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Resumo 

Têm sido estudados os efeitos de pH e fos­
fatos orgânicos no equilíbrio e propriedades ci­
néticas na união de ligantes das hemoglobinas 
de dois peixes relacionados à Amazónia, Osteo. 
glossum bicirrhosum de respiração branquial obri­
gatória e Arapaima gigas, de respiração aérea obri­
gatória. As hemoglobinas de ambos os peixes exi­
bem, um efeito Root, a minima afinidade pelo oxi­
gênio esta associada com a completa perda da 
cooperatividade na união do ligante. Nesta baixa 
afinidade, estado T, há uma grande heterogeneida­
de das unidades de ambas as hemoglobinas como é 
evidenciado pelo coeficiente de Hill menor a, uni­
dade e a cinética bifásica na combinação de monó­
xido de carbono. A maior diferença nas proprie­
dades das hemoglobinas destes dois peixes é encon­
trada a pH altos (acima de pH 8) onde ambas as 
hemoglobinas exibem sua mais alta afinidade pelo 
ligante. Aqui ambas as hemoglobinas diferem em 
sua afinidade e cooperatividade com a qual elas se 
unem a seus ligantes, tendo a hemoglobina de Ara­
paima a menor afinidade porém a mais alta coope­
ratividade. 

I N T R O D U Ç Ã O 

Osteoglossum bicirrhosum e Arapaima gi­

gas são membros dos Osteoglossides, os quais 

são encontrados, em grande quantidade, nas 

águas do sistema de rios da Amazónia. A s he­

moglobinas destes peixes são consideravel­

mente interessantes. Primeiro, nenhuma das 

hemoglobinas desta família primitiva de peixes 

tem sido estudadas funcionalmente e pormeno­

rizadamente. Segundo, estes peixes, estricta­

mente relacionados, obtém oxigênio de manei­

ras diferentes. Osteoglossum é de respiração 
branquial com brânquias bem desenvolvidas. 
Arapaima, por outro lado, é de respiração aérea 
obrigatória. Esta comparação das propriedades 
das hemoglobinas destas duas espécies pode­
ria revelar alguma adaptação molecular de 
seus diferentes mecanismos respiratórios. 
Finalmente, as hemoglobinas destes peixes 
são particularmente convenientes de estudar 
porque estas são pouco numerosas. Osteoglos­
sum possui uma hemoglobina simples enquan­
to o fenótipo prevalecente de Arapaima tem 
dois, os quais parecem ter propriedades fun­
cionais muito s imi lares. 

O equilíbrio e cinética de reação de hemo­
globinas de Osteoglossum e Arapaima foram 
examinados com vários l igantes. A s hemoglo­
binas de ambas as espécies apresentam efeito 
Root i . e . , suas afinidades pelo oxigênio são 
tão baixas a valores de pH abaixo 6,5, que eles 
diminuem sua capacidade de saturação com 
oxigênio ainda quando equilibradas com ar. 
Nesta faixa de pH, as hemoglobinas têm pro­
priedades muito s imi lares. Particularmente, 
nota-se a marcada heterogeneidade que ela 
exibe, especialmente na cinética e sua reação 
com monóxido de carbono. 

M A T E R I A I S 

Espécimes de Osteoglossum bicirrhosum 

foram coletados em novembro e dezembro de 

1976, durante a expedição com R /V "Alpha 

Hel ix " numa área ao redor de 30 milhas acima 

da foz do rio Amazonas (rio Solimões) com o 
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rio Negro. Os animais (peso 147-2500 g) fo­
ram procurados por arrastão e malhadeiras na 
saída do lago de Janauacá, e num ponto isolado 
que foi localizado 1,5 milhas acima num riacho 
entre o rio Sol imões e o lago de Janauacá e 
aproximadamente a 500 m ao oeste deste ria­
cho. O período de coleta foi no final do período 
da seca quando atinge o ponto mais baixo o 
nível da água nos lagos e r ios. Na saída do 
lago de Janauacá, havia um fluxo lento de 
águas preta do lago em decl ive. A temperatura 
da água era de 28-30°C e o pH varia entre 6,5 
e 7,0 (Fisher, 1975). O depósito onde foram 
aglomerados os peixes era de tamanho apro­
ximado 40 x 60 m com uma profundidade de 
20-40 c m . Este foi parcialmente coberto por 
plantas aquáticas, e o fundo era extremada­
mente brando e lamacento. A água preta es­
tagnada tinha uma temperatura aproximada­
mente de 30°C e quase snóx ica. Os animais 
foram usualmente mantidos em água corrente 
só por poucas horas antes de ser sangrados. 

Espécimes de Arapaima gigas foram obti­
dos de pescadores locais durante a mesma 
expedição. Estes animais, com peso que va­
riava de 1,5 a 3,0 kg, foram mantidos em água 
corrente por tempo variado (de poucas horas 
a vários dias) antes de sangrados. 

M É T O D O S 

O sangue destes pei xes foi obtido por pun­
ção cardíaca ou da veia caudal, retirado com 
seringa de vidro heparinizada (100 de he-
parina sódica 5000U.I./ml) em 1,7%NaCI por 
5 ml de sangue) . A preparação do hemolisado, 
a regular eletroforese em gel de disco pH 8,9) 
e com doedecil sulfato de sódio ( S D S ) foram 
levadas conforme o descrito por Fyhn ef al., 
(1978). O hematócrito foi medido com mate­
rial fresco, misturando o sangue cuidadosa­
mente através de um tubo de micro hematócri­
to. No gel normal de disco foi calculada a ra­
zão entre a distância de migração de um 
componente de hemoglobina e a distância de 
migração da albumina de soro de bovino no 
mesmo gel, usado para comparar a mobilidade 
dos componentes de hemoglobinas em diferen­
tes corridas de gel. Estas razões são reporta­
das como uma mobilidade relativa. 

A afinidade pelo oxigênio do sangue total 
foi determinada com um aparelho "Aminco 

Hem-O-Scan" . O conteúdo de C 0 2 em fase 
gasosa foi diversif icada no sentido da variação 
do pH da amostra. Estas medidas foram toma­
das imediatamente após obtida a amostra do 
sangue a fim de diminuir a alteração metabó­
lica e níveis de fosfato orgânicos nas células. 
Os pH's das amostras de sangue equilibradas a 
diferentes pressões de C 0 2 foram determina­
dos como foi descrito por Powers et al., 
(1978). 

Antes da hemólise, os eritrócitos foram 
levados três vezes em dez volumes de solução 
salina isotônica. Foram l isados por adição de 
aproximadamente quatro volumes de 1 mM Tris 
pH 8,0. O processo de l is is foi permitido por 
30 minutos e 4 ° C . O hemolisado foi levado a 
0.1 M em NaCI e centrifugado a 28.000 x g por 
15mt e 4 ° C . A hemoglobina foi liberada dos 
fosfatos orgânicos por passagens prévias atra­
vés de uma coluna Sephadex G-25 equilibrada 
com 1 MM Tris pH 8,0 e através de coluna 
deionizadora tipo "D in tz is " conforme o des­
crito por Garlick et al. (1978) . 

Em todos os experimentos de soluções de 
hemoglobina foram usados tampões, bis-tris e 
tris de força iônica 0,05. O efeito do ATP foi 
avaliado levando as soluções até um 1 mM 
neste reagente. 

O equilíbrio de oxigênio foi medido pelo 
método de Allen ef al. (1950) e Riggs & Wol-
bach (1956). A desoxigenação foi realizada 
equilibrando a solução de hemoglobina com 
árgon livre de oxigênio num tonômetro anexado 
a uma cubeta de camino óptico de 1 c m . Quan­
do as afinidades são tão baixas, que uma com­
pleta oxigenação não poderia ser alcançada 
com o oxigênio atmosférico, o espectro da he­
moglobina completamente oxigenada foi obtida 
por adição de Tris sólido até que a solução 
atingisse o p H . Em todos estes experimen­
tos, foi adicionado 1 mM EDTA com a finalida­
de de controlar a formação de metaemoglobina 
no curso das medições. 

Todas as medições de cinética foram exe­
cutadas com um aparelho "stopped-flow" do 
tipo original descrito por Gibson e Milnes 
(1964). Em todos os casos , a força iônica fi­
nal das soluções antes da mistura foi 0,05 e, 
quando foi usado ATP, esta concentração após 



mistura foi 1 mM. A s constantes cinéticas 
apresentadas são das reações -observadas nos 
primeiros 65% ajustados aos mínimos quadra­
dos. 

O s números de processos cinéticos exami­
nados foram bi fásicos. Quando a velocidade 
das duas fases diferia por um fator de 10 ou 
mais, os dois processos puderam ser separa­
dos graficamente sem dificuldade e as duas 
constantes calculadas separadamente. Como 
a magnitude da diferença de velocidade dimi­
nui e este procedimento começa a ser mais 
dificultado e incerto, foi usada a técnica de 
computação, tornando-se a curva ajustada uma 
rotina. Além disso, quando os resultados do 
processo gráfico foram testados pelo computa­
dor, curva ajustada, foram encontradas variabi­
lidades insignificantes-

A s cinéticas de dissociação de oxigênio 
foram medidas por um processo de variações 

de pH descrito por Noble et a/. , (1970) . A he­
moglobina oxigenada em Tr is 1 mH, pH 8,0 
foi misturada com igual volume de solução de 
ditionito de sódio em tampão de força iônica 
0,1, no pH desejado. A concentração final de 
hemoglobina foi aproximadamente de 30 MH 
em equivalentes a heme e a reação foi seguida 
a 560 e 540 nm. 

A cinética de combinação de monóxido de 
carbono à hemoglobina desoxigenada foi me­
dida misturando soluções de hemoglobina de 
soxigenada em tampão de força iônica 0,1 no 
pH desejado com uma solução contendo uma 
concentração conhecida, aproximadamente 85 
nM de C O dissolvido em água. Após a mistura, 
a concentração de hemoglobina foi aproxima­
damente 3 M M em equivalente heme. A reação 
foi seguida a 420 e 435 nm. 

O " f lash photolysis" do derivado de C O 
destas hemoglobinas foi acompanhado com 
uma unidade de " f lash Ascorl ight 444" capaz 
de dissipar 200 " jou les" em aproximadamente 
0,5 m seg . A solução de hemoglobina anaeró­
bica, aproximadamente 20 >*M equivalentes a 
heme e contendo uma concentração conheci­
da d£ C O , foi colocada num receptáculo cilín­
drico de camino óptico de 1 cm, revestida de 
uma camada de água a 20°C circulando cons­
tantemente. A luz monitorada foi ajustada e 

passada através da amostra antes de entrar no 
monocromador. O tubo do " f l ash " foi imerso 
numa solução concentrada de nitrito de sódio, 
e então a reação registrada a 365 nm, um com­
primento de onda, no qual é fortemente absor­
vido o nitrito. A fotocélula foi efetivamente 
protegida da potência desenvolvida pelo tubo 
de " f l ash" ; os 200 " jou les" do " f l ash" fo­
ram capazes de alcançar a dissociação com­
pleta de C O da amostra de hemoglobina no 
s is tema. A fotólise parcial foi alcançada bai­
xando a energia do " f l ash " e parcializando a 
proteção do tubo do " f l ash " com uma folha de 
alumínio. 

R E S U L T A D O S 

A eletroforese em gel de disco normal, 
mostrou que o hemolisado de Osteoglossum 
contém um componente único de hemoglobina 
(F ig . 1), não se encontrando diferenças entre 
os animais de duas localidades. A mobilidade 
relativa deste componente foi de 0,28 compa­
rada com a albumina de soro bovino. A hemo­
globina humana HbA tem uma mobilida­
de relativa de 0,66. Após 6 semanas de 
manter-se a 5°C o padrão eletroforético de 
hemolisado de Osteoglossum não se altera. 
Um componente simples também foi observado 
por focalização isoelétrica (ver Bunn & Riggs, 
1978). 

Por eletroforese em S D S o peso molecular 
das cadeias de hemoglobinas desnaturadas foi 
notado ser similar ao peso molecular das ca­
deias de hemoglobina humana desnaturada 
(14.900 versus 14.600) . O hematócrito de 
Osteoglossum foi 2 7 ± 6% (desviação están­
dar signif icativa, n = 4 ) . 

A eletroforese normal em gel de disco 
mostrou que o hemolisado de Arapaima con­
tém um componente com uma mobilidade re­
lativa de 0,14 e um menor, mais anódico de 
mobilidade relativa 0,59, (F ig . 1 ) . O compo­
nente maior e menor estão representados por 
65% e 35% respectivamente na hemoglobina 
total. Um dos hemolisados apresentou um só 
componente maior quando foi testado por gel 
electroforesis imediatamente após a prepara­
ção do hemolisado, porém quando testado após 
24 horas, estava presente o componente me­
nor que compreende 37% da hemoglobina. 



a b c d e 
Fig. l — Padrões de eletroforese em gel de disco de poliacrilamida para hemoglobina de Osteoglossum e 
Arapaima. A banda guia em cada gel é albumina de soro de bovino que é adicionada como um padrão. As 
amostras separadas nos geis foram as seguintes: (a) hemolisado de glóbulos vermelhos de Osteoglossum. 
(b) hemolisado humano, (c) padrão obtido de um hemolisado de sangue de Arapaima que foi imediatamente 
electroforesado (ver texto), (d) padrão comum observado no hemolisado de Arapaima (e) hemolisado humano. 

O componente menor não aumentou mais sua 

porcentagem quando o hemolisado foi retes-

tado 3 semanas após. O s outros hemolisados 

foram primeiramente testados cerca de 24 ho­

ras após a preparação; e ambos os hemolisa­

dos contém o componente menor. O segundo 

fenotipo foi encontrado num componente indi­

vidual por Fyhn er al. (1978) porém não foi 

usado no presente estudo. 

Por eletroforese em gel S D S , o peso mole­

cular das cadeias de hemoglobina desnaturada 

de ArapaTma, foi calculado em 14.500. O 

valor de hematócrito de 3 espécies de Arapai­

ma foram 25%, 34% e 4 5 % . 

U N I Ã O DO O X I G Ê N I O N O S A N G U E T O T A L 

A união do oxigênio no sangue total de 

Osteoglossum e Arapaima foi medida a 30°C, 

como uma função do pH, controlada pela pres­

são parcial de C O 2 (ver figura 2) . Os resulta­

dos aparecem na figura 3, onde o log P» é re­

gistrado em gráfico como uma função do p H . 

A afinidade para ambos os sangues é forte­

mente dependentemente do pH : 

A log Pso/A pH = —0.6 entre pH 6,9 e pH 7,8. 

Medidas sob pH 6,9 para Osteoglossum e pH 

7.3 para Arapaima não são descri tas, visto que 

eles foram diferentes em completar a oxigena­

ção nas altas pressões de oxigênio disponí­

ve is . 



Fig. 2 — Efeito da pressão parcial de CO s no pH 
do sangue de Arapaima a 30°C. O logaritmo da 
pressão de C0 2 é apresentada em gráfico versus pH. 
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Fig. 3 — Efeito do pH na afinidade de oxigênio no 
sangue de Osteoglossum, O, e Arapaima, A. a 30°C. 
O logaritmo da pressão de oxigênio requerida para 
obter a metade da saturação, log (0 2 ) , é repre­
sentado no gráfico versus pH. O pH foi controlado 
pela pressão parcial de C 0 2 . 

E Q U I L Í B R I O D A S S O L U Ç Õ E S D E H E M O G L O B I N A 

N A U N I Ã O C O M O X I G Ê N I O 

A afinidade de oxigênio na hemoglobina de 
Osteoglossum foi medida como uma função do 
pH na presença e ausência de 1 mM de A T P . 
Os resultados aparecem na F ig . 4 . Na abscis­
sa do gráfico, é o pH, na ordenada, parte infe­
rior da figura, é log P» ( 0 2 ) enquanto, que a 
parte" superior é o coeficiente de Hill n. A 
afinidade é fortemente dependente do p H . Na 
ausência de ATP o log Ps, ( 0 2 ) varia desde um 
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Fig. 4 — Efeito de pH na afinidade da hemoglobi­
na de Osteoglossum na presença, • , e ausência, 
• , de ATP a 20°C. Na parte inferior da figura, o 
logaritmo da pressão de oxigênio requerida para a 
saturação média é registrada em gráfico como fun­
ção de Hill é registrada em gráfico como uma fun­
ção do pH. 

valor abaixo de 0,5 mm e pH 7,6 a um valor 
alto de cerca de 90 mm a pH baixo 6,0. Na 
primeira avaliação da adição de 1 mM ATP, há 
uma mudança desta curva à direita aumentan­
do o pH, da afinidade meia na transição de 6,8 
a 7,3. Esta mudança para a direita de 0,5 unida­
des de pH produzido por 1 mM ATP é exata­
mente o mesmo que o encontrado por Gillen 
& Riggs (1977) em seu estudo de 5 outros te-
leósteos de respiração branquial, e menores 
que a mudança similar observada anteriormen­
te por Gillen e Riggs (1972) e Tan ef aí. (1973) 
para hemoglobina da carpa. O ATP tem um 
pequeno ou não efeito a pH baixo de 6,0 ou 
acima de pH 8,0. Na faixa média de pH, este 
efeito diminui com um aumento do pH, resul­
tando um aumento na transição de p H . Acima 
de pH 7,6, a hemoglobina fracionada de Osteo­
glossum apresenta um pequeno mas claro e 
definido efeito Bohr reverso. Em muitas hemo­
globinas, tem-se observado agora que tem um 



efeito Bohr reverso, similar a pH alcalino, e 

provocando indagações se isto poderia en­

volver o mesmo mecanismo de efeito Bohr re­

verso, mostrado por hemoglobina de anguila 

ou girino (Gil len & R iggs , 1973; Watt & R iggs , 

1975). Ela é naturalmente mais evidente, nes­

tas últimas hemoglobinas pela falta de efeito 

Bohr normal. 

A cooperatividade aparente na reação de 

união, como indica o coeficiente de Hill n, é 

também dependente do p H . A pH baixo, em 

que a afinidade é mínima, o valor n é aproxi­

madamente 0,5 indicando uma acentuada he­

terogeneidade do sítio de união do grupo. Com 

um aumento de pH, este coeficiente aumenta 

e alcança um valor máximo de 2 quando o log 

P» (O2) tem diminuído a 0.6. O coeficiente 

então diminui ass im como é promovido um au­

mento de pH e nivela-se freqüentemente a um 

valor 1,0 e é mais ou menos independente do 

pH acima de pH 8.0. A adição de 1 mM ATP 

mais uma vez muda a curva para a direita, au­

mentando o pH, no qual n é máximo desde 6,9 

até 7,4. 

Mediações similares foram efetuadas na 

hemoglobina não fracionada de Arapaima e 

seus resultados são apresentados na Figura 5. 

Aqui, mais uma vez. concluímos que o coefi­

ciente de Hi l l , n, e P» são dependentes do pH. 

A pH baixo, esta hemoglobina comporta-se pra­

ticamente à semelhança do Osteoglossum. O 

valor de log P», é aproximadamente de 2 e o 

coeficiente de Hill é menor que a unidade, in­

dicando novamente a heterogeneidade do sítio 

de união do oxigênio. Conforme o pH é eleva­

do, há um rápido aumento na afinidade pelo 

oxigênio e o coeficiente de Hi l l , até que o log 

P» alcança um mínimo de 0,75 e o n seja apro­

ximadamente igual a 2. A reação é relativa­

mente insensível ao pH entre pH 7,2 e 8,8. Em 

faixas de pH altos, as propriedades de hemo­

globina de Arapaima são ligeiramente diferen­

tes da de Osteoglossum. A afinidade de oxi­

gênio difere por aproximadamente 10 vezes e 

a diminuição da afinidade de hemoglobina de 

Arapaima tem um aumento adicional na coo­

peratividade da reação de união do oxigênio. 

A adição 3e 1 mM de ATP não tem efeito sig­

nificativo na afinidade de oxigênio de hemo­

globina de Arapaima sob as condições destes 

experimentos. Como podemos ver, ele atinge 

as reações cinéticas e é provável que a 

insensibilidade do equilíbrio resulte deste 

agente alostérico e está relacionada à presen­

ça de 1 mM EDTA no tampão, (ver métodos). 
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Pig. 5 — Efeito do pH na afinidade pelo oxigênio de 
hemoglobina de Arapaima na presença, • , e au­
sência, • , de ATP a 20°C. Na parte inferior da fi­
gura, o logaritmo da pressão de oxigênio requerido 
para a saturação média, está no gráfico como uma 
função do pH. 

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 

A velocidade de dissociação de hemoglobi­

na de Osteoglossum foi medida como uma fun­

ção do pH e o resultado apresenta-se na Fig. 6. 

Esta constante de velocidade aumenta aproxi­

madamente 10 vezes à medida que o pH dimi­

nui de 8,0 a quase 6.0. A constante de veloci­

dade é independente do pH abaixo de pH 6,0 

e tem um valor de 130 seg~'. 

A adição de 1 mM ATP não tem efeito na 

velocidade na região do "plateau", embora esta 

região se prolongue por aumento da velocidade 

a pH 6,1. O mesmo efeito é visto a pH 7,1 mas 

o ATP, mais uma vez, está sem efeito aparente 

acima de pH 8,0. 
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Pig. 6 — Efeito do pH na velocidade de dissociação 
de oxigênio, k, de hemoglobina de Osteoglossum a 
20°C na presença, • , e ausência, • , de ATP. A 
constante de velocidade de primeira ordem para 
esta reação é registrada em práfico em escala lo­
garítmica como uma função do pH. 

A dependência do pH, na velocidade de 

dissociação do oxigênio de hemoglobina de 

Arapaima, foi medido a ambas as temperaturas 

de 20°C e 30°C como se apresenta na figura 7. 

A 20°C, a velocidade aumenta aproximadamen­

te 20 vezes de pH 8,0 a pH 5,5. Dois pontos de 

informação sugerem um efeito real na adição 

de 1 mM ATP e isto é confirmado pelos dados 

a 30°C. Quando comparamos estas proprieda­

des com as de hemoglobina de Osteoglossum, 

encontramos aproximada similar dependência 

do pH, embora o efeito total seja ligeiramente 

menor para hemoglobina de Arapaima. No en­

tanto, a constante de velocidade absoluta para 

as duas hemoglobinas diferem substancial­

mente: A constante de velocidade mínima é 

de 14 seg - ' para Osteoglossum e cerca de 25 

seg-' para Arapaima, enquanto os tempos má­

ximos de velocidade são 130 seg-' e 500 seg- ' 

respectivamente. Aumentando-se a temperatu­

ra de 20°C, incrementa-se a velocidade de esta 

reação, mas tem um pequeno o não efeito na 

dependência do pH desta constante de velo­

cidade para hemoglobina de Arapaima- A mag­

nitude da porcentagem do aumento na veloci­

dade, parece ser um tanto maior a pH alto que 

a pH baixo. No entanto, devemos ver a cons-

tanfe de velocidade maior que 500 seg - 1 com 

alguma prudência desde que 1 e 1,5 m sec é 

o tempo total que o aparelho de "stopped 

flow" permite-nos só uma fração do processo 

cinético com uma constante de velocidade 

al ta. 

T 

i i i 

6 7 8 
PH 

Pig. 7 — Efeito do pH na velocidade de dissocia­
ção de oxigênio, k, de hemoglobina de Arapaima. Os 
dados apresentados foram obtidos a 20°C na presen­
ça, • , e ausência, • , de ATP 1 mM, e a 30°C na 
presença • e ausência A de ATP 1 mM. A constan­
te de velocidade de primeira ordem para a reação 
está no gráfico em escala logarítmica como uma 
função do pH. 

CINÉTICA DE COMBINAÇÃO DE MONÓXIDO 

DE CARBONO 

A cinética de suas reações com C O são 

provavelmente as de maior interesse e infor­

mativas das propriedades destas hemoglobi­

nas. A s reações são heterogêneas acima da 

faixa de pH examinado e é composto de duas 

fases diferentes, cada qual contribui com 50% 

da mudança total de absorbância associada 

com a reação. 

A dependência de pH destas constantes de 

velocidade de reação para a hemoglobina de 

Osteoglossum é apresentada na F ig . 8. 

Baixo de pH 6,3, na ausência de ATP, as velo­

cidades das duas fases diferem aproximada­

mente em 30 vezes e mostra uma dependência 

relativamente pequena do p H . Conforme o pH 

aumenta, a velocidade da fase lenta aumenta 

abruptamente até o pH 7,2; a reação parece 

ser homogênea e pode ser descrita por uma 



constante simples de velocidade. A velocida­

de da fase rápida varia muito pouco com o pH, 

tornando-se constante quando a velocidade de 

reação seja 2 x 105 M~' seg~' e pH 5,4, diminuin­

do a 1,2 x 105 e pH 7,2. A adição de 1 mM ATP 

aumenta o valor de pk da transição da cinética 

bifásica à monofásica, mas não tem efeito sig­

nificativo nos extremos das duas constantes 

de velocidade. 

ção da cinética bifásica à monofásica, mas tem 

efeito pequeno ou ausente nos valores de ve­

locidades máximas e mínima. 

Fig. 8 — Efeito do pH na velocidade de combina­
ção de monóxido de carbono, é, a 20°C de hemo­
globina de Osteoglossum na presença, • , e ausên­
cia, • , de ATP 1 mM. A constante de velocidade de 
segunda ordem da reação está no gráfico numa es­
cala logarítmica como uma função do pH. Onde 
os dois valores são dados numa unidade de pH, es­
te representa as constantes associadas com as fa­
ses isoladas de uma reação bifásica. 

As dependências de pH da velocidade de 

reação de monóxido de carbono com hemo­

globina de Arapaima são apresentadas na F i ­

gura 9. O padrão é notavelmente similar ao 

encontrado na hemoglobina de Osteoglossum. 

Sob pH 6,5, na ausência de ATP, a reação é 

formada por duas fases cujas constantes de 

velocidade diferem, em 10 vezes, enquanto que 

acima de pH 7,0, há uma fase simples, com 

uma velocidade de que parece ser uma extra­

polação da dependência da velocidade da fase 

rápida que ocorre a pH baixo de 6,5. Mais uma 

vez, a adição de 1mM aumenta o pk de transi-
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Fig. 9 — Efeito do pH na velocidade de combina­
ção de monóxido de carbono, e a 20°C, da hemo­
globina de Arapaima na presença, • , e ausên­
cia, • , de ATP 1 mM. A constante de velocidade de 
segunda ordem para a reação é registrada em grá­
fico numa escala logarítmica em função do pH. 
Onde os valores são dados numa unidade de pH, 
isto representa as constantes associadas das fases 
isoladas de uma reação bifásica. 

E S T U D O S D E " F L A S H P H O T O L Y S I S " N A R E A Ç Ã O 

D E C O M B I N A Ç Ã O D E C O 

Tem sido demonstrado através de numero­

sas hemoglobinas de peixes que a pH baixo, 

onde a afinidade pelo oxigênio é mínima, a 

união do ligante não é altamente cooperativa 

(Tan et ai, 1973; Lau e i ai, 1975). Isto tem 

sido interpretado como um resultado de uma 

mudança conformacional no equilíbrio de tal 

forma que a molécula permanece predominan­

temente numa afinidade baixa, com formação 

T, ainda quando está saturada com o l igante. 

Os dados de equilíbrio não podem estabelecer 

a ausência de cooperatividade na união do li­

gante, desde que a redução no coeficiente de 

Hill pode resultar igualmente de uma heteroge­

neidade nas propriedades do sítio de união ou 

redução na cooperatividade. Isto é particular­

mente evidente no caso da hemoglobina de Os­

teoglossum e Arapaima, para o qual o valor de 

n é bem mais baixo do que a unidade a pH 

baixo, e há evidência de uma heterogeneidade 

nas subunidades, na cinética de combinação 

com C O . 



A cinética de combinação com monóxido 
de carbono oferece um excelente ensaio de 
cooperatividade na união de ligante da hemo­
globina. 

O estado de alta e baixa afinidade de uma 

hemoglobina reage com C O a diferentes velo­

cidades, a estrutura de alta afinidade reage 

mais rápido que a baixa. Se a união dos ligan­

tes induz uma alteração signif icativa no equi­

líbrio conformacional, então uma molécula par­

cialmente ligada poderia combinar-se mais 

rapidamente com o ligante que uma unidade 

totalmente desoxigenada. Isto pode ser testa­

do com a técnica de " f lash photolysis", apro­

veitando-se a foto-sensibi l idade do derivado 

carboxi-hemoglobina. Por variação da intensi­

dade de " f lash" diversos graus de fotolisis po­

dem ser produzidos permitindo qualquer medi­

da de 0% a 100% de hemoglobina desoxigena­

da. Em nossos experimentos, as velocidades 

de recombinação de C O posterior a saturação 

e aproximadamente 20% fotolisis foram com­
paradas a vários valores de p H . 

Os resultados obtidos para hemoglobina 
de Osteoglossum são apresentados na Fig. 10. 
A pH 6,65 na presença de 1 mM ATP, as ciné­
ticas de recombinação após a saturação e após 
a " f lash photolysis" parcial são idênticas. Os 
dados são encontrados em grupos em duas 
escalas de tempo na ordenada para demonstrar 
que isto é verdadeiro para ambas as fases de 
reação. A pH 7.06 na ausência de ATP, a situa­
ção é altamente diferente. Seguindo uma 
"photolysis" completa de recombinação de C O 
não numa reação bifásica mas autocatalitica-
mente. Isto exclusivamente é uma cinética que 
indica a cooperatividade. Além disso, a velo­
cidade de recombinação de C O após a "pho­
to lys is" parcial é mais rápida. Como o pH é 
aumentado de 8,2 a 9,2, a magnitude da dife­
rença de velocidade diminui, mas a recombina­
ção após a fotolisis parcial é sempre o proces­
so mais rápido. 
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Fig. 10 — A cinética de pseudo primeira ordem registrada em gráfico para a reação de hemoglobina de 
Osteoflossum (5 fM em heme) saturada totalmente com 85 CO, • , e parcialmente, • , na "flash pho­
tolysis" a 20°C. Resultados obtidos sob quatro diferentes condições experimentais são apresentados. Da es­
querda para a direita (a) pH 6,25 na presença de ATP 1 mM, (b) pH 7,06, (c) pH 8,2, (d) pH 9,2, as três últi 
mas na ausência de ATP. Pela natureza bifásica da reação de combinação de CO a pH baixo, os resultados no 
primeiro quadro são apresentados em duas escalas que diferem num factor 10. A curva inferior é a fase rá 
pida da reação e a escala de tempo é a ordenada inferior. A curva superior é a fase lenta. A escala cie tempo 
é dada na ordenada superior enquanto a abscissa tem sido deslocada em baixo por 0,4 unidade como se 
apresenta. 



Resultados similares foram obtidos para a 
hemoglobina de Arapaima. O s dados obtidos a 
pH 6,6 na presença de 1 mM ATP e a pH 8,9 
foram representados na F ig . 11. No último 
pH, a cooperatividade é pronunciada como in­
dica a diferença da velocidade, mas a pH 6,6 na 
presença de ATP está ausente. 
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Fig. 11 — Cinética de pseudo primeira ordem regis­
trada em grálico para a reação de hemoglobina 
de Arapaima (5 uM em heme) saturada completa­
mente com 170 J Í M CO, e parcialmente, O, na 
"flash photolysis" a 20°C. Resultados apresentados 
no quadro esquerdo foram obtidos a pH 6,6 na pre­
sença e ATP 1 mM. Os da direita foram obtidos a 
pH 8,9 sem ATP. Pela natureza bifásica da reação 
de combinação de CO a pH baixo, os resultados do 
quadro à esquerda são apresentados em duas esca­
las de tempo. A escala de tempo para a curva in­
ferior é dada na ordenada inferior enquanto que 
para a curva superior aparece na ordenada superior. 

FRACCIONAMENTO DOS DOIS COMPONENTES 

DA HEMOGLOBINA DE ARAPAIMA 

Os dois componentes da hemoglobina de 
Arapaima foram isolados por focalização isoe-
létrica usando-se essencialmente o mesmo 
procedimento descrito por Weber ef a/., 
(1976) para a separação de hemoglobinas de 
Amia calva. Uma coluna preparativa de foca­
lização isoelétrica LKB de 110 ml foi usada a 
4°C com uma mistura de "Anpholine*. a qual 
produz um gradiente de pH entre pH 5,0 e 8,0. 
Após a eluição dos componentes da coluna, 
foram dialisados contra 1 mM Tris, 0,5 mM 
EDTA, pH 8,0. 

A fim"de estabelecer se existe ou não a 
heterogeneidade cinética na reação de hemo­
globina de Arapaima com o monóxido de car­

bono a pH baixo originado, certamente em 
parte, uma diferença funcional dada entre es­
tes dois componentes, a cinética de combina­
ção de C O dos componentes purificados se­
guindo na mistura rápida no aparelho de 
"Stopped-flow" foi examinada a pH 6,4. Ciné­
tica bifásica exactamente idêntica foi obser­
vada, a qual foi também a mesma encontrada 
para hemoglobina não fracionada. 

EFEITOS NA CINÉTICA DE COMBINAÇÃO DE CO DE 

HEMOGLOBINA DE ARAPAIMA COM SUBEMERIDATO 

A cooperatividade na união do ligante da 
hemoglobina resulta de uma transição na es­
trutura quaternária da molécula unida ao ligan­
te. Uniões cruzadas da molécula com um rea­
tivo bifuncional supostamente pode perturbar 
tal transição conformacional e estas alteram 
as propriedades funcionais da molécula. Além 
disso, desde que a reatividade dos vários gru­
pos na molécula de hemoglobina, tanto como 
as distâncias entre os grupos varie com os es­
tados conformacionais, a natureza e por con­
seguinte os efeitos da reação com tais reativos 
podem ser diferentes quando reagem com a 
hemoglobina oxigenada e desoxigenada sob 
condições onde a união do ligante é coopera­
tiva . 

A fim de investigar isto, a hemoglobina de 
Arapaima reagiu com dimetil suberimidato. Na 
reação com o derivado oxigenado, 1 ml de 
hemoglobina deionizada de Arapaima (60 mg) 
foi adicionada a 3 ml de 0,125 M de trietano-
lamina-HCI, pH 8,1 e 40 mg de dimetil suberi­
midato (Pierce Chemical C O . ) ; uma vez adi­
cionado, permite-se prosseguir a reação a 0°C 
por 3 1/2 horas. O dimetil suberimidato que 
não reage foi suprimido pela adição de 0,5 ml 
de HH 4 CL 2 M. A mistura de reação foi diali­
sada contra 0,5 mM Tris pH 8,5. A reação do 
dimetil suberimidato com hemoglobina deso­
xigenada foi alcançada com um procedimento 
idêntico exceto que a solução de hemoglobina, 
trietalonoamina foi desoxigenada, pelo burbu-
Ihamento com árgon e adicionando-se uma pe­
quena quantidade de ditionito, antes da adição 
de dimetil suberimidato e outra vez imediata­
mente seguida a reação. 

A cinética de reação do monóxido de car­
bono com os dois modificadores químicos na 



preparação de hemoglobina como também a 

hemoglobina não modificada foi examinada a 

pH 7.8 e pH 5,6 — 5,8. O s ploteados da ciné­

tica de pseudo primeira ordem aparecem na 

F ig . 12. As modificações químicas não produ­

zem um grande efeito na cinética de combina­

ção de C O a pH 7,8. O material modificado no 

estado oxigenado reage levemente mais rápido 

que o material não modificado enquanto 

o material modificado como um deriva­

do deoxigenado reage heterogeneamente. 

A pH 5,8, os efeitos destas modifica­

ções são ligeiramente mais pronunciados. A 

hemoglobina não modificada reage igualmente 

nas duas fases c inét icas. O material modifi­

cado como derivado oxigenado também reage 

nas duas fases cinéticas aproximadamente 

igual mas as constantes de velocidade de rea­

ção, particularmente da fase lenta são mais 

rápidas que para as hemoglobinas não modi­

f icadas. A fase lenta da reação da hemoglobi­

na modificada, como derivado desoxigenado, 

não representa 50%, mas só uns 30% da rea­

ção total. Como um resultado global, a reação 

com o ligante é muito mais rápida e a depen­

dência do pH na reação do C O , com estes de­

rivados aparecendo significativamente reduzi­

dos. 
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Fig. 12 — A cinética de pseudo primeira ordem re­
gistrada em gráfico para a reação a pH 5,6-5,8 sím­
bolos vazios e a pH 7,8, símbolos cheios de monó­
xido de carbono, 215 ^M, com hemoglobina não mo­
dificada de Arapaima, O, e, • , e hemoglobina de 
Arapaima modificada com subermidato na forma 
oxigenada D e • , ena forma desoxigenada, <>o • . 

As diferenças das propriedades funcionais 
dos dois modificadores químicos formados da 
hemoglobina de Arapaima sustentam a hipóte­

se que a pH 8,1 os derivados oxigenados e 
desoxigenados destas hemoglobinas não são 
conformacionalmente equivalentes. A s dife­
renças funcionais podem resultar das diferen­
ças da natureza das modificações químicas ou 
provenientemente do alcance da modificação. 
Os grupos exatamente modificados e a natu­
reza das uniões cruzadas produzidas são des­
conhecidas. É curioso que a reação da hemo­
globina desoxigenada com o reagente de união 
cruzada, material cujas propriedades são de 
menor preferência na estrutura deóxi ou de 
baixa afinidade nesta hemoglobina. Isto suge­
re mais propriamente que uma união cru­
zada está estabilizando a estrutura de baixa 
afinidade desta proteína. Este procedimento 
altera os grupos necessários para esta esta­
bilidade, alcançando-se um equilíbrio confor-
macional para um estado de alta afinidade ou 
estados. 

D I S C U S S Ã O 

As hemoglobinas de Osteoglossum e Ara­
paima exibem efeitos Root e podem ter pro­
priedades funcionais em comum com outros 
efeitos Root de hemoglobinas. O s estados de 
mínima afinidade pelo oxigênio em baixo pH, 
são associadas com a perda da cooperatividade 
com o ligante realmente como tem sido relata­
do em numerosos outras hemoglobinas (Tan eí 
ai, 1973; Lau et ai, 1975; Noble et ai, 1975). 
Isto não pode ser deduzido das medidas do 
equilíbrio pela heterogeneidade intrínseca do 
ponto de união do ligante destas hemoglobinas. 
No entanto, os estudos de ' f l ash photolysis" 
demonstraram ser totalmente convincente. Es­
ta baixa afinidade pelo oxigênio destas hemo­
globinas é alcançada pela eliminação da coope­
ratividade na união do ligante, presumivelmen­
te como um resultado da eliminação da altera­
ção da união do ligante na estrutura quaternária 
normalmente associada com a cooperatividade 
na união do ligante à hemoglobina. A s proprie­
dades destas moléculas a pH baixo podem por­
tanto ser tomadas sendo as de sua baixa afi­
nidade, estado conformacional T. 



As propriedades do estado de baixa afini­
dade destas hemoglobinas são muito similares. 
Suas afinidades pelo oxigênio são aproximada­
mente iguais, log Pso = 2 e a curva de união 
são heterogêneas com um coeficiente de Hill 
aproximadamente de 0,5 para a hemoglobina 
de Osteoglossum e 0,6-0,7 para hemoglobina 
de Arapaima. Esta heterogeneidade no ponto 
de união é claramente vista na cinética de 
combinação de monóxido de carbono desta 
duas hemoglobinas. A s heterogeneidades ci­
néticas são maiores para hemoglobina de Os­
teoglossum que para a do Arapaima e é com­
patível com o baixo coeficiente de Hill para a 
reação de oxigênio com o anterior. Esta hete­
rogeneidade é quase com certeza o resultado 
de uma função inequivalente das subunidades 
cc e P no estado T destas hemoglobinas. Tal 
heterogeneidade das subunidades também tem 
sido encontrada por Pennelly ef a/. , 1977 no 
estado T da hemoglobina do peixe, Myripristis 
berndi. A constante de velocidade absoluta 
para as reações de hemoglobina de Arapaima 
com os ligantes são constantemente mais al­
tas que para a hemoglobina de Osteoglossum. 
Esta hemoglobina de Arapaima no estado T dis­
socia 4 vezes mais rápido que a hemoglobina 
de Osteoglossum. Igualmente, a velocidade de 
combinação do monóxido de carbono com a 
hemoglobina de Arapaima é quase 4 vezes 
mais rápida na fase lenta e 50% mais rápida 
na fase rápida que com a hemoglobina de 
Osteoglossum. 

Aumentando-se o pH, desestabiliza-se o 
estado T de ambas as moléculas, aumentando 
a afinidade do ligante e restabelecendo a coo-
peratividade na união do l igante. Este reapa­
recimento de cooperatividade na união do 
ligante está associada com a conver-
ção da cinética de combinação de mo­
do similar à da fase rápida observada a pH 
baixo. Isto supõe que quando a união do ligan­
te é cooperativa, a reação com monóxido de 
carbono, inicialmente reage rapidamente com 
a subunidade no estado T . No entanto, conti­
nuando esta reação, a hemoglobina é converti­
da à conformação R, na qual previamente as 
subunidades reagem lentamente e podem ago­
ra combin^r-se rapidamente com monóxido de 
carbono. O resultado é uma reação aparente­
mente monofásica, na qual a velocidade é limi­

tada pela combinação do C O aos sítios reati­
vos no estado T . Desta maneira, uma seqüên­
cia de reação tem sido postulada por Pennelly 
et ai, 1977 para interpretar as propriedades 
similares de hemoglobinas de Myripristis b-
Para hemoglobina de Arapaima, a velocidade 
máxima de afinidade pelo oxigênio, que é al­
cançada a pH alto de log Pso cerca de 0,8. Nes­
ta faixa de pH, em que o efeito Bohr é zero e 
os fosfatos orgânicos não têm efeito, a união 
do oxigênio é cooperativa com um coeficiente 
de Hill próximo a 2. 

A hemoglobina de Osteoglossum compor­
ta-se totalmente diferente. Com um incremen­
to de pH é aumentada a afinidade pelo oxigê­
nio e a cooperatividade, mas com um aumento 
de afinidade pelo oxigênio, o valor máximo de 
cooperatividade diminui, uma vez mais eviden­
ciado por um coeficiente de Hill da unidade, 
e as velocidades de recombinação do monóxido 
de carbono após a "f lash photolysis" completa 
e parcial, embora não iguais, são muito simila­
res às obtidas sob condições nas quais a coo­
peratividade é máxima. Exatamente o mesmo 
comportamento tem sido reportado para hemo­
globina de carpa, e tem sido atribuído a uma 
quase completa estabilização do estado R, es­
tado de alta afinidade da molécula de hemo­
globina ainda quando desoxigenada (Ten ef al., 
1973: Penneley ef a/. , 1975). Esta estabilização 
não é completa desde que alguma cooperativi­
dade permaneça. Se admitir-se uma explicação 
para estes resultados, então a conclusão que 
se tira é que a maior diferença entre estas 
duas hemoglobinas é o equilíbrio que existe 
entre seus estados conformacionais na ausên­
cia de qualquer interação com prótons Bohr 
ou fosfatos orgânicos. Isto poderia explicar 
não só as diferenças na cooperatividade mas 
também as diferenças na afinidade de oxigênio 
observada a pH alto. 

Não há evidência para sugerir que a hete­
rogeneidade observada no estado T destas mo­
léculas também ocorre em seu estado R. O 
dado relevante é raro, mas a recombinação do 
monóxido de carbono após a "f lash photolysis" 
parcial a pH alto poderia refletir o comporta­
mento destes estados estruturais. A reação 
não é bifásica para cada uma destas hemoglo­
binas . 



O efeito do ATP nas propriedades destas 
hemoglobinas é compatível com a união pre­
ferencial a seu estado T . Isaacks eí ai., (1977) 
tem recentemente reportado que o maior fos­
fato orgânico encontrado em eritrocito de Ara­
paima é o inositol pentafosfato mais que o 
A T P . Lamentavelmente esta Informação não 
estava ao nosso alcance quando nosso expe­
rimento se realizou. No entanto esperamos que 
os efeitos destes dois fosfatos orgânicos pos­
sam ser qualitativamente os mesmos, embora 
difiram em magnitude. 

Esta comparação das hemoglobinas de Ara­
paima e Osteoglossum foi empreendido em 
parte para conhecer que adaptação molecular 
nestas hemoglobinas poderia ser associada 
com a respiração aérea versus respiração 
branquial. A diferença funcional mas signif ica­
tiva que tem sido encontrada nestas hemoglo­
binas é sua máxima afinidade pelo oxigênio. 
Para hemoglobina de Osteoglossum esta é 
consideravelmente maior que para hemoglobi­
na de Arapaima. Esta pode bem ser origem da 
grande afinidade pelo oxigênio do sangue de 
Osteoglossum quando se compara com sangue 
de Arapaima entre pH 7,5 e 7,8. No entanto, 
diferença nos fosfatos orgânicos e níveis de 
fosfatos podem também contribuir para isto. 
Há uma pequena dúvida de se In vivo a afini­
dade pelo oxigênio do sangue de Arapaima é 
mais baixa que a do Osteoglossum. Não so­
mente isto é verdade num valor pH particular, 
mas também o pH do sangue de Arapaima 
possa certamente ser mais baixo do que o de 
Osteoglossum em virtude da alta tensão de 
COj originada. Este resultado de uma menor 
eficiência de intercâmbio de C O j no pseudo-
pulmão de Arapaima do que o que acontece 
com as branquias. Poder-se-ia supor que Os­
teoglossum requer o sangue com uma mais 
alta afinidade com oxigênio que o do Arapaima 
desde que este é a miúdo forçado a obter oxi­
gênio de águas hipóxicas. No entanto, isto po­
deria presumir uma importante Informação do 
comportamento fisiológico que é absolutamen­
te inacesível . A boca do Osteoglossum está 
satisfatoriamente adaptada a deslizar-se na su­
perfície da água e aparentemente retira a pou­
cos milímetros da superfície na boca e passa 
às branquias. Deste modo, embora a tensão 
de oxigênio da água que passa através das 

branquias seja desconhecida, esta é provável 
e significativamente mais alta do que os valo­
res de tensão de oxigênio encontrados nos la-
tercâmbio de bases na bexiga natatoria modifi-
tercâmbio de bases na bexiga natatoria modifi­
cada equivalente ao pulmão em Arapaima é 
desconhecido. Contudo, a adaptação neste ór­
gão é imprevisível quando se compara com a 
bexiga natatoria de Osteoglossum, claramente 
não é um rival para o pulmão de mamífero. 
Além do mais, os valores de tensão de oxigênio 
no pseudo-pulmão de Arapaima e a freqüência 
da troca da fase gasosa é desconhecida. Sem 
conhecer a tensão arterial de oxigênio relativa 
neste dois peixes sob variadas condições am­
bientais, uma especulação acerca da signifi­
cância das diferenças da afinidade pelo oxigê­
nio do sangue parece prematura. Além disso, 
a afinidade pelo oxigênio do sangue de Ara­
paima parece exageradamente baixa. Se a ten­
são de COj no sangue do animal é moderada­
mente alta. então parece-nos muito desigual 
que a saturação de Oj da hemoglobina possa 
ser alcançada no intercâmbio através dos pul­
mões. O animal poderia então ser forçado a 
operar bem baixo na curva de saturação deste 
sangue, mas com propósito incerto. Portanto, 
embora as diferenças funcionais entre as he­
moglobinas destas duas espécies possam ser 
descritas e parcialmente explicadas a nível 
molecular, a f isiologia apropriada para estas 
diferenças funcionais deve aguardar estudos 
adicionais. 
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S U M M A R Y 

The effects of pH and organic phosphate on 
the equilibrium and kinetic properties of the 
binding of ligands to the hemoglobins of two 
related Amazonian fish, Osteoglossum bicirrhosum, 
an obligate water breather, and Arapaima gigas, an 
obligate air breather, have been studied. The hemo­
globins of both fish exhibit a Root effect, and the 
minimum oxygen affinity is associated with the 
complete loss of cooperative ligand binding. In this 
low affinity, T state, there is great subunit 
heterogeneity in both hemoglobins as evidenced by 
Hill coefficients well below unity and biphasic 
carbon monoxide combination kinetics. The greatest 
difference in the properties of the hemoglobins of 
these two fish is found at high pH (above pH 6) 
where both hemoglobins exhibit their highest ligand 
affinities. Here the hemoglobins differ both in the 
affinity and cooperativity with which they bind 
ligands, Arapaima hemoglobin having the lowest 
affinity but the highest cooperativity. 
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