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Resumo

O componente tnico da hemoglobina de Bra-
chyplatysoma sp. tem um peso molecular aparente
de 69000 determinado por filtragio de gel. A hemo-
globina apresenta efeito Bohr tanto dcido gquanto
bdsico, efeito de fosfato orgénico e ndo apresenta
efeito Root. O Pi, de oxigénio do sangue comple-
to varia de 10.7 mm Hg em solugbes equilibradas
no ar até 25,1 mm Hg apds a adicdo de 5,6% CO,
ao gis equilibrado, O efeito Bohr medido para he-
moglobina “stripped” entre pH 70 e 80 é A log
Py,/Ap= H —0,23, AdicSes de ImM ATP induzem
mudanca no efeito Bohr a A log Pi4,/A pH = —0,58
na mesma faixa de pH. O valor n das solugbes de
hemoglobina “stripped” varia de 1 a pH 7,0. Adi-
¢bes de 1mM ATP mudam a variacio de n a valo-
res de pH mais altos causando um aumento no va-
lor de n, n=2 a pH 74. As cinéticas da ligagiio de
mondxido de carbono e dissociagio de oxigénio sdo
dependentes do pH. A taxa CO “on” vira autocata-
litica & medida que o pH diminui, indicando intera-
¢bes positivas das subunidades. A taxa O, “off” foi
homogénea a todos os valores do pH. Os efeitos
Bohr da hemoglobina de Brachyplatystoma e outras
hemoglobinas de pimeloidideos s@o maiores que as
determinadas para as hemoglobinas nao tracciona-
das de espécies mais sedentdrias de outras familias
de bagres, tais como Loricariidae ¢ Callichthyidae.

INTRODUGAO

Estudos em hemoglobinas isoladas de nu-
merosas espécies de peixe demonstram ampla-
mente que as hemoglobinas tém evoluido uma
larga faixa de propriedades funcionais através
de linhas taxondmicas. Existem diferengas en-
tre hemoglobinas de peixe com relagdo a sen-
sibilidade a pH e fosfatos inorgénicos, efeitos
de temperatura sobre ligagédo de oxigénio, grau
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de cooperatividade, sensibilidade ao ion cloro,
afinidade de oxigénio e em sensibilidade a des-
naturalizacdo por sais e uréia.

O fato de que diferencas interespecificas
nas propriedade funcionais das hemoglobinas
de peixes, na realidade, representam adapta-
¢bes aos meios ambientais internos e exter-
nos, é sugerido pelas numerosas correlagoes
que tém sido observadas entre as propriedades
funcionais das hemoglobinas e variagbes nos
ambientes das espécies (Krogh & Leitch, 1919;
Willmar, 1934; Hochachka & Somero, 1971; Po-
wers, 1974; Baines, 1975; Powers et al., 1978) .
Assim, um estudo comparativo e elucidagéo
de variagéo estrutural e funcional em hemoglo-
bina entre espécies de peixes com requerimen-
tos ecoldgicos diferentes deveria dar um mo-
delo atil para considerar a evolugdo e diver-
géncia de proteinas numa espécie através do
tempo a medida que os meios internos e ex-
ternos sofrem modificagoes.

Este trabalho resume experimentos realiza-
dos na hemoglobina isolada do bagre
Brachyplatystoma sp. Representa parte de um
esforgo maior para deduzir os padrdes de adap-
tagdo entre as hemoglobinas de bagre em
relacédo a diferencas fisicas nos habitats dos
peixes. Os bagres amazOnicos sdo especial-
mente apropriados a este tipo de levantamen-
to. Das duas mil espécies conhecidas de ba-
gres, mil e duzentos sdo encontradas na Amé-
rica do Sul (Nelson, 1976), muitas delas na
bacia amazénica; os tipos de habitats ocupados
pelas diversas taxas cobrem uma faixa grande.
Assim, adaptagoes das hemoglobinas em res-
posta a gradientes de pressdo de selegdo po-
dem ser observadas dentro de um mesmo gru-
po. Brachyplatystoma foi escolhido dada a sua
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disponibilidade, homogeneidade molecular e
preferéncias de habitat, sendo que é um peixe
ativo encontrado em dguas de fluxo rapido.

MATERIAIS E METODOS
ISOLAMENTO

Individuos de Brachyplatystoma sp. foram
coletados em novembro e dezembro de 1976,
durante uma expedigéo no R/V “Alpha Helix"
no rio Solimdes, uns 50 km rio acima da unido
deste com o Negro para formar o Amazonas.
Os peixes foram capturados por malhadeira de
guelras e transportados ao “Alpha Helix" para
estudo. O sangue foi obtido por pungédo car-
diaca com seringas de vidro heparinizadas e
frias, (100 ul de heparina de sdédio (5000
1.U/ml.) em 1,7% NaCl por 5 ml de sangue).
Os eritrécitos foram lavados trés vezes em dez
volumes de Tris ImM frio, pH 8,01, 1,7% NaCl
e entdo lisados em 3 volumes de Tris 1 mM,
pH 8,0 durante uma hora a O°C. Um décimo
de volume NaCl IM foi agregado ao hemolisado
e a mistura foi centrifugada a 28000 x g por 15
minutos para remover o lixo celular. O sobre-
nadante foi deprovisto de sais e fosfatos or-
génicos passando o material através de uma
coluna de 2,5x50 cm de resina de Sephadex
G-25 equilibrada em Tris 0,1 mM, pH 8,5 segui-
do por um tratamento em coluna de dionifica-
¢cdo contendo as seguintes resinas de cima
para baixo: 2 cm Dowex-50 W forma amonio,
2 cm Dowex-1 forma acetato, 20cm de resina
de camada mista Bio.Rad AG 501-X8(D). A
hemoglobina purificada foi guardada a 5°C até
requerido. Uma amostra de hemolisado foi
congelado a —70°C e transportada em gelo
seco a Beaufort, N. C. e logo guardada a
—20°C por dois meses ap6s o que o hemolisa-
do foi descongelado e usado em experimentos
de filtracdo de gel.

ELECTROFORESE

Foi realizada electroforese de gel de polia-
crilamida vertical (pH 8,9, 7,5% gel) a tempe-
ratura ambiente de acordo com Davis (1964) e
Ornstein (1964) . As amostras de hemoglobina
(img/ml) no tampdo superior contendo 0,1
M [(-mercaptoetano/ e ditionita foram borbu-
Ihados com monodxido de carbono e aplicadas
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aos geis. Albumina de soro bovino foi usado
como padrédo. Os geis foram tingidos durante
trés horas em Azul Brilhante Coomassie R a
0,25% em uma solugédo de 4cido acético, me-
tanol absoluto e agua (1:2:4) e decoloridos
por difuséo.

1. ABREVIACOES: Bis-Tris, bis (2 hidroxietil)
imino Tris (hidroximetil) metano; Tris, tris
(hidroximetil) aminometano; ATP, adenosina
trifosfato; EDTA, éacido etilano diamino tetra-
acético; I', constante de segunda ordem de ve-
locidade de combinagdo de monéxido de car-
bono; K, constante de primeira ordem da
velocidade de dessociacdo de oxigénio; p1/2,
pressio parcial de oxigénio no qual a metade
dos focus hemo estdo ocupados.

DETERMI.NAGRO DO PESO MOLECULAR

Um experimento de filtragdo de gel com
carboxi hemoglobina de Brachyplatystoma foi
realizado de acordo com a técnica descrita por
Martin et al. (1978c) .

ESTUDOS DE EQUILIBRIO DE OXIGENIO

Equilibrios do sangue completo foram rea-
lizados a 30°C pelo método de Powers et. al.
(1978) utilizando um analisador de dissociagédo
de oxigénio Hem-O-Scan (American Instru-
ments Corp.). Os equilibrios de oxigénio de
hemoglobina purificada foram realizados a
20°C como descrito por Riggs & Wol-
bach (1956). As solugbes de hemoglobina
(60 oM hemo) foram levadas a uma concentra-
¢do idnica de 0,05 em tampoes Tris ou Bis-tris.
Os valores Piy/; foram determinados como
uma fungdo do pH. Os experimentos foram
realizados com hemolisados “stripped” e he-
molisados “stripped” + 1mM ATP.

ANALISES CINETICAS

Os experimentos cinéticos foram realiza-
dos com um aparelho de fluxo fechado Gibson-
Durrum do tipo originalmente descrito por
Gibson & Milnes (1964) equipado com uma
faixa de observagdes de 2 cm. As cinéticas de
dissociacdo de oxigénio foram medidas pelo
método da dithionita (Antonini & Brunori,
1971) na presenca e auséncia de 1,25 mM ATP,
As concentragdes hemo foram de 10-20 M
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antes de misturar. A constante da velocidade
de combinagdo de segunda ordem para 0 mo-
néxido de carbono foi obtida por mistura rapida
de solugdes de hemoglobina dehidragena-
das e reduzidas (1020 gM hemo) em tam-
pées Tris ou Bis-tris de concentragdo i0nica
0,1 com uma solugédo de mondxido de carbono
86 »M dissolvida em dgua. As solugdes de mo-
néxido de carbono foram obtidas por diluigédo
quantitativa de solugdes “stock™ 0,86 mM de
égua destilada equilibrada com o gés a 1atm e
e 30° CI=I.°C. Os experimentos de combina-
¢do de CO foram realizados com solugdes
“stripped” ou solugdes “stripped” com 12,5
#M ou 1,25 mM ATP como fungéo do pH. A
reacdo foi estudada a uma concentracdo de
CO e analisada como um processo de pseudo
primeira ordem.

TAMPOES

Tampodes Tris foram usados em experimen-
tos de pH acima de 7,0 sendo que tampdes Bis-
tris foram usados em experimentos de pH mais
baixo. Nos experimentos com hemolisados as
solugbes de hemoglobina foram preparadas a
concentragdo ionica de 0,05. A concentragédo
ibnica das solugdes de hemoglobina usadas
nos experimentos cinéticos foi de 0,1 antes de
misturas.

RESULTADOS

CARACTERIZAGAO DA HEMOGLOBINA
DE BRACHYPLATYSTOMA

Em contraste com as hemoglobinas de ou-
tros membros do Pimeloididae (ex. Pimelodel-
la sp; Pimelodus sp.) a hemoglobina de Bra-
chyplatystoma migra como uma espécie mo-
lecular simples em electroforese de gel de
disco e de foco isoelétrico (Bunn & Riggs,
1978; Fyhn et al., 1978) . Os estudos de filtra-
¢do de gel indicam que a CO-hemoglobina é
tetramerica a pH 8,0 com um peso molecular
aparente de 69000.

EQUILIBRIOS DE OXIGENIO

A curva de oxigenagédo do sangue completo
de Bfachyplatystoma a 30°C aparece na Fig. 1.
A diferenga na posigdo das duas curvas medi-
da na auséncia e presenga de 5,6% CO;, res-
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pectivamente, ilustra o grande efeito Bohr des-
ta hemoglobina. O Py/2 sem CO; é 10,7 mm
Hg e com 5,6% CO; é de 25,1 mm Hg. A for-
ma das duas curvas indica ligagdo cooperativa
de oxigénio. O valor n do sangue sem CO; é
2,1 e o valor n do sangue com 5,6% CO; é
de 1.3.
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Fig. 1 — Curva de oxigénio do sangue completo he-
parinizado de Brachyplatystoma sp a 30°C. As cur-
vas 1 (---) e 2 (—) representam de 5,6% CO, res-
pectivamente.

Os resultados dos experimentos de equili-
brio de oxigénio com hemoglobina “stripped”
sa@o apresentados na Fig. 2. Um efeito Bohr al-
calino é aparente entre pH 8,4 e 59. O efeito
Bohr medido entre pH 7,0 e 8,0 para a hemo-
globina “stripped” é A log Py/2/A pH= —0,23.
Este efeito é aumentado agregando 1 mM ATP,
A log Py/2/A pH = —0,58. O ATP diminui a
a afinidade de oxigénio a valores de pH meno-
res que 9,0 sendo que a diminuigdo méxima
ocorre perto de pH 7,0. Perto de pH 8.0 o
p1/2, aumenta aproximadamente duas vezes
na presenca de ATP; a pH 7,0, a mudanca é de
mais ov menos 6 vezes. A curva de dependén-
cia de pH, em experimentos nos quais ha
adicdo de ATP, é corrida uma unidade de pH
a direita a valores baixos de pH. Abaixo de
pH 6,0 um efeito Bohr 4cido ocorre em solugédo
de Hemoglobina “stripped”. Adigao de 1 mM
ATP leva o efeito Bohr dcido a valores mais
altos de pH. Nao hé efeito Root evidente a pH
baixo.

A cooperatividade de hemoglobina também
varia em fungdo do pH; valores de n variando
de 1 a pH 54 até 1,7 a pH 7,0 foram obtidos
em solugdes “stripped”. A valores de pH aci-
ma de 7,0 o valor de n diminui; a pH 9,0 n=13.
A presenca de ATP indica um aumento de n
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a velores de pH acima de 7,0 e até pH de 8,06.
Entre pH de 59 e 8,06 na presengca de 1 mM
ATP, n varia de 1,2 a 2. Acima de pH 8.06 o
valor de n diminui e a pH 9,0 é igual ao obtido
para a solugdo de hemoglobina “stripped”.

=10 L 1 1 1 d
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Fig. 2 — Griéfico do log P1/2 e n de hemoglobina
“stripped” de Brachyplatystoma vs. pH. Hemoglo-
bina “stripped” (O) e “stripped” + 1mM ATP (e).
Condigbes como descritas no texto.

O Py2 de hemoglobina “stripped” é de
045 mm Hg a pH 74; o P2 é de 1,25 mm
Mg apds adigdo de 1 mM ATP. Estas afinida-
des de oxigénio sdo consideravelmente maio-
res que os valores reportados acima para san-
gue completo. Esta discrepancia também ocor-
re em outros trabalhos (Martin et al., 1978a
e 1978b) e é provavelmente devida as diferen-
gas em n as temperaturas experimentais. Por
exemplo, Powers et al. (1978) encontraram
que o Py; de eritrécitos isolados de Pterygo-
plichthys sp. (outro bagre amazénico) mu-
dou de 2,4,a 10,7 mm Hg quando a temperatura
experimental foi alterada de 20 a 30°C. Prosser
(1973) notou que o Pi/2 da hemoglobina de
peixes geralmente aumenta em 1 mm Hg por
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cada grau de aumento na temperatura. A alta
afinidade das solugdes de hemoglobina con-
tendo ATP também podia ser atribuida, nestes
experimentos, a auséncia de guanosina trifos-
fato e inositol hexafosfato, cada um dos quais é
mais efetivo que ATP em diminuir a afinidade
de oxigénio da hemoglobina em certas outras
espécies de peixe (Tan & Noble, 1973; Torracca
et al., 1977). A pH 9,0 o Py/2 da hemoglobina
“stripped” é de 0,46 mm Hg. Uma pequena que-
da em Py/2 ocorre entre pH 9,0 e 8,4 até 0,28
mm Hg. Este efeito também foi notado em estu-
dos de outra espécie de bagre Hoptosternum
littorale por Garlick et al. (1978). Entre pH
8,4 e 5,9 o Pi/2 aumenta 16,2 vezes indo de 0,28
até 4,55 mm Hg. Ap6s adigoes de ATP a mudan-
¢a de Py/» aumenta até 23 vezes indo de 0,42
mm Hg a pH 8,4 até 9,55 mm Hg a pH 6,4.

CINETICAS DE LIGAGAO DE LIGANDOS

As cinéticas de dissociagdo de oxigénio
da hemoglobina de Brachyplatystoma séo ho-
mogéneas a todos os pH tanto com e sem 1,25
mm Hg. A constante de taxa de primeira or-
dem é dependente tanto do pH quanto do ATP
(Fig. 3). Um aumento na taxa de 2,3 vezes ocor-
re entre pH 8,3 e 5,95 variando até um aumento
de 3,75 vezes na presenga de ATP. Na ausén-
cia de ATP, a taxa muda de 20 seg™ a 50 seg”
entre pH 8,0 e 5,25 sendo que adigoes de ATP
causam um aumento na taxa de dissociagao
até aproximadamente 73 seg’' a pH 595. A
pH 8,2 o ATP nao muda a taxa de dissociagao.
A pH 5,0 uma diminuigdo na taxa de dissocia-
¢do ocorre nas solugdes de hemoglobina trata-
das com ATP nao “stripped”, o que é expresséo
cinética de efeito Bohr dcido. O efeito Bohr
alcalino cinético é semelhante ao descrito
para outras espécies de teledsteos. Porém, a
magnitude da mudanga de taxa entre pH 595
e 80 é menor que a observada para outras
hemoglobinas de teledsteos. Por exemplo, a
hemoglobina de Pseudodoras (Martin et al.,
1978b) que em muitos aspectos é bem seme-
Ilhante a de Brachyplatystoma sp. apresenta mu-
dangas na taxa de dissociagdo de 7 vezes na
auséncia e 10 vezes na presenca de ATP po-
rém, as afinidades absolutas de oxigénio a pH
alto e baixo e as mudangas relativas das afi-
nidades sdo similares nestas hemoglobinas
quando em presenga de ATP. Isto é possivel
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face a taxa de combinagdo de ligandos extre-
mamente répida da hemoglobina de Pseudodo-
ras. Os resultados dos experimentos cinéti-
cos, apoiam as conclusdes dos experimentos
de equilibrio em que as taxas de dissociagédo
indicam efeitos Bohr tanto 4cido quanto alca-
linos.
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Fig. 4 — Constante de velocidade de combinacao de
segunda ordem para ligagdo de CO, 1’, vs. pH. A
reagdo é autocatalitica abaixo de pH 8,3 e os valo-
res reportados representamos a velocidades iniciais
de reacdo. Condigbes como descrilas no texto, He-
moglobina “stripped” (0), “stripped” + 12,5 uM
ATP (A), “stripped” + 125m ATP (e).

Fig. 3. — Dependéncias do pH da constante de
dissociagio de primeira ordem, K, para oxigénio
calculada dos dados de velocidade inicial. Con-
digdbes como descritas no texto. Hemoglobina
“stripped” (O); “stripped” + 1mM ATP (e).

CINETICAS DE COMBINAGAO DE CO

A reagdo de combinagdo de CO foi estuda-
da a uma concentragio de CO (4, 15x10°M)
como fungé@o do pH e da concentragcdo de ATP
e analisada como um processo de pseudo pri-
meira ordem. Os resultados sdo resumidos na
Fig. 4. A reagdo é homogénea a pH 8,3, porém
virando autocatalitica a pH 7,0, o que é indi-
cativo de interagbes cooperativas entre as
subunidades. A pH 7,0 a taxa inicial de reagéo
é aproximadamente a metade da observada ao
nivel de metade de saturagdo. A constante de
taxa inicial de segunda ordem é dependente
do pH aumentando de 2x10° M seg™ a 6,7x10°
M- seg” entre pH 59 e 8,3 em solugbes de
hemoglobina sem 1 mM ATP.
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H& considerdvel variacdo nos dados de
combinagdo de CO o que dificulta a interpre-
tacdo com relagdo aos efeitos do ATP, porém
a presenca de 1,25 mM ATP diminui ligeira-
mente a taxa CO“on” a pH 5,1 e a diminui gran-
demente a pH 8,3. A direcdo da mudanga nas
constantes CO “on" e 02 “off" com o pH estéo
de acordo com a variagdo observada no p1/2
para o oxigénio em estudos de equilibrio de
oxigénio. As diferengas em magnitude da va-
riagdo entre os estudos cinéticos e de equili-
brio podem surgir face aos efeitos diferenciais
do pH no processo de combinagdo com CO
e O,.

Discussio

O sangue de Brachyplatystoma contem s6
um componente de hemoglobina, sendo que
outros membros dos Pimelodidae (foram exa-
minados espécies de seis géncros) possuem
componentes multiplos da hemoglobina (Fyhn
et al., 1978). Ainda dentro do género Brachy-
platystoma foi descoberta uma espécie com
componentes multiplos. Fendomeno s‘milar foi
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encontrado por Bonaventura et al. (1976) em
Leiostomus xanthurus, (nica espécie de cinco
examinada da familia Sciaenidade que possui
um sistema de hemoglobina simples.

Os bagres da familia Pimelodidae pos-
suem bexigas natatérias. Porém, como foi in-
dicado por Farmer et al. (1978), ndo possuem
os dois sistemas multiplicadores contra-cor-
rente que vérios peixes usam para secregao
de oxigénio, a rete mirabile e rete choroide.
Todas as espécies examinadas por estes au-
tores também de efeito Root.

Experimentos realizados em sangue com-
pleto e hemoglobina purificada com 1mM ATP
demonstram que a hemoglobina de Brachypia-
tystoma apresenta efeito Bohr grande: A log
p1/2/ApH= —0,58 para solugoes de hemo-
globina mais 1mM ATP em comparagéao com os
dados das hemoglobinas de outras espécies de
bagre, (ex, Hoplosternum littorale, —0,33,
solugdo de hemoglobina nao fracionada com
1 mM ATP, Garlick et al., 1978; Pseudodoras
sp., —0,14, solugéo de hemoglobina mais 1mM
ATP, Martin et al.,, 1978; Prerygoplichtys sp,
—a0,31, sangue completo, Johansen & Magnum,
1978; Ictalurus nebulosus —0,31, sangue com-
pleto, Grigg, 1969) . Brachyplatystoma sp. é a
espécie siluréide mais ativa das enumeradas
acima, sendo freglientemente encontrada nos
centros de rios de dguas rapidas (Fink & Fink,
1978) . Reischl (1977) examinou a afinidade
de oxigénio da hemoglobina de outra espécie
pimelodidae, Pimelodus maculatus na presenga
de 600 mM ATP e encontrou um efeito Bohr de
—~0,56 entre pH 7,0 e 8,0. Powers et al. (1978)
descobriram que o CO; tem maior efeito na
afinidade de oxigénio dos eritrécitos de ba-
gres das familias Pimelodidae e Aucheniple-
ridae que apresentam espécies de movimento
rapido. Também observaram que o CO: dimi-
nui em grau menor a afinidade de oxigénio do
sangue de bagres das familias Loricariidae
e Callichthyidae que sé@o geralmente peixes
bénticos vagarosos encontrados nas margens
de riachos. Esta tendéncia na magnitude do
efeito Bohr tem sido notada por Riggs (1970)
para uma variedade de peixes e esta presumi-
velmente correlata com o grau de necessidade
para suprimento répido de oxigénio nos teci-
dos.
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A hemoglobina de Brachyplatystoma é se-
melhante a2 hemoglobina de mamiferos em
apresentar efeitos Bohr &cidos e alcalinos,
efeito de fosfato e nédo apresenta efeito Root.
Porém, a valores baixos de pH a cooperativida-
de é reduzida com n=1 a pH 54. Valores
baixos de n podem resultar da heterogeneidade
inter ou intramolecular de ligagdo de oxigénio
sendo que a hemoglobina foi considerada ho-
mogénea por eletroforese de gel, o baixo valor
de n provavelmente aparece dada a diferenga
nas propriedades de ligagdo das cadeias se-
melhantes a oc e B que aparecem a pH baixo.
Bonaventura et al. (1976) demonstraram que
as cadeias oc e [ da hemoglobina de “spotfish”
ligam ligandos de maneira diferencial a pH bai-
x0. Observagoes similares foram feitas por
Tan et al. (1973) em hemoglobina de carpa.

Ambas as taxas CO “on" e O, “off" da he-
moglobina de Brachyplatystoma s&o atingidas
pelo pH; o efeito dos fosfatos orgénicos estéa
principalmente e expresso na aceleragdo da
taxa O; “off”. Nestes aspectos, a hemoglobina
assemelha-se a de outras espécies de peixes.
Porém, ainda se a taxa CO “on" é comparavel
as das hemoglobinas e com efeito Root de
carpa “spotfish" e truta, a taxa O, “off" a va-
lores de pH ndo atinge a magnitude da taxa
observada nessas mesmas hemoglobinas.
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SUMMARY

The single hemoglobin component of Brachy-
platystoma sp. has been isolated. The CO-hemo-
globin has an apparent molecular weight of 69,000
as determined by gel filtration., The hemoglobin
displays both acid and elkaline Bohr effects, an
organic phosphate effect and no Root effect. The
whole blood p,, for oxygen shifts from 10.7 mm
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Hg in air equilibrated solutions to 25.1 mm Hg
after the addition of 5.6% CO, to the equilibration
gas. The p Va of purified hemoglobin varies from
0.3 mm Hg at pH 8.4 to 4.5 mm Hg at pH 5.9, The
Bohr effect measured for stripped hemoglobin
between pH 8.0 and 7.0 is A log p Va /APH = -0.23.
Additions of 1 mM ATP induce a shift in the Bohr
effect to A log p v, /APH = -0.58 over the same
PH range. The n value of stripped hemoglobin
solutions varies from 1 at pH 5.9 to 1.7 at pH 7 0.
Additions of 1 mM ATP shift the variation in n to
higher pH values, and causes an increase in the n
value, n = 2 at pH 7.4. The kinetics of carbon
monoxide binding and oxygen dissociation are pH
dependent. The CC)On rate becomes autocatylytic
as the pH is lowered, indicating positive subunit
interactions. The O, rate was homogeneous at
all pH values. The Bohr effects of Brachyplatystoma
hemoglobin and other pimelodid hemoglobins are
greater than those determined for the unfractionated
hemoglobins of more sedentary species from other
catfish families such as the Loricariidae and Calli-
chthyidae.
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