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O efeito Bohr, apresentado pelas
hemoproteinas, é descrito como sendo
a alteragdo da afinidade da molécula
pelos ligantes quando hé alteracio do
pH. De acordo com sua orientacdo,
podemos ter efeito Bohr alcalino, que
mostra o aumento da afinidade quando
ha aumento do pH, ou acido, que mostra
0 aumento da afinidade quando ha
decréscimo do pH.

O efeito Bohr alcalino, também
chamado normal, é apresentado em
homoglobinas de diferentes espécies
animais (Antonini & Brunori, 1971)
bem como na hemoglobina humana A4
{Amiconi et al., 1975), enquanto que 0
efeito Bohr acido, ou reverso, é apresen-
tado em algumas hemoglobinas de anfi-
bios (Manwell, 1960) e de alguns peixes
{(Riggs, 1970).

Do ponto de vista da fisiologia
animal, o efeito Bohr é discutido como
sendo um mecanismo que permite a
manutencdo de um certo nivel de oxigé-
nio no sangue, mesmo que haja grande
anoxia tecidual, pois com a diminuicdo
do pH do tecido, pelo aumento de CO,,
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acido lactico, etc., haverd diminuicdo da
afinidade da hemoglobina pelo oxigénio,
facilitando a liberacdo do mesmo. Esse
mecanismo garante um eficiente trans-
porte do oxigénio para todas as regides
(tecidos) do organismo, o que ndo seria
tdo eficiente com as hemoglobinas que
ndo apresentam efeito Bohr (Riggs,
1976).

Do ponto de vista molecular, o efeito
Bohr, apesar de bastante estudado, con-
tinua ainda sendo objeto de discussio e
estudos. Por um lado, ele é apresentado
como consequéncia da liberacdo de
protons durante a desoxigenacdo da
molécula (Wyman, 1948), avaliada em
0,25 protons/fheme no reverso e 0,6
protons’/heme no normal (Wyman,
1964), porém o grupo ou 0s grupos que
sdo ionizaveis nesse processo ainda ndo
estdo identificados. O mecanismo pro-
posto por Perutz {(1970) explica que no
processo de oxigenacdo ocorrem altera-
¢des conformacionais na molécula e,
conseqlientemente, quebra de pontes
salinas, o que implica na alteracdo do pK

.de alguns grupos devido as mudancas de

interacOes eletrostaticas, promovendo a
captacdo de protons. Em outras palavras,
tanto a oxihemoglobina como a desoxi-
hemoglobina apresentam afinidade por
fons, fendmeno esse denominado intera-
coes heterotrépicas (Benesch et al.,
1968), mas em pH fisioldgico, a desoxi-
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hemoglobina apresenta maior afinidade
por esses ions, o que explica a protona-
¢do de grupos quando a hemoglobina
perde o oxigénio. :

A existéncia, ou ndo, do efeito Bohr
nas hemoglobinas de um determinado
animal é um dado que contribui para
avaliar a sua atividade fisiologica (Riggs,
1970). Aiém disso, o conhecimento do
efeito Bohr, bem como da afinidade da
molécula pelo ligante, sua cooperativi-
dade e a acdo de moduladores alostéri-
cos, sdo dados que colaboram para a
melhor elucidacdo das necessidades respi-
ratorias do animal, e para o estudo da
correlagio das propriedades funcionais
com as propriedades estiuturais da
molécula.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas solu¢des de hemo-
globinas das seguintes espécies de peixes
marinhos:  Scomberomorus  cavalla,
Scomberomorus brasiliensis, Lutjanus
synagris, Euthynnus alletteratus, Caranx
hippos e Ginglymostoma cirratum, t0dos
adultos e oriundos do litoral cearense,
adjacéncias de Fortaleza. O sangue dos
animais foi colhido e colocado em
frascos contendo solucdo de cloreto de
sodio e citrato de sédio, para uma con-
centragdo final de 02 M e 0,35 M,
respectivamente. As hemacias foram
lavadas 3-4 vezes com solucdo de cloreto
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de s6dio 0,2 M contendo EDTA 10— 3M,
e hemolisadas com solugdo de EDTA
10-3M. A separacdo do estroma celular
foi feita por centrifugacdo a 3.000 rpm,
por 20-30 minutos. A solucdo de hemo-
globina obtida foi submetida a croma-
tografia de exclusdo molecular e croma-
tografia de troca idnica {(Vieira et al.,
1983), a fim de se obter uma solucdo
isenta de meduladores alostéricos.

Os estudos da afinidade da hemogio-
bina pelo oxigénio foram feitos usan-
do-se solucdo de hemoglobina 10~ M
isenta de cofatores, diluida em tampao
tris-acetato 0,05 M, com o pH variando
de 6,9 a 8,0, e utilizando-se técnics
espectrofotométrica associada a técnica
tonométrica {Rossi-Fanelli & Antonini,
1958).

0 efeito Bohr foi determinado
através do grafico onde foram colccados,
na abscissa, os valores de pH e, na
ordenada, os valores de log Pgq, obser-
vando-se o aspecto da curva, isto é, a
orientacdo do efeito Bohr (normal ou
reverso), e o seu valor foi caiculado por:

FaY lOg PSO
A pH

RESULTADOQOS E DISCUSSAQ
Os testes do equilibrio de oxigénio

em fungdo do pH nos hemolisados de
eritrécitos das diferentes espécies em

TABELA |

Valores de P50 {pressdo de oxigénio suficiente para saturar 50% das moléculas) dos hemolisados de eritrocitos
isentos de ions,de diferentes espécies de peixes marinhos, usando tampdo tris-acetato 0,05 M em diferentes pHs.

. . Pgg (mm de Hg)
Espécie
pH 6.9 pH 75 pH 8,0
Scomberomorus cavalla 7,22 4,89 3,63
Scomberomarus brasiliensis 13,80 8,31 4.47
Euthynnus alletteratus 8,51 2,34 0,83
Caranx hippos 3,16 1,62 1,20
Gynglymostoma cirratum 3,23 1,15 0,46
Lutjanus synagris 2,69 2.34 2,04
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TABELA 11

Valores do efeito Bohr (H™) dos hemolisados de
eritrocitos de peixes marinhos, isentos de ions em
tampéo tris-acetato 0,05 M, entre os pHs 6,9 ¢ 8,0.

Espécie nt
Scomberomorus cavalla —-0,27
Scomberamaorus brasiliensis — 0,44
Euthynnus alletteratus -092
Caranx hippos —-0,38
Gynglymostoma cirratum —-0,78
Lutjanus synagris — 0,1
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estudo revelaram distintos valores de
Pgg . expressos em mm de Hg, nos dife-
rentes pHs testados, os quais estdo apre-
sentados na tabela |. O aspecto da curva
dada pelos valores log Pgg, em fungdo
dos valores de pH, estd apresentado na
figura 1. A avaliagdio do efeito Bohr
dessas hemoglobinas em tampdo tris-ace-
tato 0,05 M, na faixa de pH entre 6,9 e
8,0, apresentou sempre resultados de
efeito Bohr normal, isto é, valores nega- .
tivos, que estdo expressos na tabela Il

Assim, podemos observar que as
hemoglobinas de E£. alletteratus e de
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Figura 1 — Efeito Bohr das hemoglobinas estudadas em tampdo bis-trislactato 0,05 M, pH variando de 7,0 a 8,0.
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G. cirratum sdo as que apresentam maior
efeito Bohr dentro da faixa de pH estu-
dada, enquanto que as hemoglobinas
de L. synagris mostraram a existéncia de
um efeito Bohr 7-9 vezes menor. Esses
resultados nos fazem supor que os indi-
viduos das espécies £. alletteratus e
G. cirratum possuem uma atividade fisio-
I6gica bem maior que os individuos da
espécie L. synagris, baseados na afirma-
¢cdo de Riggs (1970), que correlaciona
" diretamente a atividade do animal com o
efeito Bohr.

E, também. interessante observar que
para essas hemoglobinas atingirem 50%
de saturagdo nas condicOes estudadas, a
pressdio de oxigénio varia grandemente
entre os pHs 7,0 e 7,5, isto é, dentro da
faixa considerada como fisiolégica.
Nessas condigOes, a pressio de oxigénio
necessaria para saturar 50% das molécu-
las de hemoglobina varia 4 vezes, no caso

das hemoglobinas de E. alletteratus por
exemplo.

As necessidades de oxigénio sdo,
entdo, grandemente alteradas quando o
animal estd em stress e, consegliente-
mente, em acidose tecidual. A demanda
de oxigénio para os tecidos &, nessas
condi¢des, mais facil uma vez que a afi-
nidade da hemoglobina é menor e, conse-
quentemente, a liberagdo do oxigénio
por ela transportado é mais vidvel, facili-
tando a oxigenagdo dos tecidos e restabe-
lecendo o pH normal pela eliminagio do
CO, (que se faz melhor na presenca da
desoxihemoglobina) e degradacio do
acido lactico.

O pequeno efeito Bohr observado
nas hemoglobinas de L. synagris nos faz
supor ser essa espécie de menor atividade
fisiologica dentre as estudadas, dei-
xando-nos, contudo, com algumas
ddvidas quanto a possibilidade de existir
outros mecanismos que possam também
controlar o transporte do oxigénio,
como é o caso dos polifosfatos (Benesch
&  Benesch, 1969), que em algumas
hemoglobinas, tém a capacidade de
induzir a diminuicdo de sua afinidade
pelo ligante em pH acido. Experiéncias
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nesse sentido estdo sendo realizadas, bem
como estudos a respeito do efeito Root
das hemoglobinas dessas espécies.

SUMMARY

English title: Functional properties
of hemoglobins of marine fishes. 1l —
Bohr effect.

The study of the affinity of hemo-
globins of erythrocytes, in a few marine
fishes, for oxygen at different pH values
has shown the existence of norma/ Bohr
effect in all studied species, which live
off northeastern Brazil.

The estimation of Pgg and log Pgg
has been carried out in trisacetate
0.05 M buffer, pH from 6.9 to 8.0,
always making use of hemoglobin
solution 107®M free of ions. All
studied hemoglobins showed Pgy varia-
tion when the pH was made to vary.

The calculation of Bohr effect values
was performed through the formula:

Wt = A log Pgg
A pH
Bohr effect values ranged from

— 0.11 to — 0.92, the lowest one being
observed in hemolytic solution of
erythrocytes of L. synagris, while the
highest one was observed in hemolytic
solution of £. alletteratus.

Those results have been explained
as a probable outcome of a greater
physiological activity performed by
E. alletteratus.

The other species — S. cavafla, S.
brasiliensis, G. cirratum and C. hippos —
presented an intermediate Bohr effect.
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