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Resumo 

As hemoglobinas do peixe que respira ar Synbran
chus marmoratus apresentam componentes múltiplos e 
demonstram polimorfismo. Foi comparado o equilíbrio 
de oxigênio com células completas e hemoglobina Iso
lada. Há um efeito Bohr alcalino considerável e este é 
mais marcado em hemoglobina fraclonada à qual tem 
sido adicionado 1 mM ATP. Foram estudadas as ciné
ticas de dissociação de oxigênio da combinação de 
oxiemogloblna e monóxido de carbono, apresentando 
cursos de tempo cinético surpreendentemente unifor
mes para um sistema composto de componentes múlti
plos. Estes resultados são discutidos dentro do con
texto das exigências do animal em um melo ambiente 
aquático-aéreo misto. 

I N T R O D U Ç Ã O 

Os ó r g ã o s a c e s s ó r i o s de r e s p i r a ç ã o a é r e a 

t e m e v o l u í d o para a c o m o d a r as d i f e r e n t e s ex i 

gênc ias dos v e r t e b r a d o s na t r a n s i ç ã o e n t r e 

resp i ração aquá t i ca e a é r e a . Es tas a d a p t a ç õ e s 

v a r i a m g r a n d e m e n t e d e s d e as m o d i f i c a ç õ e s 

f a r í n g e a s até o uso do i n t e s t i n o c o m o d e p ó s i t o 

e i n t e r c a m b i a d o r de gás , a l cançando -se a má

x i m a s a t i s f a ç ã o n o v e r d a d e i r o pe i xe pu lmona -

do D i p r o a n o . O s p o r m e n o r e s f i s i o l ó g i c o s e 

a n a t ô m i c o s f o r a m e s t u d a d o s po r J o h a n s e n 

( 1 9 7 0 ) . 

A e n g u i a su l a m e r i c a n a , Synbranchus mar

moratus, é u m i m p o r t a n t e e x e m p l o de u m pe i xe 

no qua l as g u e l r a s t êm-se c o n v e r t i d o e m ór

gãos de r e s p i r a ç ã o a é r e a . V i v e e m águas es

tagnadas e sabe-se que pode m o v e r - s e e m ter 

ra q u a n d o as águas p a n t a n o s a s r e t r o c e d e m , 

onde pode s o b r e v i v e r e s t i v a n d o d u r a n t e m e s e s 

e m t o c a s . 

Este t r a b a l h o c o n t i n u a a d o c u m e n t a ç ã o so

bre e q u i l í b r i o e p r o p r i e d a d e s c i n é t i c a s da he

m o g l o b i n a e m c o m b i n a ç ã o c o m o x i g ê n i o e 

m o n ó x i d o de c a r b o n o de p e i x e s adap tados ao 

a r que f o i p o r m e n o r i z a d o a n t e r i o r m e n t e para 

Lepidosiren paradoxa ÍPhe lps e i a/. , 1978) , 

d e s c r e v e n d o os a t r i b u t o s da h e m o g l o b i n a de 

Synbranchus marmoratus. 

M A T E R I A I S E M É T O D O S 

E s p é c i m e s de Synbranchus marmoratus 

f o r a m o b t i d o s de u m p e s c a d o r l oca l e m n o v e m 

b r o de 1976, d u r a n t e u m a e x p e d i ç ã o a b o r d o 

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 i o a c i m a da 

u n i ã o d e s t e c o m 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 . A c o l e t a fo i f e i t a no f i na l da época 

s e c a , q u a n d o o n íve l da água e s t a v a no p o n t o 

m a i s b a i x o e m lagos e r i o s . Os a n i m a i s ( p e s o 

c o r p o r a l 370 — 2000 g ) f o r a m m a n t i d o s e m 

a q u á r i o s po r p e r í o d o s de 2 - 1 5 d ias an tes de 

s e r e m s a n g r a d o s . 

O sangue f o i o b t i d o p o r punção ca rd íaca 

de a n i m a i s e s f r i a d o s sob ge lo c o m s e r i n g a s de 

v i d r o hepa r in i zadas f r i a s ; a p r e p a r a ç ã o de he-

m o l i s a d o s , e l e t r o f o r e s e de gel de d i s co (pH 

8 . 9 ) , r e g i s t r o dos geis e e l e t r o f o r e s e de gel 

e m d o d e c y l s u l f a t o de s ó d i o f o r a m rea l i zadas 

s e g u n d o as t é c n i c a s de Fyhn e í a/. , ( 1 9 7 8 ) . 

A p repa ração de s o l u ç õ e s d e h e m o g l o b i n a 

a pa r t i r de e r i t r ó c i t o s l i sados e a denudação 

( f r a c i o n a m e n t o ) de c o m p o s t o s o r g â n i c o s fos 

f a t a d o s , a s s i m c o m o as m e d i ç õ e s de e q u i l í b r i o 

de o x i g ê n i o e c i n é t i c a s , f o r a m f e i t a s c o m o des

c r i t o por Phe lps e r a/ . , ( 1 9 7 8 ) . 
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RESULTADOS 

EQUILÍBRIO DE OXIGÊNIO COM 

ERITROCITOS INTACTOS 

Os r e s u l t a d o s da r e s p o s t a d o sangue c o m 

p le to a ox igenação p o d e m s e r o b s e r v a d o s na 

f i g . 1 , que c o n t r a s t a o c o m p o r t a m e n t o de equ i 

l i b r i o a 30° e pH 7,60 e m a u s e n c i a de C 0 2 onde 

o v a l o r de Pso é de 8,2 m m H g c o m o e q u i l i b r i o 

e n c o n t r a d o a 5,6% V / V C 0 2 o n d e o pH ca iu a 

7,40 e o v a l o r de P» o b s e r v a d o f o i de 11,4 

m m H g . 

Fig. 1 — Equilíbrio de oxigênio de sangue comple
to de Synbranchus marmoratus determinado na pre
sença e ausência de 5,6% (V/V) C 0 2 . 

A s s i m , c o m sangue c o m p l e t o , há e v i d ê n c i a 

sob e s t a s c o n d i ç õ e s para u m e f e i t o Bohr c o m 

p o s t o , m e d i a d o po r H + e C 0 2 c o m u m v a l o r de 

A log PÜO 

= — 0,35 

A pH 

f o r e s e s d e r a m p a d r õ e s i d ê n t i c o s . A f i g . 2 

i nd i ca a d i s t r i b u i ç ã o dos c o m p o n e n t e s de 

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

do po r e l e t r o f o r e s e de gel d e d i s c o . 
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Fig. 2 — Eletroforese em gel de disco de 3 amos
tras de hemoglobina de eritrocitos de Synbranchus 
marmoratus mostrando o grande e variavel número 
de componentes presentes. 

ESTUDOS SOBRE HEMOLISADOS 

A e l e t r o f o r e s e de gel de d i s c o m o s t r o u que 

os h e m o l i s a d o s de e r i t r o c i t o s de Synbranchus 

marmoratus são p o l i m ó r f i c o s . T r ê s f e n o t i p o s 

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

t ras e x a m i n a d a s cada f e n o t i p o fo i e n c o n t r a d o 

e m 2 a 3 h e m o l i s a d o s . Repe t i ção das e l e t r o -

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

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

vas a c i m a de 0,70 ao s e r e m c o m p a r a d o s c o m 

a l b u m i n a de s o r o b o v i n o . A m a i o r i a dos h e m o 

l i sados de p e i x e s a m a z ô n i c o s a p r e s e n t a m c o m 

p o n e n t e s de h e m o g l o b i n a c o m m o t i l i d a d e s re

l a t i vas m e n o r e s e m e l e c t r o f o r e s e de gel de 



d i s c o (Fyhn e f aí., 1 9 7 8 ) . A H b A h u m a n a t e m 

m o t i l i d a d e r e l a t i v a de 0,66 I 0,01 ( N = 5 ) . 

C o m o e s t á i n d i c a n d o a f i g u r a , d o i s dos f eno 

t i p o s (I e III) e s t a v a m p o u c o n í t i d o s . O au

m e n t o da c o n c e n t r a ç ã o de a c r i l a m i d a dos geis 

de 7.5 a 1 0 % não m e l h o r o u a r e s o l u ç ã o s i g n i 

f i c a t i v a m e n t e . D e c a l q u e s de d e n s i t ô m e t r o 

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

r e s o l u ç ã o de p i c o s i n d i v i d u a i s . 

Por e l e t r o f o r e s e de gel SDS, no tou-se que 

o peso m o l e c u l a r das cade ias de h e m o g l o b i n a 

d e s n a t u r a l i z a d a de Synbranchus e r a de 14.200, 

o que é s i m i l a r ao p e s o m o l e c u l a r das cade ias 

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

( 1 4 . 6 0 0 ) . 

O sangue de Synbranchus g e r a l m e n t e apre

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

a l t o s , va r i ando e n t r e 38 e 8 2 % c o m m é d i a de 

5 7 % para 5 a m o s t r a s . 

EQUILÍBRIO DE OXIGÉNIO EM SOLUÇÕES 

DE HEMOGLOBINA 

Os r e s u l t a d o s de u m a s é r i e de e x p e r i m e n 

t o s d e s e n h a d o s para m o s t r a r a d e p e n d ê n c i a de 

pH na c u r v a de e q u i l í b r i o de o x i g ê n i o pa ra 

m a t e r i a l denudado de f o s f a t o s o r g â n i c o s po

d e m se r o b s e r v a d o s na f i g . 3, na qual é con 

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

qual t e m s ido a d i c i o n a d o ATP a té u m a c o n c e n 

t r a ç ã o f i na l de 1 m M . É f a c i l m e n t e o b s e r v á v e l 

o f a to de que o ATP p r o m o v e u m a a f i n i dade de 

o x i g ê n i o m u i t o d i m i n u í d a na f a i x a aba i xo de 

pH 7,5, a c i m a do qual a d i f e r e n ç a to rna -se 

m a r g i n a l . E s p e c i a l m e n t e n o t á v e l é o g rau de 

r e s p o s t a à va r i ação de pH a t r a v é s da f a i x a 

f i s i o l ó g i c a . Na p r e s e n ç a de 1 m M de ATP o 

e f e i t o Bohr é q u a t r o vezes m a i o r que para he

m o g l o b i n a d e n u d a d a , e o e x p o n e n t e de H i l l é 

s i g n i f i c a t i v a m e n t e m a i o r no p r i m e i r o c a s o . 

Estas d e s c o b e r t a s a p o i a m a c r e n ç a ge ra l de 

que os f o s f a t o s o r g â n i c o s e s t a b i l i z a m a con 

f o r m a ç ã o d e ó x i . 

A c o m p a r a ç ã o dos dados o b t i d o s de s o l u 

ç õ e s de h e m o g l o b i n a a 20°C c o m aque les o b t i 

dos de sangue t o ta l a 30° só pode se r f e i t a 

l a r g a m e n t e , a inda se p o d e o b s e r v a r os v a l o r e s 

de PR e s t ã o m a i s ou m e n o s de aco rdo nos d o i s 

c a s o s . A m a g n i t u d e do e f e i t o Bohr e m sangue 

c o m p l e t o a 30°C (—0,350) é m e n o r que o v a l o r 

o b t i d o a 20° para h e m o g l o b i n a c o m 1 m M de 

ATP; p o r é m , o e f e i t o de C O j e t e m p e r a t u r a 

d i m i n u e m o valor de qualquer p r e d i ç ã o . 
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Fig. 3 — Efeitos do pH nos valores P w de hemo
globina fracionada na ausência (O) e presença de 
1 mM ATP ( • ) são mostrados na parte superior do 
gráfico. Embaixo, a resposta de n dos dois siste
mas à mudanças de pH 

CINÉTICA DE DISSOCIAÇÃO E COMBINAÇÃO 

DO LIGANTE GASOSO 

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

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

l óg i ca d e pH e d e u v a l o r e s para a c o n s t a n t e de 

p r i m e i r a o r d e m c o m o se pode o b s e r v a r na 

F i g . 4 (a) o n d e são d o c u m e n t a d o s os dados 

pa ra s o l u ç õ e s de h e m o g l o b i n a l i v r e c o m e s e m 

ad ição de 1 m M de A T P ; n u m a sé r i e s i m i l a r 

de e x p e r i m e n t o s a v e l o c i d a d e de c o m b i n a ç ã o 

da d e o x i e m o g l o b i n a c o m m o n ó x i d o de c a r b o n o 

fo i e s t u d a d a c o m os r e s u l t a d o s a p r e s e n t a d o s 

na f i g . 4 ( b ) . 

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

p o s s i v e l m e n t e a o b s e r v a ç ã o de que t o d a s as 

r e a ç õ e s e x a m i n a d a s f o r a m c i n é t i c a m e n t e ho

m o g ê n e a s , ou s e j a , e x i b i r a m p e r c u r s o s de 

t e m p o que p o d e m s e r d e s c r i t o s c o m o u m a 

ún i ca c o n s t a n t e de v e l o c i d a d e . Em v i s t a do 



grande n ú m e r o d e c o m p o n e n t e s de h e m o g l o 

b ina d e t e c t a d o s e m e l e c t r o f o r e s e s do h e m o l i -

sado de Synbranchus, i s t o é s u r p r e e n d e n t e e 

suge re que e s t e s c o m p o n e n t e s d e v e m apre

sen ta r p r o p r i e d a d e s f u n c i o n a i s s e m e l h a n t e s . 
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Pig. 4: a) — Efeito de pH e ATP na velocidade de 
dissociação de oxigênio de soluções fracionadas de 
oxiemoglobina de Synbranchus marmoratus; b) — 
Mudança na constante de velocidade de dissociação 
para CO com deoxiemoglobina fracionada de Syn
branchus marmoratus. 

A s dependênc ias de pH d e s t a s duas rea

ções a 20°C são ap resen tadas t a n t o na p resen 

ça quan to ausênc ia de 1 m M de ATP é e m 

t o d o s os casos na d i r e ç ã o p r e v i s t a e m base 

ao s e u e f e i t o s o b r e a f i n i dade d o s l i g a n t e s . O 

e f e i t o d i m i n u i u a té quase ze ro q u a n d o o p H 

fo i a u m e n t a d o a c i m a de 8 . A s d e p e n d ê n c i a s 

de pH não são n o t á v e i s , s e n d o m a i s ou m e n o s 

as espe radas para u m a h e m o g l o b i n a c o m e f e i 

t o Bohr n o r m a l . A l é m d i s t o , as c o n s t a n t e s de 

v e l o c i d a d e são s i m i l a r e s às r e p o r t a d a s para 

h e m o g l o b i n a h u m a n a ( A n t o n i n i & B r u n o r i , 

1 9 7 1 ) . 

DISCUSSÃO GERAL 

Synbranchus marmoratus m o r a e m águas 

e s t a g n a d a s de p â n t a n o s d a A m é r i c a do S u l . 

Este pe ixe pode m o v i m e n t a r - s e e m t e r r a e es 

t i v a r du ran te v á r i o s m e s e s e m t o c a s p r o f u n d a s 

e m s o l o s ú m i d o s . Q u a n d o c o n f i n a d o às águas 

es tagnadas de a q u á r i o s , o p e i x e r e s p i r a a r in 

t e r m i t e n t e m e n t e e m f o r m a c í c l i c a , u m a vez 

cada 1 5 - 3 0 m i n u t o s . Tem-se d e m o n s t r a d o 

que Synbranchus u t i l i z a s u a s g u e l r a s c o m o 

ó rgãos m o d i f i c a d o s de r e s p i r a ç ã o a é r e a (Cár

t e r & Bead le , 1 9 3 1 ; J o h a n s e n , 1 9 6 6 ) . Es tes 

ó r g ã o s são e x c e p c i o n a l m e n t e g r a n d e s e as la

m e l a s a p r e s e n t a m p regas s e c u n d á r i a s ex t rao r 

d i n a r i a m e n t e d e s e n v o l v i d a s , s u g e r i n d o u m au

m e n t o na e f i c i ê n c i a do e p i t é l i o pa ra rea l i za r 

i n t e r c â m b i o r e s p i r a t ó r i o . 

A c a p a c i d a d e d o sangue d e s t e p e i x e para 

c r i a r uma h c m e o s t a s e a p r o p r i a d a de u t i l i zação 

de o x i g ê n i o sob u m a a m p l a g a m a de p r e s s õ e s 

a m b i e n t a i s à qua l é e x p o s t a p r e c i s a de m a i o r 

c o m e n t á r i o . J o h a n s e n (1966) e s t u d o u a f i s i o 

l og ia da r e s p i r a ç ã o a é r e a de Synbranchus. A 

e x t r a ç ã o de o x i g ê n i o da água c i r c u n d a n t e não 

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

e v i g o r o s o b o m b e a m e n t o b ranqu ia l de água 

não c o n s e g u i u e l e v a r a s a t u r a ç ã o a r te r i a l de 

o x i g ê n i o a té m a i s de 50 - 6 0 % . P o r é m , quando 

a c â m a r a da gue l r a f o i i n f l a d a , a o x i g e n a ç ã o 

a r t e r i a l f o i quase t o t a l . I s to s u g e r e u m a es

pec ia l i zação no e p i t é l i o b r a n q u i a l que f a v o r e c e 

u m i n t e r c â m b i o f a s e g a s o s o - a r t e r i a l s o b r e in 

t e r c â m b i o e m s o l u ç ã o . 

J o h a n s e n (1966) t a m b é m a s s e v e r o u que 

o m e i o a m b i e n t e n a t u r a ! de pân tano d e s t e s 

p e i x e s f a v o r e c e a l t o s n í v e i s de C O 2 , e que o 

p r o b l e m a r e s p i r a t ó r i o b á s i c o é o p t i m i z a r a ex

t ração de o x i g ê n i o de u m m e i o p o b r e e m o x i 

gên io , e l i m i n a n d o ao m e s m o t e m p o C O 2 e m u m 

m e i o r i c o e m C 0 2 . Os dados de W i l l m e r (1934) 

s u g e r e m que os habitats p a n t a n o s o s t ê m P O 2 

n u m a f a i x a de 5 - 5 5 m m H g e P C O 2 e n t r e 

1 6 - 3 2 m m de Hg r e s p e c t i v a m e n t e . Foi s u g e r i 

do en tão que os ó r g ã o s de r e s p i r a ç ã o bas i ca 

m e n t e a q u á t i c o s c o n t i n u a s s e m s e r v i n d o à se

gunda f u n ç ã o , e n q u a n t o que a m a i o r i a dos pe i 

x e s de r e s p i r a ç ã o t e m m o d i f i c a d o o u t r o ó rgão 

para m a n t e r r e s p i r a ç ã o a é r e a . Synbranchus 

marmoratus u t i l i za as g u e l r a s pa ra i s t o . F ica 

c l a r o , e n t ã o , que a n e c e s s i d a d e m a i o r de Syn-



branchus é a p r o v i s ã o de m e i o s m o l e c u l a r e s 

ou f i s i o l ó g i c o s a t r a v é s dos qua is es te in ter 

c â m b i o de duas v i a s p o d e i n t e r v i r . 

A s p r o p r i e d a d e s de e q u i l í b r i o e c i n é t i c a s 

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

s o s o s não são e x c e p c i o n a i s . D e m o n s t r a m u m 

e f e i t o Bohr s i g n i f i c a t i v o e u m a f o r t e depen

d ê n c i a ao A T P . O que é s u r p r e e n d e n t e é que 

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

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

são a p a r e n t e de f u n ç ã o b i o q u í m i c a d e n t r o de

les das m a n e i r a s que t e m s i d o v i s t a no caso 

d e a l g u m a s h e m o g l o b i n a s ( B r u n o r i , 1975; 

R iggs , 1 9 7 0 ) . 

Há c o n f i a n ç a razoáve l e m que o e q u i l í b r i o 

de o x i g ê n i o do e r i t r o c i t o pode s e r s u b s t a n c i a l 

m e n t e r e c o n s t r u í d o c o m c r i t e r i o s a m i s t u r a de 

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

pH r e q u e r i d o e m u m s i s t e m a " i n v i t r o " , e de

ve-se c o n c l u i r que m u i t o do c o n t r o l e d o s pro

c e s s o s de r e s p i r a ç ã o a é r e a e a q u á t i c a ( e a 

passo de u m a a o u t r a ) r e f e r e - s e à r e g u l a ç ã o 

f i s i o l ó g i c a de f l u x o s a n g u í n e o e c o m p o r t a m e n 

t o a r t e r i a l , m a i s que m u d a n ç a s e s p e c í f i c a s dos 

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

A s d e m a n d a s r e s p i r a t ó r i a s e s p e c i a i s i m 

pos tas no an ima l po r e s t i v a ç ã o p o d e r i a m se r 

r e s o l v i d a s m o d u l a n d o os n í v e i s de ATP pre

sen tes no e r i t r o c i t o c o m o fo i m o s t r a d o po r 

Johansen et ai, (1976) para a l i gação de GTP 

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

vando do pe ixe p u l m o n a d o a f r i c a n o (Protopte-

rus amphibios. É p e r t i n e n t e c i t a r K r o g h & 

Le i t ch ( 1 9 1 9 ) : 

A adaptação do sangue de peixes deve ser causa
da por alguma substância ou substâncias presentes na 
hemoglobina dentro dos corpúsculos e queremos assi
nalar o significado de a hemoglobina estar envolvida nos 
corpúsculos por uma membrana semipermeável. Deste 
modo, só é assegurado o ambiente mais propício para a 
função respiratória da hemoglobina nesse organismo em 
particular. 
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SUMMARY 

The haemoglobin of the South American lungfish 
Lepidosiren paradoxa has a single component. The 
equilibria of this respiratory protein with oxygen have 
been investigated both In the blood and with the pur.fied 
haemoglobin. There Is a substantial, normal, alkaline 
Bohr effect and marked sensitivity to organic phosphates 
in the haemoglobin solutions. Studies on the pH 
dependence cf the kinetics of oxygen dissociation can 
be interpreted in terms of a normal Bohr effect. The 
kinetics of combination of carbon monoxide have an 

unusual pH dependence. These findings are discussed 
In terms of the two state model of Monod, Wyman and 
Changeux (1965). 
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