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Resumo 

Os quatro componentes de hemoglobina princi­
pais do hemolisado de Pterygoplichthys pardalis fo­
ram isolados e caracterizados. As propriedades fun­
cionais investigadas para os componentes isolados 
compreendem o efeito de pH e ATP sobre: (i) o 
equilíbrio de 0 2 , (ii) a cinética da dissociação de 
O a (iii) a cinética da combinação de CO. O compo­
nente I, corresponde a aproximadamente 50% da 
hemoglobina total, é caracterizado por proprieda­
des funcionais que são diferentes das dos compo­
nentes II, III e IV, os quais são semelhantes. Assim, 
é provado, uma vez mais, que componentes múlti­
plos num hemolisado caem na categoria de hemo­
globinas caracterizadas por propriedades funcio­
nais distintas e complementares. 

I N T R O D U Ç Ã O 

Este a r t i g o é u m e s t u d 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 de Pterygoplichthys pardalis, 

p e i x e da Bac ia A m a z ô n i c a p e r t e n c e n t e à super -

o r d e m O s t a r i o p h y s i , o r d e m C y p r i n i f o r m e s , 

s u b o r d e m S i l u r o i d e i ( G r e e n w o o d e í ai, 1966; 

F ink, 1977) . É u m dos n u m e r o s o s bag res que 

p o v o a m as águas a m a z ô n i c a s e , p r o v a v e l m e n ­

t e , o m a i s c o m u m e n t r e os m e s m o s . 

A i n v e s t i g a ç ã o das h e m o g l o b i n a s conce r ­

n e n t e ao h e m o l i s a d o do s a n g u e de Pterygo­

plichthys f o i e f e t u a d a p e l a s s e g u i n t e s r a z õ e s : 

(1) Ent re os h e m o l i s a d o s i n v e s t i g a d o s e m a l ­

g u n s p o r m e n o r e s , d u r a n t e a e x p e d i ç ã o do 

" A l p h a H e l i x " , a g r a n d e m a i o r i a , e s c o l h i d a , 

po r óbv ias razões p r á t i c a s , c o n t i n h a apenas 

u m o u do i s c o m p o n e n t e s h e m o g l o b í n i c o s . U m 

e s t u d o c u i d a d o s o d e , pe lo m e n o s , u m m u l t i -

c o m p o n e n t e do h e m o l i s a d o p a r e c i a , p o r t a n t o , 

e s s e n c i a l p o r s e r n e c e s s á r i o r e t i r a r c o n c l u ­

s õ e s r e l e v a n t e s a p r o b l e m a s f i s i o l ó g i c o s . (2) 

Do p o n t o de v i s t a da f i s i o l o g i a r e s p i r a t ó r i a , 

Pterygoplichthys é u m a e s p é c i e m u i t o i n te res ­

s a n t e p o r q u e , a l é m das g u e l r a s é p rov ido de 

u m s i s t e m a a l t e r n a t i v o de t r o c a de 0 2 , asso­

c i a d o aos s e u s i n t e s t i n o s , o que o t o r n a u m 

a e r ó b i c o o p c i o n a l . Esta h a b i l i d a d e r e p r e s e n t a 

u m a razão i m p o r t a n t e j u n t o c o m sua e s t r u t u r a 

c o r i á c e a , para a r e s i s t ê n c i a i n c o m u m d e s t a s 

e s p é c i e s . (3) É u m p e i x e m u i t o c o m u m e 

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

boa q u a n t i d a d e ; a l é m d i s s o , e le r e p r e s e n t a , 

c o m o u m a e r ó b i c o o p c i o n a l , u m p a s s o i n t e rme ­

d i á r i o na e v o l u ç ã o de o r g a n i s m o s de v i da aquá­

t i c a e t e r r e s t r e . (4) F i n a l m e n t e , é t a m b é m u m 

a n i m a l i m p o r t a n t e do p o n t o de v i s t a c o m e r c i a l , 

s e n d o usado c o m o a l i m e n t o na r e g i ã o . 

M A T E R I A L E M É T O D O S 

A p r e p a r a ç ã o da h e m o g l o b i n a de sangue 

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

de A n t o n i n i & B r u n o r i , 1 9 7 1 ) . A p u r i f i c a ç ã o 

f o i f e i t a po r p a s s a g e m a t r a v é s de co luna de 

S e p h a d e x G-25 a p H 7,5, s e g u i d a po r p a s s a g e m 

a t r a v é s d e c o l u n a de t r o c a i ôn i ca " m i x e d b e d " . 

A e l e t r o f o r e s e f o i rea l i zada e m gel po l i a -

c r i l a m i d a . A sepa ração dos c o m p o n e n t e s f o i 

f e i t a e m co luna c r o m a t o g r á f i c a de DEAE, da 

s e g u i n t e m a n e i r a : a c o l u n a e o h e m o l i s a d o fo ­

r a m e q u i l i b r a d o s c o m Tr i s 0,05 M p H 8,5; após 

a p l i c a ç ã o da a m o s t r a , a c o l u n a f o i lavada c o m 

a p r o x i m a d a m e n t e 200 m l do m e s m o t a m p ã o e 

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

p H c o m 500 m l de T r i s 0,05 M p H 8,5 e 500 m l 

de T r i s -ace ta to 0,05 M p H 6 ,0 . 
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O e q u i l í b r i o de o x i g ê n i o f o i m e d i d o s e g u n ­

do o m é t o d o de R iggs & W o l b a c h ( 1 9 5 6 ) . 

E x p e r i m e n t o s c i n é t i c o s f o r a m e f e t u a d o s 

e m u m a p a r e l h o " S t o p p e d f l o w " G ibson -Dur -

r u m equ ipado c o m u m a c é l u l a de o b s e r v a ç ã o 

de 2 c m . A c i n é t i c a da d i s s o c i a ç ã o de o x i g ê ­

n io f o i m e d i d a usando-se o m é t o d o d o d i t i o n i t o 

( A n t o n i n i & B r u n o r i , 1 9 7 1 ) . S o l u ç õ e s de C O 

f o r a m o b t i d a s d i l u i ndo -se q u a n t i t a t i v a m e n t e 

uma so l ução e s t o q u e de água d e s t i l a d a equ i l i ­

brada c o m C O a 1 a t m e 3 0 ± 1°C, c o n e . = 0,86 

m M (Tabe las C r í t i c a s I n t e r n a c i o n a l , W a s h b u r n , 

1 9 2 6 ) . 

R E S U L T A D O S E D I S C U S S Ã O 

C O M P O R T A M E N T O ELETROFORETICO 

E CROMATOGRÁFICO 

Os h e m o l i s a d o s de d i v e r s o s i n d i v í d u o s 

adu l t os f o r a m c a r a c t e r i z a d o s e l e t r o f o r e t i c a -

m e n t e . A s aná l i ses de , pe lo m e n o s , 20 e s p é ­

c i m e s p r o v o u q u e : ( i ) os h e m o l i s a d o s c o n t i ­

n h a m m ú l t i p l o s c o m p o n e n t e s h e m o g l o b í n i c o s ; 

( i i ) a p r e s e n ç a de u m a banda p r i n c i p a l , cor ­

r e s p o n d e n d o a a p r o x i m a d a m e n t e 5 0 % da Hb 

to ta l e 3 o u t r o s c o m p o n e n t e s m e n o r e s : ( i ü ) o 

padrão fo i c o n s t a n t e de u m i n d i v í d u o para ou ­

t r o . Este padrão c o r r e s p o n d e ao d e s c r i t o po r 

Fyhn e t a l . (1978) para e s p é c i e s 1 de 

Pterygopüchthys. 

A separação dos v á r i o s c o m p o n e n t e s f o i 

e fe tuada po r c r o m a t o g r a f i a e m DEAE-Sephadex 

(ver m é t o d o s ) . A F i g . 1 i l u s t r a o pad rão de 

e lu i ção , o qua l é c o n s i s t e n t e c o m o padrão 

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

c ipa l (aqui d e n o m i n a d o C o m p o n e n t e I) f o i 

e lu ído da co luna c o m o t a m p ã o i n i c i a l : após 

i n i c ia r o g r a d i e n t e , os o u t r o s c o m p o n e n t e s fo ­

ram p r o g r e s s i v a m e n t e e l u í d o s . A s f r a ç õ e s dos 

3 p i c o s m a i s p r o e m i n e n t e s ( d e n o m i n a d o s , 

C o m p o n e n t e s I I , III e IV r e s p e c t i v a m e n t e ) f o ­

ram ag rupados e c o l e t a d o s c o m o m o s t r a a F i g . 

1 . Es tes 4 c o m p o n e n t e s p r i n c i p a i s f o r a m sub­

m e t i d o s a g e / - e l e t r o f o r e s e e m a c r i l a m i d a e 

m o s t r a r a m - s e h o m o g ê n e o s . 

O u t r o s c o m p o n e n t e s a inda m e n o r e s f o r a m 

o b s e r v a d a s no c r o m a t o g r a m a , m a s p a r e c e m 

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

t o t a l e f o r a m , p o r t a n t o , i g n o r a d o s . 

Fig. 1 — Cromatografia em DEAE — Sephadex do 
hemolisado de Pterygopüchthys (espécime n.° 772). 
As frações indicadas foram agrupadas e denomina­
das de I a IV em ordem de eluição (da esquerda 
para a direita). A gradiente (500 ml de tris-HCl 
0,05 M pH 8,5 + 500 ml tris-acetado 0,05 M pH 
6,0) foi iniciado após aproximadamente 40 frações 
coletadas. 

PROPRIEDADES DA U N I Ã O DE O X I G Ê N I O 

A c u r v a de e q u i l í b r i o de O2 do C o m p o n e n t e 

I, s o b c o n d i ç õ e s de f r a c i o n a m e n t o é c l a r a m e n ­

t e c o o p e r a t i v a , c o m u m v a l o r do p a r â m e t r o de 

H i l l — n, a b r a n g e n d o de 1.9 a p H 6,7 a 1,3 a 

pH 8,5. C o m o m o s t r a a F ig . 2, o c o m p o n e n t e I 

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

v e r s o c e n t r a l i z a d o e m c e r c a de pH 7,2 a 25°C . 

Deve-se n o t a r que e s t e s e x p e r i m e n t o s f o r a m 

e f e t u a d o s na p r e s e n ç a de 1 m M de EDTA para 

d i m i n u i r a v e l o c i d a d e de a u t o - o x i g e n a ç ã o a 

ba i xos va lo res de p H . O e f e i t o do ATP (1 m M ) 

é i n s i g n i f i c a n t e a p H > 7,5; a pH m a i s ba i xa , 

a ad i ção de ATP é assoc iada c o m u m d e c r é s c i ­

m o na a f i n i d a d e de O3, b e m c o m o u m leve de­

c r é s c i m o e m n ( p o r ex : a pH 6,7 n va i de 1,87 

a 1,4 po r ad i ção de 1 m M de A T P ) . A F i g . 3 

m o s t r a a d e p e n d ê n c i a da c o n c e n t r a ç ã o t o t a l 

de ATP d e log P i / 2 m e d i d a para o C o m p o n e n t e 

I a p H 6,2, e m b is - t r i s 0,05 M e 2 0 ° C . O s da­

dos m o s t r a m que e s t e p H e f e i t o t o t a l de ATP 

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

t e m a i o r e s que 1 m M . 



A s p r o p r i e d a d e s da u n i ã o de 0 2 do c o m p o ­

n e n t e IV f r ac i onado (na p r e s e n ç a de 1 m M 

EDTA) f o i i n ves t i gada e m u m i n t e r v a l o de p H 

d e 6.2 a 8,4. A F ig . 2 m o s t r a o e f e i t o Bohr 

para e s t e c o m p o n e n t e sob c o n d i ç õ e s de f r a -

c i o n a m e n t o , b e m , c o m o na p r e s e n ç a de ATP 

(1 m M ) . Os dados m o s t r a m que , e m c o n t r a s t e 

ao c o m p o r t a m e n t o I, a d e p e n d ê n c i a de pH da 

a f i n i d a d e de O j é , na v e r d a d e , m u i t o m a r c a n t e , 

0 (A l og P i / j /A pH) s e n d o a p r o x i m a d a m e n t e 

1 aba i xo de 7 . O v a l o r de n é s e m p r e aba ixo 

de 2, a b r a n g e n d o d e 1,1 a 1,7 e m o s t r a o b s c u ­

ra d e p e n d ê n c i a d e pH o u A T P . 

o s 

o • 

6 7 8 9 
pH 

Fig 2 — Efeito Bohr de oxigênio dos componentes 
de Pterygoplichthys. O componente I é indicado 
por círculos: O, fracionado; 9 , + 1 mM ATP, $ in­
dica experimentos efetuados a 20°C e deslocados de 
0,05 nas escalas de log p 1/2. O componente IV é 
indicado por quadrados • , fracionado; • + 1 mM 
ATP. O componente III é indicado por triângu­
los A- Condições: bis-tris 0,05 M ou tampão tris + 
1 mM EDTA e 25°C. Concentração de H h ~ 1 
mg/ml. 

O c o m p o n e n t e III f r a c i o n a d o pa rece t e r 

e s s e n c i a l m e n t e a m e s m a a f i n i d a d e c o m 0 2 que 

o c o m p o n e n t e I V . É m u i t o s i g n i f i c a t i v o que a 

a f i n i d a d e pe lo O a d o c o m p o n e n t e IV, e m b o r a 

d e p e n d e n t e de p H , é i n d e p e n d e n t e de ATP, 

m e s m o na reg ião de ba ixo pH o n d e ATP t e m 

u m e f e i t o no c o m p o r t a m e n t o do c o m p o n e n t e I. 

N o s s o s r e s u l t a d o s a m p l i a m o t r a b a l h o de 

W e b e r et al. ( 1 9 7 8 ) , q u e i s o l a r a m duas f ra ­

ç õ e s h e m o g l o b í n i c a s , a e b, do h e m o l i s a d o de 

Pterygoplichthys po r f o c a l i z a ç ã o do p o n t o i soe-

l é t r i c o . Parece que a f r a ç ã o b ( F i g . 4B de 

W e b e r ef al., 1978) c o n t é m a m b o s os c o m p o ­

n e n t e s IV e o u t r o s c o m p o n e n t e s c o m p r o p r i e ­

dades m a i s s e m e l h a n t e s às d o c o m p o n e n t e I. 

1.0 r 1 

A T P ( m M ) 

Fig. 3 — Dependência de log p (0 2 ) na concen­

tração total de ATP para o componente I. Condi­

ções: pH 6,7 em bis-tris 0,05 M e 20°C. 

PROPRIEDADES C I N É T I C A S 

a . C o m b i n a ç ã o c o m m o n ó x i d o de c a r b o n o 

Esta reação fo i e s t u d a d a e m pa ra l e l o c o m 

t o d o s o s 4 c o m p o n e n t e s (a) sob c o n d i ç õ e s de 

f r a c i o n a m e n t o , (b ) c o m o u m a f u n ç ã o da con ­

c e n t r a ç ã o de C O e (c ) a do i s p H s ( ~ 5,6 e 

7 , 7 ) . Em a m b o s os v a l o r e s de p H , d e s c o b r i u -

se que a t o t a l p s e u d o c o n s t a n t e m é d i a de 1 9 

o r d e m c r e s c e l i n e a r m e n t e c o m a c o n c e n t r a ç ã o 

l i g a n t e ( C O a b r a n g e n d o de 7 a 43 /AM, c o n c e n ­

t r a ç ã o d e Hb ~ 2,5 /*M ( e m h e m e ) . Es tes 



e x p e r i m e n t o s m o s t r a r a m que , a a m b o s v a l o r e s 

de p H , os c o m p o n e n t e I I , 111 e IV são s e m e l h a n ­

t e s , e n q u a n t o o c o m p o n e n t e I é d i f e r e n t e dos 

o u t r o s t r ê s . 

A F i g . 4 r e p r e s e n t a a d e p e n d ê n c i a de pH 

da to ta l c o n s t a n t e m é d i a de c o m b i n a ç ã o de 2 9 

o r d e m para C O ( O , a m b o s na a u s ê n c i a e pre­

sença de ATP (1,25 m M ) , para o s c o m p o n e n ­

t e s I e I V . A c o n c o r d â n c i a d e s t e s r e s u l t a d o s 

c o m o d e s c o b e r t o s o b r e o e q u i l í b r i o de Oa é 

i m e d i a t a m e n t e e v i d e n t e . 

5 6 7 8 
pH 

Fig. 4 — Dependência de pH da constante média 

total para a ligação CO ( I ' ) à deoxiemoglobína (s). O 

componente I , sem ( O ) e com (•) 1,25 mM de ATP. 

O componente I V sem ( A ) e com ( A ) 1,25 mM de 

ATP. Concentração de Hb aproximadamente 2,5 

fM (heme). Tampão bis-tris 0,05 M ou tris e 20°C. 

Bohr n o r m a l , t r o c a n d o a p r o x i m a d a m e n t e 3,5 

vezes b a i x a n d o de pH 5,5 para 7,7 ( F i g . 4 ) . 

A i n d a m a i s i m p o r t a n t e é a d e s c o b e r t a de que 

a ad i ção de ATP (1,25 m M ) t e m u m e f e i t o 

m u i t o p e q u e n o s o b r e I ' a t o d o s os pH e x a m i n a ­

d o s . A p r e s e n ç a de u m m e n s u r á v e l e f e i t o 

c i n é t i c o Bohr , a (quase c o m p l e t a ) a u s ê n c i a de 

e f e i t o de ATP e a s i m i l a r i d a d e no c o m p o r t a ­

m e n t o c i n é t i c o dos c o m p o n e n t e s I I , III e IV, 

e s t ã o t o d o s e m c o n s o n â n c i a c o m o e q u i l í b r i o 

v e r i f i c a d o e r e f e r i d o a c i m a . 

2 • 

o ' ' 
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Fig. 5 — Dependência de I* sobre a concentração 

total de ATP a pH 5,55 ( O ) e a pH 6,21 (•) para o 

componente I . Condições como na Fig. 4. 

O c o m p o n e n t e c i n é t i c o d o c o m p o n e n t e I 

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

u m e f e i t o de ATP apenas na r e g i ã o de pH ác i ­

d o . A s s i m , a pH 5,5 a 6,0 a c o n s t a n t e m é d i a 

de c o m b i n a ç ã o de C O d e c r e s c e c o m ad ição 

de ATP, c o m o m o s t r a a F i g . 5, a qua l repre­

sen ta a d e p e n d ê n c i a de c o n c e n t r a ç ã o de ATP 

de I' para c o m p o n e n t e I a d o i s v a l o r e s de p H . 

Deve-se no ta r que o c u r s o de t e m p o de c o m ­

b inação de C O é u m t a n t o h o m o g ê n e a ( 2 ? or­

d e m ) ou a lgo a u t o c a t a l í t i c o , d e p e n d e n d o do 

pH e (ou) da p r e s e n ç a de A T P . 

No caso do c o m p o n e n t e IV, o c u r s o de 

t e m p o de c o m b i n a ç ã o de C O é e s s e n c i a l m e n t e 

h o m o g ê n e a a v a l o r e s de pH aba i xo de 7, en ­

quan to pa rece s e r a lgo h e t e r o g ê n e o a p H > 7. 

A d e p e n d ê n c i a de pH de I', s e g u e u m e f e i t o 

U m n ú m e r o l i m i t a d o de e x p e r i m e n t o s de 

" f l a s h p h o t o l y s i s " f o i f e i t o c o m o c o m p o n e n ­

t e I, a do i s v a l o r e s de p H . A l g u n s dos dados 

e x p e r i m e n t a i s são c i t a d o s na F i g . 6 . D o i s pon ­

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

m e n t o s : ( i ) e m f o t ó l i s e t o t a l na p r e s e n ç a e 

a u s ê n c i a de ATP, a reação é c l a r a m e n t e auto-

ca ta l í t i ca e não há e v i d ê n c i a de u m a ráp ida 

f o r m a r e a g e n t e dada a p r e s e n ç a de d i m e r o s e m 

s o l u ç ã o , e m c o n t r a s t e c o m o o b s e r v a d o para 

a H b A ( A n t o n i n i & B r u n o r i , 1 9 7 1 ; ( i i ) e m fo ­

t ó l i s e pa rc ia l ( a p r o x i m a d a m e n t e 1 0 % de f o t o -

d i s s o c i a ç ã o ) , a c o m b i n a ç ã o c o m C O é m u i t o 

m a i s ráp ida que e m f o t ó l i s e t o t a l . Esta é u m a 

ind i cação d i r e t a da e x i s t ê n c i a de u m a ráp ida 

e s p é c i e r e a g e n t e , o qua l é o ú n i c o e s t a d o s ig ­

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

f o t ó l i s e ( e x . , à a l tas s a t u r a ç õ e s de C O ) . 



T i m e ( m s e c ) T i m e ( m s e c ' ) 

Fig. 6 — Efeito da extensão de íotólise no curso de tempo de combinação de CO a desoxiemoglobina do 
componente I. Os resultados citados referem-se a experimentos efetuados a pH 5,45 sem e com ATP (es­
querda e direita respectivamente). Os resultados da íotólise total são mostrados como círculos (abertos ou 
fechados) e os de íotólise parcial (% de fotodissociação = 10°/o) como triângulos (aberto ou fechado). Tam­
pão bis-tris 0,05 M. 

Nota-se que a a m b o s o s v a l o r e s de p H , a 

ad i ção de ATP (1 m M } não t e m e f e i t o na re ­

c o m b i n a ç ã o de C O c o m o o o b s e r v a d o na f o t ó -

l i se p a r c i a l , e n q u a n t o t e m a l g u m e f e i t o na f o t ó -

l i s e c o m p l e t a ( v i d e f i g . 6 ) . Esta v e r i f i c a ç ã o 

es tá e m c o n c o r d â n c i a c o m os r e s u l t a d o s c i t a ­

dos a c i m a (v ide f i g . 4 ) . 

b . D i s s o c i a ç ã o de o x i g ê n i o 

A d i s s o c i a ç ã o de 0 2 p e l o m é t o d o do d i t i o -

n i t o f o i i n v e s t i g a d o para t o d o s os c o m p o n e n t e s 

e m pa ra le l o , a p H ~ 5,6 e 7,7 na a u s ê n c i a de 

ATP sob c o n d i ç õ e s " f r a c i o n a m e n t o " . Em t o d o s 

os c a s o s , o c u r s o de t e m p o d e d i s s o c i a ç ã o de 

0 2 f o i de 1 9 o r d e m p o r u m a boa a p r o x i m a ç ã o . 

N o v a m e n t e f o i v e r i f i c a d o que os c o m p o n e n t e s 

I I , III e IV t e m c o n s t a n t e s m é d i a s m u i t o s i m i l a ­

res , enquan to o c o m p o n e n t e I é d i f e r e n t e dos 

o u t r o s t r ê s . 

Ã f i g . 7 m o s t r a a d e p e n d ê n c i a de p H da 

c o n s t a n t e m é d i a de d i s s o c i a ç ã o de 0 2 (K ) para 

os c o m p o n e n t e s I e I I I , na a u s ê n c i a e na pre­

sença de ATP (1,25 m M ) . N o v a m e n t e o compo r ­

t a m e n t o é c o n s i s t e n t e t a n t o c o m o e q u i l í b r i o 

v e r i f i c a d o c o m o c o m a c i n é t i c a da c o m b i n a ç ã o 

de C O . A s s i m , o c o m p o n e n t e I f r a c i o n a d o é 

c a r a c t e r i z a d o po r u m e f e i t o Bohr r e v e r s o m u i t o 

p e q u e n o , e a a d i ç ã o de ATP a u m e n t a s i g n i f i c a ­

t i v a m e n t e a c o n s t a n t e " o f f " a p H aba i xo de 6,5 

( u m e f e i t o n í t i do é n o t a d o nos e x p e r i m e n t o s 

p a r a l e l o s a p H 5,6 — 5 , 7 ) . O c o m p o r t a m e n t o 

III m o s t r a u m e f e i t o Bohr p o s i t i v o m u i t o f o r t e 

( aba i xo de p H 7 ) , o v a l o r de K a u m e n t a n d o de 

u m fa to r de ~ 10, i ndo de p H 7 a p H 5 ,3 . Em 

a d i ç ã o , não f o i o b s e r v a d o e f e i t o de ATP na 

c i n é t i c a da d i s s o c i a ç ã o de 0 2 do c o m p o n e n ­

t e I I I . 

C O N C L U S Õ E S 

D i v e r s a s e s p é c i e s de b a g r e s f o r a m e x a m i ­

nadas du ran te a Exped ição " A l p h a H e l i x " (F ink 

& F ink , 1978; e o u t r o s a r t i g o s d e s t e v o l u m e ) , 

m a s na m a i o r i a dos casos a a t e n ç ã o f o i con ­

c e n t r a d a nos c a r a c t e r i z a d o s p o r h e m o l i s a d o s 



que c o n t i n h a m u m (Pseudodoras e Brachypla-

tystoma) o u d o i s (Hoplosterum) c o m p o n e n t e s 

h e m o g l o b í n i c o s . Pterygoplichthys pardalis f o i 

o ú n i c o c a s o c o m 4 c o m p o n e n t e s p r i n c i p a i s , 

c u i d a d o s a m e n t e e s t u d a d o , e c o m o ta l e l e p o d e 

d e s e m p e n h a r u m pape l i m p o r t a n t e nos p a d r õ e s 

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

de h e m o g l o b i n a s de bag res da A m a z ô n i a , 
í 

O 1 1 1 1. 
5 6 7 8 

pH 

Pig. 7 — Efeito de pH na constante média da disso­
ciação de 0 2 (K) para componente I na ausência 
(O) e na presença (») de 1,25 mM ATP e compo­
nente III na ausência (A) e na presença ( A ) de 
1,25 mM de ATP. Tampões de bis-tris 0,05 M ou 
tris e 20°C. Concentrações de H b ~ 25 îM (heme). 

A s p r i n c i p a i s d e s c o b e r t a s e c o n c l u s õ e s 

d e s t e t r aba lho p o d e m se r r e s u m i d a s c o m o se 

s e g u e : ( i ) os q u a t r o m a i o r e s c o m p o n e n t e s he­

m o g l o b í n i c o s p o d e m s e r d i v i d i d o s , funcional­

mente, e m do i s g r u p o s : u m r e p r e s e n t a d o pe lo 

c o m p o n e n t e I e o o u t r o c o m p r e e n d e n d o os 

c o m p o n e n t e s I I , III e I V . A s s i m , d e n t r o da p re ­

c i são de nossas m e d i d a s , os t r ê s c o m p o n e n t e s 

são , na v e r d a d e , m u i t o , se não i d ê n t i c o s , no 

equ i l í b r i o e c i n é t i c a da reação c o m 0 2 e C O 

( i i ) . Em g e r a l , os e x p e r i m e n t o s de e q u i l í b r i o 

es tão e m e x c e l e n t e ( s e m i - q u a n t i t a t i v o ) h a r m o ­

nia c o m os* r e s u l t a d o s c i n é t i c o s . Esta c o n c l u ­

são c o n f i r m a a m b o s os e f e t o r e s a l o s t é r i c o s , 

e x . p r ó t o n s e A T P . ( i i i ) O c o m p o n e n t e I, que 

r e p r e s e n t a a p r o x i m a d a m e n t e m e t a d e da h e m o ­

g lob ina t o t a l p r e s e n t e no h e m o l i s a d o , é carac­

t e r i zado q u a n d o f r a c i o n a d o po r u m e f e i t o Bohr 

r e v e r s o de O2, m u i t o p e q u e n o ; sua a f i n i d a d e 

t o t a l c o m O2 é ATP-dependen te a p e n a s nos In­

t e r v a l o s de m a i s b a i x o p H . C i n é t i c a m e n t e , o 

e f e i t o de ATP r e s u l t a n u m d e c r é s c i m o na c o n s ­

t a n t e m é d i a de c o m b i n a ç ã o de C O e u m au­

m e n t o na c o n s t a n t e m é d i a da d i s s o c i a ç ã o de 

0 2 . ( i v ) Os c o m p o n e n t e s I I , III e IV, os q u a i s 

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

da h e m o g l o b i n a t o t a l , são f u n c i o n a l m e n t e s i ­

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

c o m p o n e n t e I . A s s i m , s e u e f e i t o Bohr de 0 2 

é g r a n d e , a a f i n i d a d e l i g a n t e d e c r e s c e n d o po r 

u m f a t o r p r ó x i m o a ~ 20 , i ndo d e pH 8,5 a 

p H 6 ,2 . I s to c o r r e l a c i o n a - s e c o m a c i n é t i c a 

e m (a) o g rande a c r é s c i m o na c o n s t a n t e m é d i a 

da d i s s o c i a ç ã o de 0 2 e (b ) o s i g n i f i c a t i v o de­

c r é s c i m o na c o n s t a n t e de c o m b i n a ç ã o de C O , 

c o m o d e c r é s c i m o do p H . Em a d i ç ã o , o e f e i t o 

de ATP é d e s p r e z í v e l s o b r e o i n t e r v a l o de pH 

e x a m i n a d o , ( v ) Es tes r e s u l t a d o s s o m a d o s j u n ­

t o s nos l e v a m a c o n c l u i r que os v á r i o s c o m p o ­

n e n t e s de h e m o g l o b i n a de Pterygoplichthys 

c a e m e m duas c a t e g o r i a s c a r a c t e r i z a d a po r 

p r o p r i e d a d e s f u n c i o n a i s que são complemen­

tares c o m r e s p e i t o à i n f l u ê n c i a de t í p i c o s e fe ­

t o r e s a l o s t é r i c o s . I s to s u g e r e q u e : (a) a 

p r e s e n ç a de m ú l t i p l o s c o m p o n e n t e s c o m pro ­

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

u m padrão c o m u m , e m b o r a não u n i v e r s a l , e m 

s a n g u e de p e i x e e (b ) e m b o r a não se possa 

o f e r e c e r u m a e x p l i c a ç ã o t o t a l no p r e s e n t e , nós 

c o n s i d e r a m o s i g u a l m e n t e u m a r e l a ç ã o , a inda 

a se r d e f i n i d a , e n t r e p r o p r i e d a d e s f u n c i o n a i s 

e pape l f i s i o l ó g i c o d e s t a s h e m o g l o b i n a s . Tal 

re l ação f o i p r o p o s t a e s u b s t a n c i a d a para as 

h e m o g l o b i n a s de t r u t a (Salmo irideus) (B ru ­

n o r i , 1975) . A e x i s t ê n c i a de subgrupos de he­

moglobinas com funções complementares pa­

rece , p o r t a n t o , r a z o a v e l m e n t e g e r a l , po i s t e m 

s e v e r i f i c a d o t a m b é m e m o u t r a s e s p é c i e s es ­

tudadas a b o r d o do " A l p h a H e l i x " , po r ex . para 

o s i s t e m a de 2 c o m p o n e n t e s de Mylosomma 

( M a r t i n e f al., 1 9 7 8 ) . 

Esta c o m p l e m e n t a r i d a d e de f u n ç õ e s ad­

q u i r i r i a i m p o r t â n c i a se f o s s e v e r i f i c a d o que os 

v á r i o s c o m p o n e n t e s c o e x i s t e m n u m m e s m o 

e r i t r o c i t o , c o m o m o s t r a s e r o c a s o do s a n g u e 

de t r u t a ( B r u n o r i et al., 1 9 7 4 ) . 
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S U M M A R Y 

The four main hemoglobin components of the 
hemolysate of Pterygoplichthys pardalis have 
been isolated and characterized. The functional 
properties investigated for the isolated components 
comprise the effect of pH and A T P on (i) the 0 2 

equilibrium, (ii) the 0 2 dissociation kinetics, (iii) 
the CO combination kinetics. Component I, corres­
ponding to approximately 50% of the total hemo­
globin, is characterized by functional properties 
•which are distinctly different from those of 
Components II, III and IV, which are alike. Thus 
it is shown, once more, that multiple components 
in an hemolysate fall into categories of hemo­
globins characterized by distinct and comple­
mentary functional properties. 
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