r is ( h i d r o x i m e t i l ) m e t a n o ; T r i s , t r i s (h idro -
x i m e t i l a ) a m i n o m e t a n o ; A T P , t r i f o s f a t o d e 
a d e s o n i n a ; E D T A , á c i d o e t i l e n o d i a m i n o t e t r a a -
c e t i c o ; 1 , c o n s t a n t e d e v e l o c i d a d e d e c o m b i 
n a ç ã o d e m o n ó x i d o d e c a r b o n o d e s e g u n d a 
o r d e m ; K, c o n s t a n t e d e v e l o c i d a d e d e d isso
c i a ç ã o d e o x i g ê n i o d e p r i m e i r a o r d e m ; P i A , 
p r e s s ã o parc ia l d e o x i g ê n i o , e m q u e e m m e t a 
d e dos s í t i o s b e m d i s p o n í v e i s t e m o x i g ê n i c 
l i g a d o . 

ELETROFORESE 

E l e t r o f o r e s e v e r t i c a l e m gel d a po l i ac r i l a -
m i d a ( p H 8 ,9 , 7 , 5 % d e g e l s ) fo i f e i t a e m t e m 
p e r a t u r a a m b i e n t e d e a c o r d o c o m O r n s t e i n 
( 1 9 7 4 ) e D a v i s ( 1 9 6 4 ) . A m o s t r a s d e h e m o g l o 
b ina ( 1 m g / m l ) f o r a m p o s t a s no t a m p ã o s u p e 
r io r c o n t e n d o 0,1 M [3 — m e r c a p t o e t a n o l e u m a 
p e q u e n a p a r t e d i t i o n i t o , b o r b u l h a d a c o m m o n ó 
x i d o d e c a r b o n o e a p l i c a d a a o s gels. A a l b u m i 
na d e s o r o b o v i n o fo i u s a d a c o m u m p a d r ã o 
d e m o b i l i d a d e . O s gels f o r a m c o r a d o s p o r t r ê s 
h o r a s e m R A z u l B r i l h a n t e C o o m a s s i e a 0 , 2 5 % 
e m á c i d o a c é t i c o , m e t a n o l , s o l u ç ã o aquosa 
( 1 : 2 : 4 ) e d e s c o r a d o s por d i f u s ã o . O s geis fo
r a m c o r r i d o s e m 5 6 0 n m u s a n d o u m r e g i s t r a d o r 
d e gel G i l f o r d l igado a u m m o n o c r o m a t o r Beck -
m a n D U . O s h e m o l i s a d o s i n d i v i d u a i s f o r a m 
i d e n t i f i c a d o s e o s f e n o t i p o s c o m u n s f o r a m for
m a d o s . Para e v i t a r d i f i c u l d a d e s na i n t e r p r e t a 
ç ã o dos r e s u l t a d o s d e l i g a ç ã o a p e n a s u m f e n ó -



t ipo (d da F i g . 1) q u e c o r r e s p o n d e à e s p é c i e 
IV, f e n ó t i p o 2 , d e Fyhn e í al. ( 1 9 7 8 ) , fo i e m p r e 
g a d o nos e x p e r i m e n t o s d e e q u i l í b r i o e c i n é t i c a . 

DETERMINAÇÕES DE URÉIA 

A s c o n c e n t r a ç õ e s d e s o r o , u r é i a e h e m o l i -
s a d o f o r a m m e d i d a s e m t r i p l i c a t a s u s a n d o 
" K i t ? " d e u r é i a e n i t r o g ê n i o ( C l a y A d a m s , 
Inc . ) A s c o n c e n t r a ç õ e s d e u r é i a i n t r a c e l u l a r 
f o r a m a v a l i a d a s p e l a d e t e r m i n a ç ã o do c o n t e ú d o 
d e u r é i a dos h e m o l i s a d o s t r a t a d o s c o m á c i d o 
t r i c l o r o a c é t i c o a 1 0 % e c o r r i g i d o por d i l u i ç ã o . 

ESTUDOS DE PESO MOLECULAR 

O s e x p e r i m e n t o s d e f i l t r a ç ã o d e gel d e so
luções d e h e m o g l o b i n a o x i d a d a e r e d u z i d a d e 
t r ê s a r r a i a s f o r a m e x e c u t a d a s s e g u n d o M a r t i n 
e í al. ( 1 9 7 8 ) . 

ESTUDOS DE EQUILÍBRIO DE OXIGÊNIO 

O s e q u i l í b r i o s do o x i g ê n i o do s a n g u e in te 
gra l f o r a m r e a l i z a d o s a 3 0 ° C p e l o m é t o d o d e 
P o w e r s et. al. ( 1 9 7 8 ) u s a n d o u m a n a l i s a d o r 
d e d i s s o c i a ç ã o d e o x i g ê n i o H e m - o - s c a n . ( A m e 
r ican I n s t r u m e n t C o . ) . 

O s e q u i l í b r i o s d e o x i g ê n i o dos h e m o l i s a 
dos f r a c i o n a d o s f o r a m r e a l i z a d o s a 2 0 ° C c o m o 
d e s c r i t o s por R i g g s e W o l b a c h ( 1 9 5 6 ) . A s so
l u ç õ e s d e h e m o g l o b i n a ( 6 0 u M ) f o r a m l e v a d a s 
à f o r ç a iôn ica d e 0 ,05 e m t a m p ã o T r i s ou Bis-
t r i s . O s v a l o r e s d e PiA f o r a m d e t e r m i n a d o s 
e m c o n d i ç õ e s v a r i á v e i s d e p H , N a C I e c o n c e n 
t r a ç ã o d e u r é i a . A u r é i a u s a d a n e s t e s exper i " 
m e n t o s fo i d e s i o n i z a d a c o m Bio R e s i n a d e 
c a m a d a m i s t a . Rad A G 5 0 1 - X 8 Í D ) . O s e x p e 
r i m e n t o s de d e p e n d ê n c i a do p H f o r a m e x e c u t a 
dos na p r e s e n ç a e na a u s ê n c i a d e A T P 1 r t i M . 

EXPERIMENTOS DE CINÉTICA RÁPIDA 
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Fig. 1 — Padrões de gel-disco de hemolisados re
presentativos de Potamotrygon. Áreas pontilhadas 
representam faixas obscurecidas (indistintas). A or
denada dá a mobilidade da hemoglobina, relativa à 
albumina de soro bovino. 

A s v e l o c i d a d e s d e d i s s o c i a ç ã o d e o x i g ê n i o 
d e h e m o g l o b i n a d e a r r a i a e m s o l u ç õ e s t a m p o -
n a d a s c o n t e n d o d i t i o n i t o f o r a m d e t e r m i n a d a s 
u s a n d o u m e s p e c t r o f o t ô m e t r o " s t o p p e d f l o w " 
G i b s o n - D u r r u m e q u i p a d o c o m u m a d i reção 
p n e u m á t i c a e u m a c â m a r a d e o b s e r v a ç ã o d e 
2 c m por u m m é t o d o p r e v i a m e n t e d e s c r i t o 
( B o n a v e n t u r a et al., 1 9 7 4 b ) . A s s o l u ç õ e s d e 
h e m o g l o b i n a e q u i l i b r a d a s c o m a r f o r a m rap ida
m e n t e m i s t u r a d a s c o m s o l u ç õ e s t a m p õ e s s e m 
g á s c o n t e n d o d i t i o n i t o e m e x c e s s o e a v e l o c i 
d a d e d e m u d a n ç a d e a b s o r v ê n c i a da s o l u ç ã o 
d e h e m o g l o b i n a fo i s e g u i d a a 4 3 7 , 5 n m . A s 
v e l o c i d a d e s d e d i s s o c i a ç ã o f o r a m m e d i d a s 
c o m o u m a f u n ç ã o d e p H , u r é i a e c o n c e n t r a ç ã o 
d e f o s f a t o o r g â n i c o . 

A s v e l o c i d a d e s de c o m b i n a ç ã o d e C O da 
h e m o g l o b i n a d e Potamotrygon f o r a m e x a m i n a 
d a s p e l a " f l a s h p h o t o l y s i s " u s a n d o o m é t o d o 
e a p a r e l h o d e B o n a v e n t u r a e í . al. ( 1 9 7 4 c ) e a 
i n f l u ê n c i a d e u r é i a , A T P e p H nas t a x a s d e c o m 
b i n a ç ã o f o r a m a c e r t a d a s . A r e a ç ã o fo i e s t u d a 
da n u m a c o n c e n t r a ç ã o d e C O e a n a l i s a d a c o m 
u m p s e u d o - p r o c e s s o d e p r i m e i r a o r d e m . A 
a n á l i s e dos d a d o s fo i f a c i l i t a d a p e l o e m p r e g o 
d e u m c o m p u t a d o r PDP 1 1 / E ( D i g i t a l E q u i p m e n t 
C o r p o r a t i o n ) e u m a p a r e l h o d e a r m a z e n a g e m 
e r e c u p e r a ç ã o d e d a d o s ( D A S A R , A m e r i c a n 



I n s t r u m e n t s C o r p o r a t i o n ) . T o d o s os e x p e r i 
m e n t o s f o r a m r e a l i z a d o s no t a m p ã o T r i s o u 
Bis- t r is , f o r ç a iôn ica de 0,05 a p ó s m i s t u r a . A 
c o n c e n t r a ç ã o d e h e m e a p ó s m i s t u r a fo i d e 
4 hM. 

ESTUDOS DE DESNATURAÇÃO 

O s e x p e r i m e n t o s q u e t e s t a r a m os e f e i t o s 
d e d e s n a t u r a ç ã o d e u r é i a s o b r e a h e m o g l o b i n a 
d e Potamotrygon s p . e o u t r a s e s p é c i e s d e p e i 
x e f o r a m r e a l i z a d a s e s s e n c i a l m e n t e s e g u n d o 
H e r s k o v i t s et al. ( 1 9 7 0 ) . O e f e i t o d e d e s n a 
t u r a ç ã o d e u r é i a e m v á r i a s c o n c e n t r a ç õ e s fo i 
d e t e r m i n a d o p e l a o b s e r v a ç ã o da d i m i n u i ç ã o e m 
a b s o r b â n c i a na f a i x a d e S o r e t da o x i e m o g l o b i -
na d e p o i s d e d u a s h o r a s d e i n c u b a ç ã o a 2 3 ° C 
e m s o l u ç õ e s d e u r é i a . N e n h u m a m u d a n ç a pos
ter ior no g r a u de d e s n a t u r a ç ã o fo i o b s e r v a d a 
após d u a s h o r a s . A h e m o g l o b i n a fo i m i s t u r a d a 
e m s o l u ç õ e s t a m p o n a d a s d e u r é i a (T r is 0,05 M , 
p H 7,8) para dar u m a c o n c e n t r a ç ã o f ina l de 
8 d e h e m e e m 1 m l . C o n d i ç õ e s i n t e i r a m e n 
te d e d e s n a t u r a ç ã o f o r a m o b t i d a s p e l a incuba
ção da h e m o g l o b i n a e m c l o r i d r a t o d e g u a n i d i n a 
6 M t a m p o n a d o , l e i t u r a s d e a b s o r b â n c i a f o r a m 
f e i t a s no c o m p r i m e n t o d e o n d a d e a b s o r b â n c i a 
de p r o t e í n a m á x i m a p a r a cada e s p é c i e . O s 
dados f o r a m t r a ç a d o s s e g u n d o a s e g u i n t e 
e q u a ç ã o : 

A M — Ag 

i V = x 100 
Ao — Ag 

= % d e e s t r u t u r a n a t i v a d e h e m o g l o b i n a 
que p e r m a n e c e a p ó s u m a i n c u b a ç ã o de 
d u a s h o r a s n u m a s o l u ç ã o c o m M c o n c e n 
t r a ç ã o d e u r é i a . 

A / Í = a a b s o r b â n c i a da s o l u ç ã o d e h e m o g l o b i 
na a p ó s a i n c u b a ç ã o n u m a s o l u ç ã o d e 
n c o n c e n t r a ç ã o d e u r é i a . 

A g = a a b s o r b â n c i a da s o l u ç ã o d e h e m o g l o b i 
na e m c l o r i d r a t o d e g u a n i d i n a 6 M . 

A o = a a b s o r ç ã o da s o l u ç ã o d e h e m o g l o b i n a 
a p ó s i n c u b a ç ã o e m Tr is 0,05 p H 7,8 s e m 
u r é i a o u c l o r i d r a t o de g u a n i d i n a . 

N a s so ludÕes d e h e m o g l o b i n a f o r a m u t i l i z a d a s 
a m o s t r a s f r e s c a s , n e s t e e s t u d o f o r a m o b t i d a s 
da a r ra ia d e nar i z c l a r o , Raja eglanteria; p in ta 

d a , Leiostomus xanthurus; e do p e i x e p a c a m ã o 
Opsamus tau. A s a m o s t r a s q u e f o r a m a r m a z e 
n a d a s c o m o h e m o l i s a d o s c o n g e l a d o s a — 2 0 ° C 
f o r a m os do c a ç ã o - j a g u a r a , Galeocerdo sp . ; da 
t r u t a , Salmo irideus; do c a s c u d o , Hypostomus 
s p . e da a r r a i a - I i x a , Potamotrygon s p . 

RESULTADOS 

CARACTERÍSTICAS DO SANGUE DE 

POTAMOTRYGON SP. 

Le i tu ras d e h e m a t ó c r i t o t i r a d a s d o s a n g u e 
d e s e i s i n d i v í d u o s r e v e l a r a m u m a p r o p o r ç ã o d e 
e r i t r o c i t o d e 24 ± 5 % do s a n g u e t o t a l . A s 
d e t e r m i n a ç õ e s d e u r é i a do p l a s m a e de e r i t r o 
c i tos d e r a m v a l o r e s d e 0,83 e 0,81 m M de u r é i a 
r e s p e c t i v a m e n t e . O s h e m o l i s a d o s de q u a t r o 
a r r a i a s , c i n c o r é p l i c a s por i n d i v í d u o , f o r a m sub
m e t i d a s a e l e t r o f o r e s e e m gel d e d i s c o . E x e m 
p los r e p r e s e n t a t i v o s d e gel a p a r e c e m na F ig . 1 . 
Todos os f e n o t i p o s d e h e m o g l o b i n a são com
p l e x o s c o m d u a s ou t r ê s f a i x a s a n o d a l m e n t e 
m i g r a n t e s e m c a d a c a s o . A l is ta p e r s i s t e n t e 
nos gels c o r a d o s c o m p l i c a a i n t e r p r e t a ç ã o . 
E m b o r a e s t e j a c l a r o q u e as d i f e r e n ç a s na m o 
b i l i d a d e r e l a t i v a das f a i x a s e x i s t e m e n t r e os 
geis, fo i d i f í c i l o b t e r e r r r s e d i f e r e n ç a s c o n s i s 
t e n t e s e n t r e os f e n o t i p o s . 

FILTRAÇÃO EM GEL 

A s h e m o g l o b i n a s e l u í r a m c o m p e s o s m o 
l e c u l a r e s a p a r e n t e s e n t r e 5 4 . 0 0 0 e 5 8 . 0 0 0 . 
T a n t o a s f o r m a s o x i d a d a s ( t r a t a d a s c o m KjFe 
( C N ) 6 ) c o m o as r e d u z i d a s ( i n c u b a d a s e m m e r -
c a p t o e t e n o l ) de t r ê s f e n o t i p o s f o r a m e x a m i n a 
d a s . D e n t r o dos f e n o t i p o s , t a n t o os h e m o l i s a 
dos o x i d a d o s c o m o os r e d u z i d o s e l u í r a m na 
m e s m a p o s i ç ã o . A h e m o g l o b i n a d o p e i x e p in
t a d o fo i n o t a d a s e r t e t r â m e r a sob as m e s m a s 
c o n d i ç õ e s por c e n t r i f u g a ç ã o (S2o,w = 4 . 4 6 S ) 
e l u í r a m n u m a p o s i ç ã o i d ê n t i c a e d e u m dos 
f e n o t i p o s d e a r r a i a . T a n t o s os h e m o l i s a d o s 
t r a t a d o s c o m m e r c a p t a n o c o m o c o m K 3 F e 
( C N ) 6 e l u í r a m c o m o p i c o s s i m é t r i c o s ú n i c o s 
e n t r e t o d o s os f e n o t i p o s ( F i g . 2 ) . N e m a po
l i m e r i z a ç ã o d e t e t r á m e r o s n e m a d i s s o c i a ç ã o 
d e t e t r á m e r o s e m d í m e r o s o c o r r e u n e s t e s ex
p e r i m e n t o s . 
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Pig. 2 — Cromatografia gel de hemolisados oxida
dos ( ) e reduzidos (---) de Potamotrygon sp. 

ESTUDOS DO EQUILÍBRIO DO OXIGÊNIO 

C u r v a s da o x i g e n a ç ã o do s a n g u e t o t a l na 
p r e s e n ç a e a u s ê n c i a d e 5 , 6 % d e C O a , e s t ã o 
r e p r e s e n t a d a s na F i g . 3 . O s a n g u e p o s s u i u m 

e f e i t o Bohr e há i n t e r a ç õ e s h o m o t r ó p i c a s e n t r e 
s u b u n i d a d e s . O P, / 2 é 12,3 m m H g a 3 0 ° C e 
p H 7,7 e 17,0 m m H g na p r e s e n ç a d e 5 , 6 % d e 
C O a . 

O s p l o t e a d o s d e log p 1 /2 v c . p H do h e m o -
l lsado f r a c i o n a d o d e a r r a i a e h e m o l i s a d o f ra -
c i o n a d o + 1 m m ATP e s t ã o i l u s t r a d o s na F i g . 4 . 
P i / ? e o v a l o r d e n f o r a m o b t i d o s p o r u m a j u s t e 
dos q u a d r a d o s m í n i m o s dos d a d o s de ox igena 
ção à e q u a ç ã o d e H i l l . As a v a l i a ç õ e s d e P i / 2 

d o h e m o l i s a d o f r a c i o n a d o d e a r r a i a e c o n t e n d o 
o ATP d i m i n u e m a p r o x i m a d a m e n t e 3 3 - v e z e s e n 
t r e p H 5 ,95 e 9 , 0 . O e f e i t o Bohr c a l c u l a d o 
c o m o A log P1/2 A p H é c e r c a d e — 0 , 4 na h e m o 
g l o b i n a f r a c i o n a d a d e a r r a i a . O Pu2 da h e m o 
g lob ina f r a c i o n a d a de a r r a i a a 2 0 ° C e p H 7,6 é 
c e r c a d e 1 m m H g e n q u a n t o o da h e m o g l o b i n a 
+ 1 m m ATP é a p r o x i m a d a m e n t e d e 3 m m H g . 

C o m p H 6,0 no t a m p ã o b i s T r i s 0 ,05 M , 
o b t i v e m o s u m a d e p r e s s ã o no g r a u d e satura 
ç ã o d a s h e m o g l o b i n a s d e Potamotrygon d e cer
c a d e 4 % . F a r m e r et al. ( 1 9 7 8 ) o b s e r v a r a m 
u m a d e p r e s s ã o p e r t o d e 1 0 % e m e x p e r i m e n t o s 
f e i t o s e m t a m p ã o c i t r a t o 0 ,05 M , p H 5 , 5 . A d i 
f e r e n ç a e n t r e e s t e s v a l o r e s é p e q u e n a e indu
b i t a v e l m e n t e s u b i r a por c a u s a das d i f e r e n ç a s 
e m c o n d i ç õ e s e x p e r i m e n t a i s . A e x t r a p o l a ç ã o 
dos d a d o s d e p i / 3 da f i g u r a 4 p a r a o p H 5,5 e 

Y 0.5-

Pig. 3*— Curvas de saturação do oxigênio do sangue integral de Potamotrygon sp. sem CO, ( ) e com 
5,6% de CO, (—) nos gases em equilibrio a 30°C. A ordenada y é a saturação fracionária e a abscissa o loga
ritmo da pressão parcial do oxigênio em Hg mm. 



usando u m v a l o r n de 1 e f i x a n d o os v a l o r e s 
da e q u a ç ã o de Hí I I p r o d u z u m n í v e l d e sa tura 
ção a p r o x i m a d a m e n t e igual a o d e F a r m e r et al. 
( 1 9 7 8 ) . 

O s v a l o r e s n v a r i a m d e 1 a 1,6 e n t r e p H 
5,95 e 9 , 0 . O s d a d o s d e e q u i l í b r i o d a h e m o g l o 
bina f r a c i o n a d a e f r a c i o n a d a + 1 m M f o r a m 
a n a l i s a d o s p e l a a n á l i s e d e r e g r e s s ã o l inear . O s 
c o e f i c i e n t e s d e c o r r e l a ç ã o p a r a c a d a u m dos 
t r a t a m e n t o s e x p e r i m e n t a i s f o r a m r = — 0 ,948 , 
p < 0 ,001 e r = — 0 , 9 6 8 , p < 0 ,001 r e s p e c t i v a 
m e n t e . O b o m a j u s t e dos d a d o s de e q u i l í b r i o 
a u m m o d e l o l i nea r é c o n s i s t e n t e c o m as ob
s e r v a ç õ e s d e M u m m et al. ( 1 9 7 8 ) na h e m o g l o 
bina da ar ra ia - l i xa Dasyatis sabina. Es ta h e m o 
g lob ina e x e r c e u m a r e l a ç ã o q u a s e l inea r e n t r e 
s e u log p , / 2 e p H . 

A a f i n i d a d e d e o x i g ê n i o dos h e m o l i s a d o s 
f r a c i o n a d o s f o r a m e x a m i n a d o a p H 7,6 e a 2 0 ° C 
c o m o u m a f u n ç ã o d a s c o n c e n t r a ç õ e s d e N a C I 
e u r é i a ( F i g . 5 a , b ) . N e n h u m dos c o m p o s t o s 
p a r e c e e x e r c e r u m e f e i t o s i g n i f i c a t i v o a t é 4 M ; 
o p i / 2 v a r i o u p o u c o m a i s q u e 1,5 m m H g s o b r e 
os n í v e i s t o t a i s d e c o n c e n t r a ç õ e s e m cada 
c a s o . 

2.0 -

1 1 1 L 

1.5 - Hemoglobin + I mm ATP 
Hemoglobin 

6.0 7.0 8.0 9.0 

PH 

Fig. 4 — O ploteado do log P y., a pressão parcial 
do oxigênio na qual a hemoglobina é saturada pela 
metade e n vs. pH para hemolisados fracionados 
(O) e fraSionados + ATP 1 mM (•) , tirados de 
um único espécime de Potamotrygon sp. As condi
ções estão descritas no texto. 

CINÉTICA DE DISSOCIAÇÃO DE OXIGÊNIO 

A s c o n s t a n t e s d e v e l o c i d a d e para a d isso
c i a ç ã o d e o x i g ê n i o dos h e m o l i s a d o s d e a r r a i a , 
c o m 1 m M A T P e s e m e l e s ã o a p r e s e n t a d o s 
c o m o u m a f u n ç ã o d e p H ( F i g . 6 ) . A s s o l u ç õ e s 
d e h e m o g l o b i n a , 8 /¿M, e q u i l i b r a d a s c o m ar fo
r a m r a p i d a m e n t e m i s t u r a d a s c o m s o l u ç õ e s -
t a m p õ e s c o n t e n d o d i t i o n i t o ; a c i n é t i c a de d is -
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Pig. 5a, b -— Dependência P do hemolisado fra-
cionado de Potamotrygon sp. no concentração de 
cloreto (A) e uréia (B) em pH 7 5. As condições 
estão descritas no texto. As ordenadas são expres
sas em Hg mm. 
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Fig 6 — Dependência em pH da constante de dis
sociação de primeira ordem do hemolisado de Po
tamotrygon sp. para o oxigênio (K) tirado dos da
dos da velocidade inicial. As condições estão des
critas no texto. Hemolisado fracionado (O), hemo
lisado fracionado + ATP 1 mM (•) e hemolisado 
fracionado + ATP 1 mM + uréia 5M ( • ) . 



s o c i a ç ã o fo i h e t e r o g ê n e a a t o d o s os v a l o r e s 
e s t u d a d o s . O p r o c e s s o d e d i s s o c i a ç ã o fo i ana 
l i sado e m t e r m o s d e c i n é t i c a de p r i m e i r a or
d e m e a p e n a s as v e l o c i d a d e s in ic ia is d e d isso
c i a ç ã o f o r a m t r a ç a d a s v s . p H . A c o n s t a n t e d e 
0 2 v a r i a a p r o x i m a d a m e n t e 4 3 v e z e s na a u 
s ê n c i a d e A T P e 52 v e z e s na p r e s e n ç a de 1 m M 
A T P d e n t r o da fa ixa de p H 6,3 — 8 , 8 . A p H 
6.3 , 0 2 off é a p r o x i m a d a m e n t e igual a 85 s e g - ' 
e 0 2 o f f (1 m M A T P ) igual a 104 s e g - ' . Na pre 
s e n ç a d e A T P 1 m M a u m e n t a a v e l o c i d a d e d e 
0 2 o f f a p r o x i m a d a m e n t e 2 2 % e m p H 6 , 3 . A s 
v e l o c i d a d e s d e d i s s o c i a ç ã o dos h e m o l i s a d o s 
+ A T P a 1 m M e u r é i a 5 M f o r a m e x a m i n a d o s 
e m p H 8 , 8 . N e n h u m e f e i t o s i g n i f i c a t i v o d e 
u r é i a p ô d e s e r d i s c e r n i d o na v e l o c i d a d e 
Õ s off. 

COMBINAÇÃO DE MONÓXIDO DE CARBONO 

PELA "FLASH PHOTOLYSIS* 

A s s o l u ç õ e s t a m p o n a d a s d e h e m o g l o b i n a s 
h e m e (8-10 nMl d a m i s t u r a ) q u e c o n t i n h a m di -
t i o n i t o f o r a m e x a m i n a d a s na a u s ê n c i a e pre 
s e n ç a d e u r é i a sob v á r i a s c o n d i ç õ e s . O pro
c e s s o d e c o m b i n a ç ã o d e C O foi m u l t i f á s i c o 
sob t o d a s c o n d i ç õ e s . A s c o n s t a n t e s de v e l o 
c i d a d e d e s e g u n d a o r d e m c a l c u l a d a s a par t i r 
das v e l o c i d a d e s d e r e a ç ã o i n i c i a l , o b s e r v a d a s 
sob v á r i a s c o n d i ç õ e s , a p a r e c e m na T a b e l a I . 
Pouco e f e i t o da u r é i a a 5 M é v i s t o na v e l o c i 
d a d e C 0 0 n e m p H ba ixo o u a l t o . E n t r e t a n t o , a 
c o n s t a n t e C 0 o n é a t i n g i d a p e l o s a u m e n t o s d e 
p H a p r o x i m a d a m e n t e 4 , 4 v e z e s e n t r e p H 6,2 e 
p H 8 , 8 . N ã o s e o b s e r v a e f e i t o a l g u m d e A T P 
e m p H a l t o . 

TABELA I — Constantes de velocidade para a com
binação da hemoglobina de Potamotrygon com Mo
nóxido de Carbono (*) 

V x 10-SM-is-' 
Condições pH 6,2 pH 8,8 

Fracionada 2,44 10,4 
2,22 10,3 

Uréia 3 M 2,44 10,6 
2,48 10.3 

ATP 1 mM - - - 10,3 
10,3 

( • ) — , O s valores são da constante de velocidade de segunda 
ordem para combinação de CO calculada a portir dos 
dados da velocidade iniciol. Todos os experimentos fo. 
ram realizados em duplicata. As condições estão des
critas no texto. 

EFEITOS DA URÉIA SOBRE AS HEMOGLOBINAS 
DE PEIXE NO ESPECTRO DE SORET 

O s e f e i t o s da d e s n a t u r a ç ã o p e l a u r é i a so
b r e os e s p e c t r o s na r e g i ã o d e S o r e t d a s ox ihe -
m o g l o b i n a s d e s e t e e s p é c i e s d e p e i x e s são 
m o s t r a d o s na F i g . 7 . A c o n c e n t r a ç ã o d e uré ia 

e m q u e o v a l o r n/t d e cada u m a das h e m o g l o 
b inas é 5 0 % d i f e r e c o n s i d e r a v e l m e n t e e n t r e 
as e s p é c i e s . É e v i d e n t e q u e b a i x a s c o n c e n t r a 
ç õ e s d e u r é i a < 3 M t e m p o u c o e f e i t o s o b r e 
o m e i o a m b i e n t e m o l e c u l a r d e h e m e na m a i o 
ria das h e m o g l o b i n a s e x a m i n a d a s . N a s con
c e n t r a ç õ e s m a i s e l e v a d a s de u r é i a , a p r o t e í n a 
p r e s u m i v e l m e n t e s e d e s d o b r a , a c a v i d a d e do 
h e m e das g l o b i n a s a b r e - s e e as d i f r e n ç a s nos 
g r a u s d d e s d o b r a m e n t o e n t r e as e s p é c i e s tor 
n a m - s e p r o n u n c i a d a s ; a s h e m o g l o b i n a s de t e -
l e ó s t e o d e s n a t u r a m m a i s r a p i d a m e n t e do q u e 
as h e m o g l o b i n a s do e l a s m o b r â n q u i o s t e s t a d o 
n e s t e e s t u d o . E n t r e t a n t o , a h e m o g l o b i n a d e 
Potamotrygon sp . , u m a e s p é c i e d e á g u a d o c e 
c o m p o u c a u r é i a e m s e u s a n g u e , possu i a es 
t a b i l i d a d e m a i o r e m s o l u ç õ e s d e u r é i a , s e u va
lor n s e n d o a p e n a s 5 0 % e m c o n c e n t r a ç õ e s d e 
u r é i a m a i o r e s q u e 9 M . 

DISCUSSÃO 

Potamotrygon s p . v i v e e m á g u a s q u e são 
r e l a t i v a m e n t e h i p ó x i c a s e m c o m p a r a ç ã o aos 
habitats das a r r a i a s m a r i n h a s . E m b o r a o s he-
m a t ó c r i t o s das a r r a i a s de á g u a d o c e não di f i 
r a m s i g n i f i c a t i v a m e n t e d o que foi r e g i s t r a d o 
n u m a e s p é c i e m a r i n h a , Raia oscillata ( D i l l e f . 
al., 1 9 3 2 ) , a a f i n i d a d e d e o x i g ê n i o d e sua he 
m o g l o b i n a é s u b s t a n c i a l m e n t e m a i s e l e v a d a do 
q u e as r e g i s t r a d a s para v á r i a s e s p é c i e s d e ra-
j i f o r m e s m a r i n h a s , T a b e l a 2 . A d m i s s i v e l m e n -
t e , as c o n d i ç õ e s e x p e r i m e n t a i s r e g i s t r a d a s na 
T a b e l a 2 d i f e r e m d e u m e s t u d o a o u t r o e e s t a s 
d i f e r e n ç a s p o d e m a c e n t u a r d i f e r e n ç a s m e n o r e s 
na a f i n i d a d e d e o x i g ê n i o da h e m o g l o b i n a . C o n 
t u d o , a m a g n i t u d e d a d i f e r e n ç a e n t r e P1/2 da 
h e m o g l o b i n a de Potamotrygon e as r e g i s t r a d a s 
para as h e m o g l o b i n a s d e o u t r a s e s p é c i e s são 
a p a r e n t e s . A s s i m , a h e m o g l o b i n a d e Potamo
trygon p o d e t e r d e s e n v o l v i d o u m a a f i n i d a d e 
m a i s e l e v a d a d e o x i g ê n i o e m r e s p o s t a à t e n s ã o 
h i p ó x i c a . 



Especies 

Ensaio 
temperatura pH 1/2 Condições 

Solução de 
hemoglobina 

Eritrocitos diluída Fonte 

Gymnura mientra 

arraia-borboleta, arraia-manteiga 

Rhinoptera bonasus 

arraia ticonha 

Dasyatis say 
arraia-amarela, arraia-manteiga 

Dasyatis Centura 
arraia-lixa 

Dasyatis americana 
arraia-lixa 

Dasyatis sabina 
arraia-lixa 

Raja clavata 
arraia-chita 

Raja binoculata 
arraia-chita 

Torpedo nobiliana 

torpedo do Atlântico 

Raja eglanteria 

arraia de focinho claro 

Raja oscillata 

arraia de inverno 

Raja oscillata 

arraia de inverno 

Potamotrygon sp. 
arraia amazônica 

Potamotrygon sp. 
arraia amazônica 

25°C 

25°C 

25°C 

25°C 

25°C 

25°C 

15°C 

10°C 

20°C 

20°C 

20°C 

30>C 

20°C 

30°C 

7,4 Hg 14,5mm Tampão de fosfato 

,033 M 

7,4 Hg 14 mm Tampão de fosfato 
,033 M 

7,4 Hg 14,5mm Tampão de fosfato 
,033 M 

7,4 Hg 15 mm Tampão do fosfato 
,033 M 

7,4 Hg 15 mm Tampão de fosfato 
,033 M 

7.4 Hg 15 mm Tampão de fosfato 
,033 M 

7,7 Hg 30,2mm Sangue integral 

7.5 Hg 20 mm Com ringers 

7.5 Hg 18 mm Tris ,05 M 
NaCl ,1 M 
ATP ,001 M 

7.4 Hg 19,9mm Tris ,05 M 
ATP ,1 M 

7.6 Hg 30 mm Sangue integral 

7,6 Hg 50 mm Sangue integral 

7.5 Hg 3,4mm Tris ,05 I 

ATP ,001 M 
— Hg 12,2mm Sangue integral 

Tris ,2 M 

— + McCutcheon 1947 

— + McCutcheon 1947 

— + McCutcheon 1947 

— + McCutcheon 1947 

— + McCutcheon 1947 

— + McCutcheon 1947 

+ — Hughes & Wood 1974 

+ — Manwell 1958 

— + Bonaventura, et al., 1974a 

+ — Bonaventura, et al., 1974b 

+ — Dill, et al., 1932 

+ — Dill, et al., 1932 

— + Martin, et al., este 

trabalho 

+ — Martin, et al., este 
trabalho 



Fig. 7 — Porcentagem da estrutura pura (n) da hemoglobina que fica após incubações de duas horas a 23°C 
em 0,05 M Tris, pH 7,8 vs. concentração de uréia. Hypostomus sp. (acari, acari-bodó) (O). Leiostomus 
xanthrurus (pintado) ( • ) ; Truta I. Salmo irideus ( • ) ; Opsanus tau (peixe-sapo) ( + ); Galeocerdo sp. (tintu
reira) ( • ); Raja eglanteria (arraia do focinho claro) (A); Potamotrygon sp. (arraia amazônica) (A) . As 
condições estão descritas no texto 

O s d a d o s d e s t e e s t u d o i n d i c a m q u e u m a 

d i f e r e n ç a c o n s i d e r á v e l e x i s t e na a f i n i d a d e d e 

o x i g ê n i o m e d i d a e m s a n g u e i n t e g r a l e a a f i n i 

d a d e d e o x i g ê n i o da h e m o g l o b i n a m e d i d a na 

p r e s e n ç a d e A T P d e 1 m M . Esta d i s c r e p â n c i a 

p o d e t e r v á r i a s f o n t e s . A s a f i n i d a d e s do s a n 

g u e to ta l f o r a m m e d i d a s a 3 0 ° C e m v e z d e a 

2 0 ° C c o m o no caso dos h e m o l i s a d o s ; a u m e n 

t o s na t e m p e r a t u r a g e r a l m e n t e r e d u z e m a a f i 

n i d a d e de o x i g ê n i o da h e m o g l o b i n a . T a m b é m 

o p H i n t r a c e l u l a r d o s a n g u e i n t e g r a l não f o i 

d e t e r m i n a d o e p o d e t e r s i d o a b a i x o do p H 7 . 

O e x a m e d a F ig 4 m o s t r a q u e os h e m o l i s a d o s 

f r a c i o n a d o s + A T P 1 m M f a z e m a p r o x i m a r - s e 

ao e s t a d o m a i s b a i x o d a a f i n i d a d e v i s t a no 

s a n g u e to ta l q u a n d o o s e x p e r i m e n t o s são r e a 

l i zados nos í n d i c e s m a i s b a i x o s d e p H . T a m 

b é m o s m o d u l a d o r e s p o t e n t e s t a i s c o m o t r l -

f o s f a t o d e g u a n o s i n a o u i n o s i t o l p e n t a f o s f a t o , 
c u j o s e f e i t o s s o b r e os h e m o l i s a d o s não f o r a m 
e x a m i n a d o s , p o d e m i n f l u e n c i a r a a f i n i d a d e da 
h e m o g l o b i n a p e l o o x i g ê n i o d e n t r o da c é l u l a . 

A r e s p o s t a a p a r e n t e m e n t e l i n e a r do log 
Pi/2 a o p H é u m a c a r a c t e r í s t i c a i n t e r e s s a n t e da 
h e m o g l o b i n a d e Potamotrygon. A o m e n o s , d u a s 
i n t e r p r e t a ç õ e s d e s t e f e n ô m e n o s ã o p o s s í v e i s . 
A m o l é c u l a p o d e p o s s u i r m u i t o s g r u p o s Bohr, 
cada u m c o m p e q u e n o e f e i t o . A l t e r n a t i v a m e n 
t e , e m a i s p r o v á v e l , q u e o h e m o l i s a d o pode 
c o n s i s t i r n u m a m i s t u r a d e h e m o g l o b i n a s c o m 
d i f e r e n t e s a f i n i d a d e s d e o x i g ê n i o e d i f e r e n t e s 
r e s p o s t a s a o p H ( A n t o n i n i & B r u n o r i , 1 9 7 1 ) . 
Es ta o b s e r v a ç ã o é s u s t e n t a d a p e l a l igação mul -
t i f á s i c a e p e l a v e l o c i d a d e d e d i s s o c i a ç ã o dos 
l i g a n t e s o b s e r v a d o s nos e x p e r i m e n t o s d e ci
n é t i c a . 



A h e m o g l o b i n a d e Potamotrygon é insensí 
v e l às m u d a n ç a s d e c o n c e n t r a ç ã o s a l i n a , u m 
c o m p o r t a m e n t o m u i t o d i f e r e n t e do e v i d e n c i a d o 
pe las h e m o g l o b i n a s d e t e l e ó s t e o s e m a m í f e 
r o s , c u j a s a f i n i d a d e s d i m i n u e m c o m o a u m e n t o 
da c o n c e n t r a ç ã o s a l i n a , e d a s o b s e r v a d a s nas 
h e m o g l o b i n a s d e m u i t o s r a j i f o r m e s m a r i n h o s , 
onde as a f i n i d a d e s d e o x i g ê n i o a u m e n t a m c o m 
u m a u m e n t o na c o n c e n t r a ç ã o s a l i n a . É de in
t e r e s s e q u e M u m m e f al., 1 9 7 8 t e n h a m r e c e n 
t e m e n t e r e g i s t r a d o q u e a a f i n i d a d e de o x i g ê n i o 
da h e m o g l o b i n a i so lada d a a r r a i a - l i x a , Dasyatis 
sabina é t a m b é m i n s e n s í v e l a N a C l . B o n a v e n 
tu ra , et al., ( 1 9 7 4 b ) s u g e r e m q u e a d issoc ia 
ção dos t e t r á m e r o s a d í m e r o s m a i s r e a t i v o s 
pode s e r r e s p o n s á v e l p e l a a f i n i d a d e a u m e n t a 
da da h e m o g l o b i n a da a r ra ia e " s k a t e " e m con
c e n t r a ç õ e s s a l i n a s e l e v a d a s . C o n c l u i - s e , d e s t e 
f e n ô m e n o , q u e as i n t e r a ç õ e s e l e t r o s t á t i c a s po
d e m s e r r e s p o n s á v e i s p e l a g r a n d e e s t a b i l i d a d e 
d e s t a s h e m o g l o b i n a s . S e fo r a s s i m , o u t r o s m e 
c a n i s m o s d e v e m s e r s u g e r i d o s c o m o r e s p o n 
sáve is p e l a e x t r a o r d i n á r i a e s t a b i l i d a d e obser 
vada p e l a h e m o g l o b i n a de Potamotrygon. 

A h e m o g l o b i n a d e Potamotrygon t a m b é m 
d i f e r e da m a i o r i a d a s h e m o g l o b i n a s d e e las 
m o b r â n q u i o s e m s u a i n c a p a c i d a d e para po l i 
m e r i z a ç ã o . P r o v a v e l m e n t e , o s r e s í d u o s d e sul -
f i d r i l o s não e s t ã o d i s p o n í v e i s na s u p e r f í c i e 
d e s t a s p r o t e í n a s p e l a f o r m a ç ã o d e p o n t e s d e 
d i s s u l f e t o i n t e r m o l e c u l a r . 

A h e m o g l o b i n a d e Potamotrygon l e m b r a as 
h e m o g l o b i n a s d e o u t r o s e l a s m o b r â n q u i o s e dos 
t e l e ó s t e o s p e l o s e u c o m p o r t a m e n t o c i n é t i c o 
e m que o e f e i t o d o f o s f a t o o r g â n i c o é m a n i f e s 
tado e m sua i n f l u ê n c i a sob a c o n s t a n t e 0 2 Qff. 
T a m b é m e s t a h e m o g l o b i n a p o s s u i u m e f e i t o 
Bohr c o m o a c o n t e c e na m a i o r i a das h e m o g l o 
b inas d e p e i x e . E n t r e t a n t o , a c o n t r i b u i ç ã o re 
lat iva da c o n s t a n t e COQ,, ao e f e i t o d e p H p a r e 
ce m a i o r do q u e a c a r a c t e r í s t i c a d e o u t r a s 
e s p é c i e s d e p e i x e . O pu2 da h e m o g l o b i n a 
f r a c i o n a d a d e Potamotrygon d i m i n u i a p r o x i m a 
d a m e n t e 33 v e z e s e n t r e p H 5,95 — 9 , 0 . S o b r e 
os v a l o r e s d e p H 6,3 — 8,8 a c o n s t a n t e COon 
a u m e n t a 4 ,4 v e z e s e a c o n s t a n t e 0 2 ^ d i m i n u i 
4,2 v e z e s . T a n t o a d i r e ç ã o c o m o a m a g n i t u d e 
das m u d a n ç a s nas c o n s t a n t e s "on" e "off" es 
tão e m c o n c o r d â n c i a q u a l i t a t i v a c o m os resu l 
t a d o s de e q u i l í b r i o . 

A d i s s o c i a ç ã o da s u b u n i d a d e , m e d i d a pe lo 
a u m e n t o e m p r o p o r ç ã o do m a t e r i a l d e r e a ç ã o 
ráp ida a p ó s a flash photolysis, p a r e c e ins ign i 
f i c a n t e e m c o n c e n t r a ç õ e s d e u r é i a a t é 5 M . 
E s t e s r e s u l t a d o s s ã o p o s t e r i o r m e n t e c o n f i r m a 
dos p e l o r e s u l t a d o do e q u i l í b r i o d e o x i g ê n i o e 
pe los e x p e r i m e n t o s d e d i s s o c i a ç ã o d e o x i g ê n i o 
r e a l i z a d o s e m u r é i a . A s s i m , e n q u a n t o a s e s p é 
c i e s d e Potamotrygon não m a n t é m c o n c e n t r a 
ç õ e s e l e v a d a s d e u r é i a no s a n g u e , s u a s h e m o 
g l o b i n a s , e n t r e t a n t o , r e t é m u m a e s t a b i l i d a d e 
n o t á v e l e m u r é i a . Prova p o s t e r i o r d e s t a e s t a 
b i l i d a d e v e m dos e s t u d o s d e d e s n a t u r a ç ã o d e 
u r é i a . E m b o r a , as c o n c e n t r a ç õ e s d e u r é i a nes
t e s e x p e r i m e n t o s e x c e d e s s e m d e m u i t o as 
c o n c e n t r a ç õ e s e n c o n t r a d a s e m e l a s m o b r â n 
q u i o s m a r i n h o s , u m a d i r e ç ã o d e f i n i d a é d iscer -

n í v e l . P a r e c e q u e a s h e m o g l o b i n a s d e t e l e ó s 
t e o s f o r a m m a i s f a c i l m e n t e d e s n a t u r a d a s do 
q u e as h e m o g l o b i n a s d e e l a s m o b r â n q u i o s . É 
o b s c u r o q u e v a n t a g e m f i s i o l ó g i c a v a d e r i v a r -
s e d e s t a e s t a b i l i d a d e a d i c i o n a l . P a r e c e e m v e z 
d e t e r p e r d i d o a e s t a b i l i d a d e e x t r a g e r a l m e n t e 
e x i b i d a p e l a s h e m o g l o b i n a s do e l a m o s b r â n -
q u i o s , a de Potamotrygon t e m m a n t i d o c e r t a 
e s t a b i l i d a d e , q u e s e u s a n c e s t r a i s f i l o g e n é t i c o s 
m a r i n h o s p o d e m t e r p o s s u í d o . 
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SUMMARY 

The hemolysates isolated from Amazonian 
stingrays, Potamotrygon sp. are heterogeneous. 
Their apparent molecular weights, determined by 
gel filtration, vary from 54,000 - 58,000. Gel filtration 
experiments of ferro and ferrihemoglobin show 
that all of the hemolysates are tetramers which 
do not polymerize upon oxidation. A Bohr effect 
is evident in oxygen equilibrium experiments 
of whole blood and of hemolysates. The p , / 2 of 
stripped hemolysates decreases 33-fold between pH 



5.95 — 9.0. Neither NaCl nor urea in concentrations 
up to 4 M significantly affect the oxygen affinity of 
the stripped hemolysate. The hemoglobin shows 
cooperative behavior. The n values, determined by 
the Hill equation, fall within the range 1.0 — 1.6 
between pH 6.0 — 9.0. The 0 2 dissociation and CO 
combination kinetics were measured by stopped 
flow spectrophotometry and flash photolysis 
respectively. The oxygen dissociation rate decreases 
and carbon monoxide combination rate increases 
with increasing pH both changing over four-fold 
between pH 6.3 — 8.8. The oxygen dissociation 
rate is also phosphate sensitive, increasing approxi
mately 22% in the presence of 1 mM A T P at pH 
6.3. Urea denaturation experiments indicate that 
Potamotrygonid hemoglobin is more stable at 
high urea concentrations than those of other 
elasmobranchs and teleosts, being only 50% 
denatured at urea concentrations greater than 9 M. 
The oxygen affinity of the blood is higher than 
those previously reported for many species of 
marine rays and skates p M = 12 mm Hg at 30°C in 
the absence of C 0 2 ) . 

BlBLIOGRAFIA 

ANTONINI, E. & BRUNORI, M. 
1971 — Hemoglobin and Myoglobin In Their 

Reactions with Ligands. North Holland, 
Amsterdam. 436 p. 

BONAVENTURA, C ; SULLIVAN, B. & BONAVENTURA, J. 
1974c — The effects of pH and anions on 

functional properties of hemoglobin 
from Lemur fulvus fulvus. J. Biol. 
Chem., 249:3768-3775. 

BONAVENTURA, J.; BONAVENTURA, C. & SULLIVAN, B. 
1974a — Hemoglobin of the electric Atlantic 

torpedo, Torpedo Nobiliana: A cooper
ative hemoglobin without Bohr effects. 
Biocbim. Biophys. Acta, 371:147-154. 

BONAVENTURA, J.; BONAVENTURA, C. & SULLIVAN, B. 
1974b — Urea tolerance as a molecular adap

tation of elasmobranch hemoglobins. 
Science, 186:57-59. 

BRUNORI, M. ; BONAVENTURA, J.; BONAVENTURA, C ; 
GIARDINA, B.; BOSSA, F . & ANTONINI, E. 

1974 — Hemoglobin from trout structural and 
functional properties. Molec. and Cell 
Biochem., 1:189-196. 

DAVIS, B.J. 
1964 — Disc electrophoresis-II: Method and 

application to human serum proteins. 
Ann. N. Y. Acad. Sci., 121:404-427. 

DILL, D.B.; EDWARDS, H T . & FLORKIN, M.A. 

1932 — Properties of the blood of skate (Raja 
• oscillata). Biol. Bull., 62:23-36. 

EDELSTEIN, S.J.; MCEWEN, B. & GIBSON, Q.H. 

1976 — Subunit dissociation in fish hemo
globins. J. BloL Chem. 251:7632-7637. 

PARMER, M . ; FYHN, H . J . ; FYHN, TJ.E.H. & NOBLE, R. 
1978 — Ocorrência de hemoglobinas de efeito 

Root em peixes amazônicos. Acta Ama
zônica 8(4) : Suplemento. (Este volume) 

FYHN, TJ.E.H; FYHN, H . J . ; DAVIS, B.J.; POWERS, DJÍ.; 
FINK, W . L . & GARLINK, R.L. 

1978 — Heterogeneidade de hemoglobinas nos 
peixes da Amazônia. Acta Amazônica 
8(4) : Suplemento. (Este volume). 

FYHN, U . E . H . & SULLIVAN, B. 

1975 — Elasmobranch hemoglobins: Dimeriza-
tion and polymerization in various 
species. Comp. Biochem. PhysioL 50B, 
119-129. 

GOLDSTEIN, L. & FOSTER, R . P . 

1971 — Urea biosynthesis and excretion in 
freshwater and marine elasmobranchs. 

Comp. Biochem. Physiol., 39B:415-421. 

GRIFFITH, R.W.; PANG, P.; SRTVASTAVA, A. & PICKFORD, G . 
1973 — Serum composition of fresh water 

stingrays (Potamotrygonidae) adapted 
to fresh and dilute seawater. Biol. Bull., 
144:304-320. 

HERSKOVIIS, T .T . ; JAILLET, H . & GADEGBKU, B. 
1970 — On the structural stability and solvent 

denaturation of proteins. II. Denatu
ration by ureas. J. Biol. Chem., 245: 
4544-4560. 

HUGHES, G . M . & WOOD, S C . 

1974 — Respiratory properties of the blood of 
the thornback ray (Raia clavata) Expe-
rientia 30/2, 167-168. 

MCCUTCHEON, F . 
1947 — Specific oxygen affinity of hemoglobin 

in elasmobranchs and turtles. J. Cell. 
Comp. Physiol., 29:333-338. 

MANWELL, C. 

1958 — Ontogeny of hemoglobin in the skate 
Raja binoculata. Science, 128:419-420. 

MANWELL, C. 

1963 — Fetal and adult hemoglobins of the 
spiny dogfish Squalis suckleyi. Arch. 
Biochem. Biophys., 101:504-511. 

MARTIN, J.P.; BONAVENTURA, J.; BRUNORI, M . ; FYHN, 

H.J.; FYHN, U .E .H. ; GARUCK, R.L.; POWERS, D . A . 
& WILSON. M.T . 

1978 — Isolamento e caracterização dos com
ponentes de hemoglobina de Mylossoma 
sp., um teleósteo da Amazônia. Acta 
Amazônica 8(4) : Suplemento. (Este vo-
lume). 

MUMM, D.P.; ATHA, D.H. & Ricos, A . 
1978 — The hemoglobin of the common sting 

ray, Dasyatis sabina: structural and 
functional properties. Comp. Biochem. 
Physiol., (No prelo). 

NELSON, J.S. 

1976 — Fishes of the World. John Wiley and 

Sons, New York, 415 p. 



URN STEIN, L . 

1964 — Disc electrophoresis — I. Background 

and theory. Ann. N. Y. Acad. Sci., 121: 

321-349. 

POWERS, D.A.; FVHN, H.J.; FYHN, U . E . H . ; MARTIN, 

J.P.; GARLICK, R.L. & WOOD, S.C. 

1978 — Estudo comparativo de equilíbrio de 

oxigênio no sangue de 40 gêneros de 

peixes da Amazônia. Acta Amazônica 

8(4) : Suplemento. (Este volume). 

RIGGS, A. 

1970 — Properties of fish hemoglobins in Fish 

Physiology. (Hoar, W . S. & Randall, 

D.J., eds.). New York, Academic Press, 

Vol. 4:209-251. 

RIGGS, A. & WOLBACH, R.A. 

1956 — Sulfhydryl groups and the structure of 

hemoglobin. J. Gen. Physiol., 39:585-605. 

SMITH, H . W . 

1931 — The absorption and excretion of water 

and salts by the elasmobranch fishes 

— I. Freswater elasmobranches. Am. J. Physiol., 

98:279-295. 

SULLIVAN, B. 

1974a—Amphibian hemoglobins. In: Chemical 

Zoology, (Florkin, M . & Sche?r, B . T . 

ed.). Academic Press, 9:77-118. 

SULLIVAN, B. 

1974b — Reptilian hemoglobins, In: Chemical 

Zoology, (Florkin, M . & Scheer, B.T. 

ed.). Academic Press, 9:353-374. 

THORSON, T .V. ; COWAN, C M . & WATSON, D .E . 

1967 — Potamotrygon sp.: elasmobranchs with 

low urea content. Science, 158:375-377. 

WEBER, R .E . ; JOHANSEN, K . ; LYKKEBOE, G. & MALOIY, 

G.O. 

1977 — The oxygen binding properties of hemo

globins from aestivating and active 

African lungfish. J. Exp. Zool., 199 : 

85-99. 


