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Resumo

Loricariichthys sp., um peixe aerébico do rio
Amazonas, tem um componente hemoglobinico prin-
cipal. Estudos quantitativos na cinética de disso-
ciacdo de O, e combinagio de CO a proteina foram
efetuados por experimentos “stopped-flow” a dife-
rentes valores de pH e uma concentracio constante
de 1,25 mM de ATP. A dissociacao de oxigénio mos-
tra um comportamento simples de 1.* ordem e uma
forte dependéncia de pH. Por outro lado, a cinéti-
ca da combinacido de CO foi homogénea e rdpida a
valores altos de pH, e lenta e claramente autocata-
litica a valores de pH abaixo de 7,0.

INTRODUGAO

As adaptacdes anatdmica e fisioldgica dos
peixes aer6bicos da familia Loricariidae permi-
te-os viver sob variadas concentragoes de oxi-
génio. Espera-se que alguns dos mecanismos
de adaptagdo envolvam as hemoglobinas, pois
as necessidades de oxigénio das espécies de
Loricariichthys sao maiores do que para outros
peixes. (Britsky, E., comunicacdo pessoal).
Para alcangar uma correlacédo entre as deman-
das respiratérias e as propriedades funcionais
da hemoglobina, sdc necessérios estudos qua-
litativos. Neste artigo, publicamos alguns re-
sultados sobre a cinética das reagboes de O:
e CO da hemoglobina de Loricariichthys em
funcdo do pH. Observe-se que o hemolisado
de Loricariichthys contém uma banda principal
de homoglobina encontrada por eletroforese
em gel de poliacrilamida a qual aparece difusa
e pode esta ser quimicamente heterogénea.
A relacdo entre estes espécimes e os descri-

tos por Fyhn et al., (1978) é incerta. Como
Fink & Fink enfatiza, a classificagdao dos Lori-
cariidae estd num estdgio primitivo. Na
verdade, um espécime de Loricariichthys
sp. revelou ser de uma espécie ainda nao pre-
viamente descrita (Fyhn et al., 1978; Fink &
Fink, 1978) . Os resultados publicados, embora
preliminarmente, sdo mais do que nunca uteis
como passo inicial para o entendimento das
propriedades funcionais completas do sangue
de Loricariichthys.

MATERIAL E METODOS

O hemolisado foi preparado por lavagem
dos globulos vermelhos recém-extraidos com
NaCl a 1,7%, EDTA 10° M e pH 7,5. A hemo-
lise foi efetuada por suspensdo dos glébulos
vermelhos em 1-2 volumes de EDTA 10° M,
tris-HCI 10° M pH 7,5, durante 1 hora. Apds
a adigdo de uma solugao de NaCl 1,0M para
uma concentracéo final de 0,1M, o hemolisado
foi deixado por duas horas e centrifugado a
15.000 rpm (Sorvall RC-2B) para remover frag-
mentos celulares. Os experimentos cinéticos
foram conduzidos em um aparelho “stopped-
flow" Durrum-Gibson (Gibson & Milves, 1964) .
A concentracdo de hemoglobina foi medida
usando-se um coeficiente de extingao milimo-
lar de E= 13,8 a 540 nm na forma oxi (Anto-
nini & Brunori, 1971). A concentracao de mo-
néxido de carbono foi calculada por titulagao
de mioglobina de cachalote com a solugao ga-
sosa unida ao ligante.

(*) — Versdo original inglesa publicada em Comp. Biochem. Physiol. vol. 62A (1). 1979.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

a) CINETICA DA DISSOCIAGAO DE OXIGENIO

A constante de velocidade de 1* ordem
para a dissociagdo de oxigénio a diferentes va-
lores de pH foi obtida misturando-se rapida-
mente: (i) uma solucdo de hemoglobina equi-
librada com ar em 2 mM de tris pH 8,0 e 2,5
mM de ATP com (ii) tampGes sem gas (a di-
ferentes valores de pH) contendo uma concen-
tragdo de cerca de 1mg/ml de Na; S; O.. A
dissociagdo de oxigénio segue um comporta-
mento simples de 1% ordem. A homogeneidade
do curso de tempo desta reagdo sugere que a
homogeneidade eletroforética ndo estd asso-
ciada com a heterogeneidade funcional gros-
seira.

A Fig. 1. descreve a dependéncia de pH na
constante de velocidade de 1* ordem para a
dissociagdo de O, e mostra um marcado efeito
Bohr normal. A linha continua é uma curva de
titulagdo tedrica para a dependéncia de pH de
K, com os parametros caracteristicos relacio-
nados na Tabela |. Advirta-se que, também
para a hemoglobina de mamiferos a constante
de dissociacdo de O. segue uma dependéncia
de pH simples, a qual foi classicamente as-
sociada com o efeito Bohr alcalino. (ver An-
tonini e Brunori, 1971) . Os pardmetros anélo-
gos para a hemoglobina humana sdo também
apresentados na Tabela I.

b) CINETICA DE COMBINAGAO DE MONOXIDO DE
CARBONO

Os experimentos de unido de CO & hemo-
globina de Loricariichthys foram efetuados por
mistura de: (i) uma solugéo contendo a pro-
teina em tampéo bis-tris ou tris a diferentes
valores de pH, na presencga de 2,5 mM de ATP
e ditionito com (ii) uma solucdo contendo
85 X 10° M de CO em &agua sem gés. Fig. 2
mostra o curso de tempo da combinagéo de CO
a dois valores de pH: 6,07 e 8,28. Estes expe-
rimentos foram efetuados sob condigdes de
excesso do Jigante além da concentragédo de
heme. Assim, os dados foram tratados como
um processo de aparente 1* ordem. Pode-se
notar, por comparagéo dos dois experimentos
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Fig. 1 — Dependéncia da constante de velocidade
de 1.2 ordem para dissociagdo de O, em pH. A rea.
¢do foi medida pelo método do ditionito em tam.
pobes bis-tris ou tris, 02M Cl— + 1,25 mM ATP.
Temperatura 20°C.

TABELA I — Cinética da dissociagio de oxigénio
de hemoglobina de Loricariichthys e humana,

Espécles K(éel- K(alea- pK app. Temp.
do)s-1 lino)s-1

Loricariichthys sp. 310 28 6.15 20
Homem 55 10 7.0 18

na Fig. 2, que o curso de tempo de unido do
ligante é de aparente 1? ordem a pH 8,28, in-
dicando que os efeitos de interagdo heme-
heme cineticamente observéveis ndao sao evi-
dentes a este pH. Por outro lado, a valores
inferiores de pH (por ex: pH 6,07), a combi-
nagdo é mais lenta e claramente autocatalitica.
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Isto mostra que o sistema é cooperativo a bai-
xos valores de pH. A Fig. 3 mostra a depen-
déncia de pH da velocidade média de combina-
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Fig. 2 — Curso de tempo da combinagio de CO com
deoxiemoglobina a pH 6,07 (circulos) e 8,28 (trian-
gulos), CO apds mistura = 4.3 X 10-5 M, ATP apds
mistura = 1,25 mM, t = 20<C, comprimento de on-
da de observacio, 420 nm.
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Fig. = Dependéncia da constante de velocidade
de 22 ordem para combinagdo de CO em pH, Con-
di¢bes experimentais como na Fig. 1.

Efeito do...

cédo total para CO (medida por volta de 50%
de reacéo), e indica a presenga de um signifi-
cativo efeito Bohr normal. Se introduzirmos as
conhecidas relagbes entre caracteristicas de
cooperatividade e afinidade de um modelo dois-
estdgios (Monod et. al. 1965), estes resultados
sugerem que a pH > 7 a hemoglobina de Lori-
cariichthys é caracterizada por alta afinidade
e baixa cooperatividade, enquanto a pH < 7,
os efeitos cinéticos de cooperatividade tornam-
se evidentes e a afinidade total ligante de-
cresce.
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SUMMARY

Loricariichthys sp., an air-breathing fish from
the Amazon River has one major hemoglobin
component, Quantitative studies on the kinetics of
O, dissociation and CO combination to the protein
were performed by stopped-flow experiments at
different pH values and a constant ATP concen-
tration of 1.25 mM. The oxygen dissociation shows
a simple first order behavior and a strong pH
dependence. The CO combination kinetics, on the
other hand, were homogeneous and fast at higher
pH values and slow and clearly autocatalytic at pH
values below 7.0.
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