O efeito Root na hemoglobina

do jaraqui (Prochilodus sp.) um peixe teledsteo
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Resumo

O sistema de hemoglobina do jaraqui, Prochilodus
sp. consiste em componentes multiplos de hemoglo-
bina. O derivado oxidado elui como uma espécie de
Gnico peso molecular em experimentos de filtragdo. O
derivado carboxi tem um peso molecular aparente de
60.000 determinado por filtragdo de gel. Uma mudanca
de 44 vezes no p 1y, ocorre entre pH 6,4 e 8,6 na so-
lugdo da hemoglobina. Esta mudan¢a aumenta 388 ve-
zes sob a mesma faixa de pH na presenca de 1mM de
ATP. A cooperatividade da unido do oxigénio, medida
por n na equagdo de Hill, é maior que um em pH aci-
ma de 6,7, porém menor que um gquando abaixo deste
valor. O hemolisado apresentou efeito “Root”, sendo
apenas 44% saturado a pH 6,4 em presenca de 1mM de
ATP e equilibrado com ar a uma atmosfera. Em 30°C
e pH 7,6 o sangue total processa-se abaixo de p, . 4,7
mm de Hg, menor que o de maioria dos outros teleds-
teos amazdnicos. . Ambas as velocidades de combinagéo
do monéxido de carbono e velocidade de dissociagéo do
oxigénio sdo dependentes do pH e ATP. Entre pH 6,2
e 8,8 a velocidade do COC,n aumenta 10 vezes. ATP
reduz a velocidade em valores de pH intermediérios.
A velocidade de O___aumenta 2,4 vezes entre pH 8,8

e 6,7. A adigdo de 1 mM de ATP produz um aumento
de 4,5 vezes sobre a mesma faixa de pH. Os bai-
xos valores de n abaixo de pH 6,7 e a heterogeneida-
de da combinagio de CO e o processo de dissocia-
¢do da combinagdo de O, sugerem que os componentes
da hemoglobina podem ser funcionalmente diferenciados
e/ou existem diferencas intramolecular nas proprieda-
des cinéticas das cadeias oc e 3.

INTRODUGAO

A familia Prochilodontidae é um grupo de
peixes caracéides amplamente distribuida atra-
vés dos rios tropicais da América do Sul. Es-
pécies destes espalhados grupos conduzem
anualmente migragdes de desova em disténcias
maiores que 700 km e viajam em grandes cardu-

mes (i.e. maior que 1X10° individuos). Eles séo
comedores de lama, digerindo bactérias e ou-
tros pequenos organismos que vivem de detri-
tos do fundo do rio e um importante item ali-
menticio, sendo dos peixes mais comumente
consumidos pela populagéo ribeirinha de va-
rios paises da América do Sul. Entretanto, os
Prochilodus sp. freqliientemente habitam rios
de &guas rapidas, habitando também pequenos
rios, leito de lagos, canais, pequenas depres-
sbes e sacados e, muitas vezes, sobre densas
camadas de macrofitas flutuantes, i.e. campina
flutuante (Lowe-McConnell, 1975) . Nossos es-
tudos em hemoglobina de Prochilodus sp. fo-
ram motivados por duas razdes: 1) porque
os Prochilodus sp. so fontes de alimentos
cultivados, conseqiientemente, sdo mais facil-
mente obtidos; 2) estas espécies habitam fai-
xas notéveis de ambientes aquaticos. Assim
nés esperamos que suas hemoglobinas pos-
sam apresentar propriedades moleculares ca-
racteristicas de espécies de dguas rapidas (e.
g. efeito Bohr, efeito Root) como as trutas
(Salmo irideus, Brunori, 1975) e salmdo (On-
corthynchus Keta, Hashimoto et al., 1960) que
ja apresentaram propriedades (e. g., alta afi-
nidade pelo oxigénio) tipicas de hemoglobina
de espécies como carpa Cyprinus carpio, Krogh
& Leitch, 1919; Noble et al., 1970), o atum,
Amia calva (Weber et al., 1976) e o Hoplias
malabaricus (Powers et al., 1978), peixes que
pericdicamente experimentam condigdes hipo-
xidas.

MATERIAL E METODOS

1soLAGA0 — Espécimes de Prochilodus sp.
foram coletadas em novembro e dezembro de
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1976, durante uma expedicdo do R/V “Alpha
Helix" no rio Amazonas cerca de 50 km acima
da jungdo com o rio Negro. Os peixes foram
capturados com redes e malhadeiras e trans-
portado para o “Alpha Helix" para estudos.
O sangue foi obtido por puncéo cardiaca e as-
pirado em seringa de vidro gelado e hepa-
rizado (100 ul de heparina sédica (5000 I.U./
ml), em 1,7% de NaCl por 5 ml de sangue).
As hemadcias foram lavadas trés vezes em dez
volumes de Tris 1 mM, gelado, pH 8,0() 1,7%
NaCl e lizadas em trés volumes de Tris 1mM,
PH pM 8,0 por uma hora a 0°C. Um décimo
do velume de 1 M NaGl foi adicionado no he-
molisado e a mistura foi centrifugada a
28.000 x g por quinze minutos para remover
restos celulares. O sobrenadante foi entdo se-
parado dos sais de fosfatos por passagem atra-
Vvés de uma coluna de Sephadex-G-25 de 2,5X50
cm seguindo-se por um tratamento em uma co-
luna desionizadora com as seguintes resinas
do topo para a base: 2 cm de Dowex-50 (W)
em forma de amédnia, 2 cm Dowex-1 em forma
de acetato, 20 cm Bio. Rad AG 501-X8 (D)
“Mixed Bed”. A hemoglobina purificada foi
estocada a 5°C até ser utilizada. A amostra
hemolisada foi congelada a -70°C e transpor-
tada em gelo seco para Beaufort, N. C. e es-
tocada por dois meses a -20°C. Determinactes
de peso molecular por filtragdo em gel do
derivado carboxi e todos estudos de cinética
rapida, foram realizados nestas amostras. A
amostra descongelada foi reduzida por trata-
mento com pequenas quantidades de ditionito,
depois da qual a hemoglobina foi purificada por
passagem em uma coluna de Sephadex G-25 de
1X25 cm equilibrada com 1mM de Tris, pH 8,0
e usada imediatamente nos experimentos de
dissociagio do O: e combinagdo do CO.

ELETROFORESIS — Eletroforesis em gel ver
tical de poliacrilamida (pH 8.9, 7.5% de gel)
foi feito em temperatura ambiente de acordo
com Bavis (1964) e Ornstein (1964). A amos-
tra de hemoglobina (1 mg/ml) contida no tam-
péo superior 0.1 M B mercaptoetanol e uma
pequena quantidade de ditionito foram borbu-

lhadas com monédxido de carbono e aplicadas
no gel. Albumina de soro bovino foi usada
como padrdo de mobilidade.

ESTUDOS DO PESO MOLECULAR — Experimen-
tos com filtragdo em gel com o hemolisado
oxidado de Prochilodus foram efetuados em
uma coluna de Sepharose 4 B (2X90cm) em

- 0,05 M Tris pH 7,5 1mM EDTA de acordo com

Fyhn & Sullivan (1975). Em adigdo, o peso
molecular da carboxi hemoglobina do Prochi-
lodus foi determinado de acordo com Martin
et. al., (1978).

ESTUDOS DO EFEITO “ROOT” — O hemolisa-
do foi examinado visando a presenca do efeito
Root. A absorbancia da solugdo de hemoglobi-
na tamponada e equilibrada com ar + 1mM
ATP foi considerado como fungdo do pH. A
absorbancia foi lida a dois comprimentos de
onda (560, 576 nm) foram convertidas para sa-
turacédo fracional pela seguinte equagio.
Aobservada — Adeoxy = saturacdo fracional

Aoxy -Adeoxy
Aoxy= absorbancia da solugdo oxigenada a
pH=38.
Aobservado= abosorbancia da solugdo oxige-
nada a ph<sg.

Adeoxy= absorbancia da solugdo tratada com
ditionito a pH 8. Os dados foram
plotados % de saturacdo versus pH.

EXPERIMENTOS DO EQUILIBRIO DE OXIGENTO
— O equilibrio de oxigénio do sangue total de
Prochilodus foi medido a 30°C como descrito
por Powers et. al., (1978) usando um “Hem-O-
Scan” analisador de dissociacdo de oxigénio
(American Instruments Corporation). O equi-
librio” de oxigénio da hemoglobina purificada
foi feito a 20°C como descrito por Riggs e
Wolbach (1956). A solucdo de hemoglobina
(60 uM in heme) foi levada a 0,05 de forga
idnica em tampéo Tris ou Bis — Tris: o valor
de pi/; foi estimado sob varias condicBes de
pH. Estes experimentos foram efetuados em
presenca e auséncia de 1mM ATP.

(1} — Abreviagdes usadas neste trabalho foram as seguintes : Bis-tris, (2 hidroxietil) imino tris (hidroxietil metano;
Tris, tris (hidroximetil) aminometano: ATP, adenosina trifosfato; EDTA, 4cido etilenodiaminotetraacetico: 1,
constante de velocidade de combinacdo do monoxldo de carbono de segunda ordem: K, constante de primei-
ra ordem da dissociagdo de oxigénio; Pit, presséo parcial de oxigénio no qual metade dos sitios hemes

disponiveis estio ocupados,
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EXPERIMENTOS DE CINETICA RAPIDA — Ve-
locidade de dissociagdo de oxigénio da hemo-
globina em solugbes tampdo contendo ditionito
foram determinadas num espectrofotometro
“stopped flow” Gibson-Durrum equipado com
uma trangmissdo pneumdtica e uma camara
de observagdo de 2 cm descrita previamente
no método (Bonaventura et al., 1974). A so-
lugdo de hemoglobina sem gds (7 uM heme)
foi rapidamente misturada com uma solucéo
tampéo contendo excesso de ditionito e a mu-
danca da absorbancia da mistura foi a seguinte
437,5nm. Velocidade de dissociagdo foram
medidos com uma fungéo do pH com ou sem
imM ATP. A forga idnica do tampdo depois
da mistura foi 0,05 | e a concentracéo de ATP
foi 1 mM.

A velocidade de combinagdo do mondxido
de carbono da hemoglobina do Prochilodus foi
examinada por espectrofotometria “stopped
flow” de acordo com Bonaventura et al.. (1974)
e a influéncia do pH e fosfatos orgénicos nas
velocidades foram verificados a 437.5 nm. A
contracéo heme, depois da mistura foi 3.5uM.
Todos os experimentos foram realizados a
20°C em tampbes Tris ou Bis-Tris. A forca
iénica do tamp@o apds a mistura foi 0.05 1. A
analise dos dados cinéticos foram facilitados
pelo uso de um computador PDP 11/E (Digital
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Fig. 1 — A dependéncia da saturagio fracional, y, da
solucdo de hemoglobina ecuilibrada no ar como
uma funcio do pH. O experimento foi realizado
em tampoes Tris e Bis-Tris 0,05 I + 1mM ATF.

0 efeito. . .

Equipament Corporation) e a aquisicdo de da-
dos na divisdo de armazenamento (DASAR,
American Instruments Corporation) .

RESULTADOS

CARACTERIZA(;KO DOS HEMOLISADOS

As hemoglobinas do Prochilodus apresenta
aspectos estruturais semelhantes a todas as
outras hemoglobinas dos teledsteos. Os he-
molisados continham duas hemoglobinas, Fené-
tipo Il de acordo com Fyhn et al., (1878). O
hemolisado nao polimerizou depois da oxidagéo
por ferricianeto de potdssio enquanto que a
polimenizagdo da hemoglobina do Hoplias ma-
labaricus (outro teleosto amazdnico) foi des-
crito por Reischl (1976). O derivado carboxi
tem um peso molecular aparente de 60.000.

DADOS DA UNIAO DE LIGANTE

Hemolisado de Prochilodus mostraram um
efeito Root (fig. 1) o qual é elevado em pre-
senca de 1mM ATP. Sob pH 7,0, o nivel de
saturagdo de hemoglobina é diminuido para
87% na tensdo atmosférica de oxigénio. Abai-
xo de pH 7,0 o nivel de saturacdo cai além
disso, atingindo um minimo de 44% a pH 6.4.

O equilibrio de oxigénio no sangue total
(fig. 2) apoiado por dados antecedentes de
efeito “Root” no sangue equilibrado com 5,6%
CO; a 100% de saturacdo ndo foi alcancada
sob a pressdo atmosférica parcial do oxigénio.

z

Um grande efeito Bohr é evidente nos ex-
perimentos de equilibrio com sangue (fig. 2)
e hemolisados fracionado (fig. 3). ApH 7.6 e
30°C o pi/2 do eritrécito é 4,7 mm de Hg, subs-
tancialmente menor que os referidos em outras
espécies amazdnicas conhecidas que possuem
hemoglobinas com efeito “Root” (i. e., Os-
teoglossum bicirrhosum, Hoplosternum littora-
le e Mylossoma sp., Powers et al., 1978). O
pi/2 do hemolisado fracionado a 20°C, pH 7,6 é
0,63 mm de Hg sem e 0,76 mm de Hg com
1 mM ATP presente na solugéo.

O valor py/» aumenta com a diminuigéo do
pH e o efeito inibitério do ATP aumenta, até
a pH 6,4 ele chega a ser 16,22 mm de Hg e
182 mm de Hg respectivamente. Assim, o pis2

— 261



1.0 1.5 20

LOG P(02)

Fig. 2 — A saturacfo fracional ¥, do sangue total do Prochilobus versus o log da pressio parcial do oxigénio
a vdrios valores de pH e 30°C. Curva 1 (---) representa a curva média do equilibrio de oxigénio do sangue
de quatro individuos a pH = 7,6 na auséncia de CO,. Curva 2 (—), a curva média de equilibrio do sangue
de dois individuos a pH = 7,0 na presenca de 5,6% de CO, Curva 3 (—.—), a curva média do equilibrio de
oxigénio do sangue de dois individuos a pH 6,7 na presenca de 5,6% de CQ,.

muda aproximadamente 44 vezes na hemoglo-
bina fracionada e 388 vezes na hemoglobina
fracionada + 1mM de ATP entre pH 6.4 e
8,6. Sob pH 5,9, a solugdo de hemoglobina
fracionada alcanga um pi/2 de 34,7 mm de Hg,
cerca de 94 vezes, mudanga sobre o pi/2 a pH
8,6. O efeito “Bohr", medido entre pH 7,0 e
7,5, foi A log pi/2/ApH = — 0,46 para a so-
lugdo da hemoglobina fracionada e A log pi/2/A
pH = — 0,60 para a hemoglobina fracionada
+ 1 mM de ATP. A pH 7.0 a adicdo de ATP
causa um aumento de 4,8 vezes no pi/2; sob
PH 6,4, o aumento no pi;2 € de 15,7 vezes.
Com referéncia as fig. 2 e 3, estas indicam
que a ligacdo de oxigénio é cooperativa (n=1,3
a pH= 7,0 na solugdo da hemoglobina fracio-
nada). Entretanto, valores abaixo de pH 6,7,
n, decresce menos do que um, sugerindo uma
heterogeneidade intra ou intermolecular da li-
gacéo do oxigénio. (Antonini & Brunori, 1971) .
A adicdo de 1 mM de ATP nédo atinge signifi-
cativamente da mesma maneira o valor de n a
qualquer pH.
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Fig. 3 — A dependéncia de p 12 e n da hemoglobi-
na do Prochilodus do pH. Hemolisados fraciona-
do (O) e fracionado + 1 mM ATP (@). Condigoes
experimentais sdo descritas no texto.
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RESULTADOS DE CINETICA RAPIDA

A fig. 4 representa a fragdo de mudanca
méxima de absorbancia obtida a pH 8,8, ob-
servada no tempo zero no processo de disso-
ciagdo do oxigénio, obtidos a véarios valores de
pH. Estes dados sdo resultados de experi-
mentos realizados em presenca de 1 mM de
ATP. A medida que o pH & reduzido, a veloci-
dade aumenta e progressivamente uma maior
percentagem do processo de dissociac@o ocor-
re dentro do tempo inativo do aparelho, 2,3.
msec. Esta percentagem da reagdo total que
& observada, decresce quando o pH é diminui-
do. O aumento da velocidade de Oz o4 na Fig. 4
sugeriu redugdo paralela na percentagem de
saturacdo na solucdo de hemoglobina a baixo
pH grafado na Fig. 1. De fato, um grande au-
mento na velocidade de Oz o abaixo pH € ca-
racteristico do efeito Root da hemoglcbina. A
hemoglobina de “Spot” (Leiostomus xanthu-
rus) excede de 300 seg”’' abaixo do pH 6,0 me-
dido por espectrofotometria de “Stopped flow”
(Bonaventura et al., 1976) e de efeito Root de
hemoglobina de truta (Salmo irideus), deter-
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Fig. 4 — Um ploteo de A A/A Ap, 1O tempo zero
para a reagio de dissociacdo da hemoglobina do
Prochilodus em presenca de ditronito e 1mM ATP
a varios valores de pH. A concentragio heme apos
a mistura foi 3,5 uM. AA e a variagio absorbéncia
observada em pH acima estudado, AA,. € 8 V&
riacdo de absorvancia medida a pH 88 condicdes
sdo descritas no texto.
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Fig. 5 — A constante de dissociacdo de primeira
ordem (K) para o oxigénio versus pH. O ploteo re-
presenta velocidades do segundo quarto da reacdo.
A concentracio heme apds a mistura foi 3,5 uM.
Condicfes sio como as descritas no texto. (O) he-
moglobina fracionada de Prochilodus (@) hemoglo-
bina fracionada + 1 mM de ATP,

minados por estudos de variagdes de tempera-
tura, atinge uma velocidade de 1100 sec™ a pH
7.0 (Giardina et al., 1963). Naturalmente a
redugdo na diferenga de absorbancia méaxima
abaixo pH pode também surgir como uma con-
seqliéncia da influéncia do pH na velocidade
de O: on, 0 qual ndo foi determinado nestes
estudos.

Dados da dissociacdo de oxigénio séo re-
sumidos na fig. 5. A velocidade de O o foi
heterogénea a todos os valores de pH testados.
Os graficos de velocidade representam os ob-
tidos durante o segundo quarto da reag@o como
a velocidade inicial ndo podia ser avaliada a
baixos valores do pH. Estas velocidades de
dissociacdo sdo ambas sensiveis a pH e ATP.

Entre pH 88 e 6,2 a velocidade de
0, off, aumenta 5.5 vezes na solucéo fraciona-
da enquanto na presenca de 1mM ATP a mu-
danca é 4,5 vezes entre pH 88 e 6,7. Sob
pH 7.4 a adigdo de ATP causa um aumento de
2.2 vezes na velocidade de dissociagéo.

Dados para a reacéo de combinagédo de CO
sdo ploteados em fungéo do pH e concentra-
¢éo de ATP, na fig. 6. O processo de combi-
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nagéo foi multifdsico a todos os valores de pH
estudados. A diferenca entre a velocidade ini-
cial e final aumenta com a diminui¢do do pH.
O grafico de velocidade representa a velocida-
de inicial da reagdo. A constante de velocida-
de de reagdo de segunda ordem para a unido
do CO ¢ dependente do pH, mudando 10 vezes
entre pH 6,2 ¢ 8,8 na solugéo da hemoglobina
fracionada. A baixo pH 6,2, I igual a aproxi-
madamente 5,7 X 10° M"' seg”' comparado com
20 X 10* M seg’ a pH 65 e 5 X 104
M- sec” a pH 6,2 obtidos para a solugéo de
hemoglobina pura de carpa (Noble et al,
1970), e “sport” (Bonaventura et al., 1976)
respectivamente. A velocidade de CO., méxi-
ma a pH 88, é 6,4 X 10° M sec”’ e 1mMde
ATP exerce um efeito sobre a velocidade COon
a valores de pH intermedidrio, reduzindo a ve-
locidade de combinagio de 41% a pH 7.4,

DisCcUSSA0

O Prochilodus constitui um género de rio
aberto, espécie comedora de lama (Fink &
Fink, 1977) . Eles gastam grande parte de seu
tempo vagando no fundo dos rios. Em outras
espécies epibéntica amazbnicas (e.g., mem-
bro da familia dos bagres), as quais requerem
flutuacdes leves negativas para permanecerem
estacionados no leito do rio, a bexiga natatéria
estd envolvida secundariamente dentro de um
orgéo emissor e sensivel ao som e ndo sendo
mais empregada como um sensor hidrostatico
(Alexander, 1967) . Ndo obstante o Prochilodus
possui uma bexiga natatéria funcional e hemo-
globina que apresentam consideraveis efeitos
Bohr e Root, sem aparelho secretor de oxigé-
nio na bexiga natatéria, o “rete mirable”
(Bridge & Haddon, 1893) . Contudo, igualmente
apontado por Farmer et al. (1978), ests apa-
rentemente relacionado com o aparelho do
olho “rete choroide”, e este ests a middo as-
sociado com a ocorréncia de efeito Root. Num
grande efeito Bohr e Root refletem provavel-
mente a distribuigdo de diversos habitat das
espécies.

O sangue total do Prochilodus sp. apresen-
ta uma alta afinidade pelo oxigénio a pH 7.6
e 30°C (prv2= 4.7 mm de Hg), a alta afinidade
que este reportou para 44 fora as 47 espécies
de peixes Amazénica por Powers et al. (1978),
especificamente mais alta que a daquelas es-
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Fig. 6 — Constante de velocidade de combinacio
de segunda ordem da ligacio do mondxido de car.
bono da hemoglobina do Prochilodus (L") a varios
valores de pH. Condigdes sfo como as descritas
no texto. A concentragio heme depois da mistura
foi de 3,5 uM: Hemolisado fracionado 0O, hemoli-
sado fracionado + 1 mM ATP e.

pécies, das quais as hemoglobinas apresenta-
ram efeito “Root” (i. e., Mylossoma sp., Mar-
tin et al., 1978; Hoplosternum littorale, Garlick
et al, 1978) . De fato, a afinidade & comparé-
vel & alcangada por certas espécies de peixes
de verdo (i. e. Amia, calva, Weber et al.,
1976; Protopterus annectans, Weber et al.,
1977; Lepidosiren paradoxa, Powers ef al.
1978) os quais sobrevivem longos periodos en-
terrados na lama. A alta afinidade pelo oxigé-
nio no eritrécito pode oferecer alguma vanta-
gem fisiolégica em condigoes hipéxidas en-
contradas em varios habitats do Prochilodus
sp.

O pivz: do sangue a pH 7,6 e 30°C é o
maior que o da solugdo da hemoglobina fracio-
nada + 1mM ATP, medidos a 20°C sob condi-
¢oes similares de pH. A diferenca indubitavel
Surge em parte, dadas as diferengas de tempe-
ratura e também porque a hemoglobina do
eritrécito do peixe pode ser modulada por ou-
tros compostos além do ATP (lsaacks et al.,
1977) .
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A heterogeneidade de dados cinéticos e o
baixo valor de n, obtidos em experimentos to-
nométricos abaixo de pH 6,7 indicam que os
componentes do sistema de hemoglobina
do Prochilodus pode ser diferenciado funcional-
mente. Entretanto, parte desta heterogeneida-
de pode ser gerada a partir da nio equivaléncia
nas ligagdes das cadeias oc e P 2 pH baixo
A heterogeneidade funcional intramolecular &
conhecida em hemoglobinas de outros peixes,
tendo sido relatada para o "spot” (Bonaven-
tura et al., 1976). Truta (Brunori, 1975); My-
lossoma (Martin et al, 1978) e carpa (Tan.
et al., 1973).

Os resultados das experiéncias de disso-
ciagéo de oxigénio e combinagdo do monéxido
de carbono estdo em boa concordincia com
os de equilibrio de oxigénio naquelas mudan-
¢as induzidas no K e L' por o pH e fosfato
organicos séo analogos pela influéncia destes
moduladores no pi/» para o oxigénio. O efeito
Root da hemoglobina do Prochilodus é princi-
palmente mediado através dos efeitos de pH
na constante O: off, cOmo é o caso das hemo-
globinas do “spot”, truta e carpa, e a variagdo
em ambas as constantes COop e O, off Sujeita
ao efeito de fosfatos organicos.

No experimento de focalizagdo isoelétrico
de Bunn e Riggs (1978) todos os componentes
da hemoglobina do Prochilodus demonstraram
efeito Bohr alcalino. Deste modo, se existe di-
ferenca entre a funcio dos dois componentes,
elas podem ser diferenga de quantidade e nao
de qualidade. Este componente pode ser fun-
cionalmente diferenciado e sugerido por uma
cinética complexa da ligagdo do ligante discu-
tida anteriormente. Talvez o sistema do Pro-
chilodus represente um estagio intermediario
na evolugdo funcionalmente diversa do sistema
hemoglobinico exemplificado pela truta. Estu-
dos adicionais dos componentes purificados da
hemoglobina de Prochilodus devem revelar um
passo da diferenciagdo estrutural e funcional
alcangados por esses dois componentes.
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SUMMARY

The hemoglobin system of the jaraqui, Prochilodus
sp., consists of multiple hemoglobin components. The
oxidized derivative elutes as'a single molecular weight
species in gel filtration experiments. The carboxy deri-
vative has an apparent molecular weight of 60,000 as
determined by gel filtration. A 44-fold change in p %
occurs between ph 6.4 and 8.6 in stripped hemoglobin
solutions. This change increases to 388-fold over the
same pH range in the presence of 1mM ATP. Coopera-
tivity in oxygen binding, as measured by n in the Hill
equation, is greater than one at pH values above 6.7
but less than one below this value. The hemolysate
displays a Root effect, being only 449% saturated at pH
6.4 in the presence of 1 mM ATP and equilibrated with
alr at one atmosphere. At 30°C and pH 7.6 the whole
blood possesses a low P ., 4.7 mm Hg lower than
that of many other Amazonian teleosts. Both the carbon
monoxide combination rate and the oxygen dissociation
rate are pH and ATP dependent. Retween pH 6.2
and 8.8 the COml rate increases 10-fold. ATP reduces
the rate at intermediate pH values. The 0, o Tate in-
creases 2.4-fold betwesen pH 8.8 and 6.7. Addition
of 1 mM ATP causes a 4.5.fold increase over the same
PH range. The low n values below pH 6.7 and the
heterogeneity of the CO combination and 0, dissoci-
ation processes suggests that the hemoglobin com-
ponents may be functionally differentiated and/or intra-
molecular differences exist in the kinetic properties of
oc and 3 like chains.
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