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Resumo 

Foram isoladas duas hemoglobinas de um peixe 
caracídeo, Mylossoma sp. O componente eletroforéti-
co de maior migração anódica constitui 89% do he-
molisado total. As duas hemoglobinas nativas têm 
peso molecular aparente de 57.000 por cromatografia 
em gel. Os pesos moleculares aparentes das sub­
unidades desnaturadas são 14.000 por eletroforese 
em gel de dodecil sulfato de sódio. Não ocorre po­
limerização depois da oxidação com ferrocianeto 
de potássio. O estudo da união de oxigênio indica 
que o componente mais "anódico" da hemoglobina 
possui um efeito Root. Em pH 5,9 na presença de 
1 mM ATP a hemoglobina fica saturada apenas 45% 
quando equilibrada com ar a 1 atmosfera. O com­
ponente mais anódico possui um efeito Bohr nor­
mal que é aumentado em presença de 1 mM ATP. A 
cooperatividade, determinada por n na equação de 
Hill, varia com o pH. No pH 6,7 e abaixo deste na 
presença de 1 mM ATP, n < 1. A presença de l mM 
ATP causa uma redução em n em pH abaixo de 
8,2. O comportamento menos anódico evidencia um 
comportamento muito diferente tendo um efeito 
Bohr reverso A log P , / a / A pH=0,14, entre pH 7,0 
e 8,0 o qual muda para um efeito Bohr normal, 
A log P, / 2 / A P H = —0,13 com adição de l mM 
ATP. Esta hemoglobina mostra cooperatividade em 
todos os valores de pH estudados. Não mostra 
efeito Root. Estudos de cinética rápida da ligação 
CO e da dissociação do 0 2 dos componentes isola­
dos da hemoglobina mostraram que ambos proces­
sos são dependentes do pH para cada componente. 
Estes resultados são consistentes com as análises 
dos dados de equilíbrio do oxigênio. As hemoglobi­
nas de Mylossoma sp. se assemelham às de Hoplos-
ternum, truta, salmão, remora e cadozete, no grau 
de sua diferenciação funcional e podem representar 
especializações evolutivas designadas para servir 
funções fisiológicas diversas. 

I N T R O D U Ç Ã O 

A s h e m o g l o b i n a s d e p e i x e s t ê m s i d o In­
t e n s i v a m e n t e e s t u d a d a s nos r e c e n t e s a n o s . 
Elas s ã o e x p e r i m e n t a l m e n t e m a i s t r a t á v e i s q u e 
as h e m o g l o b i n a s d e m a m í f e r o e m inves t iga ­
ç õ e s c i n é t i c a s das t r a n s i ç õ e s c o n f o r m a c i o n a i s 
q u e a c o m p a n h a m a s l i g a ç õ e s e o f e r e c e m 
e x e m p l o s s u r p r e e n d e n t e s d a a d a p t a ç ã o m o l e ­
c u l a r à f i s i o l o g i a i n t e r n a e a m b i e n t e f í s i c o s 
e x t e r n o s . A m a i o r i a dos s a n g u e s dos p e i x e s 
c o n t é m v á r i a s h e m o g l o b i n a s e fo i s u g e r i d o 
q u e m u l t i p l i c i d a d e de p r o t e í n a s p o s s a s e r f is io­
l o g i c a m e n t e v a n t a j o s a ( R i g g s , 1 9 7 0 ) . B o n a v e n -
tu ra et al. ( 1 9 7 5 ) d e l i m i t a m 3 c a t e g o r i a s d e 
h e m o g l o b i n a s d e p e i x e s . A p r i m e i r a c l a s s e 
inclu i s i s t e m a s d e h e m o g l o b i n a s s i m p l e s e 
m ú l t i p l a s q u e são s e n s í v e i s à t e m p e r a t u r a e 
ao p H . N o s c a s o s e m q u e o c o r r e m h e m o g l o ­
b inas m ú l t i p l a s , os c o m p o n e n t e s são re la t i va ­
m e n t e n ã o d i f e r e n c i a d o s c o m r e s p e i t o a s e u 
c o m p o r t a m e n t o f u n c i o n a l . A s e g u n d a c l a s s e 
d e h e m o g l o b i n a s d e p e i x e s c o m p r e e n d e s is te ­
m a s d e m ú l t i p l o s c o m p o n e n t e s , cu jas h e m o ­
g l o b i n a s ind iv idua is d i f e r e m m a r c a d a m e n t e 
c o m r e s p e i t o a p r o p r i e d a d e s f u n c i o n a i s . A 
t e r c e i r a c l a s s e a b r a n g e h e m o g l o b i n a s q u e são 
s e n s í v e i s ao p H m a s não s e n s í v e i s à t e m p e r a ­
t u r a . C l a s s e do s i s t e m a 2 fo i c o g i t a d a para r e ­
p r e s e n t a r u m a c o n d i ç ã o " a v a n ç a d a " na e v o l u ­
ç ã o d a s h e m o g l o b i n a s dos p e i x e s . E n t r e t a n t o , 
d a d a a s u a c o m p l e x i d a d e m o l e c u l a r , g e r a l m e n ­
t e c o n s i s t i n d o d e 4 o u m a i s c o m p o n e n t e s , pou­
cos s i s t e m a s c o m o e s t e s j á f o r a m d e s c r i t o s . 
N u m e s f o r ç o d e a m p l i f i c a r a s p r e c e d e n t e s su-
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g e s t õ e s , e s t e t r a b a l h o s u m a r i z a as p r o p r i e d a ­
d e s f u n c i o n a i s das h e m o g l o b i n a s d e Mylosso­
ma sp. , u m p e i x e c a r a c í d e o que s e e n c o n t r a e m 
rios t r o p i c a i s , na A m é r i c a do S u l . O s i s t e m a 
de h e m o g l o b i n a s d e Mylossoma c o n t é m 2 c o m ­
p o n e n t e s f a c i l m e n t e s e p a r á v e i s ; cada qual s e 
a s s e m e l h a às h e m o g l o b i n a s c o r r e s p o n d e n t e s 
de t r u t a (Salmo irideus B r u n o r i , 1975 ) e o u t r a 
C l a s s e II de h e m o g l o b i n a s e m c e r t a s f a c e t a s 
do s e u c o m p o r t a m e n t o c i n é t i c o . 

M A T E R I A L E M É T O D O 

I S O L A M E N T O — E s p é c i m e s d e Mylossoma 
s p . f o r a m c o l e t a d o s e m n o v e m b r o e d e z e m b r o 
de 1976 , d u r a n t e u m a e x p e d i ç ã o no R / V " A l p h a 
H e l i x " no r io A m a z o n a s , a p r o x i m a d a m e n t e 
50 k m a c i m a , no r io S o l i m õ e s , da j u n ç ã o c o m 
o r io N e g r o . O s p e i x e s f o r a m c o l h i d o s e m r e d e 
de a r r a s t o e m a l h a d e i r a e t r a n s p o r t a d o s p a r a o 
" A l p h a H e l i x " para e s t u d o s . O s a n g u e e r a 
obt ido d e p u n ç ã o c a r d í a c a e c o l o c a d o e m se­
r ingas h e p a r i n i z a d a s d e v i d r o e g e l a d a s ( 1 0 0 
i>.i d e h e p a r i n a s ó d i c a , ( 5 0 0 0 I . U . / m ¿ ) e m 
1 , 7 % N a C I por 5 ml de 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 t o m a d a s e m t u b o s c a p i l a r e s 
d e 50 ¡¡.i e c o l o c a d a s por 3 m i n u t o s e m u m a 
c e n t r í f u g a d e s o r o para e s t i m a ç õ e s dos h e m a -
t ó c r i t o s . A s c é l u l a s v e r m e l h a s do s a n g u e fo­
r a m l a v a d a s 3 v e z e s e m 10 v o l u m e s d e 1 m M 
Tr is g e l a d o , p H 8 ,0 , 1 , 7 % N a C I e e n t ã o l i sadas 
e m 3 v o l u m e s d e 1 m M T r i s , p H 8,0 por 1 hora 
a 0 ° C . U m d é c i m o do 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 s a d o e a m i s t u r a fo i c e n ­
t r i fugada a 2 8 . 0 0 0 X g por 15 m i n u t o s para re ­
m o v e r r e s t o s c e l u l a r e s . O s o b r e n a d a n t e fo i 
en tão r e t i r a d o , sa l e f o s f a t o s o r g â n i c o s , por 
p a s s a g e m a t r a v é s de u m a c o l u n a d e S e p h a d e x 
d e 2,5 X 5 0 c m r e s i n a G-25 e q u i l i b r a d a e m 0,1 
m M T r i s , pH 8,5 s e g u i d o d e t r a t a m e n t o na co­
luna d e d e i o n i z a ç ã o c o m as s e g u i n t e s r e s i n a s 
de c i m a p a r a b a i x o : 2 c m D o w e x - 5 0 W f o r m a 
d e a m ó n i o , 2 c m D o w e x - 1 f o r m a a c e t a t o , 20 c m 
d e u m le i to d e r e s i n a m i s t u r a d a de B i o . Rad 
A G 501 — X ( 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 m a n t i d a a 5 °C a t é s e r u t i l i z a d a . U m a a m o s ­
t ra de e r i t r o c i t o s fo i c o n g e l a d a a -70°C , t r a n s ­
p o r t a d a e fh ge lo s e c o p a r a B e a u f o r t , C a r o l i n a 
do N o r t e e m a n t i d a a - 2 0 ° C p o r d o i s m e s e s . Em 
Beaufor t , a s c é l u l a s f o r a m d e s c o n g e l a d a s , l isa­

das e o p e s o m o l e c u l a r do d e r i v a d o c a r b ó x l da 
h e m o g l o b i n a fo i d e t e r m i n a d o p o r f i l t r a ç ã o e m 
gel. 

A B R E V I A Ç Õ E S — B is - t r i s , b is (2 h i d r o x i e t i l ) 
i m i n o t r i s ( 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 i d r o x i m e t i l ) a m i n o m e t a n o ; A T P , a d e n o s i n a 
t r i f o s f a t o : E D T A , á c i d o e t i l e n e d i a m i n e 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 2 9 o r d e m 
da c o m b i n a ç ã o do m o n ó x i d o d e c a r b o n o ; K. 
c o n s t a n t e d e 1 9 o r d e m d e v e l o c i d a d e d e d isso ­
c i a ç ã o do o x i g ê n i o ; P , / 2 , p r e s s ã o parc ia l do 
o x i g ê n i o na qua l m e t a d e dos g r u p o s h e m e 
a p r o v e i t á v e i s t e v e l igação d e o x i g ê n i o . 

P U R I F I C A Ç Ã O — O h e m o l i s a d o f r a c i o n a d o 
( 1 7 0 m g d e p r o t e í n a ) fo i t r a z i d o para p H 8,5 
e m t a m p ã o 0 ,05 T r i s - H C I e a p l i c a d o ao D E A E 
S e p h a d e x A - 5 0 c o l u n a d e t r o c a iôn ica (1 ,8 x 
2 0 c m ) e q u i l i b r a d a c o m o m e s m o t a m p ã o . A 
s e p a r a ç ã o o c o r r e u a 5 ° C . A c o l u n a fo i l a v a d a 
c o m e q u i l i b r a ç ã o d e t a m p ã o e o 1.° p ico e l u i u 
i m e d i a t a m e n t e . A c o l u n a fo i e n t ã o l avada c o m 
t a m p ã o 0 ,05 M T r i s - a c e t a t o p H 6,2 e o s e g u n d o 
p ico d e p r o t e í n a fo i o b t i d o . A p ó s a s e p a r a ç ã o , 
o e l u e n t e c o n t e n d o cada p i c o , fo i c o n c e n t r a d o 
por d i á l i s e c o n t r a 8 % p o l i e t i l e n o g l ico l M . W . 
2 0 . 0 0 0 d i s s o l v i d o e m 1,0 m M T r i s - H C I p H 8 ,0 . 

E L E T R O F O R E S E — E l e t r o f o r e s e v e r t i c a l e m 
gel de p o l i a c r i l a m i d a ( p H 8 ,9 , 7 , 5 % g e l s ) fo i 
f e i t a a 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 
D a v i s ( 1 9 6 4 ) e O r n s t e i n ( 1 9 6 4 ) . A m o s t r a s d e 
h e m o g l o b i n a ( 1 m g / m l ) e m t a m p ã o s u p e r i o r 
c o n t e n d o 0,1 M P - m e r c a p t o e t a n o l e u m a p e q u e ­
na q u a n t i d a d e d e d i t i o n i t o fo i b o r b u l h a d o 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 o aos geis- A l ­
b u m i n a s é r i c a b o v i n a fo i u s a d a c o m o p a d r ã o 
d e m o b i l i d a d e . O s geis f o r a m c o r a d o s por 3 
h o r a s e m C o o m a s s i e Br i l l i an t Blue R" 2 5 % , 
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 a q u o s a ( 1 : 2 : 4 ) 
e d e s c o r a d a por d i f u s ã o . O s geis f o r a m m e ­
d i d o s a 5 6 0 n m u s a n d o u m m e d i 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 d o r B e c k m a n 
D U . 

E S T U D O S D O P E S O M O L E C U L A R — E x p e r i m e n ­
t o s de f i l t r a ç ã o , e m gel f o r a m f e i t o s e m h e m o -
l i sados o x i d a d o s ( t r a t a d o s c o m K 3 F e ( C N ) e ) 
e e m h e m o l i s a d o s o x i g e n a d o s ( r e d u z i d o s c o m 
p - m e r c a p t o e t a n o l ) n u m a c o l u n a d e S e p h a r o s e 
4 B (2 x 9 0 c m ) e q u i l i b r a d a c o m 0,05 M T r i s , 
p H 7,5, 1 m M E D T A a 5 ° C , d e a c o r d o c o m Fyhn 
e S u l l i v a n ( 1 9 7 5 ) . Em a d i ç ã o o p e s o m o l e c u l a r 



do d e r i v a d o c a r b ó x i fo i m e d i d o . U m a c o l u n a 
d e 1,6 x 110 c m de r e s i n a A C A - 3 4 ( P r o d u t o r e s -
LKB) e m 0 ,05 M T r i s , p H 8,0. 1 m M E D T A a 
5 ° C foi p a d r o n i z a d a c o m c a t a l a s e d e f í g a d o 
b o v i n a , p i r u v a t o q u i n a s e , m i o g l o b i n a do m ú s ­
c u l o radu la r de búz io (Busycon caniculatum), 
oc - q u i m o t r i p s i n o g ê n i o - A ( p â n c r e a s b o v i n o ) , 
e m i o g l o b i n a de c a c h a l o t e . O s d a d o s f o r a m 
a n a l i s a d o s pe lo d e l i n e a m e n t o do v o l u m e de 
e l u i ç ã o de p r o t e í n a v s . o log do p e s o m o l e c u ­
lar { A n d r e w s , 1 9 6 4 ) . A m o s t r a s («= 2 0 m g / m l ) 
f o r a m a p l i c a d a s e m 0,05 M T r i s , p H 8,0 m a i s 
g l i c e r o l . 

Pesos m o l e c u l a r e s d e c a d e i a s d e h e m o g l o ­
bina d e s n a t u r a d a s f o r a m d e t e r m i n a d o s por e l e -
t r o f o r e s e e m d o d e c i l s u l f a t o de s ó d i o ( S D S ) 
d e a c o r d o c o m W e b e r e O s b o r n ( 1 9 6 9 ) e x c e t o 
que a s o l u ç ã o d e i n c u b a ç ã o fo i e m 6 M u r é i a 
e 0,1 M e m P - m e r c a p t o e t a n o l . T r a n s f e r i n a hu­
m a n a , a l b u m i n a s é r i c a b o v i n a , o v a l b u m i n a , 
oc - q u i m o t r i p s i n o g ê n i o - A , ( p â n c r e a s b o v i n o ) , e 
m i o g l o b i n a d e c a c h a l o t e f o r a m u s a d o s c o m o 
p a d r ã o d e p e s o m o l e c u l a r . A a l b u m i n a s é r i c a 
b o v i n a , c a t a l a s e , oc - q u i m o t r i p s i n o g ê n i o - A , 
o v a l b u m i n a , p i r u v a t o q u i n a s e e t r a n s f e r i n a f o ­
r a m o b t i d o s da C o m p a n h i a Q u í m i c a S i g m a . A 
m i o g l o b i n a d e c a c h a l o t e fo i o b t i d a d a C o m p a ­
nhia M i l e s - S e r e v a c e a m i o g l o b i n a do m ú s c u l o 
radu la r fo i p r e s e n t e do D r . R o b e r t T e r w i l l i g e r . 

E S T U D O S D O E F E I T O R O O T — O s c o m p o n e n -
t e s d e h e m o g l o b i n a f o r a m e x a m i n a d o s q u a n t o 
à p r e s e n ç a do e f e i t o R o o t . A s a b s o r b â n c i a s 
das s o l u ç õ e s d e h e m o g l o b i n a t a m p o n a d a s e 
e q u i l i b r a d a s c o m a r + 1 m M A T P f o r a m m o n i ­
t o r a d a s c o m o u m a f u n ç ã o d e p H . L e i t u r a s das 
d e n s i d a d e s ó p t i c a s e m d o i s c o m p r i m e n t o s de 
onda ( 5 6 0 , 5 7 6 n m ) f o r a m c o n v e r t i d a s para 
s a t u r a ç ã o f r a c i o n a l p e l a s e g u i n t e e q u a ç ã o e 
t i rada a m é d i a . 

Aobservado" A d e o x i 

= s a t u r a ç ã o f r a c i o n a l 
A m a x o x r A d e o x i 

1 . A d e o x i = 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 lob ina d e s o x i g e n a d a no p H e m e s t u d o . 

2 . A m a x ox i = a b s o r b â n c i a o b t i d a p a r a so lu ­
ção d e h e m o g l o b i n a o x i g e n a d a a p H 8 , 6 . 

3 . A o b s e r v a d o = a b s o r b â n c i a o b t i d a p a r a a 
s o l u ç ã o d e h e m o g l o b i n a o x i g e n a d a no p H 
e m e s t u d o . 

E S T U D O S D E E Q U I L Í B R I O D E O X I G Ê N I O — 

Equi l íbr io do o x i g ê n i o e m Mylossoma do san­
g u e to ta l fo i e f e t u a d o a 3 0 ° C p e l o m é t o d o d e 
P o w e r s , e í . a / . , ( 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 i c a n I n s t r u m e n t C o ) . O equ i l íb r io 
do o x i g ê n i o das h e m o g l o b i n a s p u r i f i c a d a s 
fo i f e i t o a 2 0 ° C c o m o d e s c r i t o e m Riggs 
e W o l b a c h ( 1 9 5 6 ) . A s s o l u ç õ e s d e h e m o g l o b i ­
na ( 6 0 nM h e m e ) f o r a m l e v a d o s para f o r ç a 
iôn ica 0 ,05 e m t a m p ã o T r i s o u B i s - t r i s . O va lor 
d e P i / 2 fo i d e t e r m i n a d o sob c o n d i ç õ e s d e va­
r i a ç ã o d e p H . E s t e s e x p e r i m e n t o s f o r a m e f e ­
t u a d o s na p r e s e n ç a e na a u s ê n c i a de 1 m M 
A T P . 

E X P E R I M E N T O S D E C I N É T I C A R Á P I D A — Ex­

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

u m a p a r e l h o G i b s o n - D u r r u m " s t o p p e d - f l o w " 

e q u i p a d o c o m u m p a s s o d e 2 c m d e o b s e r v a ­

ç ã o . C i n é t i c a d e d i s s o c i a ç ã o d e o x i g ê n i o fo i 

m e d i d a pe lo m é t o d o d i t i o n i t o ( A n t o n i n i & Bru­

nor i , 1971 ) e m p r e s e n ç a e a u s ê n c i a d e 1,25 

m M A T P . A c o n c e n t r a ç ã o h e m e n e s t e s e x p e r i ­

m e n t o s fo i 10-20 H-M a n t e s da m i s t u r a . A cons­

t a n t e da v e l o c i d a d e d e c o m b i n a ç ã o para monó­

x i d o d e c a r b o n o ( C O ) fo i o b t i d a pe la m i s t u r a 

ráp ida d e s o l u ç õ e s d e s o x i g e n a d a s reduz idas 

d e h e m o g l o b i n a (10 -20 nM e m h e m e ) e m t a m ­

pão Tr is o u Bis- t r is do p H d e s e j a d o e força 

iônica c o m u m a s o l u ç ã o d e c o n c e n t r a ç ã o co­

n h e c i d a , 8 6 / tM, d e m o n ó x i d o de c a r b o n o na 

á g u a . S o l u ç õ e s d e C O f o r a m o b t i d a s p e l a d i ­

lu ição q u a n t i t a t i v a d e 0,86 m M d e s o l u ç õ e s 

e s t o q u e de á g u a d e s t i l a d a e q u i l i b r a d a c o m gás 

a 1 a t m e 3 0 ° ± 1 ° C . E x p e r i m e n t o s d e l igação 

d e C O f o r a m e f e t u a d o s c o m o u m a f u n ç ã o d e 

p H c o m 1,25 m M A T P e s e m e l e , a r e a ç ã o fo i 

e s t u d a d a a u m a c o n c e n t r a ç ã o s a t u r a d a de C O 

e a n a l i s a d a c o m o u m p r o c e s s o d e p s e u d o 1 * 

o r d e m . 

T A M P Õ E S — Todos os t a m p õ e s e m p r e g a d o s 
e m e s t u d o s d e e q u i l í b r i o f o r a m d e f o r ç a iôn ica 
0 , 0 5 . Em e x p e r i m e n t o s d e c i n é t i c a , o t a m p ã o , 
a p ó s m i s t u r a , t a m b é m e r a d e 0 ,05 I . T a m p õ e s 
T r i s f o r a m u s a d o s e m e x p e r i m e n t o s c o m p H 
a c i m a d e 7 ,0 , e n q u a n t o t a m p õ e s B is - t r is f o r a m 
e m p r e g a d o s e m e x p e r i m e n t o s c o m p H a b a i x o 
d e 7 , 0 . 



R E S U L T A D O S 

C A R A C T E R I Z A Ç Ã O D O S C O M P O N E N T E S D E M Y -

L O S S O M A — C o m a e l e t r o f o r e s e , a h e m o g l o b i n a 
s e m o s t r o u e m 2 b a n d a s no gel d e po l i ac r i l a -
m i d a ( f i g . 1 ) . D e z i n d i v í d u o s f o r a m i n s p e c i o ­
nados e n e n h u m a v a r i a ç ã o n e s t e p a d r ã o fo i 
e n c o n t r a d a . D e n s i t o m e t r i a das c é l u l a s c o r a d a s 
r e v e l o u que o c o m p o n e n t e q u e m a i s m i g r a para 
o po lo p o s i t i v o c o m p r e e n d e 8 9 % da h e m o g l o ­
bina t o t a l . C o m p o n e n t e 1 , a e s p é c i e d e m i g r a ­
ção m a i s l e n t a , t e m u m a m o b i l i d a d e r e l a t i v a 
d e 0,15 e m c o m p a r a ç ã o c o m a a l b u m i n a s é r i c a 
b o v i n a , e n q u a n t o q u e a m o b i l i d a d e r e l a t i v a do 
c o m p o n e n t e 2 é 0,4 s o b a s m e s m a s c o n d i ç õ e s . 
A m é d i a dos h e m a t ó c r i t o s d e 8 e s p é c i m e s fo i 
4 5 ± 6 % . 

A h e m o g l o b i n a d e Mylossoma e l u i c o m o 
u m único pico d e p e s o m o l e c u l a r 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 e m gel sob a s c o n d i ç õ e s 
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Fig. 1 — Discos de gel em poliacrilamida do hemo-
lisado de Mylossoma e de hemoglobina humana. 
À esquerda, componentes 1 e 2 de hemoglobina de 
Mylossoma respectivamente são os mais próximos 
ao cátodo. A direita hemoglobina humana; o ânodo 
está localizado no final da figura. Albumina sérica 
bovina é a banda mais anódica em cada gel. 

de r e d u ç ã o e o x i d a ç ã o . O p e s o m o l e c u l a r apa ­
r e n t e da f o r m a c a r b o x i é 5 7 . 0 0 0 ( F i g . 2 ) . O 
p e s o m o l e c u l a r a p a r e n t e d a s c a d e i a s d e he ­
m o g l o b i n a d e s n a t u r a d a s fo i 1 4 . 1 0 0 , d e t e r m i ­
nado p e l a e l e t r o f o r e s e d e gel S D S . Es te v a l o r 
s e c o m p a r a f a v o r a v e l m e n t e ao p e s o m o l e c u l a r 
a p a r e n t e da c a d e i a d e h e m o g l o b i n a h u m a n a de 
1 4 . 6 0 0 o b t i d o s o b as m e s m a s c o n d i ç õ e s . 

A c r o m a t o g r a f i a e m D E A E S e p h a d e x s e p a ­
ra o h e m o l i s a d o do p e i x e e m 2 z o n a s h o m o g ê ­
n e a s s i m e t r i c a m e n t e e l u í d a s , p i c o s 1 e 2 ( f i g . 
3 ) , c o r r e s p o n d e n d o aos c o m p o n e n t e s 1 e 2 d o 
d isco e l e t r o f o r é t i c o d e gel r e s p e c t i v a m e n t e . 

E Q U I L Í B R I O D E O X I G Ê N I O — U m a p a r t e da 
p o r c e n t a g e m d e s a t u r a ç ã o d o s a n g u e d e My­
lossoma a 3 0 ° C v s . o log da p r e s s ã o p a r c i a l 
de o x i g ê n i o é a p r e s e n t a d o na F i g . 4 . A l i g a ç ã o 
d e o x i g ê n i o é c o o p e r a t i v a e o e f e i t o d e Bohr 
é e v i d e n t e . A P i / 2 do e r i t r o c i t o é 12 m m H g , 
a p H 7 , 6 . D e s d e que a h e m o g l o b i n a não pod ia 
s e r s a t u r a d a c o m o x i g ê n i o s o b c o n d i ç õ e s d e 
5 , 6 % de C O 2 e r a i m p o s s í v e l d e t e r m i n a r a P 1 / 2 
sob e s t a s c o n d i ç õ e s . E n t r e t a n t o , u m d e c r é s c i ­
m o na a f i n i d a d e d a l i g a ç ã o de o x i g ê n i o da he­
m o g l o b i n a e m p r e s e n ç a d e 5 , 6 % d e C 0 2 é no­
t á v e l . 

A d e p e n d ê n c i a do log P u 2 e n dos c o m p o ­
n e n t e s 1 e 2 f r a c i o n a d a s d a h e m o g l o b i n a e m 
p H e c o n c e n t r a ç ã o d e A T P a 2 0 ° C é i l u s t r a d a 
na F i g . 5, A e B . E s t i m a t i v a s do P 1 / 2 e n f o r a m 
c a l c u l a d a s p e l o s q u a d r a d o s m í n i m o s d e r e ­
g r e s s ã o dos d a d o s de e q u i l í b r i o para a e q u a ç ã o 
d e H i l l . O c o m p o n e n t e 2 m o s t r a u m e f e i t o d e 
p H e d e f o s f a t o . O P 1 / 2 na h e m o g l o b i n a f rac io ­
n a d a a u m e n t a a p r o x i m a d a m e n t e 80 v e z e s e n ­
t r e p H 8,3 e 5 ,9 , m u d a n d o d e 0 ,63 m m H g p a r a 
50 ,2 m m H g . E x i s t e u m a c o n s i d e r á v e l d isper ­
são nos d a d o s d e e q u i l í b r i o e m h e m o g l o b i n a 
s e p a r a d a s t o r n a n d o i m p o s s í v e l u m a a c u r a d a 
d e t e r m i n a ç ã o da m a g n i t u d e do e f e i t o B o h r . O 
e f e i t o Bohr m e d i d o e m p r e s e n ç a de 1 m M A T P 
e n t r e p H 7,0 e 8,0 é a p r o x i m a d a m e n t e A Log 
P 1 / 2 / A p H = 0 , 9 . O e f e i t o do A T P é d e s p r e z í ­
v e l e m pH a l t o e g r a d u a l m e n t e a u m e n t a e m 
p o t ê n c i a c o m o a b a i x a m e n t o d o p H , a u m e n t a n ­
do o e f e i t o Root e m v a l o r e s d e p H a b a i x o d e 
7 , 0 . A m u d a n ç a na P 1 / 2 a p H 7,6 c a u s a d a p e l a 
a d i ç ã o d e 1 m M A T P para o c o m p o n e n t e 2 f ra -
c i o n a d o , é d e 0 ,80 m m H g para 1,4 m m H g . 
U m a a l t e r a ç ã o d e 2 1 4 v e z e s no P 1 / 2 o c o r r e en­
t r e p H 8,6 e 5,9 e m p r e s e n ç a d e 1 m M A T P . 



E l u t i o n V o l u m e ( m l ) 

Fig. 2 — Cromatografia em DEAE Sephadex do he­
molisado de Mylossoma. As condições estão descri­
tas no texto. 

O g r a u d e c o o p e r a t i v i d a d e t a m b é m v a r i a 
c o m o p H . U m v a l o r n d e 1,0 é ob t ido para o 
c o m p o n e n t e 2 f r a c i o n a d o a p H 5,9; n a u m e n t a 
para 2,0 a p H 7,3 e m o n o t o n i c a m e n t e d e c l i n a 
para 1,2 a p H 9 , 1 . A d i ç õ e s de A T P a b a i x a m o 
va lor d e n sob p H 8 ,2 ; a p H 7,6 n = 1,4, a p H 
5.9 n ca i para 0 , 5 . 

O Pi / 2 do c o m p o n e n t e 1 f r a c i o n a d o a u m e n ­

ta c o m a u m e n t o de p H . O e f e i t o Bohr, e n t r e 

p H 7 ,0 e 8 , 0 , é A log P i / 2 / A p H = + 0 , 1 4 . O 

A T P r e v e r t e c o m p l e t a m e n t e o e f e i t o Bohr re-
f. J 
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Fig. 3 — Curva padrão de proteína para cromato­
grafia de gel ACA-34 da carbóxi hemoglobina de 
Mylossoma. ( O ) Hemoglobina de Mylossoma. Os 
padrões estão descritos no texto, em ordem de­
crescente de peso molecular. 

LOG P ( 0 2 ) 
Fig. 4 — Curvas de oxigenação do sangue total de Mylossoma a pH 7,6 e pH 7,0 a 30°C. Curva 1 a pH 7,6 ( — ) 
e curva 2 a pH 7,0 ( — ) representa a contínua oxigenação em ausência e presença de 5,6% de CO 3 respectiva­
mente. A curva medida a 5,6% de CO 2 não se aproxima à assyntota superior à pressão parcial do oxigênio 
atmosférico. Deste modo, sua posição exata é incerta. 



v e r s o ta l q u e A log P i / j / A p H s e t o r n a a p r o x i ­
m a d a m e n t e — 0,1 a "0,15 e n t r e p H 6,7 e 8 ,15 . 
A pH 9 , 1 , 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 A T P 
é a p a r e n t e , m a s a p H 6,7 o P 1 / 2 m u d a d e 1,3 
m m H g para 4,1 m m H g , u m a u m e n t o d e 3-ve-
z e s . O c o m p o n e n t e 1 é c o o p e r a t i v o e m t o d o s 
os v a l o r e s d e p H e x a m i n a d o s e m a m b a s as so­
l u ç õ e s d e h e m o g l o b i n a f r a c i o n a d a e s o l u ç ã o 
d e h e m o g l o b i n a f r a c i o n a d a + 1 m M A T P . O 
e f e i t o do ATP é a u m e n t a r a c o o p e r a t i v i d a d e na 
m a i o r i a dos v a l o r e s d e p H . O c o m p o n e n t e 1 
f r a c i o n a d o l iga o x i g ê n i o m e n o s r a p i d a m e n t e 
e m p H a l t o s q u e o c o m p o n e n t e 2 . C o n t u d o , a 
p H b a i x o , e s t a a f i n i d a d e é c o n s i d e r a v e l m e n t e 
m a i s a l ta q u e no c o m p o n e n t e 2 : A p H 9,1 a 
a f i n i d a d e da h e m o g l o b i n a f r a c i o n a d a do c o m ­
p o n e n t e 1 é 3 7 % do c o m p o n e n t e 2 , m a s sob 
p H 7.0, a a f i n i d a d e do c o m p o n e n t e 1 é m a i o r 
que a do c o m p o n e n t e 2 . 

D e s d e que A T P a u m e n t a o e f e i t o de Root 
no c o m p o n e n t e 2 , a p o r c e n t a g e m de o x i g e n a ­
ção d e 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 o 
c o m ar fo i m e d i d o c o m o u m a f u n ç ã o d e p H a 
2 0 ° C e m p r e s e n ç a d e 1 m M A T P ( F i g . 6 ) . 
T e n s õ e s a t m o s f é r i c a s d e o x i g ê n i o s ã o insuf i ­
c i e n t e s para s a t u r a r t o d o s os s í t ios h e m e sob 
pH 7 , 5 . A p e r c e n t a g e m d e s a t u r a ç ã o ca i p r e -
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Fig. 5, a & b — A dependência do P,/ , e n dos com­
ponentes', 1,5A e 2, 5B, a pH a 20°C. Hemolisado 
fracionadcf ( O ) e hemolisado fracionado + 1 mM 
ATP ( • ) de Mylossoma. Condições estão descritas 
no texto. 

Y 

Fig. 6 — A saturação fracionada Y , das soluções de 
hemoglobina não fracionada equilibradas com ar 
como uma função de pH em presença de 1 mM ATP. 
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Fig. 7 — A dependência da constante ( K ) de disso­
ciação de 1.* ordem para oxigênio do componente 1 
de hemolisado de Mylossoma com pH. Condições 
como as descritas no texto. Hemolisado fracionado 
( O ) , hemolisado fracionado + 1,25 mM ATP ( • ) . 

c i p i t a d a m e n t e sob p H 7,5 e s e a p r o x i m a d e 
u m v a l o r a b a i x o d e 4 5 % sob p H 6 . O c o m p o ­
n e n t e 1 não a m o s t r a e f e i t o R o o t . 

D A D O S D E C I N É T I C A R Á P I D A O s r e s u l t a -

dos da c i n é t i c a d e d i s s o c i a ç ã o do o x i g ê n i o dos 
c o m p o n e n t e s 1 e 2 sob p H 8,0 a p a r e c e na F ig . 
7 e 8 . A v e l o c i d a d e para o c o m p o n e n t e 1 f ra ­
c i o n a d o é a p r o x i m a d a m e n t e i n s e n s í v e l ao p H 
d e s t a o r d e m . E n t r e t a n t o , a p H 8,3 a v e l o c i d a d e 
in ic ia l a u m e n t a para 98 seg" ' e a r e a ç ã o t o r n a -
s e a u t o c a t a l í t i c a . S o b p H 8,0 a r e a ç ã o é h o m o ­
g ê n e a . A d i ç ã o d e A T P não a l t e r a o p a d r ã o do 



c o m p o r t a m e n t o a u t o c a t a l í t i c o m a s a v e l o c i d a ­
d e d e d i s s o c i a ç ã o a u m e n t a e m ba ixo p H , d e 
69 seg"' a p H 7.5 p a r a 1 2 0 seg"' a p H 6 , 0 . A 
r e a ç ã o a p a r e c e f o r a do n í v e l a o u a b a i x o p H 6. 
O c o m p o n e n t e 2 e x i b e u m m a r c a d o e f e i t o d e 
p H , a u m e n t a n d o a v e l o c i d a d e d e 17 seg" ' para 
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Fig. 8 — A dependência da constante ( K ) de disso­
ciação de 1.» ordem para oxigênio do componente1 

da hemoglobina de Mylossoma. Condições como as 
descritas no texto. Hemolisado fracionado ( O ) , he­
molisado fracionado + 1,25 mM ATP ( • ) 
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Fig. 9 — A constante de velocidade de combinação 
de 2* ordem ( T ) do monóxido de carbono do com­
ponente 1 da hemoglbina de Mylossoma vs. pH. 
Condições como as descritas no texto. Hemolisado 
fracionado ( O ) e hemolisado fracionado + 1,25 m H 
ATP ( • ) . 

O 

PH 
Fig. 10 — O logaritmo da constante de velocidade 
de dissociação de 2.« ordem d ' ) do monóxido de 
carbono do componente 2 da hemoglobina de 
Mylossoma vs. pH. Condições como as descritas no 
texto. Hemolisado fracionado ( O ) , hemolisado fra­
cionado + 1,25 mM ATP ( • ) 

9 9 s e g - ' e n t r e p H 7,0 e 6 , 3 . A c i m a de p H 7,0 e 
a b a i x o de p H 6 ,0 , há u m p e q u e n o e f e i t o de p H 
na v e l o c i d a d e . A T P não m o s t r a n e n h u m e f e i t o 
na v e l o c i d a d e d e d i s s o c i a ç ã o do o x i g ê n i o sob 
o p H e s t u d a d o . A r e a ç ã o d e d i s s o c i a ç ã o fo i 
h o m o g ê n e a e m q u a l q u e r p H . 

V e l o c i d a d e s 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 a v á r i o s v a l o r e s d e p H para c o m ­
p o n e n t e s 1 e 2 e s t ã o a p r e s e n t a d a s na F i g . 9 
e 1 0 . A r e a ç ã o d e c o m b i n a ç ã o para o c o m p o ­
n e n t e 1 não é a u t o c a t a l í t i c o e é h o m o g ê n e o e m 
p H e n t r e 5 ,8 e 8 , 0 . A c o n s t a n t e d e v e l o c i d a d e 
para o m a t e r i a l f r a c i o n a d o é r e l a t i v a m e n t e in­
s e n s í v e l a p H a u m e n t a n d o a p e n a s 6 ,7 x 10 ' 
M"' s e g - ' a p H 5,8 para 7 ,5 x 1 0 5 M"' seg" ' a 
p H 8 .0 . A d i ç ã o d e A T P a b a i x a a m é d i a c o n s t a n t e 
d e v e l o c i d a d e e n t r e e s t e s p H s e induz u m a no­
t á v e l s e n s i b i l i d a d e ao p H . A t a x a a u m e n t a d e 
3.6 x 10 5 M- ' seg" ' a p H 5,8 e 5 .8 x 1 0 5 M ' 1 s e g - ' 
a p H 8 , 0 . A v e l o c i d a d e d e c o m b i n a ç ã o d e C O 
para o c o m p o n e n t e 2 t o r n a - s e h e t e r o g ê n e a sob 
p H 7 . 0 . A c i m a d e s t e p H a r e a ç ã o é h o m o g ê n e a . 
A s v e l o c i d a d e s d e a m b a s as f a s e s r á p i d a e 
len ta sob p H 7 são p l o t a d a s . A f a s e ráp ida é 
i n s e n s í v e l a o p H e a o A T P . A f a s e l e n t a é sen­
s í v e l a o p H e n t r e 6,5 a 7 , 5 . A p H 6,0 a v e l o c i -



d a d e da f a s e ráp ida é a p r o x i m a d a m e n t e d e 32 -
v e z e s da f a s e l e n t a . E n t r e t a n t o , n e n h u m e f e i t o 
d e ATP na v e l o c i d a d e é v i s t o . A s duas f a s e s 
são p r o v a v e l m e n t e d e v i d a s ao d e s a c o p l a m e n t o 
e n t r e as c a d e i a s cc e P a p e s a r das a m p l i t u ­
d e s das d u a s f a s e s , e n q u a n t o c o m p a r á v e i s , 
não s e r e m do m e s m o t a m a n h o . 

D I S C U S S Ã O 

N e n h u m a v a r i a b i l i d a d e g e n é t i c a , d e t e r m i ­
n a d a p e l a e l e t r o f o r e s e d e gel fo i d e s c o b e r t a 
nos c o m p o n e n t e s da h e m o g l o b i n a Mylossoma. 
P o l i m o r f i s m o g e n é t i c o é u m f e n ô m e n o c o m u m 
e m h e m o g l o b i n a s d e e s p é c i e s de p e i x e s t e m ­
perados e b o r e a i s ( F r y d e n b o r g , 1 9 6 5 ; Fyhn & 
S u l l i v a n , 1974; H j o r t h , 1 9 7 5 ; H i o r t h & S i m o n -
s e n , 1975; B o n a v e n t u r a et ai, 1976 ) m a s é 
c o m p a r a t i v a m e n t e r a r o nas e s p é c i e s de p e i x e s 
a m a z ô n i c o s ( F y h n e f ai, 1 9 7 8 ) . O s p e s o s m o ­
l e c u l a r e s da h e m o g l o b i n a de Mylossoma n a t i v a 
e d e s n a t u r a d a s e a s s e m e l h a à q u e l e s o b t i d o s 
para o u t r 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 , a s s i m 
c o m o o p a d r ã o de e l u i ç ã o dos h e m o l i s a d o s t ra­
t a d o s c o m K 3 F e ( C N ) 6 e P - m e r c a p t o e t a n o l e m 
c r o m a t o g r a f i a d e gel. O s h e m a t ó c r i t o s de san­
gue de Mylossoma c a e m na o r d e m s u p e r i o r 
dos v a l o r e s r e l a t a d o s p a r a o u t r a s e s p é c i e s 
a m a z ô n i c a s ( J o h a n s e n & M a g n u m , 1 9 7 8 ) . 

A a f i n i d a d e d e o x i g ê n i o d o s a n g u e to ta l a 
p H 7,6, 3 0 ° C é, a l g u m a s v e z e s , m a i s b a i x a que 
as e n c o n t r a d a s e m o u t r a s e s p é c i e s a m a z ô n i ­
cas ( J o h a n s e n & M a g n u m , 1 9 7 8 ; P o w e r s e í ai, 
1978) a inda m a i s a l t as q u e a f i n i d a d e s d e san­
gue e e r i t r ó c i t o s r e l a t a d o s para m u i t a s e s p é ­
c ies n o r t e a m e r i c a n a s ( e . g . , t r u t a d e r io , 
Black ef. ai, 1976; " r a i n b o w " t r u t a , C a m e r o n , 
1 9 7 1 ; c a v a l a , P r o s s e r , 1 9 7 3 ; s a l m ã o , P r o s s e r , 
1973 : " w a h o o " , t u n a " b i g e y e " , a l b a c o r a , tuba ­
rão, 1 9 7 5 ) . A á g u a do r io S o l i m õ e s é m a i s 
q u e n t e , m a i s h i p ó x i c a e h i p e r c á r b i c a do q u e a 
dos m e i o a m b i e n t e m a r i n h o o u dos r ios n o r t e 
a m e r i c a n o s m a i s r á p i d o s ( J o h a n s e n & M a n g -
n u m , 1 9 7 8 ; F i s h e r , 1 9 7 8 ) . D e s t e m o d o , as es ­
p é c i e s de p e i x e s q u e h a b i t a m o r io S o l i m õ e s , 
pode e s p e r a r - s e , p o s s u e m h e m o g l o b i n a s c o m 
m a i s a l tas a f i n i d a d e s p e l o o x i g ê n i o q u e as dos 
p e i x e s q u e v i v e m e m á g u a s m a i s g e l a d a s , a m ­
b i e n t e s m e l h o r o x i g e n a d o s ( K r o g h & L e i t c h , 
1919 ; H o c h a c h k a & S o m e r o , 1 9 7 1 ; J o h a n s e n & 
M a g n u m , 1 9 7 8 ) . E n t r e t a n t o , o g ê n e r o Mylos­

soma c o n s i s t e d e e s p é c i e s a t i v a s , d e á g u a s 
m é d i a s . Ta is e s p é c i e s f o r a m r e l a t a d a s c o m o 
p o s s u i n d o h e m o g l o b i n a s que m o s t r a m g r a n d e s 
e f e i t o s d e p H e r e l a t i v a pouca a f i n i d a d e a o ox i ­
g ê n i o ( H a s h i m o t o et ai, 1 9 6 0 ; Y a m a g u c h i 
e í ai, 1 9 6 2 , 1 9 7 3 ; B l a c k , 1966; R i g g s , 1 9 7 0 ; 
C a m e r o n 1 9 7 1 ; Brunor i et ai, 1 9 7 4 ) . A s ob­
s e r v a ç õ e s p r e c e d e n t e s p o d e m e x p l i c a r p o r q u e 
os e r i t r ó c i t o s d e Mylossoma t ê m u m a b a i x a 
a f i n i d a d e p e l o o x i g ê n i o q u a n d o c o m p a r a d a s 
aos de o u t r a s e s p é c i e s a m a z ô n i c a s , m a s re la ­
t i v a m e n t e a l ta a f i n i d a d e q u a n d o c o m p a r a d a 
à q u e l a s , p r e v i a m e n t e m e n c i o n a d a s , e s p é c i e s 
n o r t e a m e r i c a n a s . 

A h e m o g l o b i n a f r a c i o n a d a do Mylossoma 
+ 1 m M A T P a p H 7 .6 , 2 0 ° C t e m u m a a f i n i d a d e 
p e l o o x i g ê n i o m a i o r c o m o s a n g u e a 3 0 ° C . 
A p e s a r da c o n t r i b u i ç ã o e n t á l p i c a para l igação 
de o x i g ê n i o não t e r s i d o d e t e r m i n a d a e m c o m ­
p o n e n t e s 1 e 2 , é p o s s í v e l q u e a s d i f e r e n ç a s 
da t e m p e r a t u r a e x p e r i m e n t a l c o n t r i b u a m e m 
p a r t e para a s d i f e r e n ç a s d e a f i n i d a d e 
o b s e r v a d a s . T a m b é m m o d u l a d o r e s c o m o 
inos i to l p e n t a f o s f a t o e g u a n o s i n a t r i f o s ­
fa to p o d e m e s t a r p r e s e n t e s e m e r i t r ó c i t o s 
e m a i s a d i a n t e a m p l i e m as d i f e r e n ç a s e m a f i ­
n i d a d e s de o x i g ê n i o e n t r e s o l u ç õ e s d e h e m o ­
g lob ina f r a c i o n a d a e os e r i t r ó c i t o s ( I s a a c k s 
e f ai, 1 9 7 7 ; J o h a n s e n & M a g n u m , 1 9 7 8 ; Tor-
racca et ai, 1 9 7 7 ) . A s p r o p r i e d a d e s f u n c i o n a i s 
do s i s t e m a d e h e m o g l o b i n a d e Mylossoma s e 
a s s e m e l h a m às de o u t r a s e s p é c i e s d e p e i x e s 
( i . e . , Hoplosternum, t r u t a , r e m o r a , c a d o z e t e , 
s a l m ã o ) no f a t o d e c o n t e r m ú l t i p l o s c o m p o ­
n e n t e s , q u e e x i b e m d i f e r e n t e s c o m p o r t a m e n ­
t o s d e l i g a ç ã 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 
Mylossoma d i f e r e das e n u m e r a d a s a c i m a e m 
q u e , p e l o m e n o s , o c o m p o n e n t e q u e é d e m i ­
g r a ç ã o m e n o s a n ó d i c a a p r e s e n t a e f e i t o Bohr 
r e v e r s o m a s q u e f a l t a d e e f e i t o Bohr e é s e n ­
s íve l a f o s f a t o s o r g â n i c o s . O e f e i t o Bohr re­
v e r s o se r e f l e t e nos e x p e r i m e n t o s d e c i n é t i c a 
e e q u i l í b r i o e nos e x p e r i m e n t o s d e f o c a l i z a ç ã o 
i s o e l é t r i c a f e i t o s por Bunn & R iggs ( 1 9 7 8 ) . 
O u t r a s e s p é c i e s a m a z ô n i c a s f o r a m s i m u l t a n e a ­
m e n t e d e s c o b e r t a s p o s s u i n d o h e m o g l o b i n a s 
c o m e f e i t o s Bohr r e v e r s o ( i . e . Pteryplichthys 
sp. , Brunor i e f ai, 1 9 7 8 ; Hoplosternum littora-
le, G a r l i c k e f ai, 1 9 7 8 ) ; e o e f e i t o Bohr r e v e r s o 
t i n h a s i d o p r e v i a m e n t e r e l a t a d o d e h e m o g l o ­
b inas d e e n g u i a s ( G i l l e n & R i g g s , 1 9 7 3 ; W e b e r 



e í ai, 1 9 7 5 ) . O e f e i t o e s t á c a r a c t e r i s t i c a m e n ­
t e a s s o c i a d o a h e m o g l o b i n a s d e a n f í b i o s , t e n ­
d o s i d o n o t i f i c a d a por U r o d e l e s , Amphiuma 
means, B o n a v e n t u r a , et ai, ( 1 9 7 7 ) , Tritón cris-
tatus, M o r p u r g o , et ai, ( 1 9 7 0 ) ; " C a e c i l i a n s " , 
Typhlonectes compressicauda, G a r l i c k et ai, 
( 1 9 7 8 ) e e m R a n i d a e , g i r i n o s d e Rana cates-

beiana, W a t t e R i g g s ( 1 9 7 5 ) . N e s t e s s i s t e m a s , 
p e q u e n o s a n i o n s e f o s f a t o s o r g â n i c o s g e r a l ­
m e n t e a n u l a m o u m e s m o r e v e r t e m o e f e i t o 
Bohr r e v e r s o . Por o u t r o lado , a h e m o g l o b i n a 
c a t ó d i c a d e t r u t a é i n s e n s í v e l a f o s f a t o s orgân i ­
c o s . Brunor i e r ai. (1975) m o s t r a r a m na h e m o ­
g lob ina d e t r u t a q u e e s t a i n s e n s i b i l i d a d e 
a u m e n t a a l c a n ç a n d o - s e c o m o u m r e s u l t a d o 
i m p e d i m e n t o s e s t é r i c o s , à f a l t a d e c o m p l e m e n ­
t a r i d a d e d e c a r g a e n t r e o m o d u l a d o r e o s í t i o 
de l i g a ç ã o . 

É u m f a t o i n t e r e s s a n t e q u e h e m o g l o b i n a s 
d e p e i x e s c o m e f e i t o Bohr r e v e r s o t e n h a m s ido 
e n c o n t r a d o e m p e i x e s a m a z ô n i c o s . C o n f o r m e 
a f i r m a ç ã o a n t e r i o r , m u i t a s d e s t a s e s p é c i e s 
a t r a v e s s a m p e r í o d o s d e " s t r e s s " d e o x i g ê n i o . 
A p r e s e n ç a d e h e m o g l o b i n a s f o s f a t o - s e n s i t i ­
vas a s s o c i a d a c o m a r e g u l a ç ã o f i s i o l ó g i c a da 
c o n c e n t r a ç ã o d e f o s f a t o i n t r a c e l u l a r t e m s ido 
e v o c a d a c o m o u m m e c a n i s m o para a u x i l i a r a 
e x t r a ç ã o d e o x i g ê n i o de a m b i e n t e s h i p ó x i c o s 
( W o o d & J o h a n s e n , 1 9 7 2 , 1973a , b; W o o d et ai, 
1975; B o n a v e n t u r a et al. 1 9 7 7 ; G r e a n y & 
P o w e r s , 1 9 7 8 ) . S i m i l a r m e n t e , h e m o g l o b i n a s 
c o m e f e i t o Bohr r e v e r s o e s t ã o a s s o c i a d a s c o m 
e s p é c i e s de a n f í b i o s que v i v e m e m habitats d e 
baixa c o n c e n t r a ç ã o d e o x i g ê n i o e s e a c r e d i t a 
q u e a j u d e m a o a n i m a l na e x t r a ç ã o d e o x i g ê n i o 
d e a m b i e n t e s h i p ó x i c o s ( B o n a v e n t u r a ef. ai, 
1 9 7 7 ) . D e s t e m o d o , o c o m p o n e n t e 1 da h e m o ­
g lob ina d e Mylossoma p o d e p e r m i t i r a r e t i r a d a 
do o x i g ê n i o q u a n d o as c o n c e n t r a ç õ e s d e o x i ­
g ê n i o do a m b i e n t e são b a i x a s . C o m p l e m e n t a n ­
d o , o f a t o d e p o s s u i r u m a h e m o g l o b i n a c o m 
e f e i t o Bohr r e v e r s o p o d e a u m e n t a r a r e t i r a d a 
d e o x i g ê n i o p e l o s a n g u e d u r a n t e p e r í o d o s e m 
q u e o p H d o s a n g u e d i m i n u i u m a s i t u a ç ã o e n ­
c o n t r a d a d u r a n t e i n t e n s a a t i v i d a d e f í s i c a . 

A m a i o r c o n t r i b u i ç ã o c i n é t i c a , para o e f e i ­
to Bohr r e v e r s o e m p H a c i m a d e 7,5 no c o m ­
p o n e n t e 1 da h e m o g l o b i n a f r a c i o n a d a . e n c o n -
t r a - s ê na v e l o c i d a d e d e d i s s o c i a ç ã o do o x i g ê n i o 
a qual d i m i n u i q u a n d o o p H d i m i n u i . E n t r e t a n ­
t o , os d a d o s não e x p l i c a m o d e c r é s c i m o u l te ­

r ior no P i / 2 b a i x o p H 7,5 a s s i m c o m o a v e l o c i ­
d a d e d e d i s s o c i a ç ã o d e o x i g ê n i o , n e m a 
a l t e r a ç ã o da v e l o c i d a d e d e c o m b i n a ç ã o d e C O 
s a t i s f a t o r i a m e n t e a p H d e o r d e m i n f e r i o r . Ta l ­
v e z a l igação d e C O não i m i t e c o m p l e t a m e n t e 
o p r o c e s s o d e l i g a ç ã o d e o x i g ê n i o na h e m o ­
g l o b i n a d e Mylossoma. A i n d u ç ã o d e u m e f e i t o 
Bohr n o r m a l por 1 m M A T P s e r e f l e t e e m a m ­
bas as v e l o c i d a d e s d e C 0 o c e 02off. 

O h e m o l i s a d o d e t o d o s os m e m b r o s da fa­
m í l i a Characidae, e x a m i n a d o s por F a r m e r , et 
al. ( 1 9 7 2 ) , e x i b e m e f e i t o s R o o t . C o m o a p o n ­
t a d o s p e l o s a u t o r e s , o p a p e l f i s i o l ó g i c o do 
e f e i t o Root , n e s t e s p e i x e s , não é o b o m b e a ­
m e n t o d e gás p a r a d e n t r o da b e x i g a n a t a t o r i a , 
d e s d e q u e os p e i x e s q u e p o s s u e m b e x i g a s na­
t a t o r i a s não p o s s u e m a " r e t e m i r a b i l e " . O 
ún ico a p a r e l h o d e b o m b e a m e n t o d e gás que 
s e e n c o n t r a n e l e s é o da r e d e c o r ó i d e do o lho . 
A a f i n i d a d e do c o m p o n e n t e 2 m u d a para a c i m a 
d e 2 0 0 - v e z e s e n t r e p H 6,3 e 8 , 6 . A s e n s i b i l i d a ­
d e a o p H do e q u i l í b r i o do o x i g ê n i o se r e f l e t e 
t a n t o na v e l o c i d a d e d e c o m b i n a ç õ e s c o m o na 
c o n s t a n t e de d i s s o c i a ç ã o do o x i g ê n i o . En t re ­
t a n t o , n e m a c o n s t a n t e c i n é t i c a é s e n s í v e l ao 
A T P , e m m a r c a d o c o n s t r a s t e c o m os resu l ta ­
dos de e q u i l í b r i o . E m o u t r a s e s p é c i e s ( i . e . , 
" s p o t " , t r u t a , c a r p a ) o A T P g e r a l m e n t e a f e t a a 
c o n s t a n t e d e d i s s o c i a ç ã o do o x i g ê n i o , c o m u m 
e f e i t o m á x i m o o c o r r e n d o a p H b a i x o . A ve lo ­
c i d a d e d e d i s s o c i a ç ã o d e 0 2 da h e m o g l o b i n a 
d e " s p o t " e x c e d e 3 0 0 s e g - 1 a p H ba ixo c o m o 
d e t e r m i n a d o p e l a e s p e c t o f o t o m e t r i a " s t o p p e d -
f l o w " ( B o n a v e n t u r a e f ai, 1 9 7 6 ) ; a h e m o g l o ­
b ina c o m o e f e i t o Root d a t r u t a a t i n g e u m a 
v e l o c i d a d e d e d i s s o c i a ç ã o d e 0 2 d e 1100 s e g - 1 

a p H 7,0 c o m o d e t e r m i n a d o p e l o s e s t u d o s d e 
v a r i a ç ã o de t e m p e r a t u r a s ( G i a r d i n a er ai, 
1 9 7 3 ) . O v a l o r m á x i m o m e d i d o d o c o m p o n e n t e 
2 d e Mylossoma fo i 9 9 s e g " ' . A s d u a s f a s e s 
da d i s s o c i a ç ã o do o x i g ê n i o p r o v a v e l m e n t e re­
s u l t a m das d i f e r e n ç a s i n e r e n t e s às p r o p r i e d a ­
d e s d e l igação das c a d e i a s oce[J. O d e s e m p a r e -
I h a m e n t o c i n é t i c o das c a d e i a s t ipo oc e P da 
h e m o g l o b i n a d e Mylossoma s e m a n i f e s t a na 
h e t e r o g e n e i d a d e da v e l o c i d a d e d e c o m b i n a ç ã o 
do m o n ó x i d o d e c a r b o n o a p H a b a i x o d e 7,0 e 
e m v a l o r e s b a i x o s d e n o b s e r v a d o s e m e x p e r i ­
m e n t o s d e e q u i l í b r i o a p H 5 ,9 . É p o s s í v e l q u e 
a d i s s o c i a ç ã o d e o x i g ê n i o da h e m o g l o b i n a d e 
Mylossoma s e j a h e t e r o g ê n e a a p H b a i x o s con-



t e n d o u m a f a s e l en ta não s e n s í v e l e f o s f a t o s 
o r g â n i c o s e f a s e ráp ida d e p e n d e n t e d e A T P . 
a qual é p e r d i d a no a p a r e l h o " s t o p p e d - f l o w " . 
Tal h e t e r o g e n e i d a d e fo i r e l a t a d a para a h e m o ­
g lob ina de u m p r o s í m i o Lemur fulvus fulvus 
( B o n a v e n t u r a e f al., 1 9 7 4 ) e e s t a r i a m a i s d e 
a c o r d o c o m os n o s s o s d a d o s d e e q u i l í b r i o , 
m a s , no m o m e n t o , não p o d e m o s o f e r e c e r ne­
n h u m a e v i d ê n c i a para i s t o . 

U l t e r i o r e s e v i d ê n c i a s para a s e m e l h a n ç a 
do s i s t e m a d e h e m o g l o b i n a Mylossoma c o m o 
da t ru ta s u r g i r a m d o s e x p e r i m e n t o s i m u n o l ó ­
g icos de R e i c h l i n & D a v i s ( 1 9 7 8 ) . O c o m p o ­
n e n t e 1 d e Mylossoma r e a g e f o r t e m e n t e e m 
r e a ç ã o c ruzada no t e s t e d e dup la d i f u s ã o c o m 
ant i -soro p r e p a r a d o c o m h e m o g l o b i n a c a t ó d i c a 
d e t r u t a . N e n h u m a r e a ç ã o c r u z a d a é o b s e r v a ­
da e n t r e o c o m p o n e n t e 1 e o a n t i - s o r o e s p e c í ­
f i co para a h e m o g l o b i n a p H - s e n s í v e l da t r u t a . 
A s i t u a ç ã o c o n t r á r i a fo i o b t i d a p a r a o c o m p o ­
n e n t e 2 d e Mylossoma; n a q u e l a a r e a ç ã o cru­
zada r e a g e f o r t e m e n t e c o m a n t i - c a r p a m a s não 
c o m s o r o a n t i - t r u t a I . Poder -se - ia p e n s a r q u e 
as s e m e l h a n ç a s na f u n ç ã o da h e m o g l o b i n a po­
d e m t e r s ido a c o m p a n h a d a s por s e m e l h a n ç a s 
na e s t r u t u r a da p r o t e í n a i m u n o l o g i c a m e n t e de ­
t e c t á v e i s e e v o l u t i v a m e n t e c o n s e r v a d a s . 

C O N C L U S Ã O 

O s i s t e m a de h e m o g l o b i n a d e Mylossoma 
s e a s s e m e l h a aos d e e s p é c i e s d e p e i x e s a t i ­
vas , as qua is v i v e m n o h e m i s f é r i o s e t e n t r i o n a l 
e m s e u p a d r ã o d e c o m p o s i ç ã o m o l e c u l a r e 
c o m p o r t a m e n t o f u n c i o n a l . D e s t e m o d o . m ú l t i ­
p los s i s t e m a s d e h e m o g l o b i n a , d e s i g n a d o s 
para p r e e n c h e r u m a s é r i e d e d e m a n d a s m e t a ­
bó l i cas , p o d e t e r e v o l u í d o c o m o u m a s o l u ç ã o 
gera l para o p r o b l e m a da c o m p l e x i d a d e m e t a ­
ból ica e m p e i x e . E n t r e t a n t o , a r e l a t i v a m e n t e 
a l ta a f i n i d a d e c o m o x i g ê n i o da h e m o g l o b i n a 
d e Mylossoma e a p r e s e n ç a d e u m c o m p o n e n t e 
c o m e f e i t o Bohr r e v e r s o p a r e c e s e r c a r a c t e r í s ­
t i co de c e r t a s e s p é c i e s a m a z ô n i c a s e p o d e 
aux i l i a r e s t e s p e i x e s na o b t e n ç ã o d e o x i g ê n i o 
de u m a m b i e n t e h i p ó x i c o . 

A G R A D E C I M E N T O S 

M a u r i z i o Brunor i e x p r e s s a s e u s a g r a d e c i ­
m e n t o s ao C o n s e l h o N a c i o n a l d e P e s q u i s a 
( C . N . R . ) d a I tá l ia p e l o a p o i o f i n a n c e i r o . 

J o s e p h B o n a v e n t u r a r e c o n h e c e a g r a d e c i d a m e n -
t e as c o n c e s s õ e s d o I n s t i t u t o N a c i o n a l d e 
S a ú d e dos E s t a d o s U n i d o s e da F u n d a ç ã o Na ­
c iona l d e C i ê n c i a . M i c h a e l T . W i l s o n r e c o n h e ­
c e a g r a d e c i d a m e n t e as v i a g e n s p e r m i t i d a s p e l a 
" R o y a l S o c i e t y " e a " D u k e B i o m e d i c a l R S G 
G r a n t " do I n s t i t u t o N a c i o n a l d e S a ú d e . U n n i 
E . H . Fyhn r e c o n h e c e u m a c o n c e s s ã o d e v ia­
g e m do C o n s e l h o N o r u e g u ê s d e P e s u i s a para 
C i ê n c i a e H u m a n i d a d e s . G o s t a r í a m o s d e agra ­
d e c e r ao g o v e r n o b r a s i l e i r o por p e r m i t i r - n o s 
f a z e r p e s q u i s a e m s u a s á g u a s . J o s e p h Bona­
v e n t u r a r e c o n h e c e a g r a d e c i d a m e n t e o a p o i o do 
" O N R C o n t r a c t N D - 0 0 1 4 - 7 5 - C - 0 1 9 0 " . A p o i o ad i ­
c i o n a l fo i d a d o por " N I H g r a n t B M - 2 1 3 1 4 " ( p a r a 
A . R i g g s ) . 

S U M M A R Y 

The two hemoglobins of a characid fish, Mylos­
soma sp. have been isolated. The more anodally 
migrating electrophoretic component constitutes 
89% of the total hemolysate. The two native hemo­
globins have apparent molecular weights of 57,000 
by gel chromatography. The apparent molecular 
weights of the denatured subunits are 14,100 by 
sodium dodecyl sulfate gel electrophoresis. No 
polymerization occurs after oxidation with potassi­
um ferricyanide. Oxygen binding studies indicate 
that the more anodal hemoglobin component 
possesses a Root effect. At pH 5.9 in the presence 
of 1 mM ATP the hemoglobin is only 45% saturated 
when equilibrated with air at one atmosphere. The 
more anodal component possesses a normal Bom-
effect which is enhanced in the presence of 1 mM 
ATP. The cooperativity, as determined by n of the 
Hill equation varies with pH. At and below pH 
6 . 7 in the presence of 1 m M ATP, n < 1. The 
presence of 1 mM ATP causes a reduction in n 
below pH 8.2. The less anodal component evinces 
very different behavior having a reverse Bohr effect 
A log p V i A / pH = 0.14, between pH 7.0 and 8.0 
which changes to a normal Bohr effect, A log p y2 / A 
pH = — 0.13 upon addition of 1 mM ATP. This 
hemoglobin shows cooperativity, at all pH values 
studied. It does not show a Root effect. Rapid 
kinetic studies of CO binding and 0 2 dissociation 
of the isolated hemoglobin components show that 
both processes are pH dependent for each of the 
components. These results are consistent with the 
analysis of the oxygen equilibrium data. Mylossoma 
hemoglobins resemble those of Hoplosternum, 
trout, salmon, sucker and loach in the degree of 
their functional differentiation and may represent 
evolutionary specializations designed to serve di­
verse physiological functions. 
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