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Resumo 

Foram Isoladas as duas hemoglobinas, I e II do 
bagre de respiração aérea obrigatória Hoplosternum 
l i t torale . A hemoglobina não fracionada apresenta alta 
atividade de oxigênio, efei to Bohr alcalino normal e 
efei to Root. Tanto o efei to Bohr quanto o efe i to Root 
são aumentados por 1 m M A T P . A hemoglobina I fra­
cionada apresenta uma atividade re la t ivamente alta de 
oxigênio, um efei to Bohr inverso entre pH 6.0 e 8,0 
( A ' ° g P 5 0 / A P H > 0 ) , porém sem apresentar efei to Root. 
Adição de i m M ATP à hemoglobina I causa uma redução 
acentuada na afinidade oxigênio, mudança a um efei to 
Bohr alcalino normal l A j o g p 5 0 / A p H > 0 ) mas não no 
efei to Root . A hemoglobina II fracionada apresenta 
menor afinidade de oxigênio a pH baixo e maior afini­
dade de oxigênio a p H alto que a hemoglobina I . A he­
moglobina II apresenta um efei to Bohr alcalino acentuado 
que só é l igeiramente aumentado por 1 m M ATP e um 
efei to Root a pH baixo que é aumentado por 1 m M A T P . 
As velocidades de dissociação de O , observadas e com­
binação de C O com os componentes I e II apresentam 
diferenças paralelas às observadas nas medições de 
equilíbrio de oxigênio. 

INTRODUÇÃO 

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

são f r e q ü e n t e m e n t e h i p ó x i c a s , q u e n t e s e po­

d e m ap resen ta r a l tas c o n c e n t r a ç õ e s de C 0 2 . 

Es tes f a t o r e s d i f i c u l t a m a r e s p i r a ç ã o aquá t i ca 

e ó r g ã o s e s p e c i a i s , s a n g u e e p a d r õ e s de c o m ­

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

t r o p i c a i s p e r m i t i n d o - l h e s resp i r a r o x i g ê n i o at ­

m o s f é r i c o ( C á r t e r & Bead le , 1 9 3 1 ; J o h a n s e n , 

1970; K r a m e r & G r a h a m , 1976) . O bag re 

Hoplostrnum littorale r e s p i r a o x i g ê n i o a t m o s ­

f é r i c o po r m e i o de u m a s e c ç ã o do i n t e s t i n o de 

p a r e d e s de lgadas a l t a m e n t e vascu la r i zada lo­

ca l izada e m s e g u i d a ao e s t ô m a g o . A s pa redes 

des ta secção do i n t e s t i n o são a g l a n d u l a r e s , 

não c i l i adas e a p r e s e n t a m v a s o s sangu íneos 

g r a n d e s na p a r t e e x t e r n a e d e n s a s camadas 

c a p i l a r e s no i n t e r i o r . Esta p a r t e r e s p i r a t ó r i a 

ocupa a m a i o r pa r te d o i n t e s t i n o . Por d i ssec ­

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

e che ias de ar ( C á r t e r & Bead le , 1 9 3 1 ) . H. 

littorale va i à s u p e r f í c i e para r e s p i r a r a cada 

10 m i n u t o s i n d e p e n d e n t e da c o n c e n t r a ç ã o de 

C 0 2 da água e s e u s a n g u e a p r e s e n t a u m a ca­

pac idade de o x i g ê n i o m u i t o a l t a re l a t i va aos 

s a n g u e s de o u t r o s p e i x e s das m e s m a s águas 

( W i l l m e r , 1 9 3 4 ) . C o n c l u í m o s que es ta e s p é c i e , 

s e m a n t i d a ú m i d a , pod ia s o b r e v i v e r f o ra da 

água d u r a n t e a no i t e na p o n t e do " A l p h a H e l i x " . 

E l e l r o f o r e s e p r e l i m i n a r (Fyhn e í al., 1978) 

e e x p e r i m e n t o s de f o c a l i z a ç ã o , i s o e l é t r i c a 

(Bunn & R iggs , 1978) i n d i c a m que a h e m o g l o ­

b ina de H. littorale a p r e s e n t a do i s c o m p o n e n ­

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

e f e i t o Bohr a l ca l i no e o o u t r o c o m u m e f e i t o 

Bohr i n v e r n o . N e s t e t r a b a l h o , t e m o s f rac iona -

do os do i s c o m p o n e n t e s da h e m o g l o b i n a de 

H. littorale e t e m o s e x a m i n a d o os e q u i l í b r i o s 

de o x i g ê n i o e c i n é t i c a de r e a ç õ e s c o m l i g a n t e s 

para cada c o m p o n e n t e . 

MATERIAIS E M É T O D O S 

A m o s t r a s de Haplosternum littorale f o r a m 

o b t i d a s e m n o v e m b r o e d e z e m b r o de 1976, du ­

ran te a IV Exped ição A m a z ô n i c a do R / V " A l p h a 

H e l i x " , no r i o S o l i m õ e s , n u m loca l a p r o x i m a ­

d a m e n t e 30 k m r io a c i m a da u n i ã o d e s t e c o m 
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o r i o N e g r o para f o r m a r o A m a z o n a s . O s an i ­

m a i s ( p e s o c o r p o r a l de 84-308g) f o r a m t i r a d o s 

de u m a pequena lagoa h i p ó x i c a p e r t o d o Lago 

de Janauacá o u f o r a m c o m p r a d o s de u m pes­

cado r l o c a l . Os p e i x e s f o r a m s a n g r a d o s po r 

punção ca rd íaca c o m u m a s e r i n g a de v i d r o f r i a 

hepar in i zada e as c é l u l a s f o r a m lavadas t r ê s 

vezes , e m 10 v o l u m e s d e 1,7% N a C I , 1 m M 

Tr is pH 8,0. A s c é l u l a s f o r a m l ogo l i sadas por 

uma hora s o b r e ge lo e m 3 v o l u m e s de 1 m M 

Tr i s , pH 8 ,0 . O l i sado f o i f e i t o e m 0,1 M NaC l 

e fo i c e n t r i f u g a d o a a l t a v e l o c i d a d e d u r a n t e 

15 m i n u t o s para r e m o v e r e s t r o m a s e res íduos 

c e l u l a r . 

E l e t r o f o r e s e e m gel de d i s c o de po l i a c r i -

l am ida (pH 8 ,9 ) , r e g i s t r o de gel © e l e t r o f o r e s e 

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

s ó d i o (SDS) f o r a m rea l i zadas c o m o e m Fyhn 

e í al ( 1 9 7 8 ) . A re l ação e n t r e a d i s t â n c i a de 

m ig ração de u m c o m p o n e n t e da h e m o g l o b i n a 

e a d i s t â n c i a de m i g r a ç ã o de a l b u m i n a de so ro 

bov ino e m ge i s de d i s c o a l c a l i n o s f o i ca l cu lada 

e usada para c o m p a r a r a m o b i l i d a d e r e l a t i v a 

dos c o m p o n e n t e s da h e m o g l o b i n a . 

A na tu reza do e f e i t o B o h r de cada c o m p o ­

nente fo i e x a m i n a d a a n a l i t i c a m e n t e por foca­

l i zação e l é t r i c o e m gel de d i s c o de po l i ac r i l a ­

m ida das deox i e c a r b ó x i h e m o g l o b i n a s c o m o 

d e s c r i t o por Bunn & R iggs ( 1 9 7 8 ) . 

A s cu rvas de e q u i l í b r i o de o x i g ê n i o f o r a m 

d e t e r m i n a d a s para s a n g u e t o t a l u s a n d o o ana­

l i sador de d i s s o c i a ç ã o de O x i g ê n i o Hem-O-

Scan da A m i n c o ( A m e r i c a n I n s t r u m e n t C o m -

pany, S i l v e r S p r i n g , M d ) c o m o d e s c r i t o por 

P o w e r s e í al. ( 1 9 7 8 ) . A m o s t r a s de sangue 

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

99 ,999% pu ro o u c o m n i t r o g ê n i o c o n t e n d o 

5 ,6% de C 0 2 e f o r a m r e o x i g e n a d a s c o m ar 

con tendo 2 1 % de o x i g ê n i o o u c o m 6 9 , 4 % N 2 

2 5 % O , e 5 , 6 % C 0 2 . 

Os g l ó b u l o s v e r m e l h o s Usados f o r a m des­

t i t u ídos de f o s f a t o s o r g â n i c o s e ' ' o u t r o s i ons 

passando o l i sado p r i m e i r o a t r a v é s de Sepha-

dex G-25 m é d i o ( co l una de 2x50 c m ) e m T r i s 

0,1 m M , pH 8,5 e logo a t r avés de u m a co luna 

de 1,5x30 c m f o r m a d a pe las s e g u i n t e s r e s i n a s 

de c i m a para b a i x o : 2 c m de D o w e x - 1 ( e m ace­

t a t o ) , 2 c m t ) o w e x - 5 0 w ( f o r m a de ion de amó­

n io) e u m le i t o de 20 c m de u m a m i s t u r a 

i n t e r c a m b i a d o r a de i ons Bio Rad A G 501x8-D. 

O s c o m p o n e n t e s da h e m o g l o b i n a f o r a m 

sepa rados n u m a c o l u n a de 3x20 c m de DEAE-

S e p h a d e x A-50 ( S i g m a C h e m . C o . ) . U m a so ­

lução c o n t e n d o 600 m g de o x i h e m o g l o b i n a f ra-

c ionada f o i c o n c e n t r a d a a 2 0 m l n u m saco de 

d i á l i s e c o l o c a d o n u m a s u s p e n s ã o de g l i c o l de 

p o l i e t i l e n o de a l t o p e s o m o l e c u l a r ( p e s o mé­

d io , 2 0 . 0 0 0 ) e f o i d i a l i s a d a c o m m u d a n ç a s 

f r e q ü e n t e s de T r i s 5 0 m M , p H 8,5 e c o l o c a d a na 

co luna de DEAE-Sephadex m a n t e n d o e q u i l í b r i o 

c o m o m e s m o t a m p ã o T r i s , 7 0 0 m l do t a m p ã o 

i n i c i a l f o r a m passados pe la co luna a n t e s de 

se r e s t a b e l e c i d o u m g r a d i e n t e l i nea r e n t r e 

600ml de t a m p ã o B is - t r i s de pH 7,0 . A t axa de 

f l u x o fo i de ca. 3 5 m ! / h o r a . F rações de 7,5 m l 

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

a 542 n m . A s f r a ç õ e s s e p a r a d a s de h e m o g l o ­

b ina f o r a m logo r e u n i d a s e sepa radas nova­

m e n t e a t r a v é s da c o l u n a G-25 e a co luna de 

f r a c i o n a m e n t o de i n t e r c â m b i o i ô n i c o . Os c o m ­

p o n e n t e s de h e m o g l o b i n a s e p a r a d o s f o r a m 

usados para m e d i ç õ e s de e q u i l í b r i o de ox igê ­

n i o , m e d i ç õ e s c i n é t i c a s e r e - e l e t r o f o r e s e . To­

dos os passos de p u r i f i c a ç ã o f o r a m rea l i zados 

à t e m p e r a t u r a de 0 -10°C. 

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

f o r a m d i l u í d o s c o m água d e s t i l a d a e t a m p õ e s 

de fo rça i ôn i ca de 0,2(1) a té u m a c o n c e n t r a ç ã o 

f i n a l de h e m o g l o b i n a de 50 nM ( e m base a 

h e m e ) e f o r ç a i ô n i c a i gua l a u m a c o n s t a n t e 

0 , 0 5 1 . O s t a m p õ e s f o r a m p r e p a r a d o s c o m Bis-

t r i s a pH m e n o r e s de 7,5 ou T r i s a p H m a i o r e s 

que e s t e v a l o r . O s e q u i l í b r i o s de o x i g ê n i o fo ­

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

e m t o n ô m e t r o s de v i d r o a 20°C (R iggs & W o l -

b a c h , 1956) a l o n g i t u d e s de o n d a de 558 e 

576 n m . O v a l o r do c o e f i c i e n t e de H i l l , n , f o i 

d e t e r m i n a d o a p a r t i r da i n c l i n a ç ã o m é d i a dos 

r e s u l t a d o s de H i l l o b t i d o s e n t r e s a t u r a ç õ e s de 

25 e 7 5 % . Equ i l í b r i os de o x i g ê n i o f o r a m de­

t e r m i n a d o s para h e m o g l o b i n a f r a c i o n a d a e 

para h e m o g l o b i n a m a i s ad i ção de 1 I m M de 

A T P . Para a m o s t r a s a p H b a i x o nas q u a i s a 

h e m o g l o b i n a não pod ia s e r sa tu rada c o m o 

o x i g ê n i o a t m o s f é r i c o (dado o e f e i t o Root ) u m a 

a l íquo ta de T r i s s ó l i d o f o i i n t r o d u z i d o no t o n ô -

m e t r o para a u m e n t a r o p H , o s u f i c i e n t e para 

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

c o m 0 2 . Este p r o c e d i m e n t o p e r m i t i u d e t e r m i ­

nar o e s p e c t r o da h e m o g l o b i n a t o t a l m e n t e o x i ­

g e n a d a . 



A s c u r v a s de t r a n s i ç ã o do e f e i t o Root fo­

r a m ca l cu l adas d i r e t a m e n t e a pa r t i r das cu rvas 

de e q u i l í b r i o de o x i g ê n i o o u f o r a m d e t e r m i n a ­

das da s e g u i n t e m a n e i r a . A h e m o g l o b i n a f o i 

d i lu ída c o m T r i s o u B is - t r i s a t é u m v o l u m e f i n a l 

de 3 ,0ml e u m a c o n c e n t r a ç ã o f i n a l de hemo­

g lob ina de 48 fiM ( h e m e ) ; r e g i s t r o s de ox i 

e d e o x i h e m o g l o b i n a f o r a m d e t e r m i n a d o s da 

m e s m a a m o s t r a . A s a m o s t r a s f o r a m d e o x i g e 

nades c o m uns p o u c o s c r i s t a i s de d i t i o n i t o de 

s ó d i o . Se u m a a m o s t r a de pH ba ixo não e s t i ­

ve r t o t a l m e n t e ox i genada a t e n s õ e s a t m o s f é r i ­

cas de o x i g ê n i o , en tão s u f i c i e n t e T r i s s ó d i o 

f o i ad i c i onado à a m o s t r a para levá- la a u m 

p H ao qua l a h e m o g l o b i n a e s t i v e s s e sa tu rada 

c o m o x i g ê n i o a t m o s f é r i c o . 

Todas as m e d i ç õ e s c i n é t i c a s f o r a m rea l i ­

zadas c o m u m apare lho " s t o p p e d - f l o w " do 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 po r G i b s o n & M i l n e s 

( 1 9 6 4 ) . Em t o d o s os casos a f o r ç a i ôn i ca da 

so lução f i n a l após m i s t u r a r f o i de 0,05. A s 

c o n s t a n t e s c i n é t i c a s a p r e s e n t a d o s são a jus ta ­

dos aos q u a d r a d o s m í n i m o s nos 6 5 % i n i c i a i s 

de reação o b s e r v a d a . 

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

r a m m e d i d a s pe !o p r o c e s s o de m u d a n ç a de pH 

d e s c r i t o po r N o b l e e t . a l . ( 1 9 7 0 ) . H e m o g l o b i n a 

ox igenada e m 1 m M Tr i s de pH 8,0 fo i m i s t u r a d a 

c o m uma so lução de d i t i o n i t o de s ó d i o e m u m 

t a m p ã o do pH d e s e j a d o de f o r ç a i ôn i ca de 0 , 1 . 

A c o n c e n t r a ç ã o f i n a l de h e m o g l o b i n a f o i apro­

x i m a d a m e n t e de 30 M M e m h e m o e q u i v a l e n t e s 

e a reação f o i s e g u i d a a 560 e 5 4 0 n m . 

A s c i n é t i c a s de c o m b i n a ç ã o d e m o n ó x i d o 

de c a r b o n o c ^ m a h e m o g l o b i n a f o r a m m e d i d a s 

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

x i g e n a d a e m t a m p õ e s d o p H d e s e j a d o de f o r ç a 

Iôn ica 0,1 c o m u m a so lução c o n t e n d o u m a con­

c e n t r a ç ã o c o n h e c i d a ( a p r o x i m a d a m e n t e 85 

nM) de m o n ó x i d o de c a r b o n o d i s s o l v i d o e m 

á g u a . A p ó s m i s t u r a r , a c o n c e n t r a ç ã o de hemo­

g l o b i n a , f o i de a p r o x i m a d a m e n t e 3 / * M e m he ­

m o e q u i v a l e n t e s . A reação f o i s e g u i d a a 4 2 0 e 

435 n m . 

RESULTADOS 

O s h e m o l i s a d o s de Hoplosternum llttorale 

aprPsen tam duas bandas de h e m o g l o b i n a e m 

e l e t r o f o r e s e de gel ( F i g . 1 ) . Os pad rões f o r a m 

i d ê n t i c o s para t o d o s os h e m o l i s a d o s . O c o m ­

p o n e n t e m a i s anoda l I n c l u i 6 9 % da h e m o g l o b i ­

na t o t a l e a p r e s e n t a u m a m o b i l i d a d e re l a t i va 

de 0,52 + 0,02 ( M e d i a + D . P . ; N = 5) compa­

rada c o m a l b u m i n a d s s o r o de b o v i n o . A he­

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

re la t i va de 0,66 + 0,01 ( N = 5 ) . A h e m o g l o b i n a 

m e n o s anód ica é r e f e r i d a aqu i c o m o hemog lo ­

b ina I . 

A f oca l i zação a n a l í t i c a i s o e l é t r i c a do d i s c o 

de gel de p o l i a c r i l a m i d a i n d i c a que e x i s t e m 

do i s c o m p o n e n t e s de h e m o g l o b i n a na con fo r ­

m a ç ã o c a r b o x i . Ab- I e A b II a p r e s e n t a m pon tos 

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

m e n t a d o s ao s e r e m d e o x i g e n a d a s . I s to ind ica 

m 
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A B C D 

Fig. 1 — Eletroforese em gel de disco a pH 8,9 co­
mo no texto. A, electroforese de hemolisado de 
H. Littorale. O ânodo está na parte inferior. A ban­
da mais anódica corresponde, em todo os geis, a al­
bumina de soro bovino. B, hemolisado humano. 
C. e D . , eletroíoresis de Hb I e Hb II de H. litto­
rale respectivamente, seguindo a separação croma-
tográfica em DEAE-Sephadex. 



que Hb l d e v e t e r u m e f e i t o B o h r I nve rso e Hb l l 

u m e fe i t o Bohr n o r m a l ( ve r Bunn & R iggs , 

1978 } . Não f o r a m o b s e r v a d o s t e t r á m e r o s ass i ­

m é t r i c o s h íb r i dos de h e m o g l o b i n a e m geis de 

c a r b o x i h e m o g l o b l n a o u de d e o x i h e m o g l o b i n a 

O peso m o l e c u l a r das cade ias da hemog lo ­

b ina de H. littorale f o i de a p r o x i m a d a m e n t e 

14.000 e m e l e t r o f o r e s e de ge l S D S . Este v a l o r 

é s i m i l a r ao v a l o r de 1 4 - 5 0 0 o b t i d o pe lo m e s m o 

m é t o d o para cade ias de h e m o g l o b i n a humano 

Os e x p e r i m e n t o s de e q u i l í b r i o de o x i g ê n i o 

no sangue t o t a l de H. littorale i n d i c a m que a 

p ressão pa rc ia l de o x i g ê n i o a s a t u r a ç ã o méd ia 

(Pso) a 30°C ( t e m p e r a t u r a a p r o x i m a d a da água 

do r io S o l i m õ e s ) é de 7 ,8mm H g a p H 7 , 7 + 0 , 1 

quando u m a m i s t u r a de 2 1 % de o x i g ê n i o e 

7 9 % de n i t r o g ê n i o é u t i l i zada para reox igena -

ç ã o . Q u a n d o u m a m i s t u r a gasosa c o n t e n d o 

2 5 % O j , 6 9 , 4 % de n i t r o g ê n i o e 5 , 6 % C 0 2 f o i 

usada para r e o x i g e n a r as c é l u l a s , o Pso aparente 

(ver P o w e r s e í ai, 1978) f o i de 17 ,8mm Hg a 

pH 6,6 + 0,1 ( F i g . 2 ) . U s a m o s o t e r m o Ps> 

aparente d e v i d o a não t e r m o s s e g u r a n ç a da 

pos ição da a s s í n t o t a s u p e r i o r ( ve r P o w e r s et 

al„ 1978 para d i s c u s s ã o d e s t e p o n t o ) . A he­

m o g l o b i n a pod ia e s t a r I n c o m p l e t a m e n t e sa tu ­

rada c o m o x i g ê n i o d e v i d o ao e f e i t o R o o t . 

A c r o m a t o g r a f i a e m gel de D E A E S e p h a d e x 

separa a h e m o g l o b i n a de H. littorale e m do i s 

c o m p o n e n t e s ( F i g . 3 ) . E l e r o f o r e s e de cada 

f ração sepa rada ( F i g . I) i nd i ca que cada uma 

é u m c o m p o n e n t e p u r o . D o s 600 m g de ox ihe -

m o g l o b i n a c o l o c a d o s na c o l u n a , 180 m g f o r a m 

r e c u p e r a d o s na p r i m e i r a f r a ç ã o (Hb l ) e 310 m g 

f o r a m r e c u p e r a d o s na s e g u n d a ( H b l l ) . Es tes 

v a l o r e s c o r r e s p o n d e m b e m às p r o p o r ç õ e s en­

c o n t r a d a s po r e l e t r o f o r e s e de gel de d i s c o , 31 

a 6 9 % r e s p e c t i v a m e n t e . 

A h e m o g l o b i n a não f r a c i o n a d a t e m u m va­

lo r Pso de 3 ,8mm H g a pH 7,0 e 2 0 ° C O v a l o r 

P» a u m e n t a a 11,0 m m H g na p r e s e n ç a de 1 m M 

ATP a pH 7,0 . A p r e s e n t a n d o e f e i t o Bohr a lca­

l i n o n o r m a l : A log P M / A pH pa rece m á x i m o 

p e r t o de pH 7.0 . A a d i ç ã o de 1 m M ATP causa 

o m á x i m o de e f e i t o a p H de a p r o x i m a d a m e n t e 

7,2 ( F i g . 4) . 

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

ap resen ta e f e i t o Roo t ; p o r é m a p r e s e n ç a d e s t e 

e f e i t o não é tão f o r t e q u a n t o no c o m p o n e n t e II 

p u r i f i c a d o . O ATP a u m e n t a o e f e i t o Roo t e m 

h e m o g l o b i n a não f r a c i o n a d a . 

O 0 . 5 L O I .5 2 . 0 

Log P 0 2 

Fig. 2 — Cifrvas de equilíbrio de oxigênio para o sangue total de H. littorale. As curvas representam a oxi­
genação em ausência (pH 7,7) e presença (pH 6,6) ae 3,6% C0 2 . Ver texto por precaução em relação à in­
terpretação dos dados em presença de CO,. 



L I T E R S 

Fig. 3 — Cromatografia de DEAE-Sephadex da oxiemoglobina de H. littorale. As condições são as descritas 
no texto. As barras abaixo dos picos I e II indicam as frações que foram unidas. 

Os e q u i l í b r i o s de o x i g ê n i o das h e m o g l o b i ­

nas I e II são n o t a v e l m e n t e d i f e r e n t e s ( F i g s . 

5 , 6 ) . À pH 7,0 (20°C) o s v a l o r e s de Pso das 

duas h e m o g l o b i n a s são 1,3 m m Hg ( f rac iona -

das) e 6 ,3mm Hg ( f r a c i o n a d a s + 1 m M ATP) pa­

ra Hb-I e c o r r e s p o n d e n d o ao v a l o r de P» de 

8 m m Hg e de 1 3 m m Hg ( 1 m M ATP) para Hb- l l 

f r ac íonada a pH 7,0 e 2 0 ° C . Hb-I f r a c i o n a d a 

m o s t r a u m e f e i t o Bohr i n v e r s o o u ác ido na f a i ­

xa de pH 6,0 a 8,0 ( A log P M / A p H s + 0 , 2 6 ) e 

u m l i ge i r o e f e i t o Bohr a l c a l i n o e n t r e pH 8,0 e 

9,0 (A log Pso/A pH = — 0 , 1 2 ) . 

Hb-I não a p r e s e n t a e f e i t o Root , n e m na con­

d i ção f r a c i o n a d a , n e m na p r e s e n ç a 1 m M A T P . 

Na p r e s e n ç a de 1 m M , HB-I a p r e s e n t a u m a d i m i ­

nu ição de 6 vezes na a f i n i d a d e de o x i g ê n i o a 

pH 6,0 e m o s t r a u m e f e i t o Bohr a l c a l i n o n o r m a l 

e n t r e p H 7,0 e 8,0: A l o g Pso/A pH = — 0,22 

( F i g . 5 ) . 

A. h e m o g l o b i n a I I , po r o u t r o l ado , ap resen ta 

u m e f e i t o Bohr n o r m a l f o r t e na f a i xa de pH de 

6,0 a 8,0: A log P M / A pH = — 0 , 5 3 para h e m o ­

g lob ina f r a c i o n a d a ; o v a l o r d i m i n u i a — 0 , 6 6 e m 

p r e s e n ç a de I m M ATP na m e s m a f a i x a de p H . 

A pH b a i x o Hb- l l a p r e s e n t a e f e i t o Roo t , i s t o é , 

es ta h e m o g l o b i n a não pode se r sa tu rada c o m 

o x i g ê n i o pe lo ar à p r e s s ã o a t m o s f é r i c a . O e f e i ­

t o Root é a u m e n t a d o po r 1 m M ATP ( F i g . 6 ) . 

A d e p e n d ê n c i a de pH na v e l o c i d a d e de d is ­

s o c i a ç ã o de o x i g ê n i o dos c o m p o n e n t e s I e II 

e m p r e s e n ç a e a u s ê n c i a de I m M ATP é apre­

s e n t a d a na F i g . 7 . A s h e m o g l o b i n a s são no­

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

A c o n s t a n t e de v e l o c i d a d e " o f f " de o x i g ê n i o 

para o c o m p o n e n t e I é quase i n d e p e n d e n t e do 

p H . Na a u s ê n c i a do ATP, a v e l o c i d a d e aumen ta 

l i g e i r a m e n t e c o m u m a u m e n t o de p H . A ad i ção 

de I m M de ATP a u m e n t a a ve loc i d f . de nos 
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Fig. 4 — Valores de Log Px e "n" de hemoglobina 
não fraccionada a diversos pH. O, hemoglobina fra­
cionada. • , hemoglobina + 1 m ATP. 
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Fig. 5 — Efeito de pH e ATP sobre os valores de 
Log P M e "n" para Hb-I. As condições são as do 
texto. O, hemoglobina fracionada. • , hemoglobina 
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Fig. 6 — Efeitos de pH e ATP sobre o Log P^ e "n" 
para Hb-II. As condições são as descritas no texto. 
O, hemoglobina fracionada. • , hemoglobina fracio-
nada + lmM ATP. 

v a l o r e s de pH b a i x o s , m a s não t e m e f e i t o a 

pH 8,3, de m a n e i r a que a d e p e n d ê n c i a g l oba l 

de pH é i nve rsa do n o r m a l , a l é m de p e q u e n a . 

Em c o n t r a s t e , a c o n s t a n t e de v e l o c i d a d e " o f f " 

d e O2 para o c o m p o n e n t e II é f o r t e m e n t e de­

p e n d e n t e do pH e a u m e n t a u m a s 25 vezes 

q u a n d o o pH é d i m i n u i d o de 8,0 a 5,7 na ausên­

c ia de A T P . O ATP a l t e r a es ta t a x a , p o r é m , 

s e n d o m u i t o m e n o s e f e t i v o que os p r o t o n s . A 

ad ição de 1 m M ATP a u m e n t a a c o n s t a n t e de 

v e l o c i d a d e e m t o d o s os v a l o r e s de p H aba i xo 

de 7,5 e a u m e n t a a m u d a n ç a c o m pH até u m a s 

240 v e z e s . 

A d e p e n d ê n c i a da c o n s t a n t e de v e l o c i d a d e 

de segunda o r d e m [ê') pa ra a reação de mo­

nóx ido de c a r b o n o c o m o c o m p o n e n t e de he­

m o g l o b i n a é a p r e s e n t a d o na F i g . 8 . 

Na ausênc ia de ATP S' d i m i n u i de 5 x 1 0 5 M - V 

a pH 5,4 a té a p r o x i m a d a m e n t e S x I O ' M ' V a 

p H 8 ,0 . A ad i ção de 1 m M A T P d i m i n u i o v a l o r 

de t' a a p r o x i m a d a m e n t e 2x10 5 M" 's " ' e n t r e pH 

6 e 8 e e l i m i n a a d e p e n d ê n c i a de p H . 



de 0 2 para es ta p r o t e í n a , m a s dada a depen­

dênc ia de pH t ã o r e d u z i d a na reação de com­

b inação de C O , o e f e i t o de ATP é tão reduz ido 

que se a p r o x i m a dos l i m i t e s de c o n f i a n ç a das 

m e d i d a s . 
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Fig. 7 — Velocidade de dissociação de O, a diferen­
tes pH. "K" é a constante dissociação de velocidade. 
O, Hb-I fracionado. • , Hb-I + ImM ATP. • , Hb-II 
fracionado. • , Hb-II + ImM ATP. As condições 
são as indicadas no texto. 
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Fig. 8 — Velocidade de combinação de CO com 
Hb I a diversos pH. L ' é a constante da velocidade 
de combinação. O, Hb-I fracionada. » , Hb-I fracio­
nada - f ImM ATP. As condições são indicadas no 
texto. 

A d e p e n d ê n c i a de p H de í' para o compo ­

nen te II da h e m o g l o b i n a es tá e x p r e s s o na F i g . 

9 . Tanto na p r e s e n ç a q u a n t o na ausênc ia de 

I m M ATP, a v e l o c i d a d e de reação t e m u m a de­

pendênc ia de pH b e m d i f e r e n t e daque la ap re ­

sen tada pe la h e m o g l o b i n a I, a u m e n t a n d o m a i s 

de duas vezes a m e d i d a que o pH é a u m e n t a d o 

de 6,0 a 8,0. Parece que o ATP t e m pouco e fe i ­

t o . E x p r e s s a d o c o m o p o r c e n t a g e m d o e f e i t o 

t o t a l de p H , o e f e i t o é p r o v a v e l m e n t e s e m e ­

lhan te ao do ATP na v e l o c i d a d e de d i s s o c i a ç ã o 

6.0 7.0 8.0 

P H 

Fig. 9 — Velocidade de combinação de CO com 
Hb-II a diversos pH. L ' é a constante de velocidade 
de combinação. • , Hb-II fracionado. • , Hb-II 
fracionado + ImM ATP. As condições são as indi­
cadas no texto. 

A s p r o p r i e d a d e s c i n é t i c a s do c o m p o n e n t e 

I da h e m o g l o b i n a e m a u s ê n c i a de ATP são ta i s 

que i n d i c a m que sua a t i v i d a d e de l i gação d i ­

m i n u i c o m o a u m e n t o de p H . A v e l o c i d a d e de 

d i s s o c i a ç ã o de 0 2 a u m e n t a c o m o a u m e n t o no 

p H , s e n d o que a v e l o c i d a d e de c o m b i n a ç ã o de 

C O d i m i n u i . A s s i m se p o d e r i a p r e d i z e r u m 

e f e i t o Bohr i n v e r s o ou n e g a t i v o e m base a es­

t e s r e s u l t a d o s . A ad i ção de 1 m M ATP inve r te 

a d e p e n d ê n c i a de pH da v e l o c i d a d e de c o m b i ­

nação de C O ( e f e i t o Bohr p o s i t i v o ) . 

A s p r o p r i e d a d e s c i n é t i c a s do c o m p o n e n t e 

II da h e m o g l o b i n a são t o t a l m e n t e d i f e r e n t e s . 

A s duas c o n s t a n t e s de v e l o c i d a d e v a r i a m c o m 

o pH de u m a m a n e i r a i n d i c a t i v a de u m e f e i t o 

Bohr n o r m a l . A e x t r e m a d e p e n d ê n c i a da t axa 

de d i s s o c i a ç ã o de 0 2 s u g e r e que es te e f e i t o 

Bohr é , de f a t o , u m e f e i t o Root , i s t o é , que 

r e s u l t a e m a t i v i d a d e tão ba ixa na f a i xa ba i xa 

de pH que i m p e d e a s a t u r a ç ã o da h e m o g l o b i n a 

c o m o x i g ê n i o q u a n d o e q u i l i b r a d a c o m o a r . 

Sabe-se que e s t e é o c a s o . H e m o g l o b i n a não 

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

R o o t . Hb-1 não a p r e s e n t a e f e i t o R o o t . O e f e i t o 

Roo t é i n c r e m e n t a d o c o m ad i ção de 1 m M ATP 

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

g l o b i n a I I . A F i g . 10 i n d i c a que a p H7,0 a 

h e m o g l o b i n a l i v re não f r a c i o n a d a e a h e m o ­

g lob ina c o m 1 m H ATP e s t ã o a m b a s s a t u r a d a s 



1 0 0 % c o m o x i g ê n i o ao P 0 3 d o a r . A pH 6,7 a 

h e m o g l o b i n a f r a c i o n a d a é c o m p l e t a m e n t e sa tu ­

rada ma is c o m 1 m M ATP es tá só 8 8 % s a t u r a d a . 

A pH 5,9 a h e m o g l o b i n a l i v r e não f r a c i o n a d a 

es tá 7 3 % sa tu rada c o m o o x i g ê n i o e a h e m o g l o ­

b ina c o m 1 m M ATP es tá 6 9 % s a t u r a d a . 
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Fig. 10 — Curva de transição do efeito Root para 
hemoglobina não fracionada. A percentagem de sa­
turação com oxigênio atmosférico está dada a di­
versos pH. O, hemoglobina fracionado. • , hemoglo­
bina fracionado + lmM ATP. 

A h e m o g l o b i n a II a p r e s e n t a u m a cu rva de 

t rans i ção do e f e i t o Root m u i t o s e m e l h a n t e à da 

h e m o g l o b i n a c o m p l e t a e m que a p e r c e n t a g e m 

de sa tu ração c o m e ç a a d i m i n u i r a v a l o r e s de 

pH aba i xo de 7,0, m a s o d e c l i v e é m a i o r para 

Hb-ll que para h e m o g l o b i n a c o m p l e t a ( F i g . 11 ) . 

A pH 5,9, a h e m o g l o b i n a II f r a c i o n a d a es tá 5 8 % 

saturada c o m o x i g ê n i o a p r e s s ã o a t m o s f é r i c a , 

sendo que só es tá 4 0 % sa tu rada nas m e s m a s 

cond i ções e m p r e s e n ç a d e 1 m M A T P . 

DISCUSSÃO 

O bag re Hoplosternum littorale t e m - s e 

adaptado à v ida e m águas h i p ó x i c a s e v o l u i n d o 

u m i n t e s t i n o a l t a m e n t e v a s c u l a r i z a d o , c o m o 

qual r esp i ra o x i g ê n i o a t m o s f é r i c o ( C á r t e r & 

Bead le , 1 9 3 1 ) . Este p e i x e é u m r e s p i r a d o r ob r i ­

ga tó r i o de ar c u j a s g u e l r a s são c o n s i d e r a d a s 

a t u a l m e n t e c o m o a u x i l i a r e s na e l i m i n a ç ã o de 

d ióx ido de c a r b o n o e m vez de na p r o c u r a de 

o x i g ê n i o ( W i l l m e r , 1 9 3 4 ) . W i l l m e r , (1934) 

u s a n d o o m é t o d o de v a n S l y k e c o n c l u i u que o 

s a n g u e t o t a l de H. littorale a p r e s e n t a uma a f i ­

n idade de o x i g ê n i o m o d e r a d a m e n t e ba ixa e 

ap resen ta u m e f e i t o Bohr e m r e s p o s t a à ad ição 

de d i ó x i d o de c a r b o n o p e q u e n o e m c o m p a r a ç ã o 

c o m os de o u t r o s p e i x e s e x a m i n a d o s po r e l e . 

Em ad i ção , o b s e r v o u que o s a n g u e de H. litto­

rale t e m u m a g rande c a p a c i d a d e de o x i g ê n i o , 

o que pa rece e s t a r c o r r e l a c i o n a d o c o m o c o m ­

p o r t a m e n t o de r e s p i r a ç ã o aé rea do a n i m a l . H. 

littorale d e v e sa i r à s u p e r f í c i e para r e s p i r a r 

cada 10 m i n u t o s , s e m i m p o r t a r a c o n c e n t r a ç ã o 

de C 0 2 da água ( W i l l m e r , 1 9 3 4 ) . Os dados de 

W i l l m e r i n d i c a m que o sangue de H. littorale 

es tá m e i o s a t u r a d o c o m o x i g ê n i o q u a n d o a 

p r e s s ã o pa rc i a l de o x i g ê n i o é d e 10 m m Hg a 

28°C e pH 6,8 e m a u s ê n c i a de C 0 2 . Os dados 

de W i l l m e r i n d i c a m que o P W do s a n g u e t o t a l 

é d e 20 m m Hg q u a n d o o P C O j = 2 5 m m Hg a 

p H 5.8 ( 2 8 ° C ) . N o s s o s d a d o s , o b t i d o s u s a n d o 

o ana l i sado r de d i s s o c i a ç ã o de o x i g ê n i o H e m -

O-Scan i n d i c a m que a 30°C o PM pa ra o s a n g u e 

t o t a l de H. littorale é de 7,8 m m Hg na ausênc ia 

d e C 0 2 e a p H 7,7 a 30°C o P M a p a r e n t e é de 

17.8 m m Hg q u a n d o 42 m m H g de C 0 3 são agre­

gados ( p H 6,6 a 30 ° C ) . Sendo que o sangue 

p r o v a v e l m e n t e es tava i n c o m p l e t a m e n t e sa tu ra ­

do sob e s t a s c o n d i ç õ e s , o P » v e r d a d e i r o é pre­

s u m i v e l m e n t e a l go m a i o r que i s t o . W i l l m e r in­

t e r p r e t a suas c u r v a s de e q u i l í b r i o de o x i g ê n i o 

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

e f e i t o Roo t na a u s ê n c i a de C O a que é aumen-
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Fig. 11 — Curva de transição do efeito Root para 
Hb-II fracionada. A percentagem de saturação com 
oxigênio atmosférico está dada a diversos pH. O, 
Hb-II fracionada. • , Hb-II fracionada + lmM ATP. 



t ado c o m ad i ção de C 0 2 . Esta c o n c l u s ã o de ­

pende de u m a e x t r a p o l a ç ã o r e l a t i v a m e n t e g ran­

de de p r e s s õ e s e n t r e m a i s o u m e n o s 3 5 m m Hg 

a 150 m m H g . N o s s o s d a d o s i n d i c a m que a 

h e m o g l o b i n a d i lu ída e não f r a c i o n a d a de H-

littorale a p r e s e n t a u m p e q u e n o e f e i t o Roo t e 

que u m c o m p o n e n t e da h e m o g l o b i n a (Hb- l l ) 

p o r é m não os o u t r o s , a p r e s e n t a u m e f e i t o Roo t 

c o n s i d e r á v e l . O e f e i t o Root e m Hb- l l de H-

littorale é c o m p a r á v e l à q u e l e s e n c o n t r a d o s 

e m c e r t a s o u t r a s h e m o g l o b i n a s de p e i x e s . A 

h e m o g l o b i n a da ca rpa (Cyprlnus carpió) s ó 

es tá m e i o sa tu rada a pH 5,5 e 20°C na p r e s e n ­

ça de f o s f a t o s o r g â n i c o s e n d ó g e n o s ( N o b l e 

et al., 1 9 7 0 ) . C e r t o s c o m p o n e n t e s das h e m o ­

g l o b i n a s das duas t r u t a s Salmo irideus ( B r u n o r i 

e f a/., 1973) e S. galrdneri (Lan ef al, 1975) 

e s t ã o só uns 2 0 % s a t u r a d o s c o m o o x i g ê n i o 

nas m e s m a s c o n d i ç õ e s . A pe rda de o x i g ê n i o 

po r c e r t a s h e m o g l o b i n a s de p e i x e e q u i l i b r a d a s 

a pH ba ixo c o m o x i g ê n i o a t m o s f é r i c o ( e f e i t o 

Root ) t e m s ido t i da c o m o p a r t e do m e c a n i s m o 

pe lo qua l o o x i g ê n i o é s e c r e t a d o na bex iga na­

t a t o r i a para m a n t e r o u c o n t r o l a r a q u a n t i d a d e 

de f l u t u a ç ã o n e u t r a . Não é sab ido se a hemo­

g lob ina c o m e f e i t o Roo t de H. littorale c u m p r e 

es te p r o p ó s i t o . A t é ago ra não hav ia s i do en­

c o n t r a d o u m p e i x e de r e s p i r a ç ã o aé rea ob r i ga ­

t ó r i a que a p r e s e n t a s s e u m a h e m o g l o b i n a c o m 

e f e i t o Roo t ( J o h a n s e n , 1 9 7 0 ) . P o r é m , a tua l ­

m e n t e , t e m - s e e n c o n t r a d o o u t r o s p e i x e s de 

r e s p i r a ç ã o aé rea q u e p o s s u e m h e m o g l o b i n a s 

c o m e f e i t o Root ( F a r m e r e f ai, 1 9 7 8 ) . 

O c o m p o n e n t e II da h e m o g l o b i n a de H. 

littorale a p a r e n t e m e n t e l iga o O j de m a n e i r a 

não c o o p e r a t i v a a pH b a i x o . Este c o m p o n e n t e 

é s i m i l a r à da h e m o g l o b i n a de ca rpa (Tan ef 

al, 1973) e da f r a ç ã o 3 da h e m o g l o b i n a de t r u t a 

(Lan ef ai, 1 9 7 5 ) . A i n d a se u m v a l o r de n = 1 

pode r e f l e t i r a u s ê n c i a de c o o p e r a t i v i d a d e nos 

dados de H. littorale, pod ia t a m b é m r e s u l t a r da 

l i gação de o x i g ê n i o a s u b u n i d a d e s f u n c i o n a l ­

m e n t e d i f e r e n t e s s u b u n i d a d e s oc e P- A queda 

de n a pH ba ixo é a u m e n t a d a po r ATP e m me­

d i ç õ e s f e i t a s c o m Hb- l l de H. littorale. A f a l t a 

apa ren te de c o o p e r a t i v i d a d e à a f i n i d a d e m í n i ­

ma de l i gação e m pH s u f i c i e n t e m e n t e b a i x o 

es tá a s s o c i a d o c o m o e f e i t o Roo t e pode se r 

d e s t r i t a q u a l i t a t i v a m e n t e pe lo m e n o s no " e s ­

t ado T " do m o d e l o a l o s t é r i c o de M o n o d ef al. 

( 1 9 6 5 ) . 

A ad i ção de 1 m M ATP à Hb-I de H. littorale 

muda o e f e i t o Bohr i n v e r s o a u m e f e i t o Bohr , 

a l ca l i no n o r m a l . Em Hb A h u m a n a e e m c e r t a s 

ou t ras h e m o g l o b i n a s de m a m í f e r o s , o e f e i t o 

Bohr i nve rso o u á c i d o , p r e s e n t e a pH ba ixo , é 

a u m e n t a d o c o m ad i ção de f o s f a t o s o r g â n i c o s 

(Ba i ley ef al, 1970; De B ru in ef al, 1971 ; 

Riggs & I m a m u r a , 1972) . A h e m o g l o b i n a II f r a ­

c i onada , por o u t r o l ado , a p r e s e n t a u m g rande 

e f e i t o Bohr a l ca l i no ( A l o g P V A p H = — 0 , 8 ) 

que a u m e n t a c o m 1 m M ATP (A l og P w / A p H = 

— 1 , 0 na fa i xa de pH 7 , 0 — 7 , 5 ) . A h e m o g l o b i n a 

não f r ac i onada a p r e s e n t a u m e f e i t o Bohr m u i t o 

m e n o r e n t r e — 0 , 4 e — 0 , 5 c o m o e ra de se es­

p e r a r . 

O s h e m o l i s a d o s de c e r t o s p e i x e s ap resen ­

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

nos qua is as p r o p r i e d a d e s d e cada c o m p o n e n t e 

s ã o n o t o r i a m e n t e d i f e r e n t e s u m a s das ou t ras 

( B i n o t t i ef al, 1 9 7 1 ; P o w e r s & E d m u n d s o n , 

1972; G i l l e n & R iggs , 1973; W e b e r et al, 

1 9 7 6 ) . A s h e m o g l o b i n a s são g e r a l m e n t e de 

do i s t i p o s ( d i s c u t i d o e m W e b e r ef al, 1 9 7 6 ) ; 

u m a ap resen ta a f i n i d a d e d e o x i g ê n i o re la t i va ­

m e n t e a l t a e é r e l a t i v a m e n t e i na l t e rada pe lo 

p H . O o u t r o t i p o de h e m o g l o b i n a t e m uma 

a f i n i d a d e de o x i g ê n i o m e n o r , m o s t r a o e f e i t o 

Bohr a l c a l i n o n o r m a l e a p r e s e n t a e f e i t o R o o t . 

C o n c o m i t a n t e c o m a e v o l u ç ã o do e f e i t o Root , 

há u m e f e i t o p o t e n c i a l m e n t e I n d e s e j á v e l . U m a 

pe rda g rande de o x i g ê n i o d o s a n g u e da bex iga 

na ta to r i a pode t r a z e r u m g r a u p e r i g o s o de h i ­

pox ia i n t o l e r á v e l pa ra o p e i x e . C e r t o s pe i xes 

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

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

u m a p o s s u i n d o u m e f e i t o Roo t , s e n d o que a 

o u t r a l iga o o x i g ê n i o i n d e p e n d e n t e do p H 

( R i g g s , 1976) . P o w e r s & E d m u n d s o n (1972) 

s u g e r e m que as h e m o g l o b i n a s de e f e i t o Bohr 

nu lo p o d e m s e r ú t e i s e m e v i t a r a anóx ia r e s u l ­

t a n t e da perda da l i g a ç ã o d e o x i g ê n i o pe la he­

m o g l o b i n a de e f e i t o Roo t que p o d e s e g u i r a 

p r o d u ç ã o de á c i d o l á t i c o a p ó s de e x e r c í c i o s 

v i o l e n t o s de e m e r g ê n c i a . É c o n c e b í v e l que a 

h e m o g l o b i n a I de H. littorale c o m s e u f o r t e 

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

t a l p r o p ó s i t o . A l é m d i s t o , a h e m o g l o b i n a I 

p o d e a tua r c o m o u m d e p ó s i t o pa rc i a l de o x i ­

g ê n i o d u r a n t e os 10 m i n u t o s que o p e i x e per­

m a n e c e s u b m e r s o . A p r e s e n ç a de u m a h e m o ­

g lob ina de e f e i t o Bohr i n v e r s o n e s t e p e i x e 



pode s e r v i r para m o d u l a r a h e m o g l o b i n a de 

e fe i t o Root numa s i t u a ç ã o de pH b a i x o ta l 

c o m o du ran te u m a i m e r s ã o o n d e há a c ú m u l o 

de C 0 2 . Bonaven tu ra e í al., (1977) s u g e r e m 

que a h e m o g l o b i n a de e f e i t o Bohr i n v e r s o do 

an f íb io Amphiuma means pode s e r e s p e c i a l ­

m e n t e ú t i l du ran te a I nve rnação o u e s t i v a ç ã o . 

Não é sab ido se H. littorale pode e s t i v a r , m a s 

achamos que c e r t a s pequenas l agoas c o n t e n d o 

es te p e i x e e s t a v a m no p r o c e s s o de s e c a m e n t o 

sendo que o u t r a s lagoas s e m e l h a n t e s já ha­

v i a m s e c a d o . Res tos de v á r i a s e s p é c i e s de 

p e i x e s , i n c l u i ndo H. littorale e n c o n t r a d o s nes­

tas lagoas secas s u g e r e m que es ta e s p é c i e 

m o r r e nessas c o n d i ç õ e s . J o h a n s e n , (1970) 

c i ta a es t i vação c o m o u m a m a n e i r a na qua l 

os pe i xes t r o p i c a i s p o d e m c o m b a t e r a anóx ia 

e d i s s e c a ç ã o . Ele ano ta que o p e i x e p u l m o -

nado e s t i v a q u a n d o as lagoas o u os iga rapés 

secam na Á f r i c a . Se Hoplosternum e s t i v a o 

m e i o a m b i e n t e p o d e v i r a r h i p ó x i c o e ac íd i co 

po r a c ú m u l o de C 0 2 . Sob es tas c o n d i ç õ e s , 

uma d i m i n u i ç ã o no c o n t e ú d o de f o s f a t o o rgâ ­

n i co dos g l ó b u l o s v e r m e l h o s ( ve r W o o d & 

Johansen , 1972) p o d e m a u x i l i a r à Hb-I a a tuar 

c o m o u m r e s e r v a t ó r i o m a i s e f i c i e n t e de ox igê ­

n i o . De q u a l q u e r m a n e i r a , a p r e s e n ç a de duas 

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

mane i ras po r f o s f a t o s o r g â n i c o s p r e s u m i v e l ­

m e n t e p e r m i t e m a H. littorale u m c o n t r o l e m a i s 

amp lo para e n f r e n t a r a m u d a n ç a de d i s p o n i b i ­

l i dade de o x i g ê n i o d u r a n t e é p o c a s secas e ú m i ­

das a l t e r n a s . 
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S U M M A R Y 

The t w o hemoglobins, I and II of the obligate air-
-breathing cat f ish , Hoplosternum l i t torale have been 
isolated. The unfract ionated str ipped hemoglobin has 
a high oxygen aff inity, a normal a lkal ine Bohr e f fect , 
and a Root e f fec t . Both the Bohr and Root ef fects are 
enhanced by 1 m M A T P . Str ipped hemoglobin I has 
a relat ively high oxygen aff inity a reversed Bohr e f fec t 
be thween pH 6 . 0 and 8 . 0 ( A ' o g P M / A p H > 0 ) but no 
Root e f fec t . Addit ion of 1 m M ATP to Hb I causes a 
marked reduction in the oxygen aff inity, a change to a 
normal alkal ine Bohr ef fect {/\\og P ^ / A p H > 0 ) , but 
no Root e f fec t . Str ipped hemoglobin II has a lower 
oxygen aff inity at low p H and a higher oxygen affinity 
at high pH than does hemoglobin I . Hemoglobin II 
shows a large alkal ine Bohr e f fec t wh ich is only slightly 
increased by 1 m M ATP and a Root ef fect at low pH 
which is enhanced by 1 m M ATP. The observed rates 
of 0 2 dissociation and of C O combinat ion w i th com­
ponents I and II show di f ferences which parallel those 
observed in the oxygen equi l ibr ium m e a s u r e m e n t s . 
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