Estudos comparativos de efeito Bohr em
hemoglobinas de Osteoglossum bicirrhossum e Pterygoplicthys pardalis

Resumo

Alguns aspectos comparativos entre hemoglobinas
de duas espécies de peixes do rio Amazonas foram ana-
lisadas, com a finalidade de estabelecer as bases mo-
leculares de suas propriedades funcionais, bem como,
as interagbes entre estas proteinas com outras mo'é-
culas e fons. As espécies estudadas possuem dife-
rentes caracteristicas fisiolégicas de respiragéo, ativida-
de motora e meio ecolégico. A hemoglobina de arua-
na por eletroforese em poliacrilamida apresentou um
componente tnico com pronunciado efeito Bohr e Root.
Os valores de “n" na equagdo de Hill, mostram varia-
¢Oes aprecidveis com o pH, tanto na presenga como na
auséncia de ATP (10-3M). As hemoglobinas de acari-
-bod6 no hemolisado total ndo apresentaram efeito Bohr,
contudo os quatro componentes isolados mostraram
propriedades funcionais diferentes. O primeiro Hbl,
mostrou pequeno efeito Bohr reverso e uma acen-
tuada influéncia de ATP (10-3M) em pH baixo, sobre
este efeito tornando-se normal, enquanto que os trés
outros componentes apresentaram efeito Bohr normal
e nenhuma influéncia de ATP sobre ele. Nossos re-
sultados mostram claramente a capacidade de adapta-
¢do molecular das hemoglobinas destes peixes as con-
digdes fisiolégicas e ambientais a que eles estdo su-
jeitos.

INTRODUGAOC

O estabelecimento da relagdo estrutura-
funcdo nas moléculas de proteinas tem sido
uma problematica fundamental a elucidar. A
hemoglobina gracas ao amplo conhecimento
das suas propriedades, tem se comportado
como modelo para o estabelecimento desta
relagdo, possibilitando um grande avanco no
estudo das proteinas em geral (Briehl, 1963).

A hemoglobina, hemoproteina transporta-
dora de oxigénio do meio ambiente até os
tecidos nos seres vivos, desempenha sua fun-
¢do em condigbes extremamente varidveis, de-
pendendo das necessidades do organismo e do
meig ambiente em que se desenvolve. Um
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estudo comparativo, considerando estes aspec-
tos, nos possibiiita a identificacdo dos meca-
nismos adaptativos a nivel molecular, segundo
os quais, os diferentes organismos adaptam-se
as condigbes ambientais.

A propriedade fundamental da hemoglobina
que consiste na oxigenagdo, acarreta na mo-
lécula de hemoproteina alteragdoes estruturais
profundas (Perutz et al., 1969), por exemplo:
variagdo no equilibrio de associagao-dissocia-
¢do das subunidades (Wyman, 1964) . A sua
saturagdo pelo gas é o resultado de interagoes
homotrépicas e heterotropicas, as primeiras
foram descritas como mudangas conformacio-
nais dentro de uma cadeia polipeptidica, origi-
nada pela interagdo entre os grupos heme,
e as interagoes heterotrdpicas por sua vez, as
modificagbes nos sitios de unido de um ligante
por efeito de outros ligantes interagbes que
envolvem mais de uma cadeia polipeptidica.
Os proténs e fosfatos orgénicos que afetam a
curva de equilibrio de oxigénio, correspondem
as interagbes heterotrépicas (Brunori, 1975).
A presenca simulténea destas interagées, apre-
senta vantagem para a hemoglobina, visto que
as vezes pode realizar o transporte de oxigénio
em condicoes de metabolismo adversas.

A fung¢do da hemoglobina freqiientemente
parece estar adaptada as necessidades meta-
bélicas do animal e ao meio ambiente, incluin-
do mudangas intrinsicas da afinidade pelo oxi-
génio, mudangas no contelido de efeitos alos-
téricos e variagdo no cooperativismo de inte-
ragac pelas unides sucessivas das moléculas
de oxigénio (Riggs, 1976).

Em peixes, tem-se observado que existem
varias maneiras de suprir as diferentes neces-
sidades de oxigénio, entre estas, a presenga
de branquias com diferente 4rea efetiva de
troca de oxigénio, variacdo do pulso cardiaco,
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do nimero de glébulos vermelhos, da concen-
tragao de hemoglobina, e a presenga de uma
hemoglobina especial, parecem constituir as
mais importantes (Riggs, 1970). Em diferen-
tes espécies de teledsteos, a quantidade de
eritrécitos e a concentragdo de hemoglobina
no sangue dependem da quantidade de oxigé-
nio disponivel e da temperatura (Dube et al.,
1973) . Outra correlagdo achada em teleésteos
marinhos foi que a area superficial das bréan-
quias por grama de peso, em peixes ativos, é
duas vezes maior que em peixes lentos (Gray,
1954; Hughes, 1966; Hughes et al., 1970).

As propriedades funcionais da hemoglobi-
na também parecem estar adaptadas as neces-
sidades respiratérias de cada espécie. Os
fatores que regulam a afinidade pelo oxigénio
bem como outras propriedades funcionais, po-
dem estar relacionados com a disponibilidade
de oxigénio dissolvido na éagua e atividade
metabélica caracteristica de cada peixe
(Grigg, 1974).

Da classe dos vertebrados, a hemoglobina
de peixes parece ser mais heterogénea e di-
versificada, sugerindo-se que esta em termos
de sua fungao, esteja adaptada as condicoes
variaveis de oxigénio do meio ambiente ou a
um sistema de interagdao individual na molé-
cula para produzir um equilibrio com o oxigé-
nio especifico no sangue (Grigg, 1974),
existindo numerosas formas adaptativas da
hemoglobina, relacionadas com os diversos
parametros ambientais (Powers et al., 1972).

Tendo-se como objetivo verificar as adap-
tagoes da hemoglobina em relagédo a sua fun-
¢ao fisiolégica com a do meio ambiente, foram
escolhidos dois peixes bastante caracteristicos
quanto ao seu tipo de respiragao, atividade e
meio ecoldgico, Osteoglossum bicirrhossum,
aruand, e Pterygoplicthys pardalis, acari-bodo,
o primeiro caracteriza-se por ser um peixe bas-
tante ativo, de respiragédo branquial, encontra-
do comumente em dguas superficiais, pouco
resistente a contelidos baixos de oxigénio, e
o segundo, um peixe lento de dguas profundas,
de respiragao aérea facultativa, provido de
uma grande resisténcia para permanecer em
condigoes de baixa oxigenagdo. Estes peixes,
encontrados em dgua doce de regides tropi-
f:ais. especificamente na Amazdnia, possuem
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adaptagdes fisioldgicas conhecidas, constituin-
do portanto, material biolégico Interessante
para estudar os diferentes mecanismos adapta-
tivos que se desenvolvem nos diversos orga-
nismos, para satisfazer as suas necessidades
metebdlicas em relagdo ao seu meio ecoldgico.
Estes estudos embora preliminares consti-
tuem o objetivo deste trabalho.

MATERIAIS E METODOS

Exemplares das duas espécies, aruana,
(Fig. 1) e de acari-bodo, (Fig. 2), foram cole-
tados no rio Solimoes, regidao de Janauaca, no
pericdo de novembro de 1976 a janeiro de
1977. Animais de pesos e tamanhos homogé-
ncos foram sangrados por puncgdo cardiaca,
mediante seringa heparinizada com 5000 unida-
des de heparina por mililitro. As ‘hemaécias
foram lavadas 3 a 4 vezes com solugio de
NaCl 1,7% contendo Tris imM pH 8,0 a 4°C,
por centrifugagoes sucessivas a 5000 rpm.
Para obtencdo do hemolisado das células foram
lisadas com solugdo de Tris 1TmM pH 8,0 na
proporgao de 2 a 3 volumes de sangue e apos
adicionado NaCl 1M até uma concentragéo fi-
nal de 0,1iM, a solugdo de hemoglobina foi
finalmente obtida ap6s centrifugagdo a 15000
rpm. Para a preparagdo da solugao de hemo-
globina desionisada, foi utilizado o método
cromatografico descrito por Noble et al.
(1976).

Y

Fig. 1 — Osteoglossum bicirrhossum, aruana

Na identificagdo dos componentes de he-
moglobina, por eletroforese em gel de polia-
crilamida, foi utilizada a técnica descrita por
Ornstein (1964) e Davis (1964) usando gel de
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poliacrilamida 7,5% pH 8,9. Na separacao dos
componentes identificados por eletroforese.
utilizou-se coluna de troca idnica, DEAE-Sepha-
de A-50 e eluida a amostra em um gradiente
linear de pH utilizando-se tampéo Tris-Cl 0,05
M pH 9,0 e Tris-Acetato 0,05M pH 6,0.

1}_5 i

Fig. 2 — Pterygoplicthys pardalis, acari-bodo

C equilibrio de hemoglobina com oxigénio
foi medido pelo método de Riggs et al. (1976),
utilizando-se solucées de hemoglobina deioni-
zada no pH adequado para cada anilise.
A desoxigenacdo da hemoglobina foi verificada
espectrofotometricamente e as curvas espec-
trais obtidas ap6s oxigenagao gradual.

O efeito Bohr ou efeito do pH na curva de
equilibrio de oxigénio foi analisado utilizando-
se tampdes Tris ou Bis-Tris com forga idnica
| = 0,05, entre valores de pH 6,0 a 9,0.

A analise de fosfato como efetor alostérico
na curva de equilibrio de oxigénio, foi estuda-
do através de determinacdes das curvas de
equilibrio da hemoglobina com oxigénio na
presenca de ATP 10°M, em tampao Tris ou
Bis-Tris, I= 0,05 entre valores de pH 6,0 a 9,0.

RESULTADOS

IDENTIFICAQAO DOS COMPONENTES DE
HEMOGLOBINA POR ELETROFORESE
EM POLIACRILAMIDA

Submetida z eletroforese em poliacrilami-
da, a hemoglobina de aruana apresentou-se em
numerosas andlises, como um componente
inico, com pequena migragdo anédica, enquan-
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to que a hemoglobina de acari-bodé apresentou
quatro componentes, com mobilidades eletro-
foréticas relativas diferentes, que foram deno-
minadas Hbl, Hbll, Hblll e HbIV. Em funcao
das mobilidades anddicas decrescentes, Figura
3, por eletroforese realizadas individualmente,
ndo revelaram variacbes apreciaveis em seus
perfis, sugerindo-se a inexisténcia, nas condi-
¢Oes descritas, de polimorfismo nas espécies
examinadas.

SEPARACAO DOS COMPONENTES DE
HEMOGLOBINA POR CROMATOGRAFIA
DE TROCA IONICA

Do hemolisade de acari-bodo deionisado,
eluido em gradiente linear de pH com Tris-Cl
0,056M pH 9,0 e Tris-Acetato 0,06M pH 6,0,
numa coluna de troca ionica DEAE-Sephadex
A-50, foram obtidas quatro fragdes, a primeira
eluida a pH 9,0 correspondente ao primeiro
componente eletroforético, Hbl e as outras
trés fragoes menores, Hbll, Hblll e HbIV, elui-
das em pH decrescente, Figura 4.

EFEITO BOHR NA HEMOGLOBINA DE ARUANA

O efeito Bohr ou efeito do pH nas curvas
de equilibrio de oxigénio de aruand, expressos
em forma logaritmica, Figura 5, Tabela |, mos-
tram a grande dependéncia do pH na curva de
saturacdo de hemoglobina com oxigénio, ob-
tendo-se a pH baixo 55 a 6,5 uma saturagio

il

Fig. 3 — Componentes de hemoglobina por eletroforese
em poliacrilamida : a) em aruana; b) em acari-bodd.
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TABELA | — Efeito do pH no equilibrio de oxigénio em
funcdo de Log P,, e na cooperatividade, valor de “n"
na hemoglobina de aruana

pH Log Py, n

57 1,96 0,55
6,1 1,92 048
6.4 1,60 0,30
6,7 1.04 1,20
6.9 0,64 183
76 —0,16 1,00
82 —0,24 087
8.7 —0.,32 0.85
9.2 —0,36 1,09
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Fig. 4 — Separagdo dos componentes de hemoglo-

bina de acari-bodé, por cromatografia de troca idnica,
DEAE-SEPHADEX-A50 em gradiente de pH.

com o ligante menor de 50% indicando uma
marcada resisténcia da molécula a ser satura-
da com oxigénio (efeito Root), e uma coope-
ratividade negativa entre os sitios heme nestes
pH. No intervalo de pH 6,5 a 7,0 observou-se
uma maior sensibilidade de hemoglobina pelo
oxigénio, pois com uma pequena mudan-
ca de pH, obteve-se grande variacao da afinida-
de da mesma pelo gés e o valor de “n” neste
intervalo de pH tornou-se maior que 1, indican-
do uma interacdo favoravel, entre os sitios.
Jé em intervalo de pH superior entre 7,6 e 9,2,
uma pequena influéncia do pH no equilibrio de
oxigénio pode ser evidenciada, enquanto que
o valor de “n" foi igual a 1, indicando uma in-
dependéncia de interacdo entre os sitios heme
nesta faixa de pH.

No estudo do efeito de ATP na curva de
equilibrio de oxigénio de hemoglobina de arua-
na, Figura 6, Tabela Il, foi observado que nos
pH descritos entre 5,8 a 7,2, ha menos de 50%
de saturacéo dos grupos heme na presenga de
ATP 10°M e uma grande variabilidade do valor
de “n" em torno de 0,5 a 2,0. A maior depen-
déncia do pH observada entre os valores de
6,5 a 7,0 na ausencia de ATP comparada aos
valores obtidos na sua presenca em torno de
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pH 7.2 a 7,5, mostra um deslocamento da curva
de equilibrio de oxigénio para a direita, corres-
pondente a um efeito alostérico negativo. Nos
pH 7,6 a 9,0, visualizamos um efeito menor do
ATP 10°M e um valor inalterado de “n".

A afinidade de hemoglobina de aruana, Fi-
gura 7, confirma o grande efeito Bohr com um
valor de A log Px/ A pH = —1.4, pronunciada
dependéncia da afinidade de hemoglobina pe-
los valores de pH. Esta curva, na presenca de
ATP 10°M, revela valores mais altos de log
Pw, indicando um efeito alostérico negativo,
méximo a pH 7,0. Os efeitos menores sao en-
contrados a pH 8,7 e 5,7.

Resultados comparativos do equilibrio de
oxigénio na hemoglobina na presenca e ausén-
cia de ATP, Tabela Il, mostram nitidamente a
dependéncia em funcdo do pH e a grande va-
riabilidade de cooperativismo existente entre
os sitios de unido do oxigénio nos diferen-
tes pH.

EFEITO BOHR EM HEMOGLOBINA DE ACARI-BODO

A anélise do equilibrio de oxigénio em
fung@o do pH no hemolisado total de hemoglo-
bina da outra espécie, acari-bodd, Figura 8,
Tabela Ill, revelou pequena influéncia do pH,
com uma variacdo maxima de 0,2 unidades na
afinidade da hemoglobina pelo oxigénio e um
valor de “n” préximo de 1 indicando a indepen-
déncia do pH no grau de interagdo entre os
grupes heme.

Portus & Focesi Jr.
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Fig. 5 — Efeito do pH. a) ma curva de equilibrio de hemoglobina com oxigénio; b) na cooperatividade de
oxigénio com hemoglobina, de aruana,

O exame da curva de oxigénio dos compo-
nentes isolados de hemoglobina de acari-bodé,
nos levou a diferentes resultados, assim o
componente Hbl, o de menor mobilidade anédi-
ca, € o primeiro a ser eluido da coluna de
DEAE-Sephadex A-50, mostrou, na curva de
equilibrio de oxigénio, Figura 9, e Tabela IV,

Estudos. , .

um pequeno efeito Bohr reverso, com um va-
lor méximo de A log P<x/ A pH = 0,22 a valo-
lores de pH 7.4 a 83, indicando uma maior
afinidade de oxigénio por hemoglobina a pH
baixo. Na presenca de ATP 10°M, um efeito
oposto pode ser observado, obtendo-se um
efeito Bohr normal de valor —0,18 a pH 7,4 e
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TABELA Il — Efeito do pH e ATP no equilibrio de he-

moglobina com oxigénio em funcdo de Log P, @ na

cooperatividade de oxigénio com hemoglobina, valor de
“n", de aruand

ATP 10-3M

pH Log P, n pH Log Py, n

5,7 1,96 0,55 58 1,96 0,45
6,1 1.92 0.48 6.1 2,04 044
6.4 1.60 0,30 6,9 1,52 1,00
6,7 1.04 1,20 7.2 1.08 1312
6,9 0,64 1,83 74 0,56 2,00
7.6 —-0,16 1,00 7.5 0,18 1,28
8,2 —024 0,87 76 0.04 1.30
8.7 —0,32 0,85 8,7 —0,28 1.20
9,2 -0,36 1.09 9,0 —0,16 1,00

Figura 9, Tabela V, mostrou um efeito Bohr
considerado normal, com um valor de A log
Pw/ A pH = —0,66 entre os pH 62 ¢ 82. O
mesmo componente HbIV na presenca de ATP
10°M nao apresentou diferengas apreciaveis,
observando-se uma pequena varia¢do no valor
de “n".

TABELA V — Efeito do pH e de ATP no equilibrio de
oxigénio e na cooperatividade de oxigénio do compo-
nente HbIV de hemoglobina de acari-bodé

pH Log P, n pH Log Py, n

8,.3. Este efeito tende a desaparecer a pH aci-
ma de 8,0. Os valores obtidos de afinidade de
oxigénio no componente Hbl, em funcdo de
log P% indicam uma alta afinidade a pH baixo,
estes valores se invertem na presenca de ATP
10°M. Os valores de “n" mostram-se maior
que 1, indicando uma pequena interagdo coo-
perativa entre os grupos heme. O ATP neste
caso ndo apresentou nenhum efeito evidente.

No componente HblIV, que corresponde ao
componente de maior migracéo eletroforética
anddica, a curva de equilibrio de oxigénio,

TABELA Ill — Efeito do pH no equilibrio de oxigénio
e na cooperatividade de oxigénio nos componentes
totais de hemoglobina de acari-bod6

pH Log P, n

6.6 0,04 13
7.0 —0,12 13
7.8 —0.20 1.3
8.3 —0,16 1,0

TABELA IV — Efeito do pH e de ATP no equilibrio de
oxigénio e na cooperatividade de oxigénio do compo-
nente Hbl de acari-bodé

ATP 10-3M

pH Log Py, n pH Log P, n

6,7 0,15 1.87 6.7 0,70 1.4

74 0,22 1,40 74 0,51 16

78 0,25 1,54 78 040 1.5

83 0,42 1,56 83 0,34 16

8.8 0,39 1,40 88 0.36 1.5
152 —

6,2 1,20 13 62 1,00 1,0
6.5 0.50 13 74 0,00 1.7
7.5 —0,08 19 76 —0,04 15
8.2 —0,11 11 84 —026 12
Discussio

Evidéncias anteriores estabelecem que a
muliiplicidade de componentes observados,
por diferentes métodos nas hemoglobinas de
diferentes espécies, podem estar correlaciona-
dos tanto como as suas propriedades fisiol6-
gicas, como com as variacoes ambientais em
que vivem os animais. Assim, peixes vivendo
em regides de grande variabilidade térmica,
apresentam hemoglobinas para suportar estas
condigbes e conseqlientemente, temos popula-
¢oes de maior polimorfismo, enquanto que pa-
droes de hemoglobina menos complexos com
um ou dois componentes sdo encontrados em
peixes marinhos de profundidade, meio am-
biente de pequena variagdo térmica (Bonaven-
tura et al., 1975).

Estas assertivas, contudo, parecem dificeis
de ser aplicadas ao nosso caso, pois o aruana,
peixe que vive em &guas superficiais sujeitas
as variacbes de temperatura, apresenta uma
unica hemoglobina de acordo com critérios
eletroforéticos e cromatograficos. O acari-bo-
dé, animal que vive em dguas de maior profun-
didade, de menor variacdo de temperatura,
apresenta quatro componentes eletroforéticos,
sendo o de maior proporgao, catédico, e o0s
trés outros componentes, anddicos. Evidente-
mente, de acordo com nossos resultados, ou-
tros fatores ndo s6 a temperatura, estao parti-
cipando na multiplicidade dos componentes
encontrados no acari-bodé.

Portus & Focesi Jr.
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Fig. 6 — Efeito do pH e ATP 10-3M. a) na curva de equilibrio de hemoglobina com oxigénio; b) na coope-
ratividade de oxigénio com hemoglobina, em aruana.
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Fig. 7 — Afinidade de hemoglobina de aruana em termos de Log P,, e pH, na presenca e auséncia de ATP.

Mais do que a multiplicidade de componen-
tes, a afinidade destes pelo oxigénio em pei-
xes, parece estar relacionada com as condi-
coes ambientais, assim, os valores de Px sédo
proporcionais a quantidade de oxigénio presen-
te no meio, encontrando-se geralmente valores
baixos para 50% de saturacao de hemoglobina,
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naqueles que vivem em &guas pouco oxigena-
das, indicando sua alta afinidade pelo ligante.
Nossos resultados e outros anteriores, corro-
boram estas afirmativas ja que a afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio encontrada no aca-
ri-bod6 é alta e consegiientemente os valores
Ps em pH em torno de 7,0 s@o baixos da ordem
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de 0,69 mm de Hg. O aruand, por outro lado, ordem de 4,36 mm de Hg, indicando uma me-

sendo peixe que vive em daguas superficiais nor afinidade da hemoglobina pelo oxigénio.
muito oxigenadas, os valores de Px encontra- O efeito Root (Root, 1931), isto é, a insa-
dos nas mesmas condicoes sdo mais altos da turacio da hemoglobina pelo oxigénio em pH
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Fig. 8 — Efeito do pH. a) na curva de equilibrio de hemoglobina com oxigénio; b) na cooperatividade de
oxigénio com hemoglobina, de acari-bod6.
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Fig. 9 — Afinidade de hemoglobina de acari-bodé, em termos de Log P, e pH nos componentes Hbl e HbIV,
na presenca e auséncia de ATP.

baixo, observado no aruana e cujo mecanismo
ndo tem sido bem compreendido do ponto de
vista molecular (Noble et al., 1970) (Bonaven-
tura et al,, 1976) parece estar relacionado com
a presenca de bexiga natatéria. Este efeito,
geralmente associado com a presenca de be-
Xiga natatéria nas hemoglobinas, amplamente
estudados em carpa Ciprinus carpio (Noble
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et al, 1970) e HbIV de truta Salmo iredeus
(Brunori et al., 1973) possuem esta caracteris-
tica.

Um outro fendmeno que sofre variagoes
de acordo com as exigenacoes dos organismos
é o efeito Bohr, cuja grandeza tem se mostra-
do em muitas espécies, ser diretamente pro-
porcional ao grau de atividade dos individuos
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(Riggs. 1970) . Nossos dados com relacao ao
hemolisado total atestam esta correlagdo. As-
sim, o aruana, peixe de grande atividade mo-
tora, possui alto efeito Bohr com um valor de
A log Po/ A pH de —1.44 enquanto que no
acari-bodé, lento, este valor diminui para
—~0,66. Evidentemente, no caso do aruana, que
apresenta uma Unica hemoglobina o valor de
efeito Bohr encontrado devera corresponder ao
do hemolisado, no acari-bodé, Entretanto, gra-
cas aos seus quatro componentes, este efeito
representa no hemolisado, na verdade, uma

média dos efeitos de cada compenente sepa-
rado.

De acordo com os autores Riggs (1976);
Brunori (1975); Powers (1974) os véarios com-
ponentes da hemoglobina no hemolisado, cor-
responde a proteinas com propriedades funcio-
nais diferentes, fisiologicamente econdmicas
para o organismo. Assim, o acari-bodo se
mostrou em nossos resultados como construi-
do de duas familias de hemoglobina, uma que
representa cerca de 50% do hemolisado total
com propriedades funcionais diferentes das 3
outras cujas propriedades se apresentam mui-
to semelhantes entre si, mas profundamente
diferentes do primeiro componente. De fato, o
componente denominado Hbl apresentou pe-
queno efeito Bohr reverso da ordem de +0,22
que tende a normalidade na presenca de efeto-
res heterotropicos, ATP com um valor de -0,18,
enquanto que HbIV apresenta efeito Bohr cha-
mado normal com um valor de -0,66, isto €,
semelhante a da hemoglobina humana e ne-
nhum efeito de ATP. Baseado nisto, poderia-
mos concluir que o acari-bodé apresenta he-
moglobina Hbl capaz de suprir uma oxigenacgao
adequada em caso de exercicios intensos onde
0s niveis de acido latico sédo elevados.

Se podemos comparar nossos resultados
com os encontrados em hemoglobinas de truta
e carpa, alguma correlacdo entre estrutura e
funcio pode ser alcancada. Assim, a truta
apresenta quatro hemoglobinas, com dois com-
ponentes funcionalmente diferentes Hbl, isen-
ta de efeito Bohr e HbIV com efeito Bohr
elevado além de efeito Root (Brunori, 1975)
cujas cadeias polipeptidicas oc e [} dieferem
profundamente em sua estrutura primaria
(Barra et al., 1973) . A carpa com varios com-
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ponentes, funcionalmente semelhantes entre si
(Noble et al., 1970; Gilln et al., 1972) as ca-
deias polipeptidicas o sao idénticas diferindo
exclusivamente na cadeia P (Hilse et al.,
1968). Do exposto pode-se inferir que o acari-
bodo, com hemoglobinas funcionalmente dife-
rentes, deve diferir apreciavelmente em sua
estrutura primaria.

O aruanad com um unico componente a he-
moglobina estéa preparada para exercer dife-
rentes funcdes, de acordo com as necessida-
des fisiolégicas e ambientais do peixe, desta
forma, tanto a estrutura priméaria, como mu-
dancas conformacionais ocorridas pelo ligante,
responderiam pela multiplicidade de funcoes
da hemogiobina. Na verdade o coeficiente de
Hill em diferentes pH dao idéias mais ou me-
nos reais a respeito de mudancas conforma-
cionais induzidas pelos efeitos alostéricos.
Assim os valores de "n" encontrados para o
aruana, variaveis entre 0,9 a 0,18 a pH 6,0 a
7,0 sdo coincidentes com o alto efeito Bohr
enconitrado nestes peixes. Ja no hemolisado
total de acari-bodé onde os valores de “n"
sao praticamente constantes o efeito Bohr €
menor, De acordo com nossos resultados as
hemoglobinas de acari-bodo que parecem ser
funcionalmente diferentes, os valores de “n"
nao variam de maneira consideravel, indicando
que as interagdes homotropicas nédo sao tao
importantes como as heterotropicas. Por outro
lado, uma variagdo ponderavel no valor de “n”
parece ser encontrado em hemoglobinas fun-
cionalmente semelhantes entre elas ou naque-
le que se apresenta com um uUnico componente
como o caso de aruana. O efeito Root encon-
trado tanto no aruana como na carpa, estaria de
alguma forma associado a esta variacdo nos
valores de “n".

Finalmente, podefnog_ concluir com 0s es-
tudos destas duas espécies de peixes do rio
Amazonas que muitas regras gerais estabele-
cidas para peixes de outras regides, sdo con-
firmadas, outras contudo. como o caso da
multiplicidade de componentes em relacdao a
temperatura em que vive o animal, ndo o fo-
ram. Na verdade, o rio Amazonas apresenta-se
com caracteristicas proprias, impondo um am-
biente de grande variabilidade a vida dos pei-
xes e estes, por sua vez, devem apresentar
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caracteristicas vitais das mais diversas para
suportar aquela variacé@o e isto evidentemente
se estende a hemoglobina. No futuro, outras
especies de peixes do rio Amazonas estarao
sendo estudadas com pormenores, sempre com
o objetivo de conhecer melhor o ponto critico
da natureza e a relacdo que existe entre a es-
trutura das biomoléculas e suas funcées.
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SUMMARY

Two species of fish hemoglobir from Amazon river
were analized in order to establish the relationship
between their molecular and physiological properties
as well as their interactions with other molecules and
ions. The species were different regarding respi-
ration, activity and habitat. The polyacrylamide eletro-
phoresis pattern of aruana hemoglobin showed only one
component and pronounced Bohr and Root effect and
the Hill coefficient showed significant variation with
the pH in the presence or not of 10-3M ATP. The total
hemolisate of acari-bodé presented not Bohr effect
nevertheless the four isolated components showed
different functional properties thus the Hbl component,
showed small reverse Bohr effect that becomes normal
in the presence of 10-3M ATP at low pH. The other
three components presented normal Bohr effect and
ATP does not change this effect. These results cleary
show the capacity of molecular adaptation of fish hemo-
globin to adapt to both the metabolic requirements and
environment variations of the animals.
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