
Efeito do pH na cinética das reações de oxigênio e monóxido 
de carbono com hemoglobina de Loricariichthys — peixe aeróbico (*) 

A. Focesi Jr. ('); M. Brunori J. Bonaventura ['); M. T. Wilson ('); M. I. Galdames-Portus (5) 

Resumo 

Loricariichthys sp., um peixe aeróbico do rio 
Amazonas, tem um componente hemoglobínico prin
cipal. Estudos quantitativos na cinética de disso
ciação de O, e combinação de CO a proteína foram 
efetuados por experimentos "stopped-flow" a dife
rentes valores de pH e uma concentração constante 
de 1.25 mM de ATP. A dissociação de oxigênio mos
tra um comportamento simples de 1." ordem e uma 
forte dependência de pH. Por outro lado, a cinéti
ca da combinação de CO foi homogênea e rápida a 
valores altos de pH, e lenta e claramente autocata-
lítica a valores de pH abaixo de 7,0. 

INTBODUÇÃO 

A s adaptações anatômica e f isiológica dos 

peixes aeróbicos da família Loricari idae permi

te-os v iver sob var iadas concent rações de oxi

génio. Espera-se que alguns dos mecan ismos 

de adaptação envolvam as hemoglobinas, pois 

a s necess idades de oxigênio das espéc ies de 

Loricariichthys são maiores do que para outros 

pe ixes. (Br i tsky, E . , comunicação p e s s o a l ) . 

Para alcançar uma corre lação entre as deman

das respiratór ias e a s propriedades funcionais 

da hemoglobina, são necessár ios estudos qua

l i tat ivos. Nes te art igo, publ icamos alguns re

sultados sobre a cinét ica das reações de 0 2 

e C O da hemoglobina de Loricariichthys em 

função do p H . Observe-se que o hemolisado 

de Loricariichthys contém uma banda principal 

de homoglobina encontrada por eletroforese 

em gel de poliacri lamida a qual aparece difusa 

e pode esta ser quimicamente heterogênea. 

A relação entre es tes espéc imes e os descr i 

tos por Fyhn ef al., (1978) é incer ta. Como 

Fink & Fink enfatiza, a c lass i f icação dos Lori

cariidae está num estágio pr imit ivo. Na 

verdade, um espéc ime de Loricariichthys 

sp. revelou ser de uma espéc ie ainda não pre

v iamente descr i ta (Fyhn e í al., 1978; Fink & 

Fink, 1978) . O s resul tados publ icados, embora 

prel iminarmente, são mais do que nunca úteis 

como passo inicial para o entendimento das 

propriedades funcionais completas do sangue 

de Loricariichthys. 

• 

MATERIAL E MÉTODOS 

• 

O hemolisado foi preparado por lavagem 

dos glóbulos verme lhos recém-extraídos com 

NaCI a 1.7%, EDTA I O 3 M e pH 7,5. A hemo-

l ise foi efetuada por suspensão dos glóbulos 

vermelhos em 1-2 vo lumes de EDTA 10"3 M , 

tr is-HCI 10"3 M pH 7,5, durante 1 hora. Após 

a adição de uma solução de NaCI 1,OM para 

uma concentração final de 0,1 M , o hemolisado 

foi deixado por duas horas e centr i fugado a 

15.000 rpm (Sorva l l RC-2B) para remover frag

mentos ce lu la res . O s exper imentos c inét icos 

foram conduzidos em um aparelho "stopped-

f low" Durrum-Gibson (Gibson & M i l ves , 1964) . 

A concentração de hemoglobina foi medida 

usando-se um coef ic iente de extinção milimo-

lar de E = 13,8 a 540 nm na forma oxi (Anto

nini & Brunor i , 1971). A concentração de mo

nóxido de carbono foi calculada por t i tulação 

de mioglobina de cachalote com a solução ga

sosa unida ao l igante. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

a) CINÉTICA DA DISSOCIAÇÃO DE OXIGÊNIO 

A constante de ve loc idade de 1 9 ordem 

para a d issociação de oxigênio a di ferentes va

lores de pH foi obtida misturando-se rapida

mente: ( i ) uma solução de hemoglobina equi

librada com ar em 2 m M de tris pH 8,0 e 2,5 

m M de ATP com (¡ i) tampões sem gás (a di

ferentes va lores de pH) contendo uma concen

tração de cerca de 1mg/ml de N a 2 S 2 O Í . A 

dissociação de oxigênio segue um comporta

mento s imples de 1 * o rdem. A homogeneidade 

do curso de tempo desta reação sugere que a 

homogeneidade eletroforét ica não está asso

ciada com a heterogeneidade funcional gros

sei ra. 

A F ig . 1 . descreve a dependência de pH na 

constante de veloc idade de 1 9 ordem para a 

dissociação de 0 2 , e mostra um marcado efeito 

Bohr normal . A linha contínua é uma curva de 

titulação teórica para a dependência de pH de 

K, com os parâmetros caracter ís t icos relacio

nados na Tabela I . Advir ta-se que, também 

para a hemoglobina de mamíferos a constante 

de dissociação de 0 2 segue uma dependência 

de pH s imples, a qual foi c lass icamente as

sociada com o efeito Bohr a lca l ino, (ver An 

tonini e Brunori , 1971). O s parâmetros análo

gos para a hemoglobina humana são também 

apresentados na Tabela I . 

20 

LO 

pH 

Fig. 1 — Dependência da constante de velocidade 
de 1." ordem para dissociação de 0 2 em pH. A rea
ção foi medida pelo método do ditionito em tam
pões bis-tris ou tris, 0,2M Cl h 1,25 mM ATP. 
Temperatura 20°C. 

b) CINÉTICA DE COMBINAÇÃO DE MONÓXIDO DE 

CARBONO 

Os experimentos de união de C O à hemo

globina de Loricariichthys foram efetuados por 

mistura d e : ( i ) uma solução contendo a pro

teína em tampão bis-tris ou tr is a di ferentes 

valores de pH, na presença de 2,5 m M de ATP 

e ditionito com (i i ) uma solução contendo 

8,5 X 10"5 M de C O em água sem g á s . F i g . 2 

mostra o curso de tempo da combinação de C O 

a dois va lores de pH : 6,07 e 8,28. Es tes expe

rimentos foram efetuados sob condições de 

excesso d o j i g a n t e a lém da concentração de 

heme. Ass im , os dados foram tratados como 

um processo de aparente 1 * o rdem. Pode-se 

notar, por comparação dos dois exper imentos 

TABELA I — Cinética da dissociação de oxigênio 
de hemoglobina de Loricariichthys e humana. 

Espécies K(ócl- K(alco- pK app. Temp. 
do)i-l (Ino)j-l 

Loricariichthys sp. 310 28 6.15 20 

Homem 55 10 7.0 18 

na F i g . 2, que o curso de tempo de união do 

ligante é de aparente 1 9 ordem a pH 8,28. in

dicando que os efe i tos de interação heme-

heme c inét icamente observáve is não são ev i 

dentes a es te p H . Por outro lado, a va lo res 

infer iores de pH (por ex: pH 6,07), a combi

nação é mais lenta e c laramente autocatal í t ica. 
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Isto mostra que o s is tema é cooperat ivo a bai

xos va lores de p H . A F i g . 3 mostra a depen

dência de pH da veloc idade média de combina-

° 10 20 30 40 SO 60 Tlme(msec) 

Fig. 2 — Curso de tempo da combinação de CO com 
deoxiemoglobina a pH 6,07 (círculos) e 8,28 (triân
gulos). CO após mistura = 4.3 X 10-5 M, ATP após 
mistura = 1,25 mM, t - 20°C, comprimento de on-
da de observação, 420 nm. 

Fig, 3 — Dependência da constante de velocidade 
de 2.« ordem para combinação de CO em pH. Con
dições experimentais como na Fig. 1. 

ção total para C O (medida por volta de 50% 

de r e a ç ã o ) , e indica a presença de um signifi

cat ivo efei to Bohr nc rma l . S e introduzirmos as 

conhecidas re lações entre caracter ís t icas de 

cooperat iv idade e af inidade de um modelo dois-

estágios (Monod eí. al. 1965), es tes resultados 

sugerem que a pH > 7 a hemoglobina de Lori-

cariichthys é caracter izada por alta afinidade 

e baixa cooperat iv idade, enquanto a pH < 7, 

os efei tos c inét icos de cooperat iv idade tornam-

s e ev identes e a af inidade total l igante de

c r e s c e . 
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S U M M A R Y 

Loricariichthys sp., an air-breathing fish from 
the Amazon River has one major hemoglobin 
component. Quantitative studies on the kinetics of 
0 2 dissociation and CO combination to the protein 
were performed by stopped-flow experiments at 
different pH values and a constant ATP concen
tration of 1.25 mM. The oxygen dissociation shows 
a simple first order behavior and a strong pH 
dependence. The CO combination kinetics, on the 
other hand, were homogeneous and fast at higher 
pH values and slow and clearly autocatalytic at pH 
values below 7.0. 
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