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R e s u m o 

O componente único da hemoglobina de Bra-
chyplatysoma sp. tem um peso molecular aparente 
de 69000 determinado por filtração de gel. A hemo
globina apresenta efeito Bohr tanto ácido quanto 
básico, efeito de fosfato orgânico e não apresenta 
efeito Root. O P i / 2 de oxigênio do sangue comple
to varia de 10.7 mm Hg em soluções equilibradas 
no ar até 25,1 mm Hg após a adição de 5,6% C0 2 

ao gás equilibrado. O efeito Bohr medido para he
moglobina "stripped" entre pH 7,0 e 8,0 é A l 0 B 
P'/j/AP= H —0,23. Adições de lmM ATP induzem 
mudança no efeito Bohr a A '°g Pyj/A P H = —0,58 
na mesma faixa de pH. O valor n das soluções de 
hemoglobina "stripped" varia de 1 a pH 7,0. Adi
ções de lmM ATP mudam a variação de n a valo
res de pH mais altos causando um aumento no va
lor de n, n = 2 a pH 7,4. As cinéticas da ligação de 
monóxido de carbono e dissociação de oxigênio são 
dependentes do pH. A taxa CO "on" vira autocata-
litica à medida que o pH diminui, indicando intera
ções positivas das subunidades. A taxa O s "off" foi 
homogênea a todos os valores do pH. Os efeitos 
Bohr da hemoglobina de Brachyplatystoma e outras 
hemoglobinas de pimeloidídeos são maiores que as 
determinadas para as hemoglobinas não tracciona-
das de espécies mais sedentárias de outras famílias 
de bagres, tais como Lorlcariidae e Callichthyidae. 

INTRODUÇÃO 

E s t u d o s e m h e m o g l o b i n a s i s o l a d a s d e n u 

m e r o s a s e s p é c i e s d e p e i x e d e m o n s t r a m a m p l a 

m e n t e q u e a s h e m o g l o b i n a s t ê m e v o l u í d o u m a 

l a r g a f a i x a d e p r o p r i e d a d e s f u n c i o n a i s a t r a v é s 

d e l i n h a s t a x o n ó m i c a s . E x i s t e m d i f e r e n ç a s e n 

t r e h e m o g l o b i n a s d e p e i x e c o m r e l a ç ã o à s e n 

s i b i l i d a d e a p H e f o s f a t o s i n o r g â n i c o s , e f e i t o s 

d e t e m p e r a t u r a s o b r e l i g a ç ã o d e o x i g ê n i o , g r a u 

d e c o o p e r a t i v i d a d e , s e n s i b i l i d a d e a o i o n c l o r o , 

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

n a t u r a l i z a ç ã o p o r s a i s e u r é i a . 

O f a t o d e q u e d i f e r e n ç a s i n t e r e s p e c í f i c a s 

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

d e p e i x e s , n a r e a l i d a d e , r e p r e s e n t a m a d a p t a 

ç õ e s a o s m e i o s a m b i e n t a i s i n t e r n o s e e x t e r 

n o s , é s u g e r i d o p e l a s n u m e r o s a s c o r r e l a ç õ e s 

q u e t ê m s i d o o b s e r v a d a s e n t r e a s p r o p r i e d a d e s 

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

a m b i e n t e s d a s e s p é c i e s ( K r o g h & L e i t c h , 1 9 1 9 ; 

W i l l m a r , 1 9 3 4 ; H o c h a c h k a & S o m e r o , 1 9 7 1 ; P o -

w e r s , 1 9 7 4 ; B a i n e s , 1 9 7 5 ; P o w e r s e í a / . , 1 9 7 8 ) . 

A s s i m , u m e s t u d o c o m p a r a t i v o e e l u c i d a ç ã o 

d e v a r i a ç ã o e s t r u t u r a l e f u n c i o n a l e m h e m o g l o 

b i n a e n t r e e s p é c i e s d e p e i x e s c o m r e q u e r i m e n 

t o s e c o l ó g i c o s d i f e r e n t e s d e v e r i a d a r u m m o 

d e l o ú t i l p a r a c o n s i d e r a r a e v o l u ç ã o e d i v e r 

g ê n c i a d e p r o t e í n a s n u m a e s p é c i e a t r a v é s d o 

t e m p o à m e d i d a q u e o s m e i o s i n t e r n o s e e x 

t e r n o s s o f r e m m o d i f i c a ç õ e s . 

E s t e t r a b a l h o r e s u m e e x p e r i m e n t o s r e a l i z a 

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

Brachyplatystoma s p . R e p r e s e n t a p a r t e d e u m 

e s f o r ç o m a i o r p a r a d e d u z i r o s p a d r õ e s d e a d a p 

t a ç ã o e n t r e a s h e m o g l o b i n a s d e b a g r e e m 

r e l a ç ã o a d i f e r e n ç a s f í s i c a s n o s habitats d o s 

p e i x e s . O s b a g r e s a m a z ô n i c o s s ã o e s p e c i a l 

m e n t e a p r o p r i a d o s a e s t e t i p o d e l e v a n t a m e n 

t o . D a s d u a s m i l e s p é c i e s c o n h e c i d a s d e b a 

g r e s , m i l e d u z e n t o s s ã o e n c o n t r a d a s n a A m é 

r i c a d o S u l ( N e l s o n , 1 9 7 6 ) , m u i t a s d e l a s n a 

b a c i a a m a z ô n i c a ; o s t i p o s d e habitats o c u p a d o s 

p e l a s d i v e r s a s t a x a s c o b r e m u m a f a i x a g r a n d e . 

A s s i m , a d a p t a ç õ e s d a s h e m o g l o b i n a s e m r e s 

p o s t a a g r a d i e n t e s d e p r e s s ã o d e s e l e ç ã o p o 

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

p o . Brachyplatystoma f o i e s c o l h i d o d a d a a s u a 
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d i s p o n i b i l i d a d e , h o m o g e n e i d a d e m o l e c u l a r e 

p r e f e r ê n c i a s d e habitat, s e n d o q u e é u m p e i x e 

a t i v o e n c o n t r a d o e m á g u a s d e f l u x o r á p i d o . 

MATERIAIS E MÉTODOS 

ISOLAMENTO 

I n d i v í d u o s d e Brachyplatystoma 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 d e 1 9 7 6 , 

d u r a n t e u m a e x p e d i ç ã o n o R / V " A l p h a H e l i x " 

n o r i o S o l i m õ e s , u n s 5 0 k m r i o a c i m a d a u n i ã o 

d e s t e c o m o N e g r o p a r a f o r m a r o A m a z o n a s . 

O s p e i x e s f o r a m c a p t u r a d o s p o r m a l h a d e i r a d e 

g u e l r a s e t r a n s p o r t a d o s a o " A l p h a H e l i x " p a r a 

e s t u d o . O s a n g u e f o i o b t i d o p o r p u n ç ã o c a r 

d í a c a c o m s e r i n g a s d e v i d r o h e p a r i n i z a d a s e 

f r i a s , ( 1 0 0 /*l d e h e p a r i n a d e s ó d i o ( 5 0 0 0 

I . U / m l . ) e m 1 , 7 % N a C I p o r 5 m l d e s a n g u e ) . 

O s e r i t r o c i t o s f o r a m l a v a d o s t r ê s v e z e s e m d e z 

v o l u m e s d e T r i s I m M f r i o , p H 8 , 0 1 , 1 , 7 % N a C I 

e e n t ã o l i s a d o s e m 3 v o l u m e s d e T r i s 1 m M , 

p H 8 , 0 d u r a n t e u m a h o r a a 0 ° C . U m d é c i m o 

d e v o l u m e N a C I I M f o i a g r e g a d o a o h e m o l i s a d o 

e a m i s t u r a f o i c e n t r i f u g a d a a 2 8 0 0 0 x g p o r 1 5 

m i n u t o s p a r a r e m o v e r o l i x o c e l u l a r . O s o b r e 

n a d a n t e f o i d e p r o v i s t o d e s a i s e f o s f a t o s o r 

g â n i c o s p a s s a n d o o m a t e r i a l a t r a v é s d e u m a 

c o l u n a d e 2 , 5 x 5 0 c m d e r e s i n a d e S e p h a d e x 

G - 2 5 e q u i l i b r a d a e m T r i s 0 , 1 m M , p H 8 , 5 s e g u i 

d o p o r u m t r a t a m e n t o e m c o l u n a d e d i o n i f i c a -

ç ã o c o n t e n d o a s s e g u i n t e s r e s i n a s d e 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 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 , 2 0 c m d e r e s i n a 

d e c a m a d a m i s t a B i o . R a d A G 5 0 1 - X 8 ( D ) . A 

h e m o g l o b i n a p u r i f i c a d a f o i g u a r d a d a a 5 ° C a t é 

r e q u e r i d o . U m a a m o s t r a d e h e m o l i s a d o f o i 

c o n g e l a d o a — 7 0 ° C e t r a n s p o r t a d a e m g e l o 

s e c o a B e a u f o r t , N . C . e l o g o g u a r d a d a a 

— 2 0 ° C p o r d o i s m e s e s a p ó s o q u e o h e m o l i s a 

d o f o i d e s c o n g e l a d o e u s a d o 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 d e gel. 

ELECTROFORESE 

F o i r e a l i z a d a e l e c t r o f o r e s e d e gel d e p o l i a -

c r i l a m i d a v e r t i c a l ( p H 8 , 9 , 7 , 5 % g e l ) à 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 ( J 9 6 4 ) . A s 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 ) n o 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 / e d i t i o n i t a f o r a m b o r b u 

l h a d o s c o m m o n ó x i d o d e c a r b o n o e a p l i c a d a s 

a o s geis. A l b u m i n a d e s o r o b o v i n o f o i u s a d o 

c o m o p a d r ã o . O s geis f o r a m t i n g i d o s d u r a n t e 

t r ê s h o r a s e m A z u l B r i l h a n t e C o o m a s s i e R a 

0 , 2 5 % e m u m a s o l u ç ã o d e á c i d o a c é t i c o , m e 

t a n o l a b s o l u t o e á g u a ( 1 : 2 : 4 ) e d e c o l o r i d o s 

p o r d i f u s ã o . 

1 . ABREVIAÇÕES: B i s - T r i s , b i s ( 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 l 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 a n o d i a m i n o t e t r a -

a c é t i c o ; I ' , c o n s t a n t e d e s e g u n d a o r d e m d e v e 

l o c i d a d e d e c o m b i n a ç ã o d e m o n ó x i d o d e c a r 

b o n o ; K, c o n s t a n t e d e p r i m e i r a o r d e m d a 

v e l o c i d a d e d e d e s s o c i a ç ã o d e o x i g é n i o ; p 1 / 2 , 

p r e s s ã o p a r c i a l d e o x i g ê n i o n o q u a l a m e t a d e 

d o s locus h e m o e s t ã o o c u p a d o s . 

DETERMINAÇÃO DO PESO MOLECULAR 

U m e x p e r i m e n t o d e f i l t r a ç ã o d e gel c o m 

c a r b o x i h e m o g l o b i n a d e Brachyplatystoma f o i 

r e a l i z a d o d e a c o r d o c o m a t é c n i c a d e s c r i t a p o r 

M a r t i n e f al. ( 1 9 7 8 c ) . 

ESTUDOS DE EQUILÍBRIO DE OXIGÊNIO 

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

l i z a d o s a 3 0 ° C p e l o m é t o d o d e P o w e r s e f . aí. 

( 1 9 7 8 ) u t i l i z 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 s C o r p . ) . O s e q u i l í b r i o s d e o x i g ê n i o d e 

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

2 0 ° C c o m o d e s c r i t o p o r R i g g s & 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 n a 

( 6 0 MM h e m o ) f o r a m l e v a d a s a u m a c o n c e n t r a 

ç ã o i ô n i c a d e 0 , 0 5 e m t a m p õ e s T r i s o u B i s - t r i s . 

O s v a l o r e s P 1 / 2 f o r a m d e t e r m i n a d o s c o m o 

u m a f u n ç ã o d o p H . O s e x p e r i m e n t o s f o r a m 

r e a l i z a d o s c o m h e m o l i s a d o s " s t r i p p e d " e h e -

m o l i s a d o s " s t r i p p e d " + 1 m M A T P . 

ANÁLISES CINÉTICAS 

O s e x p e r i m e n t o s c i n é t i c o s f o r a m r e a l i z a 

d o s c o m u m a p a r e l h o d e f l u x o f e c h a d o G i b s o n -

D u r r u m d o t i p o o r i g i n a l m e n t e d e s c r i t o p o r 

G i b s o n & M i l n e s ( 1 9 6 4 ) e q u i p a d o c o m u m a 

f a i x a d e o b s e r v a ç õ e s d e 2 c m . A s c i n é t i c a s d e 

d i s s o c i a ç ã o d e o x i g ê n i o f o r a m m e d i d a s p e l o 

m é t o d o d a d i t h i o n i t a ( A n t o n i n i & B r u n o r i , 

1 9 7 1 ) n a p r e s e n ç a e a u s ê n c i a d e 1 , 2 5 m M A T P . 

A s c o n c e n t r a ç õ e s h e m o f o r a m d e 1 0 - 2 0 /iM 



a n t e s d e m i s t u r a r . A c o n s t a n t e d 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 s e g u n d a o r d e m p a r a o m o 

n ó x i d o d e c a r b o n o f o i o b t i d a p o r m i s t u r a r á p i d a 

d e s o l u ç õ e s d e h e m o g l o b i n a d e h i d r o g e n a -

d a s e r e d u z i d a s ( 1 0 - 2 0 / * M h e m o ) e m t a m 

p õ e s T r i s o u B i s - t r i s d e c o n c e n t r a ç ã o i ô n i c a 

0 ,1 c o m u m a s o l u ç ã o d e m o n ó x i d o d e c a r b o n o 

8 6 nM d i s s o l v i d a e m á g u a . A s s o l u ç õ e s d e m o 

n ó x i d o d e c a r b o n o f o r a m o b t i d a s p o r d i l u i ç ã o 

q u a n t i t a t i v a d e s o l u ç õ e s " s t o c k " 0 , 8 6 m M d e 

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 o g á s a 1 a t m e 

e 3 0 ° C I ± I . ° C . O s e x p e r i m e n t o s d e c o m b i n a 

ç ã o d e C O f o r a m r e a l i z a d o s c o m s o l u ç õ e s 

" s t r i p p e d " o u s o l u ç õ e s " s t r i p p e d " c o m 1 2 , 5 

/ * M o u 1 , 2 5 m M A T P c o m o f u n ç ã o d o p H . A 

r e a ç ã o f o 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 d e 

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 

p r i m e i r a o r d e m . 

TAMPÕES 

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 d e p H a c i m a d e 7 , 0 s e n d o q u e t a m p õ e s B i 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 d e p H m a i s 

b a i x o . N o s e x p e r i m e n t o s c o m h e m o l i s a d o s a s 

s o l u ç õ e s d e h e m o g l o b i n a f o r a m p r e p a r a d a s a 

c o n c e n t r a ç ã o i ô n i c a d e 0 , 0 5 . A c o n c e n t r a ç ã o 

i ô n i c a d a s s o l u ç õ e s d e h e m o g l o b i n a u s a d a s 

n o s e x p e r i m e n t o s c i n é t i c o s f o i d e 0 , 1 a n t e s d e 

m i s t u r a s . 

RESULTADOS 

CARACTERIZAÇÃO DA HEMOGLOBINA 

DE BRACHYPLATYSTOMA 

E m c o n t r a s t e c o m a s h e m o g l o b i n a s d e o u 

t r o s m e m b r o s d o P i m e l o i d i d a e ( e x . Pimelodel-

la s p ; Pimelodus s p . ) a h e m o g l o b i n a d e Bra-

chyplatystoma m i g r a c o m o u m a e s p é c i e m o 

l e c u l a r s i m p l e s e m e l e c t r o f o r e s e d e gel d e 

d i s c o e d e f o c o i s o e l é t r i c o ( B u n n & R i g g s , 

1 9 7 8 ; F y h n e í a / . , 1 9 7 8 ) . O s e s t u d o s d e f i l t r a 

ç ã o d e gel i n d i c a m q u e a C O - h e m o g l o b i n a é 

t e t r a m e r i c a a p H 8 , 0 c o m u m p e s o m o l e c u l a r 

a p a r e n t e d e 6 9 0 0 0 . 

EQUILÍBRIOS DE OXIGÊNIO 

A c u r v a d e o x i g e n a ç ã o d o s a n g u e c o m p l e t o 

d e Brachyplatystoma a 3 0 ° C a p a r e c e n a F i g . 1 . 

A d i f e r e n ç a n a p o s i ç ã o d a s d u a s c u r v a s m e d i 

d a n a a u s ê n c i a e p r e s e n ç a d e 5 , 6 % C 0 2 , r e s 

p e c t i v a m e n t e , i l u s t r a o g r a n d e e f e i t o B o h r d e s 

t a h e m o g l o b i n a . O P 1 / 2 s e m C02 é 1 0 , 7 m m 

H g e c o m 5 , 6 % C 0 2 é d e 2 5 , 1 m m R g . A f o r 

m a d a s d u a s c u r v a s i n d i c a l i g a ç ã o c o o p e r a t i v a 

d e o x i g ê n i o . O v a l o r n d o s a n g u e s e m C O 2 é 

2 ,1 e o v a l o r n d o s a n g u e c o m 5 , 6 % C 0 2 é 

d e 1 . 3 . 

1 o 

Y 0 8 

— 1 1 1 L _ 

O 0 5 ( O I S 2 0 L O G P l O í l 

Fig. 1 — Curva de oxigênio do sangue completo he-
parinizado de Brachyplatystoma sp a 30°C. As cur
vas 1 ( — ) e 2 ( ) representam de 5,6% C0 2 res
pectivamente. 

O s r e s u l t a d o s d o s e x p e r i m e n t o s d e e q u i l í 

b r i o d e o x i g ê n i o c o m h e m o g l o b i n a " s t r i p p e d " 

s ã o a p r e s e n t a d o s n a F i g . 2 . U m e f e i t o B o h r a l 

c a l i n o é a p a r e n t e e n t r e p H 8 , 4 e 5 , 9 . O e f e i t o 

B o h r m e d i d o e n t r e p H 7 , 0 e 8 , 0 p a r a a h e m o 

g l o b i n a " s t r i p p e d " é A l o g P , / 2 / A p H = — 0 , 2 3 . 

E s t e e f e i t o é a u m e n t a d o a g r e g a n d o 1 m M A T P , 

A l o g P 1 / 2 / A p H = — 0 , 5 8 . O A T P d i m i n u i a 

a a f i n i d a d e d e o x i g ê n i o a v a l o r e s d e p H m e n o 

r e s q u e 9 , 0 s e n d o q u e a d i m i n u i ç ã o m á x i m a 

o c o r r e p e r t o d e p H 7 , 0 . P e r t o d e p H 8 . 0 o 

p 1 / 2 , a u m e n t a a p r o x i m a d a m e n t e d u a s v e z e s 

n a p r e s e n ç a d e A T P ; a p H 7 , 0 , a m u d a n ç a é d e 

m a i s o u m e n o s 6 v e z e s . A c u r v a d e d e p e n d ê n 

c i a d e p H , e m e x p e r i m e n t o s n o s q u a i s h á 

a d i ç ã o d e A T P , é c o r r i d a u m a u n i d a d e d e p H 

à d i r e i t a a v a l o r e s b a i x o s d e p H . A b a i x o d e 

p H 6 , 0 u m e f e i t o B o h r á c i d o o c o r r e e m s o l u ç ã o 

d e H e m o g l o b i n a " s t r i p p e d " . A d i ç ã o d e 1 m M 

A T P l e v a o e f e i t o B o h r á c i d o a v a l o r e s m a i s 

a l t o s d e p H . N ã o h á e f e i t o R o o t e v i d e n t e a p H 

b a i x o . 

A c o o p e r a t i v i d a d e d e h e m o g l o b i n a t a m b é m 

v a r i a e m f u n ç ã o d o p H ; v a l o r e s d e n v a r i a n d o 

d e 1 a p H 5 , 4 a t é 1 ,7 a p H 7 , 0 f o r a m o b t i d o s 

e m s o l u ç õ e s " s t r i p p e d " . A v a l o r e s d e p H a c i 

m a d e 7 , 0 o v a l o r d e n d i m i n u i ; a p H 9 , 0 n — 1 , 3 . 

A p r e s e n ç a d e A T P i n d i c a u m a u m e n t o d e n 



a v a l o r e s d e p H a c i m a d e 7 , 0 e a t é p H d e 8 , 0 6 . 

E n t r e p H d e 5 , 9 e 8 , 0 6 n a p r e s e n ç a d e 1 m M 

A T P , n v a r i a d e 1 ,2 a 2 . A c i m a d e p H 8 . 0 6 o 

v a l o r d e n d i m i n u i e a p H 9 , 0 é i g u a l a o o b t i d o 

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 " s t r i p p e d " . 

3 -

- I O 1 i i i_ 
5 . 0 6 . 0 7 0 8 . 0 9 . 0 

p H 

Fig. 2 — Gráfico do log Pl/2 e n de hemoglobina 
"stripped" de Brachyplatystoma vs. pH. Hemoglo
bina "stripped" (O) e "stripped" + lmM ATP (•) . 
Condições como descritas no texto. 

O P i / 2 d e h e m o g l o b i n a " s t r i p p e d " é d e 

0 , 4 5 m m H g a p H 7 , 4 ; o P 1 / 2 é d e 1 , 2 5 m m 

M g a p ó s a d i ç ã o d e 1 m M A T P . E s t a s a f i n i d a 

d e s d e o x i g ê n i o s ã o c o n s i d e r a v e l m e n t e m a i o 

r e s q u e o s v a l o r e s r e p o r t a d o s a c i m a p a r a s a n 

g u e c o m p l e t o . E s t a d i s c r e p â n c i a t a m b é m o c o r 

r e e m o u t r o s t r a b a l h o s ( M a r t i n e í a / . , 1 9 7 8 a 

e 1 9 7 8 b ) e é p r o v a v e l m e n t e d e v i d a à s d i f e r e n 

ç a s e m n a s t e m p e r a t u r a s e x p e r i m e n t a i s . P o r 

e x e m p l o , P o w e r s e f al. ( 1 9 7 8 ) e n c o n t r a r a m 

q u e o P i / 2 d e e r i t r ó c i t o s i s o l a d o s d e Pterygo-

plichthys s p . ( o u t r o b a g r e a m a z ô n i c o ) m u 

d o u d e 2 , 4 ^ 1 0 , 7 m m H g q u a n d o a t e m p e r a t u r a 

e x p e r i m e n t a l f o i a l t e r a d a d e 2 0 a 3 0 ° C . P r o s s e r 

( 1 9 7 3 ) n o t o u q u e o P 1 / 2 d a h e m o g l o b i n a d e 

p e i x e s g e r a l m e n t e a u m e n t a e m 1 m m H g p o r 

c a d a g r a u d e a u m e n t o n a t e m p e r a t u r a . A a l t a 

a f i n i d a d e d a s s o l u ç õ e s d e h e m o g l o b i n a c o n 

t e n d o A T P t a m b é m p o d i a s e r a t r i b u í d a , n e s t e s 

e x p e r i m e n t o s , a a u s ê n c i a d e g u a n o s i n a t r i f o s 

f a t o e i n o s i t o l h e x a f o s f a t o , c a d a u m d o s q u a i s é 

m a i s e f e t i v o q u e A T P e m d i m i n u i r a a f i n i d a d e 

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

e s p é c i e s d e p e i x e ( T a n & N o b l e , 1 9 7 3 ; T o r r a c c a 

e f al., 1 9 7 7 ) . A p H 9 . 0 o P > / 2 d a h e m o g l o b i n a 

" s t r i p p e d " é d e 0 , 4 6 m m H g . U m a p e q u e n a q u e 

d a e m P 1 / 2 o c o r r e e n t r e p H 9 , 0 e 8 . 4 a t é 0 , 2 8 

m m H g . E s t e e f e i t o t a m b é m f o i n o t a d o e m e s t u 

d o s d e o u t r a e s p é c i e d e b a g r e Hoptosternum 

littorale p o r G a r l i c k e í al. ( 1 9 7 8 ) . E n t r e p H 

8 , 4 e 5 , 9 o P 1 / 2 a u m e n t a 1 6 , 2 v e z e s i n d o d e 0 , 2 8 

a t é 4 , 5 5 m m H g . A p ó s a d i ç õ e s d e A T P a m u d a n 

ç a d e P 1 / 2 a u m e n t a a t é 2 3 v e z e s i n d o d e 0 , 4 2 

m m H g a p H 8 , 4 a t é 9 . 5 5 m m H g a p H 6 , 4 . 

CINÉTICAS DE LIGAÇÃO DE LIGANDOS 

A s c i n é t i c a s d e d i s s o c i a ç ã o d e o x i g ê n i o 

d a h e m o g l o b i n a d e Brachyplatystoma s ã o h o 

m o g ê n e a s a t o d o s o s p H t a n t o c o m e s e m 1 , 2 5 

m m H g . A c o n s t a n t e d e t a x a d e p r i m e i r a o r 

d e m é d e p e n d e n t e t a n t o d o p H q u a n t o d o A T P 

( F l g . 3 ) . U m a u m e n t o n a t a x a d e 2 , 3 v e z e s o c o r 

r e e n t r e p H 8 , 3 e 5 , 9 5 v a r i a n d o a t é u m a u m e n t o 

d e 3 , 7 5 v e z e s n a p r e s e n ç a d e A T P . N a a u s ê n 

c i a d e A T P , a t a x a m u d a d e 2 0 s e g " 1 a 5 0 s e g - ' 

e n t r e p H 8 , 0 e 5 , 2 5 s e n d o q u e a d i ç õ e s d e A T P 

c a u s a m u m a u m e n t o n a t a x a d e d i s s o c i a ç ã o 

a t é a p r o x i m a d a m e n t e 7 3 s e g - 1 a p H 5 , 9 5 . A 

p H 8 , 2 o A T P n ã o m u d a a t a x a d e d i s s o c i a ç ã o . 

A p H 5 , 0 u m a d i m i n u i ç ã o n a t a x a d e d i s s o c i a 

ç ã o o c o r r e n a s s o l u ç õ e s d e h e m o g l o b i n a t r a t a 

d a s c o m A T P n ã o " s t r i p p e d " , o q u e é e x p r e s s ã o 

c i n é t i c a d e e f e i t o B o h r á c i d o . O e f e i t o B o h r 

a l c a l i n o c i n é t i c o é s e m e l h a n t e a o d e s c r i t o 

p a r a o u t r a s e s p é c i e s d e t e l e ó s t e o s . P o r é m , a 

m a g n i t u d e d a m u d a n ç a d e t a x a e n t r e p H 5 , 9 5 

e 8 . 0 é m e n o r q u e a o b s e r v a d a p a r a 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 . P o r e x e m p l o , a 

h e m o g l o b i n a d e Pseudodoras ( M a r t i n e í al., 

1 9 7 8 b ) q u e e m m u i t o s a s p e c t o s é b e m s e m e 

l h a n t e a d e Brachyplatystoma s p . a p r e s e n t a m u 

d a n ç a s n a t a x a d e d i s s o c i a ç ã o d e 7 v e z e s n a 

a u s ê n c i a e 1 0 v e z e s n a p r e s e n ç a d e A T P p o 

r é m , a s a f i n i d a d e s a b s o l u t a s d e o x i g ê n i o a p H 

a l t o e b a i x o e a s m u d a n ç a s r e l a t i v a s d a s a f i 

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

q u a n d o e m p r e s e n ç a d e A T P . I s t o é p o s s í v e l 



f a c e à t a x a d e c o m b i n a ç ã o d e l i g a n d o s e x t r e 

m a m e n t e r á p i d a d a h e m o g l o b i n a d e Pseudodo-

ras. O s r e s u l t a d o s d o s e x p e r i m e n t o s c i n é t i 

c o s , a p o i a m a s c o n c l u s õ e s d o s e x p e r i m e n t o s 

d e e q u i l í b r i o e m q u e a s t a x a s d e d i s s o c i a ç ã o 

i n d i c a m e f e i t o s B o h r t a n t o á c i d o q u a n t o a l c a 

l i n o s . 

80 -

- r . 60 -
o 
d) 

40 -

20 -

Fig. 3. — Dependências do pH da constante de 
dissociação de primeira ordem, K, para oxigênio 
calculada dos dados de velocidade inicial. Con
dições como descritas no texto. Hemoglobina 
"stripped" (O); "stripped" + lmM ATP (•) . 

CINÉTICAS DE COMBINAÇÃO DE CO 

A r e a ç ã o d e c o m b i n a ç ã o d e C O f o 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 d e C O ( 4 , 1 5 x 1 0 " ' M ) 

c o m o f u n ç ã o d o p H e d a c o n c e n t r a ç ã o d e A T P 

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 p r i 

m e i r a o r d e m . O s r e s u l t a d o s s ã o r e s u m i d o s n a 

F i g . 4 . A r e a ç ã o é h o m o g ê n e a a p R 8 , 3 , p o r é m 

v i r a n d o a u t o c a t a l í t i c a a p H 7 , 0 , o q u e é i n d i 

c a t i v o d e i n t e r a ç õ e s c o o p e r a t i v a s e n t r e a s 

s u b u n i d a d e s . A p H 7 , 0 a t a x a i n i c i a l d e r e a ç ã o 

é a p r o x i m a d a m e n t e a m e t a d e d a o b s e r v a d a a o 

n í v e l d e m e t a d e d e s a t u r a ç ã o . A c o n s t a n t e d e 

t a x a i n i c i a l d e s e g u n d a o r d e m é d e p e n d e n t e 

d o p*H a u m e n t a n d o d e 2 x 1 0 5 M " ' s e g - ' a 6 , 7 x 1 0 5 

M " ' s e g - 1 e n t r e p H 5 , 9 e 8 , 3 e m s o l u ç õ e s d e 

h e m o g l o b i n a s e m 1 m M A T P . 

5 . 0 6 . 0 7 . 0 8 . 0 

P H 

Pig. 4 — Constante de velocidade de combinação de 
segunda ordem para ligação de CO, 1', vs. pH. A 
reação é autocatalítica abaixo de pH R,3 e os valo
res reportados representamos a velocidades iniciais 
de reação. Condições como descritas no texto. He
moglobina "stripped" (O), "stripped" + 12,5 uM 
ATP (A), "stripped" + 125m ATP ( • ) . 

H á c o n s i d e r á v e l v a r i a ç ã o n o s d a d o s d e 

c o m b i n a ç ã o d e C O o q u e d i f i c u l t a a i n t e r p r e 

t a ç ã o c o m r e l a ç ã o a o s e f e i t o s d o A T P , p o r é m 

a p r e s e n ç a d e 1 , 2 5 m M A T P d i m i n u i l i g e i r a 

m e n t e a t a x a C O " o n " a p H 5 ,1 e a d i m i n u i g r a n 

d e m e n t e a p H 8 , 3 . A d i r e ç ã o d a m u d a n ç a n a s 

c o n s t a n t e s C O " o n " e 0 2 " o f f " c o m o p H e s t ã o 

d e a c o r d o c o m a v a r i a ç ã o o b s e r v a d a n o p 1 / 2 

p a r a o o x i g ê n i o e m 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 . A s d i f e r e n ç a s e m m a g n i t u d e d a v a 

r i a ç ã o e n t r e o s e s t u d o s c i n é t i c o s e d e e q u i l í 

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

d o p H n o p r o c e s s o d e c o m b i n a ç ã o c o m C O 

e a . 

DISCUSSÃO 

O s a n g u e d e Brachyplatystoma c o n t e m s ó 

u m c o m p o n e n t e d e h e m o g l o b i n a , s e n d o q u e 

o u t r o s m e m b r o s d o s P i m e l o d i d a e ( f o r a m e x a 

m i n a d o s e s p é c i e s d e s e i s g ê n e r o s ) p o s s u e m 

c o m p o n e n t e s m ú l t i p l o s d a h e m o g l o b i n a ( F y h n 

et al., 1 9 7 8 ) . A i n d a d e n t r o d o g ê n e r o Brachy

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

c o m p o n e n t e s m ú l t i p l o s . F e n ô m e n o s i m i l a r f o i 



encontrado por Bonaventura e í ai. (1976) em 
Leiostomus xanthurus, única espécie de cinco 
examinada da família Sciaenidade que possui 
um sistema de hemoglobina s imples . 

Os bagres da família Pimelodidae pos
suem bexigas natatórias. Porém, como foi in
dicado por Farmer eí ai. ( 1978 ) , não possuem 
os dois sistemas multipl icadores contra-cor-
rente que vários peixes usam para secreção 
de oxigênio, a refe mirabile e rete choroide. 

Todas as espécies examinadas por estes au
tores também de efe i to Root. 

Experimentos realizados em sangue com
pleto e hemoglobina purificada com 1 m M ATP 
demonstram que a hemoglobina de Brachypia-

tystoma apresenta efeito Bohr grande: A log 
p 1 / 2 / A p H = — 0 , 5 8 para soluções de hemo
globina mais 1 m M ATP em comparação com os 
dados das hemoglobinas de outras espécies de 
bagre, (ex, Hoplosternum littorale, —0,33 , 
solução de hemoglobina não fracionada com 
1 m M ATP, Garlick eí a/., 1978; Pseudodoras 

sp., —0 ,14 , solução de hemoglobina mais l m M 
ATP. Mart in e í a/., 1978; Prerygoplichtys sp, 
— 0 , 3 1 , sangue completo, Johansen & Magnum, 
1978; Ictalurus nebulosus — 0 , 3 1 , sangue com
pleto, Grigg, 1 9 6 9 ) . Brachyplatystoma sp. é a 
espécie siluróide mais ativa das enumeradas 
acima, sendo freqüentemente encontrada nos 
centros de rios de águas rápidas (Fink & Fink. 
1978) . Reischl (1977) examinou a afinidade 
de oxigênio da hemoglobina de outra espécie 
pimelodidae, Pimelodus maculatus na presença 
de 600 m M ATP e encontrou um efeito Bohr de 
—0,56 entre pH 7,0 e 8,0 . Powers eí a/. (1978) 
descobriram que o COj tem maior efeito na 
afinidade de oxigênio dos eritrócitos de ba
gres das famílias Pimelodidae e Aucheniple-
ridae que apresentam espécies de movimento 
rápido. Também observaram que o COj dimi
nui em grau menor a afinidade de oxigênio do 
sangue de bagres das famíl ias Loricariidae 
e Callichthyidae que são geralmente peixes 
bênticos vagarosos encontrados nas margens 
de riachos. Esta tendência 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 rápido de oxigênio nos teci
dos. 

A hemoglobina de Brachyplatystoma ó se
melhante à hemoglobina de mamíferos em 
apresentar efeitos Bohr ácidos e alcalinos, 
efeito de fosfato e não apresenta efei to Root. 
Porém, a valores baixos de pH a cooperativida-
de é reduzida com n = 1 a pH 5,4. Valores 
baixos de n podem resultar da heterogeneidade 
inter ou intramolecular de ligação de oxigênio 
sendo que a hemoglobina foi considerada ho
mogênea por eletroforese de gel, o baixo valor 
de n provavelmente aparece dada a diferença 
nas propriedades de ligação das cadeias se
melhantes a oc e P que aparecem a pH baixo. 
Bonaventura e í a/. (1976) demonstraram que 
as cadeias oc e P da hemoglobina de "spotf ish" 
ligam ligandos de maneira diferencial a pH bai
xo . Observações similares foram feitas por 
Tan e í a l . (1973) em hemoglobina de carpa. 

Ambas as taxas CO "on" e 0 2 "off" da he
moglobina de Brachyplatystoma são atingidas 
pelo pH; o efeito dos fosfatos orgânicos está 
principalmente e expresso na aceleração da 
taxa O: "of f" . Nestes aspectos, a hemoglobina 
assemelha-se a de outras espécies de peixes. 
Porém, ainda se a taxa C O "on" é comparável 
às das hemoglobinas e com efeito Root de 
carpa "spotf ish" e truta, a taxa O2 "off" a va
lores de pH não atinge a magnitude da taxa 
observada nessas mesmas hemoglobinas. 
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SUMMARY 

The single hemoglobin component oi 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 alkaline Bohr effects, an 
organic phosphate effect and no Root effect. The 

whole blood p y for oxygen shifts from 10.7 mm 



Hg in air equilibrated solutions to 25.1 mm Hg 
after the addition of 5.6% C0 2 to the equilibration 
gas. The p 1 / 2 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 V l /APH = -0.23. 
Additions of 1 mM ATP induce a shift in the Bohr 
effect to A log p , / 2 /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 C O Q n rate becomes autocatylytic 
as the pH is lowered, indicating positive subunit 
interactions. The 0 , W i 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. 

BIBLIOGRAFIA 

ANTONINI, E . & BRUNORI, M. 

1971 — Hemoglobin and Myoglobin in Their 
Reactions with Ligands. North Holland, 
Amsterdam. 436 pp. 

BAINES, G.W. 

1975 — Blood pH effects in eight fishes from 
the teleostian family Scorpaenidae. 
Comp. Biochem. Physiol. 51, 833-849. 

BONA VENTURA, C ; SULLIVAN, B.; BONAVENTURA, J . & 

BRUNORI, M. 

1976 — Spot hemoglobin: studies on the Root 
effect hemoglobin of a marine teleost. 
J . Biol. Chem. 251, 1871-1876. 

BRIDGE, J.W. & HADDON, G.C. 

1893 — Contributions to the anatomy of fishes. 
II. The air bladder and Weberian 
ossicles in the siluroid fishes. Phil. 
Trans. Soe. (B) 184, 65-434. 

BUNN, H.P. & RlGGS, A. 

1978 — A medida do efeito Bohr em hemoglo
binas de peixe por focalização elétrica 
em gel. Acta Amazônica 8(4) : Suple
mento. (Este volume). 

DAVIS, B.J. 

1964 — Disc electrophoresis — II. Method and 
application to human serum proteins. 
Ann. N. Y. Acad. Sci. 121, 404-427. 

FARMER, M. ; FYHN, H.J.; FYHN, U.E.H. & NOBLE, R.W. 

1978 — Ocorrência de hemoglobinas de efeito 
Root em peixes amazônicos. Acta Ama
zônica 8(4) : Suplemento. (Este volume) 

FINE , W . L . & FINK, S.V. 

1978 — A Amazônia Central e seus peixes. Acta 
Amazónica 8(4) : Suplemento. (Este vo
lume). 

FYHN, U.E.H.; FYHN, H.J.; DAVIS, B.J.; POWERS, D.A.; 

FINK, W . L . & GARLICK, R . L . 

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

GARLICK, R . L . ; BUNN, H.F.; FYHN , U.E.H.; MARTIN, 

J.P.; NOBLE, R . W . & POWERS, D . A . 

1978 — Estudos funcionais dos componentes se
parados da hemoglobina de um bagre 
de respiração aérea, Hoplosternum litto-
rale. (Hancock). Acta Amazónica 8(4) : 
Suplemento. (Este volume). 

GIBSON, Q.H. & MILNES, L . 

1964 — Apparatus for rapid and densitive 
spectrophotometry. Biochem. J. 91, 
161-171. 

GRIGO, G . C . 

1969 — Temperature-induced changes in the 
oxygen equilibrium curve of the blood 
of the brown bullhead, Ictalurus rebu-
losus. Comp. Biochem. Physiol, 28, 
120-1223. 

HOCHACHKA, P. & SOMERO, G . 

1971 — Biochemical adaptation to the environ
ment. In: Fish Physiology vol. VI pp. 
99-156 (Hoar, W . S . & Randall, eds.) 
Academic Press, New York. 

JOHANSEN, K. & MANGUM, C P . 

1978 — Respiratory properties of the blood of 
Amazon fishes. J . Exp. Zool. (In press). 

KROGH, A. & LEITVH, I . 

1919 — The respiratory function of the blood 
in fishes. J . Physiol. Lond. 52, 288-300. 

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

H.J.; FYHN, U .E .H. ; GARLICK, R . L . ; POWERS, D . A . 

& WILSON, M.T . 

1978 — Isolamento e caracterização dos compo
nentes de hemoglobina de Mylossoma 
sp., um teleósteo da Amazonia. Acta 
Amazónica 8(4) : Suplemento, (Este vo
lume) . 

MARTIN, J.P.; BONAVENTURA, J.; FYHN, H.J.; FYHN 

U.E.H. ; GARLICK, R . L . & POWERS, D . A . 

1978 — Estudo da estrutura e função das he
moglobinas isoladas das arraias da 
Amazonia do gênero Potamotrygon. Acta 
Amazónica 8(4) ¡Suplemento. (Este vo
lume). 

MARTIN, J.P.; FYHN, H.J.; FYHN , U . E . H . ; GARLICK, 

R . L . & POWERS, D . A , 

1978 — A hemoglobina do Pseudodoras. Um 
"bagre" da América do Sul: isolamento, 
caracterização e estudos dos ligantes. 
Acta Amazónica 8(4) : Suplemento. (Es
te volume). 



NELSON, J.A. 

1976 — Fishes of the World. Wiley-Interscience, 
New York, 416 pp. 

URN STEIN, L. 

1964 — Disc electrophoresis — I. Background 
and theory. Ann. N. Y. Acad. Sci. 121, 
321-349. 

POWERS, D.A. 

1974 — Structure, function and molecular eco
logy of fish hemoglobins. Ann. N. Y. 
Acad. Sci. 241, 472-490. 

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

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

1978 — Estudo comparativo de equilíbrio de 
oxigênio no sangue de 40 gêneros de 
peixes da Amazônia. Acta Amazônica 
8(4) : Suplemento. (Este volume). 

PROSSER, C L . 

1973 — Comparative Animal Physiology. 3rd ed. 
W. B. Saunders Company, Philadelphia. 
966 pp. 

REICHLIN, M . & DAVIS, B.J. 

1978 — Relações antigênicas entre peixes co
muns à bacia do rio Amazonas. Acta 
Amazônica 8(4) : Suplemento. (Este vo
lume). 

REISCHL, E . 

1977 — Oxygen equilibria of the hemoglobins 
from the fresh water catfish Pimelodus 
maculatus (Lacepede, 1803). Comp. 
Biochem. Physiol. 58A, 217-221. 

RIGGS, A. 

1970 — Properties of fish hemoglobins. In: Fish 
Physiology (Hoor, W . S . & D . J . Ran-
dall, eds.) Vol. IV, pp. 209-251. Acade-
mic Press, New York. 

RIGOS, A . & WOLBACH, R . A . 

1956 — Sülfhydryl groups and the structure of 
hemoglobin. J. Gen. Physiol. 39. 585-605. 

TAN, A . L . & NOBLE, R . W . 

1973 — The eflect of inositol hexaphosphate on 
allosteric properties of carp hemoglobin. 
J. Biol. Chem. 248, 7412-7416. 

TAN, A . L . ; NOBLE, R . W . & GIBSON, Q . H . 

1973 — Conditions restricting allosteric tran
sitions in carp hemoglobin. J. Biol. 
Chem. 248, 2880-2888. 

TORRACA, A .M.; RASCMETTI, R.; SALVIOLA, R.; RICCIARDI, 

G. & WlNTERHALTER, K . H . 

1977 — Modulation of the Root effect m 
goldfish by A T P and G T P . Biochim. 
Blophys. Acta 496, 367-373. 

WlLMER, E.N. 

1934 — Some observations on the respiration 
of certain tropical fresh-water fish. J. 
Exp. Biol. 11, 282-30ti. 


