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Resumo 

Hemolisados de Hoplias malabaricus e Hople­
rythrinus unitaeniatus apresentaram Dadrões pou­
co nítidos de hemoglobina com 3 a 4 bandas, res 
pectivamente, por eletroforesis alcalina em gel de 
disco. A afinidade da hemoglobina fracionada pelo 
oxigênio do Hoplerythrinus é cerca de um terço da 
do Hoplias; os valores do para o Hoplias é cer­
ca de 1,3 mm de Hg (pH 6,9 e 20°C,. A adição de 
1 mM ATP diminui a afinidade de oxigênio de cada 
hemoglobina 2,6 vezes. Ambas as hemoglobinas 
apresentam efeito Root e efeito Bohr; A l°g P R / A 
pH = —0,40 para hemoglobina fracionada no inter­
valo de pH 7 a 8. A velocidade de dissociação do 
oxigênio de cada hemoglobina é semelhante e é ci­
néticamente homogênea com taxas de diminuição 
constante de 200-250 sec-' no pH 6,2 para cerca de 
25-26 no pH 7,7 com 1 mM ATP ou sem elo. A rea­
ção de combinação do CO para a hemoglobina do 
Hoplias é cinéticamente heterogênea em todos os 
valores de pH e para a hemoglobina Hoplerythrinus 
em pH abaixo 7,5. As fases rápida e lenta explicam 
cerca da metade da reação observada. A heteroge­
neidade cinética e máxima em pH abaixo para am­
bas as hemoglobinas. A fase rápida para a hemo­
globina do Hoplias é cerca de duas vezes mais do 
que para a hemoglobina do Hoplerythrinus. 

INTRODUÇÃO 

A s duas e s p é c i e s , Hoplias malabaricus e 

Hoplerythrinus unitaeniatus, são d o i s m e m ­

bros r e l a c i o n a d o s p r o x i m a m e n t e do p r i m i t i v o 

Erythrinidae, j á o Hoplerythrinus t e m hab i l i da ­

de de resp i r a r a r e n q u a n t o o Hoplias n ã o . O 

c l á s s i c o t r a b a l h o de C á r t e r & Bead le (1931) e 

W i l i m e r (1934) m o s t r o u c l a r a m e n t e que o 

Hoplerythrinus r e s p i r a e m águas c o m b a i x o 

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

t r a b a l h o f e i t o a n t e r i o r m e n t e po r J o b e r t e m 

1877 ( c f . C á r t e r & Bead le , 1 9 3 1 ) . C á r t e r 

& Beadle (1931) d e m o n s t r a r a m que o ox i ­

g ê n i o na bexiga natatoria s e c o n s u m i a quan­

do o p e i x e e ra p r i v a d o de ar por duas ou t r ê s 

ho ras , e W i l i m e r (1934) p r o v o u que a resp i ra ­

ção aérea s e t o r n a o b r i g a t ó r i a q u a n d o o t e o r 

de o x i g ê n i o ca i a b a i x o de 1,5 m l por l i t r o s apro ­

x i m a d a m e n t e , o qua l c o r r e s p o n d e a u m p 0 2 de 

c e r c a de 40 m m de H g . Ele t a m b é m o b s e r v o u 

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

m e n t e d e p e n d e n t e do t e o r de C 0 2 . N u m p C 0 2 

a c i m a de 30-35 m m de Hg CO2, o o p é r c u l o es tá 

a t i v a m e n t e f e c h a d o , e n a t e n s ã o aba ixo de 

5-10 m m de H g , o t e o r de C O 2 é , na apa rênc ia , 

i n s u f i c i e n t e pa ra e s t i m u l a r m o v i m e n t o s oper-

c u l a r e s . Es tas a d a p t a ç õ e s e s t ã o assoc iadas 

c o m a h a b i l i d a d e do Hoplerythrinus para so­

b r e v i v e r e m lagoas d e águas es tagnadas duran­

t e a é p o c a da s e c a . E m b o r a o Hoplias se ja 

u s u a l m e n t e c o n c e n t r a d o e m águas c o r r e n t e s , 

i ga rapés e r i o s , t a m b é m é e n c o n t r a d o e m pe­

q u e n a s lagoas e s t a g n a d a s . Por s e r incapaz de 

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

a f i n a c a m a d a o x i g e n a d a da s u p e r f í c i e da água . 

W i l i m e r (1934) i n d i c o u que os Hoplias j o v e n s 

t a m b é m s o b r e v i v e m e m c o n d i ç õ e s de ba ixo 

t e o r de o x i g ê n i o c o m as bocas na s u p e r f í c i e e 

t ê m u m a a p a r ê n c i a e h á b i t o s t ã o d i f e r e n t e s 

que as p e s s o a s d o loca l c h a m a m - n a po r u m 

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

des f u n c i o n a i s das h e m o g l o b i n a s d o Hoplias e 

Hoplerythrinus c o m o u m p r i m e i r o p a s s o para 

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

nas d e s t e s do i s p e i x e s p r o x i m a m e n t e re lac io­

nados p o d e m c o n t r i b u i r pa ra as a d a p t a ç õ e s . 
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MATERIAL E MÉTODOS 

E s p é c i m e s de Hoplias malabaricus e Hople-

rythrinus unitaeniatus f o r a m c o l e t a d o s e m no­

v e m b r o e d e z e m b r o de 1976 d u r a n t e a exped i ­

ção na R / V " A l p h a H e l i x " n u m a á rea d e c e r c a 

de 50 k m a c i m a do e n c o n t r o d o r i o A m a z o n a s 

( r io S o l i m õ e s ) c o m o r i o N e g r o . E s p é c i m e s 

de Hoplias ( p e s a n d o 390-740 g ) f o r a m apanha­

dos à rede p e r t o da sa ída do lago de Janauacá . 

Os e s p é c i m e s de Hoplerythrinus ( p e s a n d o 

72-190 g) f o r a m c o m p r a d o s de p e s c a d o r e s . O 

pe r í odo d a c o l e t a f o i o f i m d a es tação seca 

quando as águas e s t a v a m e m n íve l m a i s b a i x o . 

O sangue para a e l e t r o f o r e s i s de hemo­

g l o b i n a f o i o b t i d o po r p u n ç ã o c a r d í a c a , usan-

do-se hepa r i na e m 1,7% de NaCI c o m o a n t i ­

c o a g u l a n t e . O h e m a t ó c i t o f o i d e t e r m i n a d o no 

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

t u b o s de m i c r o - h e m a t ó c r i t o e c e n t r i f u g a d o os 

g l óbu los v e r m e l h o s f o r a m lavados t r ê s vezes 

e m 10 v o l u m e s de 1,7% de N a C I c o n t u d o 1 

m M de T r i s , pH 8 ,0 . A s c é l u l a s f o r a m l izadas 

e m 3 v o l u m e s de 1 m M de T r i s p H 8,0 po r 1 

ho ra a 0 ° C . O h e m o l i s a d o f o i l evado a 0,1 M 

e m NaCI e c e n t r i f u g a d o a 2 8 . 0 0 0 X g po r 15 

m i n u t o s a 4 ° C . A h e m o g l o b i n a para o e s t u d o 

func iona l f o i p r e p a r a d a s i m i l a r m e n t e , e x c e t o 

que o sangue fo i o b t i d o da v e i a c a u d a l . 

A e l e t r o f o r e s i s de d i sco e m gel de po l i a -

c r i l a m i d a a l ca l i na ( p H 8 , 9 , 7 , 5 % gel f o i f e i t a 

de acordo c o m Dav is (1964) e O r n s t e i n ( 1 9 6 4 ) . 

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

no t a m p ã o da c u r v a s u p e r i o r c o n t e n d o 0 . 1 M 

de P — m e r c a p t o e t a n o l e d i t i o n i t o de s ó d i o 

sendo b o r b u l h a d o c o m o C O e ap l i cado no gel. 

Foi usada c o m o padrão de m o b i l i d a d e a a lbu ­

mina do so ro b o v i n o . O s géis f o r a m c o r a d o s 

por 3 ho ras c o m 0 , 2 5 % " B r i l l i a n t b l u e R" 

(S igma) e d e s c o r a d o s po r d i f u s ã o . O s geis 

f o r a m ana l i sados a 560 n m , usando-se u m ana­

l i sado r de gel G i l f o r d a c o p l a d o a m o n o c r o m a -

do r B e c k m a n DU e a c o p l a d o a u m r e g i s t r a d o r 

Taran w w 600 . 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 s d e s n a t u r a d a s f o r a m d e t e r m i ­

nadas por e l e t r o f o r e s i s e m gel de dodec i l su l ­

f a to de s ó d i o ( S D S ) de a c o r d o c o m W e b e r e 

O s b o r n (1969) e x c e t o , que a i ncubação d a so­

lução fo i 6 " M e m u ré ia e 0,1 M e m P - m e r c a p ­

t o e t a n o l . T r a n s f e r i n a h u m a n a , a l b u m i n a de 

so ro b o v i n o , oc - q u i m i o t r i p s i n o g e n e o - A e m i o -

g l o b i n a na de ba le ia f o r a m usadas c o m o pa­

d r õ e s de p e s o m o l e c u l a r . 

O h e m o l i s a d o f o i s e p a r a d o dos f o s f a t o s 

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

de S e p h a d e x G-25 e q u i l i b r a d a c o m 1 m M de 

T r i s , pH 8,0, e t a m b é m por p a s s a g e m a t r a v é s 

d e c o l u n a d e i o n i z a d o r a d e s c r i t a p o r G a r l i c k 

e f al. ( 1 9 7 8 ) . Todos os e x p e r i m e n t o s u t i l i za ­

r a m t a m p õ e s Bis e T r i s de f o r ç a i ón i ca 0,05. 

O e f e i t o do ATP f o i m e d i d o pe la ad i ção de 1 

m M de ÁTP no t a m p ã o . 

O e q u i l í b r i o do o x i g ê n i o fo i m e d i d o pe lo 

m é t o d o de A l i e n e í al., (1950) e R iggs & W o l -

bach (1956) e o r e s u l t a d o f o i c a l c u l a d o c o m o 

o d e s c r i t o por Nage l e í al. ( 1 9 6 5 ) . A so lução 

fo i d e s o x i g e n a d a c o m água sa tu rada de a r g ô n i o 

l i v re de o x i g ê n i o , a qua l fo i p a s s a d a a t r a v é s de 

t o n ó m e t r o s c o n t e n d o as s o l u ç õ e s . O s espec ­

tros- das s o l u ç õ e s f o r a m d e t e r m i n a d o s c o m 

e s p e c t r o f o t ô m e t r o B e c k m a n m o d e l o DB aco­

p l a d o ao r e g i s t r a d o r . O s t o n ó m e t r o s t i n h a m 

c u b e t a s py rex de 1 c m f u n d i d o s aos m e s m o s . 

Todas as m e d i d a s c i n é t i c a s f o r a m f e i t a s c o m 

u m a p a r e l h o " s t o p p e d - f l o w " do t i p o d e s c r i t o 

o r i g i n a l m e n t e po r G i b s o n e M i l n e s (1964) a 

2 0 ° C . A s c o n s t a n t e s c i n é t i c a a p r e s e n t a d a são 

aos m í n i m o s q u a d r a d o s a j u s t a d o s pa ra as p r i ­

m e i r a s 6 5 % das r e a ç õ e s o b s e r v a d a s . A s aná­

l i ses c i n é t i c a s das r e a ç õ e s b i f á s i c a s f o r a m 

rea l i zadas c o m o d e s c r i t o po r G a l d a m e s - P o r t u s 

e í al. ( 1 9 7 8 ) . 

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

m e d i d a po r va r i ação de p H , p r o c e d i m e n t o des­

c r i t o po r N o b l e e í al. ( 1 9 5 0 ) . H e m o g l o b i n a 

o x i g e n a d a e m T r i s 1 m M , pH 8,0, fo i m i s t u r a d a 

c o m u m a s o l u ç ã o de d i t i o n i t o de s ó d i o e m t a m ­

pão de f o r ç a i ón i ca 0,1 no p H d e s e j a d o . A con ­

c e n t r a ç ã o f i na l d a h e m o g l o b i n a fo i a p r o x i m a ­

d a m e n t e 30 /¿M ( h e m e e q u i v a l e n t e s ) . A rea­

ção f o i a c o m p a n h a d a a 560 a t é 540 n m . 

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

ca rbono c o m a h e m o g l o b i n a d e s o x i g e n a d a f o i 

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

na e m t a m p õ e s de f o r ç a i ón i ca 0,1 e pH dese­

j ado c o m a s o l u ç ã o c o n t e n d o a c o n 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 de 85 u M , de mo­

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 . D e p o i s 

da m i s t u r a , a c o n c e n t r a ç ã o de h e m o g l o b i n a f o i 

a p r o x i m a d a m e n t e 3 ^ M e m h e m e . A reação fo i 

a c o m p a n h a d a a 420 a té 4 3 5 " n m . 



RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A e l e t r o f o r e s i s e m gel de d i s c o dos h e m o -

l i sados Hf* a m h n s Hopllas « Hoplerythrinus 

a p r e s e n t o u pad rões p o u c o n í t i d o s de bandas 

m ú l t i p l a s c o m m o b i l i d a d e e l e t r o f o r é t i c a m e n o r 

que a Hb. A h u m a n a a u m e n t a n d o a c o n c e n t r a ­

ção da a c r i l a m i d a no gel pa ra 1 0 % não melho­

rou s i g n i f i c a t i v a m e n t e a r e s o l u ç ã o . Padrões 

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

e m h e m o l i s a d o s de pe i xe de d i f e r e n t e s loca­

l i d a d e s . Hoplias a p r e s e n t o u 3 bandas nos 

geis c o m 6 0 % d e c o n c e n t r a ç ã o de h e m o g l o b i ­

na o m e i o da banda e 2 0 % e m cada u m a das 

o u t r a s . Re isch l (1976) t i n h a r e l a t a d o que d o 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 do Hoplias for ­

m a m p o l í m e r o s d e p e n d e n t e s da o x i d a ç ã o . Tais 

p o l í m e r o s não p o d e r i a s e r v i s t o s nos geis des­

c r i t o s aqui por causa da p r e s e n ç a do 0 , 1 M 

- m e r c a p t o e t a n o l . Hoplerythrinus t e m p a d r ã o 

m a i s c o m p l e x o c o m c e r c a de 8 0 % da c o n c e n ­

t r a ç ã o de h e m o g l o b i n a no m e i o da b a n d a d u p l a . 

O 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 d a s d o Hoplias e Hopleythrinus f o i 

e s t i m a d o se r 14 .400 a 1 4 . 7 0 0 , r e s p e c t i v a ­

m e n t e e m S D S . Es tes v a l o r e s são s e m e l h a n ­

t e s aos e n c o n t r a d o s pa ra cade ias de h e m o g l o ­

b inas humanas d e s n a t u r a d a s , 1 4 . 6 0 0 . V a l o r e s 

de h e m a t ó c r i t o s para o Hoplias e Hoplerythri­

nus f o r a m 31 ± 6 % e 3 2 ± 2 % ( m é d i a ± D . P. 

N = 5 ) , r e s p e c t i v a m e n t e . Os r e s u l t a d o s das 

m e d i d a s do e q u i l í b r i o do o x i g ê n i o , r e s u m i d a s 

nas t a b e l a s I e I I , m o s t r a m que a a f i n i dade pe lo 

o x i g ê n i o da h e m o g l o b i n a do Hoplerythrinus 

c o r r e s p o n d e a p r o x i m a d a m e n t e a u m t e r ç o da 

h e m o g l o b i n a do Hoplias a pH 7-8. A p r e s s ã o 

de o x i g ê n i o para 5 0 % de s a t u r a ç ã o , P», é c e r c a 

de 4,1 m m de H g pa ra a h e m o g l o b i n a do Ho­

plias a 20°C e pH 6 . 9 3 . O f a t o r de Bohr m é d i o , 

A l og Pso/ApH, é a p r o x i m a d a m e n t e -0,40 pa ra 

ambas as h e m o g l o b i n a s no i n t e r v a l o de pH 7-8. 

Por o u t r o lado , o e f e i t o d e 1 m M ATP a pH 6,9 

é i d ê n t i c o pa ra cada h e m o g l o b i n a d i m i n u i cer­

ca de 2,6 v e z e s . A p H 8, a a f i n i dade da h e m o ­

g l o b i n a pe lo o x i g ê n i o para Hoplias não é a t in ­

g ida pe lo ATP e n q u a n t o a h e m o g l o b i n a do 

Hoplerythrinus d e c r e s c e c e r c a de 2 7 % . 

O v a l o r do c o e f i c i e n t e de H i l l , n, e ce r ca 

de 1,5-1,6 para a m b a s as h e m o g l o b i n a s a pH 

6,9*e es te v a l o r não é m u d a d o pe la ad i ção de 

1 m M A T P . O v a l o r de n é q u a s e a un idade pa ra 

a h e m o g l o b i n a do Hoplias, p o r é m p e r m a n e c e 

c o m o 1,5 para a h e m o g l o b i n a do Hoplerythri­

nus. E n t r e t a n t o , d e p o i s da ad ição de 1 m M ATP 

a p H 8, o v a l o r de n é d i m i n u í d o s u b s t a n c i a l ­

m e n t e na h e m o g l o b i n a d o Hoplerythrinus en ­

q u a n t o e s t a a d i ç ã o não t e m e f e i t o no v a l o r de 

n o b t i d o pa ra a h e m o g l o b i n a do Hoplias. 

TABELA I — Sumário do equilíbrio de oxigênio da 
hemoglobina do Hoplerythrinus unitaeniatusa 

PH ATP n 

5.9t> 1.8 
6.9 — 0.61 1.5 

8.0 0.17 1.5 
6.9 + 1.02 1.6 

8 0 + 0.28 1.9 

pH 

—0.40 

( o ) Condições destos experiências : 

20°C, t ampão , 0.05 força iônica Bis- t r is pH abaixo de 7, 

0.05 força iônica Tr is pH acima de 8.0. Concentração de 

ATP l m M concentração de hemoglobina ^ ^ O ^ M (heme). 

( b ) Estes experimentos fo ram fei tos como se segue : 

A hemoglobina fo i desoxigcnada em 1 n m Tris, pH 8,75, 

depois foi suficientemente desoxigenada em 0.2 M Bis-tns 

de pH 5 . 9 foi adicionado pora ba ixar o pH para 5 . 9 . 

O tampão f ina l Bis-tris fo i de 0 , 0 5 de força iônica. In­

jeção de uma a l í q u o t a de ar resultou em único ponto, 

Y = com log P = 1.73; e log p ^ foi estimado em valores 

de n compreendidos 1,0 ^ n ^ ^ 5 . O espectro da 

oxiemoglobina fo i obt ida pela adição de Tris sólido, e equi­

l ibrado com ar com a l to p H . 

TABELA II — Sumário do equilíbrio de oxigênio 
da hemoglobina do Hoplias malabaricus * 

PH ATP log P M n 

6,9 — 0,01 1,6 

8,0 — —0,35 1,1 
9,0 — —0,23 1,1 
6,1" + 1,14 0.7 

6,9 + 0,52 1,5 
8,0 + —0,35 1,1 

A PH 

—0.40 

—0.68 

( o ) Condições fo rom descritas na tabela I. 

( b ) Oxigénio a 1 A T M foi usado para oxigenar a a m o s t r a . 



Fig. 1 — Poliacrilamida em disco de gel de hemo-
hsados de Hoplias malabarlcus (esquerda), Hople-
rythrlnus unitaeniatus (centro), e homem (direita). 
As bandas restantes em cada gel é de albumina de 
coro de Boi. O ânodo é a base. 

A ad ição de 1 m M ATP d i m i n u i o v a l o r apa­

ren te do f a t o r de Bohr , A log Pso/ApH, de -0,40 

para "0,68 ( h e m o g l o b i n a do Hoplerythrinus) e 

de -0,40 para -0,79 ( h e m o g l o b i n a de Hoplias) 

no i n te r va lo de p H 7-8. Es tas m u d a n ç a s não 

são usua is pa ra a h e m o g l o b i n a dos t e l e ó s t e o s . 

A m b a s as h e m o g l o b i n a s t ê m e f e i t o Root , 

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

ba ixo pH po rque cada u m a d e l a não se m o s t r a ­

ram s e n s í v e i s à o x i g e n a ç ã o da m e t a h e m o g l o ­

b ina a ba ixo p H . O v a i o r do PM da h e m o g l o b i n a 

do Hoplerythrinus f o i e s t i m a d a e m c e r c a de 

63 m m de H g a p H 5,9 ( v e j a t a b e l a I ) . Este 

e x p e r i m e n t o , que f o i r e p e t i d o , d e p e n d e d a de-

sox igenação e a l t o p H , a ad i ção de t a m p ã o de­

s o x i g e n a d o para aba ixa r o p H , s e g u i n d o - s e d e 

in jeção de uma ún i ca a l í q u o t a de a r . I m e d i a t a ­

m e n t e d e p o i s des ta i n jeção , s e g u i n d o o equ i l í ­

b r i o e m e d i ç ã o , o t o n ó m e t r o fo i a b e r t o , T r i s 

só l i do fo i a d i c i o n a d o e o e s p e c t r o r e s u l t a n t e 

da o x i e m o g l o b i n a f o i m e d i d o . O t e m p o t o t a l 

de e x p o s i ç ã o da h e m o g l o b i n a ao pH ba ixo fo i 

e m t o r n o de 11-12 m i n u t o s . Pe r íodos de t e m p o 

m a i s l ongos (30-40 m i n u t o s ) c o n d u z e m inev i ­

t a v e l m e n t e para a não a c e i t a ç ã o de g r a n d e s 

q u a n t i d a d e s de m e t a e m o g l o b i n a ( 5 0 % ou 

m a i s ) . Se a d m i t i r m o s que o c o e f i c i e n t e de 

H i l l , n, é 1,0, o g rau de s a t u r a ç ã o a u m p 0 2 de 

150 m m de H g (a r ) p o d e r á se r c e r c a de 7 0 % . 

Do m e s m o m o d o , se o v a l o r de n f o r a l t o c o m o 

1,5 ( va lo r i m p r o v á v e l ) o n íve l de o x i g e n a ç ã o 

p o d e r á a inda se r e m t o r n o de 7 5 % . 

S e m e l h a n t e m e n t e , na p r e s e n ç a de 1 m M 

ATP, a h e m o g l o b i n a do Hoplias t e m m u i t o m a i s 

a f i n i d a d e pe lo o x i g ê n i o e m p H , p r ó x i m o s de 6 

d o que a h e m o g l o b i n a do Hoplerythrinus na 

a u s ê n c i a de f o s f a t o s o r g â n i c o s . A pH 6,1 o 

v a l o r PM é apenas 13,8 m m de H g , e o v a l o r 

de n é apenas 0 ,7 . Es tes v a l o r e s i n d i c a m u m 

n í v e l de o x i g e n a ç ã o e m t o r n o d e 8 3 % a u m 

pÜ2 de 150 m m de H g . Os í n d i c e s de d i s s o c i a ­

ção do o x i g ê n i o pa ra a h e m o g l o b i n a do Hoplias 

e Hoplerythrinus f o r a m m e d i d o s a t r ê s p H e m 

p r e s e n ç a e a u s ê n c i a de 1 m M A T P . Embo ra 

e s t a s p r e p a r a ç õ e s de h e m o g l o b i n a c o n t e n h a m 

m ú l t i p l o s c o m p o n e n t e s , as r e a ç õ e s p a r e c e m 

se r c i n é t i c a m e n t e h o m o g ê n e a s e cada u m a 

p o d e r á se r d e s c r i t a po r u m a c o n s t a n t e de ve ­

loc i dade ú n i c a . Es tas c o n s t a n t e s v e l o c i d a d e s 

são p lo teadas e m f u n ç ã o do pH na f i g . 2 . A s 

h e m o g l o b i n a s do Hoplias e Hoplerythrinus 

a p r e s e n t a m - s e m u i t o s e m e l h a n t e s r e f e r e n t e s 

a e s t a s c o n s t a n t e s . ATP t e m m u i p e q u e n o 

e f e i t o na v e l o c i d a d e de d i s s o c i a ç ã o de ox igê ­

n io e x c e t o a pH 6,9 e m que na a u s ê n c i a de 

ATP a c o n s t a n t e de v e l o c i d a d e pa ra a h e m o ­

g l o b i n a do Hoplias é c o n s i d e r a v e l m e n t e m e n o r 

d e s n a t u r a d a s do Hoplias e Hoplerythrinus fo ­

que as e n c o n t r a d a s por o u t r o s s i s t e m a s . A a l ta 

d e p e n d ê n c i a do pH e x i s t e m e m t o d o s e s t e s s i s ­

t e m a s : a c o n s t a n t e de v e l o c i d a d e a u m e n t a 10 

vezes quando pH d i m i n u i de 7,8 para 6 ,3 . 

A reação do m o n ó x i d o d e c a r b o n o c o m a 

h e m o g l o b i n a do Hoplias, e m c o n t r a s t e c o m a 

d i s s o c i a ç ã o de o x i g ê n i o é c i n é t i c a m e n t e he­

t e r o g ê n e a a t o d o pH e x a m i n a d o , c o m ATP ou 

s e m A T P . Do i s p r o c e s s o s c i n é t i c o s p o d e m f a ­

c i l m e n t e se r d i s c e r n i d o s , cada u m r e s p o n d e n ­

do a p r o x i m a d a m e n t e pe la m e t a d e do t o t a l da 

m u d a n ç a na a b s o r b e n c i a . Por s u a s d e p e n d ê n ­

c ias nos c o m p r i m e n t o s de ondas f o i c l a r o que 



a m b o s os p r o c e s s o s f o r a m r e a ç õ e s de c o m b i ­

nação c o m m o n ó x i d o de c a r b o n o . A c o n s t a n t e 

reação de s e g u n d a o r d e m para as duas f a s e s 

f o r a m c o m p u t a d a s e e s b o ç a d a s na f i g . 3 e m 

f u n ç ã o do p H . A f a s e ráp ida t e m u m índ ice 

c o n s t a n t e c e r c a de 5 X 10 5 M- ' s e c ' e é ina l te ra ­

da pe lo p H ou 1 m M A T P . A fase l en ta é de­

p e n d e n t e do p H na f a i x a de 6,1 a 7,1 p o r é m 

p e r m a n e c e i na l t e rado q u a n d o o pH é a u m e n t a ­

d o a l é m de 8 ,2 . O ú n i c o e f e i t o s i g n i f i c a t i v o do 

ATP o b s e r v a d o é a té pH 6,1 na f a s e l en ta o 

qual é d i m i n u í d o cada vez m a i s pe la ad i ção de 

1 m M de A T P . 
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Fig. 2 — Dependência do pH da velocidade de dis­
sociação do oxigênio das hemoglobinas do Hoplias 

(0,%) e do Hoplerythrinus ( • , • ) a 20*0. Os sím­
bolos abertos representam os dados obtidos em 
ausência de ATP e os fechados em presença de lmM 
de ATP. A constante de velocidade de primeira 
ordem, K, é graficada em escala logarítmica em 
função do pH. 

A c i n é t i c a da reação d o m o n ó x i d o de car­

bono c o m a h e m o g l o b i n a do Hoplerythrinus f o i 

medic la s o b as m e s m a s c o n d i ç õ e s do Hoplias 

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

n i f i c a t i v a s . A h e t e r o g e n e i d a d e d a c i n é t i c a fo i 

m á x i m a ao p H b a i x o e cada f ase r e s p o n d e n d o 

po r c e r c a d a m e t a d e das r e a ç õ e s o b s e r v a d a s , 

p o r é m a h e t e r o g e n e i d a d e d e c r e s c e e desapa­

r e c e se o pH f o r a u m e n t a d o . A c o n s t a n t e de 

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

f i g . 4 . A o pH 6 , 1 , a f a s e r áp ida da reação t e m 

u m a v e l o c i d a d e c o n s t a n t e , a qual é m e n o r que 

m e t a d e da f a s e ráp ida d a reação c o m a hemo­

g l o b i n a do Hoplias. A fase l en ta t e m uma ve­

loc idade s e m e l h a n t e à da h e m o g l o b i n a d o 

Hoplias, e n q u a n t o não é o b s e r v a d o o e fe i t o 

c o m A T P . A o p H 8,2, a ú n i c a c o n s t a n t e de 

v e l o c i d a d e e p r ó x i m a d a m e s m a que fo i ob t i da 

para a f a s e ráp ida ao p H 6,1 e é apenas 3 0 % 

m a i s ráp ida que a f a s e l e n t a o b s e r v a d a c o m 

a h e m o g l o b i n a do Hoplias n e s t e p H . A o pH 

7 , 1 , há u m e f e i t o d e f i n i d o ao ATP. Na ausênc ia 

de le , a reação é c i n é t i c a m e n t e h o m o g ê n e a c o m 

u m a v e l o c i d a d e igua l à da fase l e n t a ao pH 

6 , 1 . A ad i ção de 1 m M ATP ba i xa a v e l o c i d a d e 

d a reação e induz h e t e r o g e n e i d a d e , e m b o r a a 

c o n s t a n t e de reação para as duas f a s e s d i f i r a m 

po r u m f a t o r m e n o r que 2 . A o r i g e m da he te ­

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

c o m o m o n ó x i d o de c a r b o n o não e s t á e m nosso 

o b j e t i v o u m a p o s s í v e l i n t e r p r e t a ç ã o é que e la 

se r e f l e t e na h e t e r o g e n e i d a d e e l e t r o f o r é t i c a da 

h e m o g l o b i n a d e s t e s a n i m a i s . Por o u t r o lado, é 

e s t r a n h o que cada u m a das duas f a s e s repre­

s e n t e m e t a d e do t o t a l da r e a ç ã o . I s to é rema­

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

das h e m o g l o b i n a s do p e i x e , do qua l ta l he te ­

r o g e n e i d a d e c i n é t i c a p r o v é m a p a r t i r de u m a 

h e t e r o g e n e i d a d e f u n c i o n a l das s u b u n i d a d e s cc 

e P ( B o n a v e n t u r a , et al. 1976; Penne l l y , e f a/ . , 

1 9 7 8 ) . M a i s dados são n e c e s s á r i o s para u m a 

e s c o l h a se r f e i t a e n t r e e s t a s a l t e r n a t i v a s . 

Em c o n c l u s ã o , e s t e e s t u d o t e m d e m o n s ­

t r a d o u m a la rga s e m e l h a n ç a nas p r o p r i e d a d e s 

f u n c i o n a i s das h e m o g l o b i n a s do Hoplias e Ho­

plerythrinus a p e s a r das d i f e r e n ç a s e m s e u s 

c o m p o n e n t e s r e s p i r a t ó r i o s sob c o n d i ç õ e s h i -

p ó x i c a . C i n é t i c a m e n t e , a m a i o r d i f e r e n ç a en t r e 

as duas h e m o g l o b i n a s e s t á nas v e l o c i d a d e s da 

fase ráp ida de s u a s r e a ç õ e s c o m m o n ó x i d o de 

c a r b o n o . F i s i o l o g i c a m e n t e , a d i f e r e n ç a na a f i ­

n i dade pe lo o x i g ê n i o das duas h e m o g l o b i n a s 

pode se r c o r r e l a c i o n a d a c o m c o n t i n u a d a res­

p i r ação a q u á t i c a p e l o s Hoplias e a m u d a n ç a 

pa ra r e s p i r a ç ã o a é r e a p e l o s Hoplerythrinus e m 

a m b i e n t e de b a i x o t e o r de o x i g ê n i o . 
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SUMMARY 

Hemolysates from Hoplias malabarlcus and 
Hoplerythrinus unitaeniatus show blurred hemo­
globin patterns with 3 and 4 bands, respectively, by 
alkaline disc gel electrophoresis. The oxygen affinity 
of the stripped hemoglobin from Hoplerythrinus is 
about a third of that from Hoplias; the P^ value 
for Hoplias Hb is about 1.3 mm Hg (pH 6.9 and 
20°C.). The addition of 1 mM ATP lowers the oxygen 
affinity of each hemoglobin 2.6 fold. Both hemo­
globins show Root and Bohr effects; A log P^/A 
pH = — 0.40 for the stripped hemoglobins for the 
interval pH 7-8. The rate of dissociation of oxygen 
from each hemoglobin is similar and is kinetically 
homogeneous with rate constants decreasing from 
200-250 sec-' at pH 6.2 to about 25-26 at pH 7.7 
with or without 1 mM ATP. The CO combination 
reaction for Hoplias hemoglobin is kinetically heter­
ogeneous at all pH values and for Hoplerythrinus 
hemoglobin below pH 7.5. The fast and slow phases 
each account for about half the observed reaction. 
The kinetic heterogeneity is maximal at low pH 
for both hemoglobins. The fast phase for Hoplias 
hemoglobin is more than twice that for Hoplerythri­
nus hemoglobins. 
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