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RESUMO 

 

A composição celular do sangue, em sua expressão quantitativa e qualitativa, bem como 

as propriedades funcionais das hemoglobinas apresenta aspectos característicos de 

adaptação ao ambiente aquático, auxiliando a compreensão da adaptabilidade dos peixes 

ao ambiente. O presente estudo teve como objetivo a análise do sangue periférico e a 

caracterização estrutural e funcional (in vitro) das hemoglobinas do peixe pulmonado 

Lepidosiren paradoxa e do peixe de respiração aérea facultativa Hoplerythrinus 

unitaeniatus coletados nos arredores de Cuiabá, MT. Para tanto foram determinadas as 

variáveis hematológicas, as concentrações plasmática de íons, glicose, proteínas e 

osmolalidade, a análise biométrica e morfológica das células sanguíneas, o padrão 

eletroforético das hemoglobinas, o efeito Root, a quantificação e o efeito dos 

moduladores alostéricos (IHP, ATP, GTP, 2,3 - BPG e NaCl) na modulação da 

afinidade das hemoglobinas ao oxigênio e a afinidade das hemoglobinas em 

experimentos de equilíbrio de oxigenação em sangue e stripped à 4
o
C, 21

o
C e 40

o
C. As 

células sanguíneas de L. paradoxa são excepcionalmente grandes e pouco numerosas 

comparadas as de H. unitaeniatus. Os valores de hematócrito e pH sanguíneo foram 

similares nas duas espécies. O número de eritrócitos foi mais baixo em L. paradoxa (52 

10
3
 ± 17 L

-1
) do que em H. unitaeniatus (2386 10

3
 ± 370 L

-1
). Os índices 

hematimétricos, volume corpuscular médio e hemoglobina corpuscular média foram 

maiores em L. paradoxa enquanto que a concentração de hemoglobina corpuscular 

média e a concentração de hemoglobina foram maiores em H. unitaeniatus. Dentre os 

leucócitos, em L. paradoxa os linfócitos (65,00 ± 4,00 %) foram os mais freqüentes, 

seguidos dos eosinófilos (19,00 ± 3,00 %), neutrófilos (12,00 ± 2,00 %), monócitos 

(2,00 ± 0,60 %) e basófilos (1,40 ± 0,40 %). Em H. unitaeniatus os linfócitos também 

foram os mais freqüentes (85,14 ± 3,21 %) seguidos dos neutrófilos (12,00 ± 3,00 %) e 

monócitos (2,90 ± 1,23 %). Em L. paradoxa os níveis plasmáticos de Na
+
, Mg

+2
, glicose 

e proteínas totais foram significativamente menores aos observados em H. unitaeniatus. 

Não houve diferenças significativas nos valores de K
+
, Ca

+2
, Cl

-
 e osmolaridade 

plasmática entre as duas espécies. O padrão eletroforético em gel de amido para L. 

paradoxa, mostrou a presença de dois componentes, um maior lento, e outro menor 

rápido, em H. unitaeniatus foram identificados 6 componentes anódicos com diferentes 

concentrações, sendo 3 componentes lentos e 3 componentes rápidos. Nas espécies 

estudadas as hemoglobinas stripped nas três temperaturas e na presença dos 

moduladores, mostraram efeito Bohr normal. Em L. paradoxa os valores de Hill foram 

próximos de 2,00 indicando cooperatividade e ausência de efeito Root; em H. 

unitaeniatus os valores de Hill próximos de 1,50, indicaram baixa cooperatividade e 

presença de efeito Root. A afinidade das hemoglobinas ao oxigênio mostrou-se maior à 

medida que se diminuiu a temperatura. O 2,3 - BPG foi pouco efetivo na modulação das 

hemoglobinas de ambas as espécies, já os moduladores IHP, GTP, ATP e NaCl atuaram 

como moduladores negativos, sendo a modulação mais efetiva em H. unitaeniatus. Não 

detectamos 2,3 - BPG e o ATP foi o principal nucleotídeo intra-eritrocitário para as 

duas espécies sendo aproximadamente 2 vezes superior ao GTP. Em L. paradoxa foi 

detectado pequena quantidade IP2, em H. unitaeniatus não detectamos a presença de 

inositóis. Os resultados mostram diferenças marcantes entre as células de L. paradoxa e 

H. unitaeniatus e a capacidade de adaptação molecular das hemoglobinas destas 

espécies às condições fisiológicas e ambientais a que estão sujeitas. 



 

 

ABSTRACT 

 

The blood cell composition in their qualitative and quantitative aspects as well as the 

functional properties of hemoglobin (Hb) shows characteristic of adaptation to the 

aquatic environment, aiding the understanding of the adaptability of the fish to the 

environment. The present study aimed to analyze the peripheral blood cells and the 

structural and functional characterization (in vitro) of hemoglobins of the South 

American lungfish, Lepidosiren paradoxa and facultative air-breathing fish H. 

unitaeniatus collected nearby Cuiaba, MT. The hematological variables, blood cell size, 

plasma ions, glucose and protein concentrations and the osmolality as well as the 

electrophoretic patterns of Hbs, the Root effect, quantification and the effect of 

allosteric modulators (IHP, ATP, GTP, 2.3 - BPG and NaCl) of the affinity of Hb to 

oxygen and Hb affinity in experiments of oxygenation in the blood stripped to and 4
o
C, 

21
o
C and 40

o
C. The blood cells of L. paradoxa are exceptionally large and not 

numerous compared to H. unitaeniatus. The hematocrit and blood pH were similar in 

the two species. The erythrocyte number was lower in L. paradoxa (52 .10
3
 ± 17 L

-1
) 

than in H unitaeniatus (2386 .10
3
 ± 370 L

-1
). The hematimetric indexes mean 

corpuscular volume and mean corpuscular Hb were higher in L. paradoxa while the 

mean corpuscular Hb concentration and Hb concentration were higher in H. 

unitaeniatus. Among the white blood cells, in L. paradoxa, the lymphocytes (65.00 ± 

4.00 %) were the most frequent cells, followed by eosinophils (19.00 ± 3.00 %), 

neutrophils (12.00 ± 2.00 %), monocytes (2.00 ± 0.60 %) and basophils (1.40 ± 0.40 

%). In H. unitaeniatus lymphocytes were also the most frequent cells (85.14 ± 3.21 %) 

followed by neutrophils (12.00 ± 3.00 %) and monocytes (2.90 ± 1.23 %). In L. 

paradoxa the Mg
+2

, glucose and total protein plasma levels were significantly smaller 

than in H. unitaeniatus. There were no significant differences in the levels of K
+
, Ca

+2
, 

Cl
-
 and osmolarity of plasma and between both species. Two Hb components, one major 

and another minor band was identified in L. paradoxa and another smaller; in H. 

unitaeniatus 6 anode components being 3 slow components and 3 fast component have 

been identified at different concentrations. In both species the stripped Hbs in three 

temperatures and in the presence of modulators, showed normal Bohr effect. In L. 

paradoxa cooperatively values were near 2.00 indicating cooperatively and absence of 

effect of Root; in H. unitaeniatus the cooperatively values were near 1.50, indicating 

low cooperatively and presence of Root effect. The affinity of Hb-oxygen proved be 

higher as decreased the temperature. The 2.3 - BPG was little effective in modulate the 

Hb in both species. The IHP ATP, GTP, and NaCl acted as negative modulators, being 

more effective in the modulation of Hb of H. unitaeniatus. The 2.3 - BPG was not 

detected in H. unitaeniatus and the ATP was the primary nucleotide intraeritrocitário for 

the two species being approximately 2 times higher than the GTP. In L. paradoxa was 

detected small amount IP2, but not in H. unitaeniatus. Our results show marked 

differences between the blood cells of L. paradoxa and H. unitaeniatus and the ability 

of adaptation of Hbs to environmental conditions to which they living. 
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CAPÍTULO 1 

 

 

INTRODUÇÃO GERAL 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Os organismos não poderiam existir independentemente do ambiente; ao utilizar 

os recursos ambientais necessitam ser capazes de enfrentar as adversidades que os 

mesmos podem apresentar (DEJOURS, 1981).  

Dentre os vertebrados, os peixes são os que apresentam maior diversidade e 

número de espécies. Ocupam uma grande diversidade de habitats, que variam 

amplamente nas adversidades, tanto em relação às condições bióticas (predação, 

parasitismo, competição, disponibilidade de alimento) quanto abióticas (temperatura, 

pH, disponibilidade de oxigênio, salinidade e pressão) (WOOTTON, 1990). 

Estas características fizeram com que as diferentes espécies de peixes 

desenvolvessem diferentes estratégias que envolveram ajustes comportamentais, 

fisiológicos e moleculares, de forma a assegurar a sobrevivência no meio aquático e 

refletindo a versatilidade destes animais frente às flutuações ambientais (VAL, 1986; 

FERNANDES et al., 1999; VAL, et al., 2004). Muitos destes ajustes podem ser 

detectados através dos estudos hematológicos e das propriedades estruturais e 

funcionais de suas hemoglobinas.  

O sangue constitui uma das grandes forças homeostáticas do organismo 

(SCHMIDT-NIELSEN, 1996) atua na defesa, distribui calor, transporta gases, 

nutrientes e produtos de excreção promovendo relativa estabilidade interna do 

organismo e responde sensivelmente a vários fatores tais como pressão osmótica, pH, 

temperatura, níveis de certos hormônios, concentração de CO2 e O2 dissolvido, 

sazonalidade e estresse (KALASHNIKOVA, 1976; VAL et al., 1996; RANZANI-

PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).  
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Segundo RANZANI-PAIVA e GODINHO (1985) e AZEVEDO et al. (2006) os 

estudos comparativos da composição e da função dos componentes do sangue são de 

fundamental importância na avaliação das condições fisiológica, bioquímica e 

patológica dos peixes, podendo ser utilizados, para a compreensão das variações 

filogenéticas, do modo de vida e de outros aspectos relacionados às adaptações 

fisiológicas dos animais (MUNKITTRICK e LEATHERLAND, 1993; RANZANI-

PAIVA et al., 1997; TAVARES-DIAS e MORAES, 2004; MELO et al., 2006; 

FRANÇA et al., 2007; SOSO et al., 2007), fornecendo subsídios importantes para a 

compreensão da fisiologia comparativa (LARSON et al., 1976; RANZANI-PAIVA et 

al., 2003; SOUZA e FONTANETTI 2006; TAVARES-DIAS e MORAES, 2007).  

 Sendo assim os estudos hematológicos que determinam à composição 

morfológica do sangue, em sua expressão quantitativa e qualitativa bem como suas 

propriedades funcionais apresentam aspectos característicos de adaptação ao ambiente 

aquático, auxiliando a compreensão da relação entre as características sanguíneas, a 

atividade física, os hábitos e a adaptabilidade dos peixes ao ambiente (RANZANI-

PAIVA e GODINHO, 1983; VAL, 1986; TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).  

 Estudos relacionados às variáveis da série vermelha, tais como número de 

eritrócitos (RBC), hematócrito (%), concentração de hemoglobina ([Hb]), volume 

corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentração de 

hemoglobina corpuscular média (CHCM) e a caracterização estrutural e funcional de 

suas hemoglobinas (Hb) tem sido de grande importância na identificação de processos 

anemiantes (MAHONEY e McNULTY, 1992) e na compreensão da fisiologia 

respiratória dos peixes. 

 Um exemplo que podemos citar são as espécies de peixes que vivem em águas 

doces tropicais, que são caracterizadas por uma combinação de altas temperaturas, baixa 
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concentração de oxigênio na água e variações de pH. Em tais ambientes instáveis, onde 

a situação torna-se drástica, tanto os peixes de respiração exclusivamente aquática 

quanto os de respiração aérea mostram respostas que integram os diferentes níveis de 

organização biológica (KALININ et al., 1996; FERNANDES et al., 1999), propiciando 

a manutenção de um suprimento constante de O2 para os tecidos.  

 Segundo POWERS (1980), nestes ambientes, o sistema de captação e liberação 

de O2 tem que ser bastante ajustados. Para isso os peixes podem utilizar algumas 

estratégias, tais como: aumentar a concentração de Hb e do RBC (TAVARES-DIAS et 

al., 2008), apresentar Hb termicamente insensíveis, como ocorre no atum (BRUNORI, 

1966); apresentar Hb com diferentes sensibilidades térmicas (BRUNORI, 1975), ou 

ainda, variar o nível de moduladores alostéricos (GREANEY e POWERS, 1977; 

OLIANAS et al., 2005) aumentando ou diminuindo a afinidade das Hb ao oxigênio. De 

acordo com WELLS et al. (1997), as Hb dos peixes exibem grande flexibilidade e, 

mudanças nos fatores citados podem modificar a afinidade Hb-O2, ajustando a 

transferência desse gás conforme as necessidades fisiológicas e condições ambientais 

(POWERS, 1980; SOUZA, 2007).  

 Destacamos ainda os estudos relacionados com as variáveis leucocitárias, que 

participam do sistema imunológico bem como as variações na concentração iônica 

plasmática que também têm sido utilizadas como ferramentas úteis para se determinar 

as características sanguíneas dos peixes (CENTENO et al., 2007; TAVARES-DIAS et 

al., 2007; TAVARES-DIAS e MORAES 2007).  

 Estas análises fornecem informações relevantes sobre o indivíduo e sua 

população, de forma a relacioná-las ao modo de vida dos mesmos, podendo ainda ser 

empregadas no diagnóstico de processos infecciosos (RANZANI-PAIVA e EIRAS, 

1992) e outros estados de desequilíbrio homeostático, fornecendo assim subsídios 
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importantes para o auxílio do diagnóstico e prognóstico de condições mórbidas em 

populações de peixes (MODRÁ et al., 1998). 

   Verifica-se que as diferentes espécies de peixes, mesmo que do mesmo gênero, 

na maior parte dos casos, apresentam variações quanto aos valores quantitativos e 

qualitativos dos elementos sanguíneos. Tais variações intra-específicas podem ser 

atribuídas às diferentes características de comportamento, hábitat, hábito alimentar, 

clima e outros fatores (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).  

 Neste contexto o presente estudo analisou as características hematológicas com 

ênfase nas hemoglobinas de duas espécies, o peixe pulmonado Lepidosiren paradoxa, 

como um representante Sarcopterygii, com respiração aérea obrigatória, e o jeju, 

Hoplerythrinus unitaeniatus, uma espécie da família Erithrynidae, com respiração aérea 

facultativa. Estas espécies apresentam diversidade do modo de respiração utilizando os 

pulmões e as brânquias, respectivamente, como principal órgão respiratório; e utilizam a 

pele e bexiga natatória como órgãos acessórios para a respiração aérea, sendo 

consideradas espécies altamente tolerantes a variações ambientais, principalmente em 

relação à hipóxia e exposição ao ar (MARIANO et al., 2009). 

  Em seus ambientes naturais, essas espécies de peixes, são encontradas tanto em 

locais bem oxigenados quanto em regiões com baixas concentrações de oxigênio 

(CONANT, 1986). Estes ambientes podem ser sazonais e transientes, assim, a 

progressiva diminuição dos corpos de água, até seu completo desaparecimento faz com 

que L. paradoxa se enterre no lodo estivando por vários meses e que H. unitaeniatus 

migre por terra em busca de novos ambientes (KERR, 1898; LOWE-McCONELL, 

1987) características que tornam as espécies um modelo experimental adequado para o 

estudo aqui proposto.  



 5 

 A análise comparativa das variáveis hematológicas bem como a caracterização 

estrutural e funcional de suas hemoglobinas contribuirá para compreensão de possíveis 

mecanismos reguladores no padrão de vida das referidas espécies frente às variações 

ambientais, sendo o entendimento deste tipo de indicador em peixes uma poderosa 

ferramenta complementar nos estudos sobre a biologia destas espécies. 

 Na literatura, poucos são os estudos hematológicos que abordam a morfologia, a 

morfometria, a classificação das células sanguíneas e estudos hemoglobínicos destas 

espécies. Alguns trabalhos referentes às propriedades funcionais das Hbs ao efeito do 

pH no equilíbrio e cinética de união de oxigênio e monóxido de carbono às 

hemoglobinas destas espécies foram desenvolvidos na expedição Alpha Helix (RIGGS, 

1979), com os espécimes em seu ambiente natural. Outros realizados com os espécimes 

em cativeiro (JOHANSEN e LENFANT 1967; PERRY et al., 2004; BASSI et al, 2005) 

estudaram as funções respiratórias e avaliaram as propriedades hemoglobínicas de L. 

paradoxa e H. unitaeniatus e RIBEIRO et al. (2007), que analisaram o leucograma de 

L. paradoxa. 

Assim, os dados obtidos visam ampliar os conhecimentos biológicos sobre estas 

duas espécies e servir de subsídios para estudos comparativos posteriores.  

1.2 Considerações sobre as espécies 

1.2.1 Lepidosiren paradoxa – Pirambóia (Figura 1) 

 

 Os peixes dipnóicos pertencem à subclasse Sarcopterygii (peixes de barbatanas 

lobadas), ordem Dipnoi, e constituem atualmente seis espécies de água doce agrupadas 

em três gêneros, Lepidosiren, encontrado na América do Sul, Protopterus, na África e 

Neoceratodus, na Austrália. Estes animais foram dominantes durante a era Paleozóica e 

os primeiros registros fósseis remontam ao período Devoniano. Estes peixes utilizam 

como órgão primário de respiração um pulmão especializado capaz de captar o oxigênio 
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diretamente do ar atmosférico e despertaram o interesse por possuírem características 

intermediárias entre peixes e anfíbios, formando um elo de transição entre os 

vertebrados de respiração aquática para os de respiração aérea (ROMER 1979; 

ZARDOYA et al., 1998; TOYAMA et al., 2000). 

 L. paradoxa, tem respiração aérea obrigatória, a superfície branquial é muito 

reduzida (MORAES et al., 2005) de forma que a absorção de O2 não atende a demanda 

metabólica mesmo em águas bem aeradas (ABE e SETFFENSEN, 1996). Entretanto, 

segundo GRAHAN (1997), apesar do pulmão de L. paradoxa ser o principal órgão para 

a absorção de O2, a maior parte do CO2 respiratório é eliminado pelas brânquias, as 

quais também exercem um papel importante no equilíbrio iônico (BURGGREN e 

JOHANSEN, 1986).  

 Esta espécie é encontrada tanto na região tropical nas bacias dos rios Amazonas 

e Paraguai como subtropical no Pantanal da América do Sul, geralmente em águas 

hipóxicas (CONANT, 1986; LOWE-McCONNELL, 1987; POUGH et al., 1999).  

Apresenta movimentos lentos, é carnívora, costuma alimentar-se de pequenos peixes e 

moluscos do gênero Ampullaria sp.  

Durante a estação de seca, quando as lagoas secam, enterram-se no, lodo e 

estivam (KERR, 1898; CARTER e BEADLE, 1930), desenvolvendo estratégias 

metabólicas para enfrentar as variações que ocorrem periodicamente em seu ambiente 

de inundações e secas; apresenta uma abundante secreção de muco na fase pré-estival 

sem, no entanto, formar casulo como pulmonado africano Protopterus (MIMURA, 

1975; ABE e SETFFENSEN, 1996).  

No período estival os animais geralmente perdem peso (MIMURA, 1975), e a 

tomada de O2, tanto através dos pulmões quanto pelo tegumento, diminui (ABE e 

SETFFENSEN, 1996). Segundo HARDER et al. (1998), há uma fase inicial de 
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estivação onde ocorre aumento na freqüência respiratória. MESQUITA-SAAD et al. 

(2002) mostraram que os músculos esquelético e cardíaco revelaram alta capacidade 

anaeróbica no período de estivação, quando as enzimas LDH, MDH e CS mostram 

níveis bastante inferiores (indicando supressão metabólica) em relação aos animais 

ativos. Na estação das chuvas, (setembro e dezembro) o peixe cessa a estivação e se 

reproduz. A larva assemelha-se ao girino de um anfíbio, com cabeça pouco 

desenvolvida, quatro pares de brânquias externas. 

Os juvenis não apresentam respiração aérea obrigatória (GRAHAM, 1977). 

Durante o desenvolvimento as brânquias externas são perdidas, aumentando 

gradualmente a dependência pela respiração aérea, que passa a ser nos adultos, 

responsável por mais de 90 % do O2 obtido, ficando as brânquias restritas à excreção de 

CO2 (OLSON, 1994) e trocas iônicas (LAURENT et al., 1978).  

As brânquias de L. paradoxa diferem da maioria dos outros peixes, não 

apresentam células cloreto e cinco pares de arcos branquiais curtos que decrescem de 

tamanho no sentido antero-posterior (MORAES et al., 2005). Segundo MORAES et al. 

(2005), uma das poucas similaridades com os outros peixes é a presença de células 

mucosas no epitélio branquial. Segundo CARTER e BEADLE (1930), as alterações nas 

estruturas das brânquias de L. paradoxa refletem a redução da sua função na respiração, 

associada à natureza abrasiva e ao alto nível de CO2 e íons nas águas barrentas onde 

esses peixes vivem. 

L. paradoxa possui um par de pulmões situados na linha mediana corpórea com 

barreira de difusão ar-sangue muito reduzida (MORAES et al., 2005) e produzem um 

surfactante que funciona como um antiaderente, diminuindo a tensão superficial nas 

trocas gasosas (DANIELS et al., 1986; ORGEIG e DANIELS, 1995). A epiderme 

apresenta um epitélio estratificado com 6 a 10 camadas celulares e distância de difusão 
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142,03 m. O coração tem o átrio dividido em duas câmaras e o ventrículo parcialmente 

dividido, apresentando uma divisão maior que de qualquer anfíbio.  

As pirambóias, diferentemente dos peixes teleósteos, não possuem 

quimiorreceptores externos para O2, entretanto, da mesma forma que os vertebrados 

terrestres, apresentam quimiorreceptores centrais de pH, que participam do controle de 

seu equilíbrio ácido base e, de suas respostas ventilatórias frente à hipercapnia ambiente 

(SANCHEZ e GLASS, 2001; SANCHES et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1 - Exemplar adulto de Lepidosiren paradoxa - Pirambóia (FITZINGER, 1837), no tanque de 

aclimatação. (Foto: Wallice Luiz P. Ducan).      

 

1.2.2 Hoplerythrinus unitaeniatus - Jeju (Figura 2) 

 A família Erythrinidae (Characiformes) é uma pequena família de peixes 

caracídeos predadores considerados primitivos (GODOY, 1975). O grupo é exclusivo 

da América do Sul e é constituído por 3 gêneros e 17 espécies (OYAKAWA 2003, 

OYAKAWA e MATTOX, 2009).  

 No Brasil encontramos os três gêneros (GODOY, 1979) e um número reduzido 

de espécies: Erythrinus com duas espécies (Erythrinus erythrinus e Erythrinus kessleri), 

Hoplerythrinus, uma espécie (Hoplerythrinus unitaeniatus) e Hoplias, incluindo sete 

espécies (Hoplias aimara, Hoplias australis, Hoplias brasiliensis, Hoplias curupira, 

Hoplias lacerdae, Hoplias malabaricus e Hoplias microcephalus) (OYAKAWA e 

NETTO-FERREIRA 2007, OYAKAWA e MATTOX, 2009). 
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 Hoplerythrinus unitaeniatus é popularmente conhecido como jeju ou aimara 

(SMITH, 1979, LEAL et al., 2010), é territorialista (BRITSKI  et  al., 1999, 

WEITZMAN e MALABARBA 1998) e um predador ativo alimentando-se de pequenos 

peixes e insetos (GRAÇA e PAVANELLI 2004, MORAES  et  al., 2004). A 

distribuição geográfica do gênero abrange o Equador, Peru, Bolívia, Venezuela, 

Argentina, Bolívia, Panamá, Guiana Francesa, Paraguai, Trinidade e Tobago e Brasil 

(GODOY, 1979 e PIIPER, 1989; OYAKAWA 2003, OYAKAWA e NETTO-

FERREIRA 2007; OYAKAWA e MATTOX 2009). A espécie tem crescimento rápido; 

os indivíduos jovens vivem em pequenos cardumes e, em geral, ocorre em áreas de 

inundação temporária movendo-se correnteza abaixo com a queda do nível da água 

(LOWE McCONNELL, 1987). 

H. unitaeniatus possui coloração cinza amarronzada, com ventre claro a 

amarelado e um faixa longitudinal escura ao longo dos flancos; ocorrem em águas 

lênticas onde os fatores abióticos como temperatura, O2 dissolvido, pH, concentração de 

íons e CO2 na água variam consideravelmente (KRAMER, 1978) sendo capazes de se 

ajustar às mudanças ambientais (NELSON 1984; POLEZ  et  al., 2003). No Pantanal, é 

comumente encontrado nos corpos d’água temporários formados durante os períodos de 

estiagem e, no período de chuvas, pode passar de um rio ao outro através de zonas 

alagadas (IHERING, 2002) utilizando as nadadeiras para movimentar-se e, 

consequentemente ficam expostos ao ar atmosférico (FINK e FINK, 1978; KRAMER, 

1978; JUCÁ-CHAGAS, 2004; OLIVEIRA  et  al., 2004). A espécie apresenta 

respiração aérea facultativa utilizando a bexiga natatória ricamente vascularizada para a 

respiração aérea (AZEVEDO e GOMES, 1943; KRAMER, 1978; VAL e ALMEIDA-

VAL 1995; FERNANDES e MORON, 1996; GRAHAM 1997, JUCÁ-CHAGAS 2004; 

MARIANO et al., 2009). As brânquias possuem filamentos curtos com mais 
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freqüências de lamelas por milímitro de filamentos resultando uma reduzida área 

branquial (FERNANDES et al., 1994). Durante períodos de hipóxia severa e exposição 

ao ar o oxigênio é absorvido via bexiga natatória (MARIANO et al., 2009). Tal 

adaptação lhe confere uma resistência a períodos ocasionais de estiagem (AZEVEDO e 

GOMES, 1943). 

Figura 2 - Exemplar adulto de Hoplerythrinus unitaeniatus - Jeju (SPIX, 1829), no tanque de 

aclimatação. (Foto: Sandro E. Moron). 

 

3 OBJETIVOS 

 

 Considerando que as espécies estudadas apresentam diferentes modos de 

respiração e em seus ambientes enfrentam situações similares de estresse, o presente 

trabalho teve como objetivo, analisar comparativamente as variáveis hematológicas e 

principalmente hemoglobínicas de L. paradoxa e H. unitaeniatus, de forma a evidenciar 

possíveis relações entre as características sangüíneas e as possíveis respostas 

fisiológicas frente a diferentes condições impostas pelo ambiente, contribuindo para 

elucidação de possíveis mecanismos reguladores no padrão de vida das espécies em 

questão.  

Os objetivos específicos foram: 

a) Determinar as variáveis hematológicas incluindo série vermelha, série branca, 

trombócitos, concentrações plasmática de íons, glicose, proteínas e osmolalidade de L. 

paradoxa e H. unitaeniatus. 
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b) Realizar análise biométrica e morfológica das células sanguíneas de L. paradoxa e H. 

unitaeniatus, determinando o volume, o diâmetro maior e o diâmetro menor dos 

diferentes tipos de células e seus respectivos núcleos. 

c) Caracterizar, estrutural e funcionalmente (in vitro), as hemoglobinas de L. paradoxa e 

H. unitaeniatus, em relação a sua afinidade ao oxigênio, em sangue e em solução. 

d) Verificar o efeito dos moduladores, trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de 

guanosina (GTP), inositol hexafosfato (IHP), 2,3-bifosfoglicerato (2,3-BPG), íons 

cloreto (Cl
-
) e da temperatura, na modulação da afinidade da hemoglobina ao oxigênio. 

e) Determinar os fosfatos orgânicos (nucleotídeos e inositóis), presentes nos eritrócitos 

das espécies estudadas. 

 No capítulo 2, as células sanguíneas de L. paradoxa e H. unitaeniatus foram 

identificadas, quantificadas, medidas e descritas. Essas análises foram efetuadas 

concomitantemente à determinação das variáveis eritrocitárias, pH, concentração 

plasmáticas de íons (Na
+
, K

+
, Cl

-
, Ca

+2
 e Mg

+2
), glicose, proteínas totais e osmolaridade. 

 No capítulo 3, foram analisadas as características estruturais e funcionais das 

hemoglobinas de L. paradoxa e H. unitaenitus através de estudos eletroforéticos, análise 

in vitro do efeito dos moduladores intraeritrocitários (fosfatos e cloreto), da temperatura 

e do pH na afinidade das hemoglobinas ao O2 e a quantificação dos fosfatos 

intraeritrocitários. 
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CAPÍTULO 2 

 

 

VARIÁVEIS HEMATOLÓGICAS E CARACTERIZAÇÃO DAS CÉLULAS 

SANGUÍNEAS DO PEIXE PULMONADO Lepidosiren paradoxa (DIPNOI, 

FITZINGER, 1837) E DO PEIXE DE RESPIRAÇÃO AÉREA FACULTATIVA 

Hoplerythrinus unitaeniatus (CHARACIFORMES, SPIX, 1829) 

 

Resumo 

 

Os eritrócitos, leucócitos e trombócitos são os constituintes celulares do sangue e tem 

importante função na homeostase animal. O presente estudo analisou o sangue 

periférico do peixe pulmonado L. paradoxa e do peixe de respiração aérea facultativa H. 

unitaeniatus coletados nos arredores de Cuiabá, MT. As células sanguíneas de L. 

paradoxa são excepcionalmente grandes e pouco numerosas comparadas as de H. 

unitaeniatus. Os valores de hematócrito (Hct), hemoglobina (Hb) e pH sanguíneo foram 

similares nas duas espécies. O número de eritrócitos (RBC) foi mais baixo em L. 

paradoxa (52 10
3
 ± 17L

-1
) do que em H. unitaeniatus (2386 10

3
 ± 370L

-1
). O número 

e tamanho celular e os índices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM) e 

hemoglobina corpuscular média (HCM) foram maiores em L. paradoxa e a 

concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foi maior em H. 

unitaeniatus. Dentre os leucócitos, em L. paradoxa, os linfócitos (65,00 ± 4,00 %) 

foram os mais frequentes seguidos dos eosinófilos (19,00 ± 3,00 %), neutrófilos (12,00 

± 2,00 %), monócitos (2,00 ± 0,60 %) e basófilos (1,40 ± 0,40 %). Em H. unitaeniatus 

os linfócitos também foram os mais freqüentes (85,14 ± 3,21 %) seguidos dos 

neutrófilos (12,00 ± 3,00 %) e monócitos (2,90 ± 1,23 %). Em L. paradoxa os níveis 

plasmáticos Na
+
, Mg

+2
, glicose e proteínas totais foram significativamente menores 

quando comparados aos observados em H. unitaeniatus. Não houve diferenças 

significativas nos valores de K
+
, Ca

+2
, Cl

-
 e osmolaridade plasmática entre as duas 

espécies. Os resultados obtidos permitem concluir que L. paradoxa e H. unitaeniatus 

apresentam variações dos padrões hematológicos. 

 

 

 

Palavras chave: Células sanguíneas, índices hematimétricos, análises plasmáticas, 

concentração de hemoglobinas, contagem de eritrócitos, leucócitos e trombócitos. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Segundo VALENZUELA et al. (2003), a ictiohematologia pode ser definida 

como o estudo morfológico, bioquímico e funcional do sangue dos peixes, sendo 

ferramenta imprescindível na caracterização fisiológica das espécies em relação ao 

ambiente (MUNKITTRICK e LEATHERLAND, 1983; ATENCIO-GARCÌA et al., 

2007; ISHIKAWA et al., 2008).  

   Os estudos hematológicos em peixes tiveram inicio na tentativa de estabelecer 

valores normais e de determinar a posição das espécies na escala evolutiva 

(GLAZOVA, 1976). Posteriormente, contribuíram para o entendimento das relações 

entre as variações das características sanguíneas com fatores como higidez, 

metabolismo, modo de vida, condições alimentares, oscilações ambientais e outros 

parâmetros ecológicos (OMOREGIE, 1998; ROCHE e BOGÉ, 2000; SANCHO et al., 

2000; TAVARES-DIAS, 2002; MARTINS et al., 2004 a, b; De PEDRO et al., 2005; 

FALCON et al., 2007; DRUMOND et al., 2010). Sendo assim, os estudos 

hematológicos podem auxiliar na elucidação do processo de adaptação dos animais em 

seu ambiente facilitando a compreensão da fisiologia comparativa (RIOS et al., 2005; 

RANZANI-PAIVA et al., 2005; ISHIKAWA et al., 2008).  

 Segundo RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA (2004), a instabilidade da 

homeostase dos peixes aliada a uma série de outros fatores intrínsecos e extrínsecos 

causa grande variabilidade dos parâmetros hematológicos. TAVARES-DIAS e 

MORAES (2004) verificaram que diferentes espécies de peixes mesmo que do mesmo 

gênero, na maior parte dos casos, apresentam variações morfológicas e quantitativas dos 

elementos sanguíneos, com diferenças em relação ao seu tamanho, volume, 

concentração de hemoglobina e hematócrito. Segundo CAMPBELL e MURRU (1990), 

a variação dos parâmetros sanguíneos, como o tamanho e o número de eritrócitos 
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circulantes são verificados não apenas entre diferentes espécies, mas também pode ser 

observada entre indivíduos da mesma espécie habitando diferentes nichos, induzindo-os 

a adaptações fisiológicas.  

 De acordo com POUGH et al. (2003) o sangue é um tecido fluido composto de 

componentes celulares mergulhados em um plasma líquido. Segundo RANZANI-

PAIVA e SILVA-SOUZA (2004), nos peixes, os elementos figurados do sangue são 

compostos por eritrócitos, leucócitos e trombócitos cuja origem, desenvolvimento e 

função, principalmente dos leucócitos e trombócitos, não são ainda conhecidos por 

completo (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004). Vários autores relataram à 

necessidade da caracterização dos eritrócitos, trombócitos e leucócitos sanguíneos e a 

determinação dos valores basais para as diversas espécies de peixes (TAVARES-DIAS 

e MATAQUEIRO 2004; AZEVEDO et al., 2006; ATENCIO-GARCÍA et al., 2007). 

 Os eritrócitos dos peixes são ovais, tem núcleo central acompanhando o formato 

da célula, com cromatina compacta, exceto os eritrócitos de lampreia, que são 

bicôncavos, semelhantes aos de mamíferos. O tamanho médio destas células é variável 

entre os peixes (ELLIS, 1977) e o citoplasma abundante apresenta-se acidófilo. Os 

eritrócitos maduros são as células mais numerosas no sangue periférico dos peixes, 

porem é comum à presença de eritrócitos imaturos (RANZANI-PAIVA e SILVA-

SOUZA, 2004; TAVARES DIAS e MORAES, 2004) havendo um equilíbrio entre os 

tipos de células. A quebra deste equilíbrio pelo excesso de células imaturas sugere a 

existência de alguma perturbação na sua maturação (SADO, 2008). A principal função 

dos eritrócitos é o transporte de O2 e parte do CO2, através do pigmento respiratório a 

hemoglobina, sendo que qualquer deficiência ou alteração nos eritrócitos será traduzida 

como deficiência de O2 nos tecidos (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004; 
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SADO, 2008). Sendo assim a análise de seu eritrograma permite o conhecimento da 

capacidade respiratória da espécie (TAVARES DIAS et al., 2008).  

 De acordo com SENS (2009), três dados hematológicos da série vermelha que 

são considerados primários indicam a capacidade de transporte de oxigênio através do 

sangue e da utilização do mesmo pelo organismo, são eles: a concentração de 

hemoglobina ([Hb]), o hematócrito (Hct) e o número de eritrócitos (RBC). Além de 

mostrarem o estado fisiológico dos peixes, esses dados hematológicos são utilizados no 

controle de patologias e de estresse de qualquer natureza (MARTINEZ et al., 1994).  

 Dos dados citados acima derivam os índices: o volume corpuscular médio 

(VCM), hemoglobina corpuscular médio (HCM) e concentração de hemoglobina 

corpuscular média (CHCM). O VCM que expressa o volume médio dos eritrócitos é 

usado para indicar o estado osmorregulatório e esta diretamente envolvida com a 

dinâmica cardíaca e com o fluxo sangüíneo. O HCM indica o peso médio de 

hemoglobina por eritrócito e demonstra como está a função respiratória. Por fim, o 

CHCM é simplesmente a concentração de hemoglobina por 100 mL de eritrócitos 

(HOUSTON, 1990). 

 O volume de eritrócitos do sangue pode ser expressa como hematócrito ou 

número de células por volume sanguíneo e varia de 20 a 40 % na maioria dos peixes. O 

número de eritrócitos também varia de acordo com o grupo, desde 60 x 10
3
 L

-1 

(elasmobrânquios) a 3870 x 10
3
 L

-1 de sangue em teleósteos (LARSSON et al., 1976). 

Em teleósteos e elasmobrânquios, a concentração de hemoglobina do sangue está 

relacionada com o hábito ecológico das espécies havendo espécies com valores abaixo 

de 3,20 %, e outras com valores acima de 15,40 % (JOHANSEN et al., 1978 b; 

MOURA, 1994).  
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 Segundo TAVARES-DIAS (2003), existe uma relação inversa entre o tamanho 

dos eritrócitos e a habilidade natatória de teleósteos marinhos, bem como o porte da 

espécie. O tamanho e o número dos eritrócitos refletem a posição da escala evolutiva 

sendo que os maiores eritrócitos, assim como, seu menor número são observados em 

vertebrados primitivos na escala zoológica (TAVARES-DIAS, 2003). 

 Os trombócitos são células equivalentes às plaquetas em mamíferos, porém 

estruturalmente diferentes (TAVARES DIAS e MORAES 2004) podendo ter formas 

elípticas, arredondadas, ovais ou fusiformes, com núcleo que acompanha o formato da 

célula (RANZANI PAIVA e SILVA-SOUZA 2004).  

 Os leucócitos são as células responsáveis pela defesa humoral e celular do 

organismo (TAVARES-DIAS e MORAES, 2007), os quais utilizam à via sanguínea 

para realizar o monitoramento de possíveis infecções causadas por diferentes patógenos. 

Essas células integram diferentes linhagens celulares nas quais podem ser diferenciados 

morfologicamente pela presença ou ausência de granulação, assim como, pelas suas 

características morfológicas, tintoriais e citoquímicas (SATAKE et al., 2009). 

 Linfócitos, neutrófilos, eosinófilos, monócitos e basófilos são os leucócitos 

usualmente observados na circulação dos peixes (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004). 

Os linfócitos são os leucócitos mais numerosos na circulação sanguínea em diversas 

espécies de peixes (SADO, 2008). Os linfócitos são predominantemente arredondados, 

com núcleo ocupando quase toda célula e com citoplasma geralmente apresentando 

projeções que conferem contorno irregular e coloração basofílica (TAVARES-DIAS e 

MORAES, 2004; RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004). Segundo CLEM et al. 

(1991), os linfócitos de peixes possuem características e funções próximas às 

determinadas para animais superiores. Essas células são responsáveis pela resposta 

imune específica humoral e celular, promovendo a produção de anticorpos e o aumento 
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da capacidade citotóxica, atuando no processo de memória imunológica e promovendo a 

liberação de fatores reguladores da função imune como as linfocinas (YOSHINAGA et 

al., 1994). Os neutrófilos são células geralmente arredondadas o núcleo apresenta 

grande variação de formas, são os leucócitos mais frequentes no sangue periférico e 

apresenta elevada sensibilidade a modificações ambientais (RANZANI-PAIVA e 

SILVA-SOUZA, 2004). Essas células são as primeiras células envolvidas nos estágios 

iniciais de inflamação nos peixes (MANNING, 1994). Da mesma maneira que os 

macrófagos, eles podem ser isolados do sangue, tecidos linfóides e da cavidade 

peritoneal (SECOMBES, 1996); assemelham-se aos neutrófilos dos mamíferos pelas 

características morfológicas e histoquímicas. Estas células possuem a capacidade de 

fagocitar e, no transcorrer da resposta imune, a maioria possui o material ingerido no 

seu fagossomo (ROBERTS, 1989). Os monócitos são células grandes, sendo as maiores 

células do sangue periférico (RANZANI-PAIVA e GODINHO, 1983; RANZANI-

PAIVA, 1995 b), quando migram para o foco lesional se diferenciam em macrófagos 

(SADO e MATUSHIMA, 2007). Dentre as principais características destacam-se a 

capacidade de ingerir material estranho ao organismo, inerte e antigênico, assim como 

restos celulares da resposta inflamatória e de outros processos degenerativos, além de 

secretarem radicais livres de oxigênio e nitrogênio e destruir diferentes tipos de 

patógenos. Em sua superfície podem-se encontrar receptores para anticorpos 

(SECOMBES e FLETCHER, 1992). Os eusinófilos são células geralmente 

arredondadas com núcleo de formato variado, é escasso ou mesmo ausente no sangue 

periférico de muitos peixes (RANZANI-PAIVA, 1995 a). A função dessa célula nos 

peixes não está totalmente esclarecida, estas intervêm nos processos de inflamação e na 

defesa celular, sendo encontrada na corrente sanguínea quando da infestação por 
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parasitos (HINE, 1992). Os basófilos são esféricos e também se apresentam em baixa 

quantidade no sangue dos peixes (HINE, 1992).  

 As análises qualitativas e quantitativas dos leucócitos auxiliam na compreensão 

de seu sistema imunológico sendo recomendados não só para diagnósticos e 

prognósticos de condições mórbidas, mas também, para avaliação de condições de 

estresse (TAVARES-DIAS e MORAES, 2007; DAVIS et al., 2008; SHAH et al., 2009; 

ARAÚJO et al., 2009). A medida do diâmetro das células sanguíneas nos peixes 

constitui-se um elemento do quadro hematológico, sendo uma das formas utilizadas 

para avaliar o aspecto morfológico dessas células, o grau de maturação celular, e 

método seguro para detectar alterações no tamanho dos eritrócitos, trombócitos e 

leucócitos, bem como para comparação entre as espécies (JAIN, 1993). 

 Outro importante parâmetro são os estudos das variáveis bioquímicas do plasma, 

estas são ferramentas úteis contribuindo significativamente na compreensão de 

variações nas características sanguíneas, fornecendo informações relevantes sobre as 

condições fisiológicas e a saúde do indivíduo ou de sua população em relação a fatores 

como posição filogenética, hábitos ecológicos, seleção alimentar e meio de vida, 

ajudando na identificação de estresse e enfermidades (CENTENO et al., 2007; 

TAVARES-DIAS et al., 2007; TAVARES-DIAS e MORAES 2007; DAVIS et al. 

2008; TAVARES-DIAS et al., 2008 a).  

 Neste contexto o presente trabalho teve como objetivo comparar os valores 

bioquímicos e hematológicos (eritrograma, trombograma, leucograma), entre o peixe 

pulmonado Lepidosiren paradoxa e o peixe de respiração aérea facultativa, 

Hoplerythrinus unitaeniatus mantidos em laboratório, descrevendo a biometria, 

morfologia e a classificação das células sanguíneas, além da quantificação das 

variedades celulares responsáveis pela defesa orgânica. Com isso, ressaltamos as 
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diferenças e as similaridades no quadro hematológico destas espécies que, mesmo 

compartilhando o mesmo tipo de habitat e enfrentando os mesmos tipos de estresse 

impostos pelo ambiente, caracterizam-se por ser espécies taxonomicamente distintas e 

com diferentes tipos de respiração. Estas referências auxiliarão na compreensão das 

relações entre os parâmetros hematológicos o modo de vida e as possíveis estratégias 

utilizadas por estas espécies frente às variações ambientais podendo ainda ser utilizadas 

como parâmetros comparativos quando forem submetidas a condições experimentais em 

laboratório, permitindo identificar possíveis variações no perfil hematológico destas 

espécies. Vários autores relataram à necessidade da quantificação e caracterização das 

células sanguíneas bem como a determinação dos componentes plasmáticos basais para 

as diversas espécies de peixes (TAVARES-DIAS e MATAQUEIRO, 2004; AZEVEDO 

et al., 2006; ATENCIO-GARCÍA et al., 2007). 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Animais experimentais 

 Espécimes adultos de Lepidosiren paradoxa - FITZINGER (1837) [n = 10, 

massa corporal (Mc) = 570,03 ± 198,06 g; comprimento = 54,14 ± 4,38 cm e 

Hoplerythrinus unitaeniatus - SPIX (1829) [n = 10, massa corporal (Mc) = 81,28 ± 

15,26 g; comprimento = 19,23 ± 1,30 cm foram coletados nos arredores de Cuiabá, MT 

e trazidos para o Laboratório de Zoofisiologia e Bioquímica Comparativa do 

Departamento de Ciências Fisiológicas da Universidade Federal de São Carlos, São 

Carlos, SP. No laboratório, foram mantidos em tanques de cimento (1000 L), com fluxo 

de água contínuo e aeração constante a 23,40 ± 1,40
o
C, pH = 7,07 ± 0,98, condutividade 

91,90 ± 4,35 µS/cm, sódios totais dissolvidos 50,35 ± 2,16 mg L
-1, salinidade 0,10 ± 0,0 

ppt, concentração de O2  6,90 ± 0,47 mg L
-1, porcentagem de O2 87,33 ± 1,44 %, 

alcalinidade 41,66 ± 1,52 mg L
-1, dureza 53,50 ± 7,77 mg L

-1 CaCO3 e amônia 0,159 ± 
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0,01 mg L
-1. Os animais foram alimentados com ração e fígado de vaca e frango. A 

alimentação foi suspensa dois dias antes do início dos experimentos. Durante as análises 

a  pressão barométrica foi de 701,80 ± 4,26 e a umidade relativa do ar 79,25 ± 6,39 %. 

2.2 Sangue  

 Após aclimatação em laboratório (40 dias) os espécimes foram anestesiados por 

imersão em recipiente contendo Benzocaína


 (Synth) 0,10 % e posteriormente amostras 

de sangue foram retiradas por punção da veia caudal, com o auxílio de seringas 

heparinizadas e processadas para análise das variáveis hematológicas. Após a colheita 

de sangue a sobrevivência foi de 100 %. 

2.3 Análises hematológicas 

 Imediatamente após a obtenção da amostra de sangue, o pH sangüíneo foi 

medido utilizando um pHmetro (Quimis


 Q-400A) calibrado com padrões de precisão. 

Posteriormente as amostras foram divididas em alíquotas para determinação do 

hematócrito (Hct), contagem de eritrócitos (RBC) e concentração de hemoglobina 

([Hb]). O sangue remanescente foi centrifugado e o plasma removido para análise das 

variáveis plasmáticas.  

2.3.1 Análise biométrica das células sanguíneas 

 Para análise biométrica das células sanguíneas foram escolhidas extensões 

sanguíneas com elementos bem distribuídos, sendo considerados o volume, a área, o 

maior e menor diâmetro das células e dos núcleos, para isso foi utilizado um 

microscópio de luz Olympus


 BX-51, utilizando o software CAST System com a 

função “2 D nucleator IUR” (Figura 1). As imagens foram registradas com câmera JVC 

TK-C 1380. 
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Figura 1 - Sistema de vetores teste utilizados para marcação dos limites dos núcleos e das células. Os 

quatro raios marcados a partir das proximidades do centro do núcleo determinam os valores biométricos 

(volume, diâmetro maior e diâmetro menor), (a) eritrócito e (b) eosinófilo. Barra de 10µm. 

 

 

2.3.2 Hematócrito (Hct)  

A determinação do Hct (%) foi realizada em duplicatas utilizando o método de 

microhematócrito em tubo capilar heparinizado de 75 mm, selado em uma das 

extremidades e centrifugado por 3 minutos a 14.400 x g em uma centrífuga de 

microhematócrito FANEM


, modelo 207/N. A proporção entre a parte sólida 

(eritrócitos e leucócitos) e líquida (plasma) do sangue de cada amostra foi estimada em 

porcentagem com o auxílio de um cartão padronizado para micro-hematócrito.  

2.3.3 Contagem de eritrócitos (RBC) 

Para a determinação do RBC (L
-1) alíquota de 10 L

-1 de sangue (em duplicata) 

foi diluída em 2 mL de formol-citrato (3,8 g de citrato formol e 2 mL de formol 40 % 

para 100 mL de água destilada q.s.p) e a contagem foi efetuada em câmara de Neubauer, 

em microscópio de luz Olympus


 CBAK. Cinco campos foram contados e os valores 

expressos em milhões L
-1. O valor para cada animal foi à média das duas contagens. 

2.3.4 Concentração de hemoglobinas [Hb 

A [Hb (g. dL-1) foi determinada segundo o método de formação de 

cianometahemoglobina onde uma alíquota de 10 L de sangue total foi colocado em 2 

mL de solução de Drabkin (0,5 g de KCN; 1,4 g de KH2PO4 e 2 g de K3Fe2(CN)6 em 

H2O destilada q.s.p. 1 L). A leitura foi efetuada em  = 540 nm em um 

espectrofotômetro Biochron


-
 
Libra S32. 

(a) (b)
(b)(a)

(a) (b)
(b)(a)

(a) (b)
(b)(a)

(a) (b)
(b)(a)
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2.3.5 Índices hematimétricos 

O volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e 

concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM), foram determinados a partir 

dos resultados obtidos do Hct, [Hb] e RBC utilizando as seguintes fórmulas (BROWN, 

1976): 

                                    

 

 

                       

 

2.3.6 Contagem de trombócitos e leucócitos 

 Extensões sanguíneas em lâminas de vidro foram preparadas imediatamente 

após a retirada do sangue de cada exemplar e secas à temperatura ambiente. As 

extensões sangüíneas foram coradas usando kit comercial policromático (Panótico 

Rápido LB, Laborclin


). A contagem total de trombócitos e leucócitos foi efetuada em 

microscópio de luz Olympus


 BX-51 de acordo com (PITOMBEIRA e MARTINS, 

1966). A classificação morfológica das células sanguíneas foi realizada segundo 

RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA (2004).  

2.4 Análises plasmáticas 

Para a obtenção do plasma, o sangue foi centrifugado a 12000 x g, durante 10 

minutos. Uma alíquota de 20 L
-1

 de plasma foi utilizada para medir a osmolalidade. O 

restante foi dividido em alíquotas (500 L
-1), congelados e mantidos em congelador a -

80
o
C para análises posteriores de íons, glicose e proteínas totais.  
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2.4.1 Íons plasmáticos 

 A determinação da concentração plasmática dos íons Na
+
 e K

+
 foi efetuada em 

um fotômetro de chamas Digimed-DM-61, após diluição de 1:100 do plasma em H2O-

Milli Q. A determinação da concentração de íons Mg
+2

 foi feita utilizando kit comercial 

(Labtest Diagnostica, Magnésio n
o 

50). A leitura foi efetuada em uma leitora de 

microplacas MRX-HD (DYNEX TECHNOLOGIES Inc. Serial n
o
. ACXC3191), em  

= 505 nm. A dosagem do Ca
+2

 foi medida utilizando kit comercial (Labtest Diagnostica 

Cálcio Liquiform n
o 

90), cujo princípio é a reação do cálcio com a ftaleína em meio 

alcalino formando um complexo cor violeta que foi medido em uma leitora de 

microplacas em  = 570 nm. 
 

 A concentração de Cl
-
 foi determinada utilizando kit comercial (Labtest 

Diagnostica Cloretos n
o 

49), cujo princípio é a reação do Cl
-
 com tiocianato de mercúrio 

formando cloreto mercúrico e íons tiocianato. Os íons tiocianato quando combinados 

com os íons férricos formam tiocianato férrico de coloração amarela com intensidade 

proporcional à concentração de cloreto. A leitura foi efetuada utilizando-se uma leitora 

de microplacas em  = 550 nm.  

2.4.2 Concentração de glicose 

A determinação da concentração plasmática de glicose foi realizada pelo método 

enzimático da glicose-oxidase utilizando kit comercial (Labtest Glicose PAP Liquiform 

n
o 

84). A glicose oxidase catalisa a oxidação da glicose formando ácido glucônico e 

peróxido e hidrogênio (H2O2), que por sua vez, reage com 4-aminoantipirina e fenol, 

sob ação catalisadora da peroxidase, através de uma reação oxidativa de acoplamento 

formando antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor é proporcional à 

concentração de glicose na amostra, com leitura em  = 490 nm em leitora de 

microplacas. 
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2.4.3 Proteínas totais plasmática  

A concentração total de proteínas foi determinada pelo método de BRADFORD 

(1976) utilizando como padrão protéico a albumina sérica bovina. As concentrações 

foram determinadas em leitora de microplaca em  = 595 nm. 

2.4.4 Osmolalidade 

 A osmolalidade plasmática foi determinada por depressão do ponto de 

congelamento em micro-osmômetro (µOSMETTE - Precision Systems 5004).  

2.5 Análise estatística  

 

Os dados estão apresentados com média, desvio padrão, erro padrão da média, 

amplitude de variação e coeficiente de variação. Os resultados foram avaliados 

utilizando o T (Student’s T teste), com 95 % de confiança, verificando a existência ou 

não de diferenças significativas entre as médias dos parâmetros encontrados em L. 

paradoxa e H. unitaeniatus. A análise foi realizada utilizando o programa GraphPad 

Instat Versão 3.0 e o nível de significância aceito foi de 5 % (p < 0,05). 

3 RESULTADOS    

 

3.1 Células sanguíneas  

 

As tabelas 1 e 2 mostram as dimensões das células sanguíneas e seus respectivos 

núcleos de L. paradoxa e H. unitaeniatus. As células sanguíneas de L. paradoxa são 

excepcionalmente grandes e pouco numerosas comparadas as de H. unitaeniatus 

(Figuras 2, 3 e 4). A figura 2 mostra eritrócitos em extensões sanguíneas (A) e na 

câmara de Neubauer (B) nas duas espécies e as figuras 3 e 4, mostram as células 

sanguíneas identificadas no sangue periférico dessas espécies. Os eritrócitos de ambas 

as espécies são elípticos e nucleados e o citoplasma é abundante, acidófilo e possuem 

inclusões citoplasmáticas; o núcleo é central, acompanha a forma da célula e tem 

cromatina condensada (Figuras 3A, 4A). Os eritroblastos (eritrócitos imaturos) são 

predominantemente redondos (células e núcleos) e a cromatina nuclear não é densa 
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(Figuras 3B, 4B); em L. paradoxa constituíram 0,60 % do total de células sanguíneas, 

este valor foi significativamente maior que o observado em H. unitaeniatus onde 

representaram apenas 0,14 % do total de células sanguíneas. 

 Os trombócitos são elípticos e ligeiramente alongados; em L. paradoxa 

ocasionalmente apresentam aspecto arredondado e periferia ligeiramente irregular, o 

núcleo tem a mesma forma da célula ocupando a maior parte desta, o citoplasma é 

reduzido, ligeiramente basófilo e sem inclusões (Figura 3C) e em H. unitaeniatus o 

citoplasma é mais abundante (Figura 4C).  

Em ambas as espécies os linfócitos são redondos, apresentam relação 

núcleo/citoplasma alta, cromatina densa e nucléolo não visível; o citoplasma é 

ligeiramente basófilo sem grânulos (Figuras 3D e 4D). Em L. paradoxa, os eosinófilos 

são grandes (Tabela 1) e arredondados, citoplasma abundante com projeções 

citoplasmáticas e grânulos acidófilos fortemente corados de laranja, o núcleo bilobado 

tem cromatina densa (Figura 3E); em H. unitaeniatus não foram encontrados eosinófilos 

no sangue periférico. Os neutrófilos também apresentaram formato arredondado, 

citoplasma com numerosos grânulos acidófilos, núcleo segmentado, sendo alguns 

multilobulados (Figuras 3F, 4E). Os monócitos foram os maiores leucócitos 

encontrados em L. paradoxa e H. unitaeniatus, com forma alongada ou arredondada, 

núcleo grande e excêntrico, o citoplasma é abundante, ligeiramente basófilo e não 

possui grânulos (Figuras 3G, 4F). Os basófilos foram as menores células da série branca 

encontradas em L. paradoxa, o núcleo é redondo acompanhando o formato da célula e 

possui cromatina densa, o citoplasma apresenta granulações que recobrem o núcleo 

(Figura 3H). Essas células não foram encontradas no sangue periférico de H. 

unitaeniatus. 
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Figura 2 - Extensões sanguíneas para contagem de eritrócitos, trombócitos e leucócitos em L. paradoxa 

(A1) e H. unitaeniatus (A2). Retículo da câmara de Neubauer para contagem de eritrócitos em L. 

paradoxa (B1) e H. unitaeniatus (B2). Objetiva 10x. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Fotomicrografia das células do sangue periférico de L. paradoxa, (a) eritrócitos, (b) 

eritroblasto, (c) trombócito (d) linfócito, (e) eosinófilo, (f) neutrófilo, (g) monócito e (h) basófilo. Barra 

de 10µm. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Fotomicrografia das células do sangue periférico de H. unitaeniatus, (a) eritrócito, (b) 

eritroblasto, (c) trombócitos (d) linfócito, (e) neutrófilo, (f) monócito. Barra de 10µm. 
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Tabela 1 - Valores médios, desvio padrão (SD), erro padrão da média (SEM), amplitude de variação e 

coeficiente de variação (CV) das dimensões (volume, diâmetro maior e diâmetro menor) de eritrócitos, 

eritroblastos, trombócitos, linfócitos, eosiófilos, neutrófilos, monócitos e basófilos em L. paradoxa (n = 

10). 

 

 Média SD SEM Amplitude de variação CV (%) 

 

Eritrócitos 

     

Volume celular (m
3
) 10911,57 2690,57 850,83   7111,10 – 15714,00 24,65 

Diâmetro maior (m) 59,04 4,73 0,63 48,49 – 72,48 8,01 

Diâmetro menor (m) 30,51 4,22 0,47 23,87 – 37,19 13,83 

Volume nuclear (m
3
) 705,24 75,35 13,99 556,16 – 839,64 10,68 

Diâmetro maior (m) 26,02 1,98 0,27 21,56 – 30,83 7,60 

Diâmetro menor (m) 14,89 2,53 2,53    1,40 – 19, 20 16,99 

 

Eritroblastos 

     

Volume celular (m
3
) 2078,34 572,80 147,90 1221,40 – 3288,40 27,56 

Diâmetro maior (m) 32,06 3,78 1,26 26,72 – 37,55 11,79 

Diâmetro menor (m) 28,28 3,41 1,13 23,47 – 34,38 12,05 

Volume nuclear (m
3
) 825,94 134,13 40,44 561,97 – 971,77 16,23 

Diâmetro maior (m) 23,82 1,82 0,55 21,61 – 27,22 7,64 

Diâmetro menor (m) 21,08 1,21 0,36 19,47 – 22,82 5,74 

 

Trombócitos 

     

Volume celular (m
3
) 1181,36 190,45 44,89   889,93 – 1509,80 16,12 

Diâmetro maior (m) 31,70 1,96 0,61 29,53 – 35,41 6,18 

Diâmetro menor (m) 21,56 1,58 0,47 18,81 – 24,80 7,32 

Volume nuclear (m
3
) 868,89 187,76 44,25   647,87 – 1223,60 21,60 

Diâmetro maior (m) 29,13 1,37 0,35 26,06 – 31,78 4,70 

Diâmetro menor (m) 17,90 1,45 0,42 14,65 – 19,27 8,10 

 

Linfócitos 

     

Volume celular (m
3
) 1092,87 239,97 66,55   742,47 – 1489,80 21,95 

Diâmetro maior (m) 27,21 2,61 0,82 22,90 – 32,66 9,59 

Diâmetro menor (m) 24,87 3,02 0,95 20,67 – 29,99 12,14 

Volume nuclear (m
3
) 852,91 157,39 43,65   628,73 – 1102,00 18,45 

Diâmetro maior (m) 26,02 2,18 0,68 21,93 – 29,73 8,37 

Diâmetro menor (m) 22,17 2,26 0,71 19,13 – 27,44 10,19 

 

Eosinófilos 

     

Volume celular (m
3
) 5474,59 1338,00 357,59 3508,20 – 8335,40 24,44 

Diâmetro maior (m) 48,87 6,53 1,97 37,71 – 56,85 13,36 

Diâmetro menor (m) 41,15 3,89 1,23 33,67 – 46,68 9,45 

Volume nuclear (m
3
) 1397,81 767,50 205,12  618,36 – 3305,20 54,90 

 

Neutrófilos 

     

Volume celular (m
3
) 3553,37 479,37 109,98 2632,30 – 4327,00 13,49 

Diâmetro maior (m) 41,97 2,88 0,68 37,54 – 47,47 6,86 

Diâmetro menor (m) 36,56 2,11 0,48 30,99 – 40,27 5,77 

Volume nuclear (m
3
) 920,04 97,09 30,70   766,70 – 1070,40 10,55 
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Monócitos 

 

     

Volume celular (m
3
) 9639,86 2027,10 641,01   7593,10 – 12994,30 21,02 

Diâmetro maior (m) 107,08 5,75 1,73 100,26 – 115,15 5,36 

Diâmetro menor (m) 53,56 5,40 1,62 43,58 – 60,43 10,08 

Volume nuclear (m
3
) 3282,53 558,66 176,66 2347,50 – 4472,60 17,01 

Diâmetro maior (m) 85,93 7,20 2,27 74,04 – 94,72 8,37 

Diâmetro menor (m) 46,01 5,59 1,68 38,04 – 55,04 12,14 

Basófilos 

 

     

Volume celular (m
3
) 321,36 51,06 15,39 234,63 – 396,82 15,89 

Diâmetro maior (m) 36,52 0,65 0,24 35,52 – 37,48 1,77 

Diâmetro menor (m) 33,52 0,96 0,33 32,17 – 34,74 2,86 
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Tabela 2 - Valores médios, desvio padrão (SD), erro padrão da média (SEM), amplitude de variação e 

coeficiente de variação (CV) das dimensões (volume, diâmetro maior e diâmetro menor) de eritrócitos, 

eritroblastos, trombócitos, linfócitos, neutrófilos e monócitos em H. unitaeniatus (n = 10). 

 

 Média SD SEM Amplitude de variação CV(%) 

Eritrócitos      

Volume celular (m
3
) 738,69 118,13 15,64   570,71 – 1064,50 15,99 

Diâmetro maior (m) 12,43 0,67 0,09 10,55 – 13,98 5,39 

Diâmetro menor (m) 10,23 0,55 0,07   8,88 – 11,33 5,37 

Volume nuclear (m
3
) 36,24 6,91 0,78 23,65 – 57,75 19,06 

Diâmetro maior (m) 4,77 0,43 0,10 4,24 – 5,57 9,01 

Diâmetro menor (m) 3,24 0,30 0,07 2,70 – 3,78 9,25 

 

Eritroblastos 

     

Volume celular (m
3
) 304,84 28,55 5,95          248,51 – 362,97 9,36 

Diâmetro maior (m) 9,21 0,40 0,08              8,46 – 9,97 4,34 

Diâmetro menor (m) 8,99 0,47 0,09 8,06 – 9,86  5,22 

Volume nuclear (m
3
) 80,12 19,41 5,19   53,75 – 118,70 24,22 

Diâmetro menor (m) 6,28 0,42 0,10 5,73 – 6,97  6,68 

Volume nuclear (m
3
) 5,63 0,58 0,15 4,59 – 6,60 10,30 

 

Trombócitos 

     

Volume celular (m
3
) 299,32      72,81 11,65 191,07 – 419,88 24,32 

Diâmetro maior (m) 11,25 0,94 0,18   9,12 – 12,84 8,35 

Diâmetro menor (m) 4,58 0,62 0,12 3,49 – 6,03 12,78 

Volume nuclear (m
3
) 108,46 22,83 4,86   70,04 – 151,96 21,04 

Diâmetro maior (m) 7,02 0,48 0,09 6,00 – 8,01 6,83 

 

Linfócitos 

     

Volume celular (m
3
) 310,25 108,38 16,92 137,10 – 592,05 34,93 

Diâmetro maior (m) 8,86 1,26 0,20   6,94 – 12,93 14,22 

Diâmetro menor (m) 7,20 0,97 0,15 5,65 – 9,78 13,47 

Volume nuclear (m
3
) 146,77 63,02 10,09   63,75 – 320,11 42,93 

Diâmetro maior (m) 7,15 1,10 0,20   5,46 – 10,44 15,38 

Diâmetro menor (m) 5,75 0,64 0,12 4,76 – 7,38 11,13 

 

Neutrófilos 

     

Volume celular (m
3
) 1079,31 304,02 63,396    703,68 – 1946,20 28,16 

Diâmetro maior (m) 14,07 1,37 0,29 11,81 – 17,58 9,73 

Diâmetro menor (m) 12,14 1,18 0,25   9,58 – 14,52 9,71 

Volume nuclear (m
3
) 143,44 38,45 7,14   90,45 – 243,20 26,80 

 

Monócitos 

     

Volume celular (m
3
) 2434,38 453,62 94,58 1869,20 – 3048,70 18,63 

Diâmetro maior (m) 17,65 1,70 0,34 15,43 – 20,02 9,63 

Diâmetro menor (m) 16,54 1,03 0,21 15,15 – 18,37 6,22 

Volume nuclear (m
3
) 471,52 74,14 16,18 368,89 – 646,75 15,72 

Diâmetro maior (m) 11,15 0,72 0,17   9,85 – 13,07 6,45 

Diâmetro menor (m) 8,30 0,65 0,15 7,25 – 9,70 7,83 
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3.2 Variáveis eritrocitárias e pH sanguíneo 

Os valores médios e a amplitude de variação do RBC, [Hb], Hct e os índices 

hematimétricos: VCM, HCM e CHCM de L. paradoxa e H. unitaeniatus estão 

apresentados na tabela 3. 

 Os valores de Hct, Hb e pH sanguíneo foram similares nas duas espécies, 

entretanto o RBC foi mais baixo em de L. paradoxa (52 10
3
 ± 17 L

-1
) do que em H. 

unitaeniatus (2386 10
3
 ± 370 L

-1
). Os índices hematimétricos VCM e HCM foram 

maiores em L. paradoxa enquanto que o CHCM foi maior em H. unitaeniatus (Tabela 

3).  

Tabela 3 - Valores médios, desvio padrão (SD), erro padrão da média (SEM), amplitude de variação e 

coeficiente de variação (CV) das variáveis eritrocitárias em L. paradoxa e H. unitaeniatus (n = 10). *
 

Indica diferença estatística (p < 0,05) entre as médias obtidas para L. paradoxa e H. unitaeniatus. 

 

L. paradoxa      

 Média SD SEM Amplitude de variação CV (%) 

Hematócrito (Hct %) 53,40 8,43 2,66    41,00 – 68,00 15,78 

Hemoglobina (g dL
-1

) 10,90* 0,89 0,28      9,28 – 11,89 8,16 

RBC (10
3
 L

-1
) 52* 17,00 5,00    32,00 – 85,00 33,00 

VCM (fL) 10911,57* 2690,57 850,83      7111,10 – 15714,00 24,65 

HCM (pg cel
-1

) 228,19* 70,76 22,37    135,06 – 347,08 31,00 

CHCM (g dL
-1

) 20,93* 4,09 1,29    16,87 – 27,51 19,54 

H. unitaeniatus      

 Média SD SEM Amplitude de variação CV (%) 

Hematócrito (Hct %) 51,45 2,31 0,73 48,50 – 55,00 4,48 

Hemoglobina (g dL
-1

) 13,41 1,04 0,33 11,01 – 14,54 7,75 

RBC (10
3
 L

-1
) 2386 370 117 1910 – 3070 15 

VCM (fL) 219,73 30,28 9,57 162,87 – 253,93 13,78 

HCM (pg cel
-1

) 57,00 0,70 0,22 45,00 – 67,90 12,28 

CHCM (g dL
-1

) 26,09 2,06 0,65 22,70 – 29,97 7,89 
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3.3. Trombócitos e leucócitos  

 Os trombócitos e leucócitos foram pouco numerosos na circulação periférica de 

L. paradoxa com valores médios de 1427 ± 583 L
-1

 para trombócitos e 1411 ± 584 L
-

1
 para leucócitos, enquanto que na circulação periférica de H. unitaeniatus foram 

encontrados valores médios de 66930 ± 12451 L
-1

 para trombócitos e 55108 ± 10800 

L
-1

 para leucócitos (Tabela 4).  

 Os valores médios e a amplitude de variação da contagem linfócitos, monócitos, 

neutrófilos, basófilos e eosinófilos por mm
3 

de sangue em L. paradoxa e H. unitaeniatus 

estão mostrados na tabela 5 e as percentagens diferenciais estão mostradas na tabela 6. 

Em L. paradoxa os linfócitos foram os leucócitos mais numerosos (832 ± 326 L
-1

), 

seguidos pelos eosinófilos (275 ± 141 L
-1

), neutrófilos (213 ± 92 L
-1

), monócitos (55 

± 35 L
-1

) e basófilos (36 ± 24 L
-1

).  

 Em H. unitaeniatus os leucócitos mais numerosos também foram os linfócitos 

(45996 ± 8859 L
-1

) seguidos pelos neutrófilos (6910 ± 2043 L
-1

) e monócitos (2203 ± 

1583 L
-1

). No sangue periférico de H. unitaeniatus não foram encontrados eosinófilos, 

basófilos e células granulocíticas especiais. 

 Em L. paradoxa, dentre os leucócitos, os linfócitos representaram (65,00 ± 4,00 

%), seguidos dos eosinófilos (19,00 ± 3,00 %), neutrófilos (12,00 ± 2,00 %), monócitos 

(2,00 ± 0,60 %) e basófilos (1,40 ± 0,40 %). No sangue periférico de H. unitaeniatus os 

linfócitos representaram (85,14 ± 3,21%) seguidos dos neutrófilos (12,00 ± 3,00 %) e 

monócitos (2,90 ± 1,23 %) (Tabela 6). 
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Tabela 4 - Valores médios, desvio padrão (SD), erro padrão da média (SEM), amplitude de variação e 

coeficiente de variação (CV) dos trombócitos e leucócitos totais do sangue em L. paradoxa e H. 

unitaeniatus (n = 10). *
 
Indica diferença estatística (p < 0,05) entre as médias obtidas para L. paradoxa e 

H. unitaeniatus. 

 

L. paradoxa      

 Média SD SEM Amplitude de variação CV (%) 

Trombócitos (L
-1

) 1427*  583 184   673 – 2375 41 

Leucócitos (L
-1

) 1411* 584 185 707 – 2501 41 

H. unitaeniatus      

 Média SD SEM Amplitude de variação CV (%) 

Trombócitos (L
-1

) 66930 12451 3937 53522 – 89640 19 

Leucócitos (L
-1

) 55108 10800 3415 43319 – 73745 20 

Tabela 5 - Valores médios, desvio padrão (SD), erro padrão da média (SEM), amplitude de variação e 

coeficiente de variação (CV) dos linfócitos, monócitos, neutrófilos, basófilos e eosinófilos por L
-1 

de 

sangue em L. paradoxa e H. unitaeniatus (n = 10). *
 
Indica diferença estatística (p < 0,05) entre as médias 

obtidas para L. paradoxa e H. unitaeniatus. 

 

L. paradoxa      

 Media SD SEM Amplitude de variação CV (%)     

Linfócitos  (L
-1

)   832* 326 103   465 – 1475 39 

Eosinófilo  (L
-1

) 275 141 45 107 – 468 51 

Neutrófilos (L
-1

)   213* 92 30   81 – 342 43 

Monócitos  (L
-1

)  55* 35 11   20 – 144 63 

Basófilos    (L
-1

) 36 24 8 15 – 84 67 

H. unitaeniatus      

 Media SD SEM Amplitude de variação CV (%)     

Linfócitos  (L
-1

) 45996 8859 2801 35322 – 63912 19 

Eosinófilo  (L
-1

) 6910 2043 646 3974 – 9652 30 

Neutrófilos (L
-1

) 2203 1583 501   945 – 6163 72 

Tabela 6 - Valores médios, desvio padrão (SD), erro padrão da média (SEM), amplitude de variação e 

coeficiente de variação (CV) da % de linfócitos, monócitos, neutrófilos, basófilos e eosinófilos do sangue 

em L. paradoxa e H. unitaeniatus (n = 10). *
 
Indica diferença estatística (p < 0,05) entre as médias 

obtidas para L. paradoxa e H. unitaeniatus. 

 

L. paradoxa      

 Média SD SEM Amplitude de variação CV (%)     

Linfócitos    65,00* 4,00 1,28 58,73 – 73,73 6,21 

Eosinófilos 19,00 3,00 1,10 13,82 – 25,24 18,48 

Neutrófilos 12,00 2,00 0,47   9,21 – 14,41 12,44 

Monócitos 2,00 0,60 0,20 1,80 – 3,98 26,55 

Basófilos 1,40 0,40 0,12 0,92 – 1,94 28,77 

H. unitaeniatus      

 Média SD SEM Amplitude de variação CV (%)     

Linfócitos 85,14 3,21 1,01 79,90 – 90,00 3,77 

Neutrófilos 11,94 2,74 0,86   7,50 – 14,40 22,94 

Monócitos 2,89 1,23 0,39 1,47 – 5,74 42,56 
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3.4. Variáveis fisiológicas e bioquímicas 

 As concentrações de íons Na
+
, K

+
, Ca

+2
, Mg

+2
, Cl

-
, glicose, proteínas totais e 

osmolaridade plasmáticas em L. paradoxa e H. unitaeniatus, são mostradas na tabela 7. 

 Foi observado que L. paradoxa possuem níveis plasmáticos significativamente 

menores de Na
+
 (101,07  20,40 mmol/L

-1
), Mg

+2 
(1,85  0,44 mmol/L

-1
), glicose 

(68,95  8,61 mg dL
-1

) e proteínas totais (2,10  0,37 g dL
-1

) quando comparados aos 

observados em H. unitaeniatus com valores de Na
+
 (135,62  8,73 mmol/L

-1
), Mg

+2 

(2,50  0,44 mmol/L
-1

), glicose (86,82  8,10 mg dL
-1

) e proteínas totais (3,17  0,61 g 

dL
-1

). Não houve diferenças significativas nos valores de K
+
, Ca

+2
, Cl

-
 e osmolaridade 

plasmática entre as duas espécies.  

 

Tabela 7 - Valores médios, desvio padrão (SD), erro padrão da média (SEM), amplitude de variação e 

coeficiente de variação (CV) das concentrações de íons (Na
+
, K

+
, Ca

+2
, Mg

+2
, Cl

-
), glicose, proteínas 

totais, osmolaridade plasmáticas e pH em L. paradoxa e H. unitaeniatus (n = 10). * Indica diferença 

estatística (p < 0,05) entre as médias obtidas para L. paradoxa e H. unitaeniatus. 

 

L. paradoxa      

 Média SD SEM Amplitude de Variação   CV(%) 

Sódio (mmol/L
-1

) 101,07* 20,40 5,45   80,00 – 155,00 20,18 

Potássio (mmol/L
-1

) 3,62 0,65 0,32 2,70 – 4,20 17,95 

Cálcio (mmol/L
-1

) 1,74 0,39 0,13 1,25 – 2,25 22,41 

Cloreto (mmol/L
-1

) 92,56 25,10 7,93   62,30 – 137,86 27,11 

Magnésio (mmol/L
-1

) 1,85* 0,44 0,13 1,22 – 2,55 23,78 

Glicose (mg dL
-1

) 68,95* 8,61  2,87 56,15 – 84,14 12,48 

Proteínas totais (g dL
-1

) 2,10* 0,37 0,14 1,70 – 2,75 17,61 

Osmolaridade (mOsmol/Kg) 210,91 12,71 3,67 191,00 – 230,00 6,02 

pH 7,43* 0,10 0,03    7,30 – 7,67 1,34 

H. unitaeniatus      

 Média SD SEM Amplitude de Variação CV(%) 

Sódio (mmol/L
-1

) 135,62 8,73 3,08 126,00 – 150,00 6,43 

Potássio (mmol/L
-1

) 2,81 1,01 0,32 1,50 – 4,20 35,94 

Cálcio (mmol/L
-1

) 1,65 0,34 0,11 1,19 – 2,38 20,60 

Cloreto (mmol/L
-1

) 103,48 17,21 8,60   81,89 – 119,00 16,63 

Magnésio (mmol/L
-1

) 2,50  0,44 0,13 1,51 – 3,31 17,60 

Glicose (mg dL
-1

) 86,82 8,10 2,70   75,38 – 102,12 9,32 

Proteínas totais (g dL
-1

) 3,17 0,61 0,18 2,29 – 4,22 19,24 

Osmolaridade (mOsmol/Kg) 227,36 26,65 8,03 163,00 – 255,00 11,72 

pH 7,17 0,10 0,03 6,95 – 7,29 1,39 
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  4 DISCUSSÃO 

 

Várias correlações podem ser estabelecidas entre as variáveis hematológicas, 

como o número e o tamanho dos eritrócitos e leucócitos, a concentração de Hb, a HCM 

e a concentração de íons plasmáticos, com a higidez, a filogenia, o modo de vida e a 

atividade do animal no ambiente em que vive (NUSSEY et al., 1995).  Estas 

informações podem refletir comportamentos fisiológicos distintos entre diferentes 

espécies, relacionados às possíveis estratégias fisiológicas que dificilmente poderiam ser 

identificadas por simples observação em seus habitats (SANTOS e TAVARES-DIAS, 

2010).  

4.1 Variáveis eritrocitárias 

 

Como na maioria dos vertebrados os eritrócitos foram as células mais 

abundantes no sangue periférico de L. paradoxa e H. unitaeniatus. Em L. paradoxa os 

eritrócitos foram pouco numerosos, predominantemente grandes com volume superior 

ao observado nos teleósteos (TAVARES-DIAS, 2003), ciclóstomos e elasmobrânquios 

(WINTROBE, 1934; WILHEM FILHO et al., 1992), sendo semelhantes aos eritrócitos 

observados nos anfíbios e outros peixes pulmonados (NIKINMAA, 1990; HINE et al., 

1990a, b; KOLDKJAER et al., 2002; JENSEN, 2003).  

BOSCHINI FILHO (1979) estudando os elementos figurados do sangue 

periférico do anfíbio ápodo Typhlonectes compressicaudus, encontrou eritrócitos 

grandes, providos de inclusões citoplasmáticas, sendo semelhantes aos observados nos 

eritrócitos de  L. paradoxa. A presença de inclusões citoplasmáticas de natureza 

basofílica, localizados mais frequentemente nos pólos celulares, caracteriza as formas 

maduras dos eritrócitos (BOSCHINI FILHO, 1979).  

Em H. unitaeniatus os diâmetros médios dos eritrócitos (célula e núcleo) foram  

próximos aos encontrados em outros teleósteos de água doce e marinhos, sendo  
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menores aos encontrados nos ciclóstomos, elasmobrânquios e principalmente em 

relação aos dipnóicos (PITOMBEIRA et al., 1979).  

Eritrócitos menores são associados à maior capacidade de absorção de O2 devido 

à maior superfície celular em contato com o meio (PITOMBEIRA, et al., 1979; 

GRAHAM et al., 1985; LAY e BALDWIN, 1999; BALLARIN et al., 2004) e, em geral, 

há uma relação inversa entre a atividade do animal, o tamanho dos eritrócitos e o 

número de eritrócitos por L de sangue (HAWS e GOODNIGHT, 1961; LAY e 

BALDWIN, 1999). 

Estudos demonstram que valores altos de Hct, RBC e [Hb] bem como o menor 

VCM estão diretamente relacionados a espécies pelágicas e ativas (FAVARETTO et al., 

1978; RAMBHASKAR e RAO et al., 1987; LAY e BALDWIN, 1999).  

 Nas espécies mais ativas onde a taxa metabólica é elevada, a demanda de O2 é 

alta e a eficiência da capacidade de locomoção é sustentada por grande massa de 

músculo vermelho aeróbico, sendo necessário maior número de eritrócitos, maior 

concentração de hemoglobina e menor volume celular (TANDON e JOSHI, 1976; LAY 

e BALDWIN, 1999; TAVARES-DIAS et al., 2008 a).  

 Em contrapartida, espécies sedentárias possuem menor quantidade de eritrócitos, 

menor concentração de hemoglobina corpuscular média e maior volume de eritrócitos, 

concomitantemente essas espécies possuem pouco músculo vermelho exaurindo-se 

rapidamente durante o esforço físico (LAY e BALDWIN, 1999).  

Nossos resultados mostraram que L. paradoxa exibe características 

hematológicas de espécies lentas com baixa demanda metabólica, sendo os valores de 

RBC (52 10
3 
L

-1
) e CHCM (20,93 g dL

-1
) mais baixos e o VCM (10911,57 fL) maior 

que o encontrado na maioria dos peixes teleósteos de respiração puramente aquática 

(REHULKA, 2000; RANZANI-PAIVA et al., 2002; CAMARGO et al., 2003; 
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TAVARES-DIAS e MORAES, 2004) e de espécies com respiração aérea facultativa 

mais ativos como o Hypostomus regani (RANZANI-PAIVA et al, 2000 b) e H. 

unitaeniatus estudado no presente trabalho.  

O alto valor de VCM encontrado em L. paradoxa parece ser uma característica 

de dipnóicos e de algumas espécies de anfíbios aquáticos. Células sanguíneas gigantes 

foram identificadas no peixe pulmonado africano Protopterus aethiapicus 

(KOLDKJAER et al., 2002) e australiano Neoceratodus forsteri (HINE et al., 1990a, b), 

como também em algumas espécies aquáticas de anfíbios urodelos e ápodos. Os 

eritrócitos do anfíbio ápodo Amphiuma sp. podem alcançar até 70 m de diâmetro e 

VCM de 20,000 fL (NIKINMAA, 1990) e os de Typhlonectes compressicaudus podem 

alcançar até 55 m diâmetro (TOEWS e MACINTYRE, 1978; BOSCHINI FILHO, 

1979), sendo comparável aos encontrados em L. paradoxa. 

JENSEN  et al. (2003) encontraram eritrócitos excepcionalmente grandes no 

pulmonado africano Protopterus aethiopicus, com VCM de 6940,00  293,00 fL. 

IKECHUKWU e OBINNAYA (2010) estudando os parâmetros hematológicos do 

pulmonado africano Protopterus annectens juvenis e adultos encontraram eritrócitos 

grandes com 4532,00  176,00 fL e 4500,00  176,00 fL, respectivamente. 

 Um importante aspecto a ser considerado é a correlação entre tamanho dos 

eritrócitos com a dimensão do genoma (GREGORY, 2000). Desta forma, GREGORY 

(2001) observou que existe correlação positiva e significativa entre a medida do 

diâmetro eritrocitário e o tamanho do genoma nos vertebrados.  

 Os eritrócitos de L. paradoxa contêm 35 vezes mais DNA que os eritrócitos 

periféricos humanos e o pulmonado Protopteros aethiopicus tem o maior genoma entre 

os vertebrados (GREGORY, 2001), sendo ambos caracterizados por terem eritrócitos 

muito grandes. 
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Em H. unitaeniatus, que utiliza a bexiga natatória como órgão acessório a 

respiração, foi observado número significativamente maior de eritrócitos (RBC = 2386 

10
3
L

-1
) e valores de VCM (219,73 ± 30,28 fL), menores do que os encontrados no 

teleósteo Loricariidae de respiração facultativa Hypostomus sp. com VCM = 325,20 fL 

(TAVARES-DIAS e MORAES, 2004),  no ciclóstomo, o peixe-bruxa Myxine glutinosa 

com RBC = 140 10
3
 L

-1
 e VCM = 1530,00 fL (WINTROBE, 1934), nos 

elasmobrânquios - raias com 288 ± 0,09 10
3
 L

-1
 e 676,5 ± 194,20 fL e tubarões com 

403 ± 0,12 10
3
 L

-1
 e 686,80 ± 305,50 fL respectivamente (WILHEM FILHO et al., 

1992) e nos Dipnóicos - L. paradoxa 52 ± 17 10
3
 L

-1 
e 10911,57 ± 10911,57 fL 

observados no presente trabalho. 

Nossos resultados não corroboram com as observações de PEREZ et al. (1984) e 

BRILL et al. (1998), que afirmaram que muitas espécies de teleósteos de respiração 

aérea possuem taxa metabólica elevada apresentando menor RBC e Hct baixo. Essa 

relação foi observada em cascudos Hypostomus ancistroides (MURARI et al. 1992), 

Hypostomus regani (FAVARETTO et al., 1981, SATAKE et al., 1991) e Hypostomus 

sp.  (RANZANI-PAIVA et al., 2000 b), peixes de respiração aérea facultativa.  

De acordo com FERNANDES et al. (1999) certas espécies de respiração aérea 

facultativa que vivem em águas correntes e rasas bem oxigenadas e utilizam o estômago 

como órgão acessório para respiração aérea, não necessitam de número muito alto de 

eritrócitos para o transporte de O2. Entretanto em H. unitaeniatus que também é uma 

espécie de respiração aérea facultativa não observamos tais características, talvez pelo 

fato de habitarem estuários geralmente em águas hipóxicas. 

O valor médio do VCM encontrado para H. unitaeniatus foi próximo aos valores 

observados em muitas espécies de teleósteos de respiração exclusivamente aquática 

como os da família Characidae - Salminus maxillosus e Piaractus mesopotamicus 
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(RANZANI-PAIVA, et al., 1998 b; TAVARES DIAS et al., 1999), Cyprinidae - 

Cyprinus carpio (YOKOYAMA et al., 1996), Prochilodontidae - Prochlodus lineatus 

(SOARES et al., 1994), Cichlidae - Oreochromis niloticus (SILVEIRA e RIGORES, 

1989), Centrarchidae - Lepomis macrochirus (MURRAY, 1984), Erythrinidae - Hoplias 

malabaricus (FRANCISCO, 1995), e superior aos valores encontrados por MARIANO 

et al. (2009), para esta mesma espécie. 

O Hct é um índice hematológico com baixo coeficiente de variação e pode ser 

um bom indicador dos efeitos causados pelos diversos fatores ambientais a que os 

peixes estão sujeitos e ao seu modo de vida (TAVARES-DIAS e MORAES, 2003). Em 

ambas as espécies analisadas, os valores de Hct foram elevados em relação a maioria 

dos peixes. 

 Nos peixes, o Hct é geralmente mais elevado em relação ao encontrado nos  

mamíferos, explicável pelo maior volume das células e pela presença de núcleo nos 

eritrócitos. Segundo ETIM et al. (1999), os valores de Hct observados para peixes 

geralmente são entre 20 % e 35 % raramente observando valores acima de 50 %.  

No entanto os valores de Hct encontrados em L. paradoxa (53,40%) e H. 

unitaeniatus (51,45%), foram mais altos inclusive em relação aos obtidos por 

SANCHES et al. (2001) e AMIN-NAVES et al. (2004) em L. paradoxa, MARIANO et 

al. (2009), que estudaram o efeito da exposição ao ar nos parâmetros hematológicos de 

H. unitaeniatus e JOHANSEN et al. (1978 a, b), em H. unitaeniatus coletados na região 

Amazônica (rio Solimões e lagos adjacentes). Segundo HOUSTON et al. (1971) e 

TAVARES-DIAS e SANDRIN (1998), o uso de anestésico e a metodologia de coleta 

de sangue podem ser fonte de variação dos resultados hematológicos em peixes. 

Entretanto nos trabalhos de SANCHES et al. (2001) e AMIN-NAVES et al. (2004) onde 
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os valores de Hct foram menores que os observados no presente estudo também 

utilizaram o anestésico benzocaína. 

De acordo com RAMBHASKAR e RAO, (1987), valores menores de Hct, 

ocorrem em peixes mais primitivos na escala evolutiva, nos de ambiente lêntico, nos 

sedentários, nos bentônicos e nos de respiração aérea enquanto que valores maiores 

ocorrem em espécies pelágicas e ativas. IKECHUKWU e OBINNAYA (2010), 

estudando o perfil hematológico do peixe pulmonado africano Protopterus annectens, 

espécie de hábitos sedentários, encontrou valores de Hct de 28,10 ± 1,80 % e 29,20 ± 

2,20 % para espécimes juvenis e adultos respectivamente.  

LENFANT et al. (1967), LENFANT e JOHENSEN (1968) e DELANEY e 

FISHMAN (1977), encontraram respectivamente, para os pulmonados Neoceratodus 

forsteri, Protopterus dolloi e Protopterus aethiopicus, valores de Hct de 31,00  1,20 

%, 15,00  2,40 % e 25,00 %. Nossos resultados não condizem com os valores 

observados por estes autores, pois L. paradoxa que também é pulmonado de hábitos 

lentos e sedentários apresentou valor médio de Hct = 53,40 %. O alto valor de Hct 

observado nesta espécie provavelmente não se deve exclusivamente ao VCM, pois os 

dipnóicos citados acima que também se caracterizam pelos altos valores de VCM, 

apresentam baixo Hct. 

  Da mesma forma, em H. unitaenitus, que apresenta VCM próximo ao 

encontrado em teleósteos de respiração unicamente branquial observamos valores de 

hematócrito acima do que normalmente se encontra para teleósteos.  

 Características semelhantes às encontradas em H. unitaeniatus foram observadas 

no teleósteo Amphipnous cuchia (enguia indiana) com valores médios de Htc = 55,00 

%, hemoglobina = 13,80 a 26,00 g dL
-1 e de VCM =183,70 fL como adaptação ao seu 

habitat. Esta espécie de respiração aérea obrigatória possui brânquias reduzidas e vive 
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em tocas que podem ser fechadas temporariamente por lama, evitando a entrada de ar 

(MISHRA et al., 1977). Em decorrência desses fatos essa enguia necessita manter 

valores elevados do eritrograma para combater a hipóxia. WILHELM FILHO et al. 

(1992 a) relatam que as diferenças nos valores hematológicos entre os peixes sugerem 

mecanismos distintos no suprimento de suas respectivas demandas de oxigênio. VAL e 

ALMEIDA-VAL (1995) relatam que várias espécies de teleósteos da Amazônia 

mostram alterações nos valores do Hct e do VCM sem qualquer modificação do RBC 

(VAL e ALMEIDA-VAL, 1995). 

 Sendo assim, os altos e semelhantes valores de Hct encontrados nas espécies 

estudadas  provavelmente podem ser: (1) adaptativos (maior eficiência na captação e 

liberação de O2), sendo tais valores uma característica natural desses peixes ao ambiente 

em que vivem (CADAVID, 1984), pois ficam confinados em lagoas hipóxicas e muitas 

vezes expostos ao ar (MARIANO, 2006); (2) pela maior [Hb] (FRANKLIN et al., 

1993); (3) devido ao volume dos eritrócitos, ou ainda, ao movimento da água do plasma 

resultando em hemoconcentração ou hemodiluição (FRANKLIN et al., 1993); (4) por 

terem sido aclimatadas no laboratório num mesmo tipo de ambiente. 

  Muitas espécies de peixes regulam parâmetros hematológicos de acordo com as 

condições ambientais (VAL et al., 1990). Alterações nas propriedades físicas e químicas 

da água, como por exemplo, temperatura e salinidade bem como sazonalidade induzem 

modificações no eritrograma.  

 ZANUY e CARRILLO (1985) observaram em Dicentrarchus labrax redução da 

atividade eritropoética no inverno e aumento no verão. SIDDIQUI e NASEEM, (1979) 

estudando a hematologia do teleósteo dulciaquícula Labeo rohita, observaram RBC e 

Hct mais elevados na estação chuvosa. Contudo, a influência dos fatores físicos e 

químicos da água e da sazonalidade no quadro hematológico pode diferir entre espécies 
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idênticas para a mesma característica em espécies diferentes (LUSKOVÁ 1997). SMIT 

e HATTINGH (1978) estudando o eritrograma de quatro ciprinídeos da África do Sul, 

oriundos de três localidades com diferenças marcantes de pH, condutividade elétrica e 

saturação de oxigênio dissolvido, encontraram Hct diferentes para uma mesma espécie 

de origens distintas. 

  Devemos considererar ainda, o estado nutricional, maturação gonadal, sexo, 

variação genética e tamanho corporal, também podendo influenciar significativamente 

as variáveis hematológicas (KORI-SIAKPERE, 1985; TAVARES-DIAS et al., 2000 b), 

fatores estes não avaliados no presente estudo. 

  Outro parâmetro hematológico imprescindível na caracterização fisiológica dos 

organismos aquáticos é a [Hb]. Vários autores determinaram em peixes de diferentes 

espécies [Hb] variável entre 4,0 e 17,3 g dL
-1 (VAL et al., 1992; WILHELM FILHO et 

al., 1992 a;  SHIAU e LUNG, 1993; ALLEN, 1994; YOKOYAMA et al., 1996; 

NAVRÁTIL et al., 1998; TAVARES-DIAS et al., 2000 d; MARTINS et al., 2001 

RANZANI-PAIVA et al., 2002; TAVARES-DIAS e MORAES, 2003).  

 Da mesma forma que as demais variáveis hematógicas, a [Hb] pode estar 

relacionada com a atividade do animal e modo de respiração. Segundo FAVARETTO et 

al. (1978), a [Hb] é diretamente proporcional a atividade do animal, sendo esses valores 

adaptativos, levando em conta as particularidades e necessidades metabólicas do animal. 

 Valores mais altos de Hb foram encontrados em espécies de hábitos ativos e com 

respiração branquial, quando comparadas às de baixa atividade e com respiração aéro-

branquial (WELLS et al., 1980; PEREZ et al., 1986; RAMBHASKAR e RAO, 1987). 

IKECHUKWU e OBINNAYA (2010) estudando o pulmonado africano Protopterus 

annectens, espécie relativamente sedentária, encontrou valor mais baixo de [Hb] (7,50 ± 

0,40 g dL
-1) quando comparado ao teleósteo africano mais ativo Clarias sp., cuja [Hb] 
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foi de 9,88 g dL
-1 (KORI-SIAKPERE e EGOR, 1997). TAVARES-DIAS e MORAES 

(2004) ressaltam ainda que peixes predadores (carnívoros) possuem maior concentração 

de hemoglobina quando comparados aos herbívoros e onívoros. 

No presente estudo o valor médio da [Hb] determinado em L. paradoxa com 

10,90 ± 0,89 g dL
-1

 foi maior quando comparado aos valores obtidos por ISAACKS et 

al. (1978), (6,20 ± 1,50 g dL
-1

) estudando esta mesma espécie em seu ambiente natural e 

significativamente  menor que o observado em H. unitaeniatus com 13,41 g dL
-1. Estes 

valores são semelhantes aos encontrados em várias espécies de teleósteos ativos e com 

respiração apenas branquial.  

Variações intraespecíficas e interespecíficas ocorrem nos parâmetros sanguíneos 

dos peixes sendo atribuídas não só a diferentes características de comportamento, mas 

também, ao habitat, alimentação, clima e outros fatores.  

Vale ressaltar que nos estudos hemoglobínicos apresentados no capitulo 3 deste 

trabalho, H. unitaeniatus apresentou hemoglobinas com menor afinidade ao O2 quando 

comparado às hemoglobinas de L. paradoxa, talvez por isso a necessidade de maior 

[Hb] nesta espécie. Sendo assim o estudo da forma e do tamanho dos eritrócitos é de 

importância para o conhecimento da atividade e hábitos dos peixes, uma vez que 

indicam a superfície utilizável para as trocas gasosas na função respiratória 

(HARTMAN e LESSLER, 1964).  

Portanto, a importância biológica desta variação consiste essencialmente no 

aumento da superfície transportadora do oxigênio, elemento de máximo valor nas trocas 

energéticas do organismo. 

Observações dessa natureza levaram HOUSTON (1997) e TAVARES-DIAS e 

MORAES, (2004) a considerar o Hct, a [Hb] e o RBC bons indicadores da capacidade 

de transporte de oxigênio dos peixes, permitindo estabelecer relações com a 
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concentração de oxigênio disponível no habitat de origem do animal. Entretanto tais 

relações devem ser utilizadas com cautela levando sempre em consideração a grande 

diversidade de espécies e as diferentes caracteristicas encontradas entre os indivíduos. 

Eritroblastos, eritrócitos imaturos, no sangue periférico também são facilmente 

identificados devido à forma da célula, menor quantidade de hemoglobina, alta relação 

nucleoplasmática, presença de núcleo arredondado com cromatina frouxa, e a presença 

ou não de grânulos citoplasmáticos.  

A ocorrência de certa proporção de eritroblastos no sangue periférico dos peixes 

em todas as fases da vida dos indivíduos não indica disfunção sanguínea, mas a 

presença de elevado número de eritroblastos podem estar associadas a fatores externos 

de ordem trófica, física e química (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).  

DAS et al. (2006) comentam que o efeito do pH da água sobre os parâmetros 

hematológicos em três espécies de carpas, promove a produção de eritrócitos imaturos, 

redução da contagem total de eritrócitos e hemoglobina. Em L. paradoxa e H. 

unitaeniatus o número de eritroblastos na circulação foram muito reduzidos, 0,53 % e 

0,13 % respectivamente. 

4.2 Trombócitos e leucócitos  

 Os peixes possuem número de leucócitos e trombócitos significativamente mais 

elevado, quando comparado com outras classes de vertebrados e este número também 

pode apresentar variações intraespecíficas e interespecíficas (UEDA et al., 1997; 

RANZANI-PAIVA et al., 1999; TAVAES-DIAS et al., 2000 a, c, d). As variações 

intraespecíficas são influenciadas por características próprias de cada indivíduo, 

relacionadas ao caráter migratório dos leucócitos entre a circulação e os órgãos 

leucopoiéticos (rim e baço), em resposta aos estímulos ambientais (TAVARES-DIAS e 

MORAES, 2004). As variações interespecíficas podem ser ocasionadas por fatores, 
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como a sazonalidade (RAIZADA e SINGH, 1981; TAVARES-DIAS e MORAES, 

2004), a reprodução (RAIZADA e SINGH, 1981), o habito alimentar, as necessidades 

metabólicas de cada espécie (TANDON e JOSHI, 1976) e as condições ecofisiológicas 

(RAIZADA e SINGH, 1981; TAVARES-DIAS e MORAES, 2004). 

 Segundo TAVARES-DIAS e MORAES (2004), as características morfológicas 

do trombócitos e leucócitos de peixes teleósteos variam relativamente pouco de espécie 

para espécie, entretanto nossos resultados mostram diferenças marcantes entre as células 

de L. paradoxa e H. unitaeniatus.  

 Os trombócitos são células do sangue periférico dos vertebrados não mamíferos 

que correspondem às plaquetas sanguíneas  dos mamíferos e podem ser encontradas 

isoladas ou agrupadas. Em peixes são células multifuncionais, envolvidas na liberação 

de eicosanóides - mediadores inflamatórios que exercem controle nos processos 

inflamatórios e na imunidade (LLOYD-EVANS et al., 1994), no processo de 

coagulação sanguínea, motivo pelo qual seu valor pode ser mascarado após o manejo de 

confecção de extensões sangüíneas (SENS, 2009) e na defesa orgânica, pois embora não 

sejam consideradas de linhagem leucocitária, estão envolvidos em processos 

inflamatórios (MARTINS et al., 2006), além de exercerem atividade fagocitária 

(TAVARES-DIAS, 2003). A função dos trombócitos como células sanguíneas de 

defesa orgânica foi proposta por TAVARES-DIAS et al. (2000 a, b); TAVARES-DIAS 

(2002 a); TAVARES-DIAS e MORAES (2004); TAVARES-DIAS et al. (2004). 

 Os trombócitos de Cyprinus carpio fagocitam partículas de carbono 

(IMAGAWA et al., 1989) e em Oncorhynchus mykiss fragmentos de células, células 

inteiras e bactérias (HILL e ROWLEY, 1996). MATUSHIMA e MARIANO (1996) 

relatam que os trombócitos aparecem em maior proporção em tecido inflamatório de 

Oreochromis niloticus, com claras evidências de fagocitose. Estes resultados e a grande 
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quantidade de glicogênio em trombócitos de C. carpio sugerem a participação dos 

trombócitos na fagocitose.  

Os trombócitos, tem sido incluídos erroneamente por vários autores na contagem 

diferencial dos leucócitos (PARISH et al., 1986; TAVARES-DIAS et al., 2000 a, b). 

Devido a similaridade dos linfócitos com os protrombócitos em Cyprinodontidae, 

YOKOYAMA (1947), citado por GARDNER e YEVICH (1969), sugere que os 

linfócitos são precursores dos trombócitos. Entretanto RIBEIRO (1978) descreveu o 

trombócito, como elemento de linguagem própria, sem nenhuma ligação com a 

linfocitária (BLAXHALL, 1972 e ALEXANDER et al., 1980). Utilizando microscopia 

eletrônica de transmissão (MET), TAVARES-DIAS e MORAES (2007) concluíram que 

os trombócitos diferem claramente de todas as outras populações de leucócitos porque 

possuem estruturas vesiculares e microtubulares específicas em seu citoplasma. 

 RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA (2004) salientam a facilidade de 

confundir trombócitos com leucócitos durante as contagens, pois, devido à sua 

fragilidade, os primeiros podem perder citoplasma durante o preparo das extensões 

ficando apenas o núcleo. 

Nas espécies estudadas os números de trombócitos tiveram valores médios 

superiores à soma de todas as linhagens de leucócitos sendo mais numerosos em H. 

unitaeniatus. Os trombócitos encontrados em L. paradoxa geralmente apresentaram-se 

ovais e fusiformes, com pouco citoplasma aparente e elevada relação nucleoplasmática. 

Estas células foram similares as encontradas no peixe pulmonado australiano 

Neoceratodus forsteri (HINE et al., 1990 a, b) e no anfíbio ápodo Typhlonectes 

compressicaudus (BOSCHINI FILHO, 1979) em que os trombócitos são maiores do 

que dos teleósteos, com diâmetro médio de 20 m e correspondendo a 2,70 % dos 

eritrócitos. Em H. unitaeniatus, os trombócitos foram menores, alongados, com 
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citoplasma mais aparente e menor relação nucleoplasmática, sendo semelhantes aos 

observados na maioria dos teleósteos. 

 Em relação aos leucócitos estes são as células responsáveis pela defesa humoral 

e celular do organismo (TAVARES-DIAS e MORAES, 2007), sendo que seu 

significado fisiológico é parcialmente condicionado à capacidade de realizarem 

migração seletiva e diapedese (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004). Estas 

células integram diferentes linhagens celulares nas quais podem ser diferenciados 

morfologicamente pela presença ou ausência de granulação, assim como, pelas suas 

características morfológicas, tintoriais e citoquímicas (SATAKE et al., 2009). Em 

peixes, a identificação das células da série leucocitária, em comparação com aquelas das 

séries eritrocítica e trombocítica, é bem mais difícil. Segundo RANZANI-PAIVA e 

SILVA-SOUZA (2004), isso ocorre principalmente pela dificuldade em distinguir os 

trombócitos dos linfócitos e os monócitos dos neutrófilos, sobretudo quando se trata de 

células jovens das diferentes linhagens. Entretanto nas espécies estudadas os diferentes 

tipos de leucócitos encontrados apresentaram características bastante peculiares 

tornando fácil a identificação dos mesmos.  

 Na contagem diferencial de leucócitos em L. paradoxa, a porcentagem de 

linfócitos, eosinófilos, neutrófilos, monócitos e basófilos foram semelhantes ao 

observado por WARD (1969) e HINE et al. (1990 a) em N. forsteri e semelhante ao 

observado em algumas espécies de anfíbios como no anuro Rana catesbiana 

(FENERICK JUNIOR, 2006). Entretanto BIELEK e STRAUSS (1993) estudando o 

sangue periférico de L. paradoxa, observaram a presença de apenas três granulócitos. 

RIBEIRO et al. (2007) estudando células de defesa nesta mesma espécie, observaram a 

presença de células polimorfonucleares com raros grânulos citoplamáticos, considerada 

pelos referidos autores como um tipo de agranulócito e três tipos de granulócitos. 
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Entretanto as células polimorfonucleadas observadas por estes autores mostraram-se 

análogas aos neutrófilos encontrados no sangue humano e são morfologicamente 

semelhantes aos neutrófilos encontrados por HINE et al. (1990 a) no sangue de N. 

forsteri e aos neutrófilos encontrados em L. paradoxa no presente estudo. Já os 

granulócitos I, II e III observados por RIBEIRO et al. (2007) mostraram-se 

morfologicamente semelhantes aos eosinófilos observados por BIELEK e STRAUSS 

(1993) e no presente estudo. Provavelmente os granulócitos I, II e III observados por 

RIBEIRO et al. (2007) representam eosinófilos em diferentes etapas de 

desenvolvimento. 

 Em H. unitaeniatus foram observados linfócitos, neutrófilos e monócitos, não 

sendo encontrado eosinófilos e basófilos, resultados estes similares aos observados em 

Hoplias malabaricus (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004) e em varias espécies de 

teleósteos de respiração aquática. 

 Os linfócitos são considerados células hematopoéticas multipotenciais e 

imunocompetente (ELLIS, 1977; RIBEIRO et al., 2007). Segundo PETRY (2008),  

essas células geralmente são semelhantes entre as diferentes espécies de peixes. No 

leucograma de L. paradoxa e H. unitaeniatus, os linfócitos foram os que apresentaram 

menor coeficiente de variação e diferenciaram-se principalmente em relação ao 

tamanho. Os linfócitos são predominantemente esféricos semelhantes aos encontrados 

em outros vertebrados e de tamanhos variados, representando provavelmente diferentes 

estágios funcionais de uma mesma população celular e não populações celulares 

separadas (VEIGA et al., 2000). Em ambas espécies o núcleo dos linfócitos apresentou-

se arredondado geralmente acompanhando o formato da célula e apresentando, algumas 

vezes, forma levemente reniforme nos linfócitos de L. paradoxa. A cromatina mostrou-

se compactada sem nucléolos. A relação núcleo-citoplasma foi elevada nos linfócitos de 
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ambas as espécies, sendo o citoplasma escasso, fortemente basofílico e sem granulações 

visíveis (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004, TAVARES-DIAS et al., 2002 a). 

  Significativamente mais numerosos em L. paradoxa os linfócitos foram em 

ambas as espécies os leucócitos predominantes como na maioria dos peixes: 

Opisthonema oglinum (PITOMBEIRA et al., 1968), Mugil incilis e M. curema 

(PITOMBEIRA et al., 1969), Scomberomorus maculatus (PITOMBEIRA e MARTINS, 

1970), Pimelodus maculatus (RIBEIRO, 1978), Rhamdia hilarii (KAVAMOTO et al., 

1983), Pseudoplatystoma corruscans (SATAKE et al., 1994; BEELEN et al., 1998), 

Mugil platanus (RANZANI-PAIVA, 1995 a), Brycon sp.  (RANZANI-PAIVA, 1996), 

Oncorhynchus mykiss (RANZANI-PAIVA et al., 1998 a), Serrasalmus marginatus, 

Hypostomus sp. e Loricariichthys platymetopom (RANZANI-PAIVA, et al., 2000 a), 

Pimelodus maculatus (SILVA-SOUSA et al., 2000), Pimelodus maculatus 

(JERÔNIMO et al.,  2009) e Oxydoras niger (SANTOS e TAVARES-DIAS, 2010). 

Os neutrófilos, em muitas espécies representam a mais numerosa linhagem de 

defesa imune (MANNING, 1994). Sendo mais freqüentes no sangue periférico de 

Prochilodus scrofa, Schizodon borelli, Pimelodus maculatus, S. marginatus,  Hoplias 

malabaricus, Parauchenipterus galeatus e Serrassalmus spiloplera (RANZANI-PAIVA 

et al., 2000 a). Possuem capacidade fagocitária e em situações de estresse podem ter seu 

número aumentado significativamente em 24 horas (SECOMBES, 1996). Com 

porcentagens semelhantes nas espécies estudadas, representaram a segunda linhagem 

mais numerosa de leucócitos em H. unitaeniatus e a terceira mais numerosa em L. 

paradoxa.  

 Nas duas espécies estudadas, embora com volume maior em L. paradoxa, os 

núcleos dos neutrófilos foram segmentados, mas não multilobado o que é raro em 

peixes embora os neutrófilos de Thymallus arcticus nigrescens apresente até 5 lóbulos 
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(RHYZOVA e TUGARINA, 1979). Os grânulos citoplamáticos foram pouco vísiveis e 

difusos nos neutrófilos de L. paradoxa e mais evidentes formando finos grumos em H. 

unitaeniatus. 

 Sendo excepcionalmente grandes em L. paradoxa, os monócitos foram os 

maiores leucócitos encontrados em ambas as espécies. Segundo RANZANI-PAIVA e 

SILVA-SOUZA, (2004), os monócitos normalmente são os maiores leucócitos do 

sangue periférico dos peixes. Representando aproximadamente 2% dos leucócitos 

circulantes no sangue periférico das espécies analisadas, estes foram os leucócitos 

menos numerosos em H. unitaeniatus. 

 Neste estudo, os monócitos apresentaram poucos pseudópodes e foram 

semelhantes aos de outros vertebrados estando de acordo com DOGGETT e HARRIS 

(1989). Segundo estes autores em muitas espécies de peixes os monócitos apresentam 

poucos pseudópodes e moderada propriedade fagocítica. O núcleo destas células 

apresentou-se predominantemente excentrico, alongado, semelhante ao observado por 

TAVARES-DIAS et al. (2002 b). 

 Em relação aos eosinófilos, estes são escassos ou mesmo estão ausentes no 

sangue dos peixes, sendo mais abundantes no tecido hematopoiético, submucosa 

intestinal, líquido peritoneal, mesentério e brânquias (HINE e WAIN, 1988; 

RANZANI-PAIVA 1995 b). Esses granulócitos foram observados em pequeno número 

em  Oxydoras niger (SANTOS e TAVARES-DIAS, 2010) e não foram observados no 

sangue circulante de Onchorhynchus mykiss (POWELL et al., 1990; FORERO,1995) e 

na circulação e em órgãos hematopoéticos de Pleuronectes platessa (FIJAN, 2002). 

Entretanto SAUNDERS (1966) identificou eosinófilos em 65 de 116 espécies de 

teleósteos e RANZANI-PAIVA e EIRAS, (1992) encontraram eosinófilos em 10 de 13 

espécies estudadas no Rio Paraná. 
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 Em peixes as funções dos eosinófilos ainda não são totalmente esclarecidas. O 

percentual de eosinófilos aumenta em Tilapia zilli aclimatadas em água com elevado 

grau de salinidade (FARGHALY et al., 1973) e alto percentual dessa célula ocorre em 

Clupea pallasi (ZHITENEVA et al., 1986), Cyprinus carpio (RANZANI-PAIVA et al., 

1987), Piaractus mesopotamicus (ALEXANDRINO et al., 1995; RANZANI-PAIVA et 

al., 1999), Colossoma macropomum (RANZANI-PAIVA et al., 1999) e Leporinus 

macrocephalus (TAVARES-DIAS et al., 2000 e) associado a doença. EIRAS et al. 

(1995) encontraram altas porcentagens de eosinófilos no sangue periférico de pacus e 

tambaquis, parasitados por protozoários. MOURA et al. (1998) observaram aumento 

significativo dos eosinófilos circulantes em Colossoma macropomum (tambaqui) 

exposto a hipóxia e a hipoxia sem acesso a superfície da água e não observaram a 

presença de eosinófilos em Hoplosternum littorale (tamoatá) em qualquer das condições 

experimentais. Embora aparentemente saudáveis e sem terem sido expostas a qualquer 

condição experimental, L. paradoxa apresentou 275 de eosinófilos por L
-1

 de sangue, 

representando a segunda linhagem mais numerosa de leucócito no sangue periférico 

desta espécie. Nestas espécies estas células caracterizaram-se pelas numerosas projeções 

que levam à formação de pseudópodes e muitos grânulos citoplasmáticos. Resultados 

semelhantes foram observados por RANZANI-PAIVA e EIRAS (1992) que observaram 

em Megalancistrus aculeatus elevado percentual desse granulócito, mas sem indicações 

de que essa quantidade alta tenha sido influenciada por parasitose ou qualquer outro tipo 

de patologia. 

Os basófilos foram às células de defesa orgânica, menos abundantes e menores 

encontrados em L. paradoxa. A função dos basófilos de peixes também não está 

definida em peixes e parece estar ligada aos processos alérgicos, já que possuem 

histamina em seus grânulos (ROBERTS, 1981). Estas células ainda não foram 
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associadas a nenhum mecanismo de defesa conhecido, em peixes. Segundo ELLIS 

(1977), a presença de basófilos no sangue periférico de peixes é aceita por alguns 

autores e discutida por outros. A ausência e a baixa freqüência dos basófilos têm sido 

relatadas em várias espécies de peixes por RANZANI PAIVA e GODINHO (1983), 

VEIGA et al. (2000) e SILVA-SOUZA et al. (2002).  

Nas duas espécies, não foram identificadas as células granulocíticas especiais 

(CGE), células grandes e muito semelhantes aos neutrófilos. ROUBAL (1986) refere-se 

a estas células como neutrófilos tipo 1 e BARBER (1978), RIBEIRO (1978) e 

LORENZI (1999) sugerem a possibilidade de que esses leucócitos sejam  células 

precursoras dos neutrófilos. MARTINS et al. (2000 a) sugerem que estes granulócitos 

sejam mais um tipo de célula que compõem o leucograma dos peixes, sendo freqüentes 

em animais portadores de parasitas e inflamações, contudo, RANZANI-PAIVA (1996) 

encontrou elevado percentual dessas células na circulação de Brycon sp. aparentemente 

saudáveis. Segundo TAVARES-DIAS e MORAES (2004), essas células aparecem em 

percentual relativamente baixo ou até mesmo ausente em espécies das famílias 

Characidae, Ciprinidae, Erythrinidae, Prochilodontide, Anostomide, Salmonidae, 

Ictaluridae, Mugilidae e Cichlidae. 

De acordo com BARBER e WESTERMANN (1978), estas células ocorrem 

frequentemente em certos grupos taxonônicos e estão ausentes em outros. Estes autores 

estudando 58  espécies de peixes de agua salgada e dulciaquícola, sendo a maioria 

teleósteos, observaram a presença de células granulocíticas em 30 espécies. RANZANI-

PAIVA e EIRAS (1992) estudando 13 espéies de teleósteos, do Rio Paraná, verificaram 

que somente Prochilodus lineatus, Pimelodus maculatus, Megalonema platana e 

Hoplosternum littorale apresentaram células granulocíticas nas extensões. Da mesma 

forma que em L. paradoxa e H. unitaeniatus, essa célula também  não foi encontrada 
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nas extensões sangüíneas de agnatas e cartilaginosos (BARBER e WESTERMANN 

1978).   

 Segundo CAMPBELL (2006) e TAVARES-DIAS (2008 a) as variações 

interespecífica em relação aos trombócitos e leucócitos não se devem apenas às 

diferentes condições ecofisiológicas. As espécies analisadas no presente estudo 

apresentam o mesmo tipo de habitat, no entanto apresentaram diferenças em seus 

leucogramas. Sendo assim deve-se considerar as características imunológicas peculiares 

de cada espécie de peixe (TAVARES-DIAS e MORAES, 2007; TAVARES-DIAS, 

2008 a). Nos peixes parece haver uma resposta sanguínea distinta para as diferentes 

espécies frente os fatores ambientais (SANTOS e TAVARES-DIAS, 2010).  

 4.3 Variáveis plasmáticas 

 Segundo TAVARES-DIAS et al. (2008), os estudos das variáveis plasmáticas 

em peixes, merecem grande atenção porque regulam vários processos celulares, 

conseqüentemente às avaliações bioquímicas podem ser utilizadas para uma variedade 

de propósitos. 

 Da mesma forma que as demais variáveis já discutidas, os níveis de eletrólitos 

plasmáticos podem variar de acordo com a espécie e o ambiente. Geralmente, em 

teleósteos de clima temperado, os valores basais de sódio (Na
+
) são aproximadamente 

150 mmol/L
-1

, cloreto (Cl
-
) 130 mmol/L

-1
, potássio (K

+
) 3,20 mmol/L

-1
 e cálcio (Ca

+2
) 5 

mmol/L
-1

 (STOSKOPF, 1993) enquanto que em teleósteos de clima tropical, os níveis 

plasmáticos de sódio variam de 103 a 190 mmol/L
-1

, cloreto de 58 a 193 mmol/L
1 

potássio de 0,80 a 8,50 mmol/L
-1

, cálcio de 1,40 a 5,50 mmol/L
-1

 e magnésio de 0,50 a 

2,80 mmol/L
-1

 (TAVARES-DIAS e MORAES, 2003), entretanto devido a grande 

variedade de espécies encontradas nestes ambientes os valores iônicos basais do plasma 

devem ser interpretados com cautela.  
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 MANGUN et al. (1978) estudando a concentração de íons inorgânicos no sangue 

de espécies amazônicas em seus ambientes naturais (Alfa Helix - RIGGS, 1979), 

encontraram no plasma de L. paradoxa concentrações de sódio com aproximadamente 

105,10 ± 7,5 mmol/L
-1

, cloreto 97,70 ± 5,20 mmol/L
-1

, potássio 3,20  0,63 mmol/L
-1

, 

cálcio 1,71 ± 0,13 mmol/L
-1

 e magnésio de 9,71 ± 1,16 mmol/L
-1

, e em H. unitaeniatus 

concentrações plasmáticas de sódio com valor médio de 112,60 ± 4,8 mmol/L
-1

, cloreto 

103,80 ± 7,90 mmol/L
-1

, potássio 2,78  0,25 mmol/L
-1

, cálcio 1,42 ± 0,10 mmol/L
-1

e 

magnésio de 3,17 ± 0,40 mmol/L
-1

.  

 IKECHUKWU e OBINNAYA (2010) estudando o perfil hematológico do peixe 

pulmonado africano Protopterus annectens juvenis e adultos encontraram valores de 

sódio 99,60 ± 6,20 mmol/L
-1

e 100,46 ± 4,60 mmol/L
-1

e potássio 8,20 ± 1,30 mmol/L
-1

e 

8,60 ± 1,10 mmol/L
-1

respectivamente. No presente estudo os níveis plasmáticos de Na
+
, 

K
+
, Ca

+2
, Mg

+2 
e Cl

-
 encontrados em L. paradoxa e H. unitaeniatus  encontram-se  na 

faixa da maioria das espécies de peixes tropicais, com exceção do valor médio de íons 

magnésio (1,85 ± 0,44 mmol/L
-1

) no plasma de L. paradoxa  que foi menor que o valor 

obtido por MANGUN et al., (1978), (9,71 ± 1,16 mmol/L
-1

) para esta mesma espécie 

vivendo em ambiente natural. 

 Em relação às concentrações de glicose, o valor médio igual a 68,95 ± 8,61 mg 

dL
-1

 observado em L. paradoxa é semelhantes ao descrito em muitas espécies de 

teleósteos de clima tropical (TAVARES-DIAS e MORAES, 2003) e ao pulmonado P. 

annectens com 68 ± 8,50 mg dL
-1

 (IKECHUKWU e OBINNAYA, 2010). Em H. 

unitaeniatus o valor médio observado de 86,82 ± 8,10 mg dL
-1

 foi significativamente 

maior que o valor médio observado em  L. paradoxa e em outros teleósteos 

dulciaquícolas. 
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 É de conhecimento que a glicose é essencial em animais superiores para o 

funcionamento dos tecidos (sistema nervoso, eritrócitos, gônadas, etc.), sendo assim 

muitos animais possuem a habilidade de manter a concentração de glicose sangüínea em 

nível constante (PLISETSKAYA e KUZ’MINA, 1971; HERTZ et al., 1989). Entretanto 

diversos fatores ambientais e internos podem afetar os níveis basais de glicose em 

peixes dentre eles a idade, o sexo, fatores genéticos, alterações ambientais, hábitos 

alimentares, metabolismo e estresse por captura e manuseio (BARTON e IWANA, 

1991 e TAVARES-DIAS e SANDRIM, 1998, NUNES et al, 2010). Mudanças nos 

níveis de glicose plasmática foram observadas por HILMY et al., (1978) em peixes de 

diferentes estágios de maturação gonodal. As alterações foram atribuídas a mudanças na 

taxa de insulina ou mudanças na temperatura da água.  

 RANZANI-PAIVA e GODINHO (1988) observaram diferenças significativas 

nos valores de glicose até mesmo em peixes de mesma espécie, estes autores 

descreveram em adultos de P. mesopotamicus valor médio para glicose sangüínea de 

110 mg dL
-1

, enquanto ZUIM et al., (1988) encontraram para essa mesma espécie 

mantida em cativeiro e em ambiente natural valores médios iguais a 156,60 mg dL
-1 

e 

80,50 mg dL
-1

, respectivamente. Neste contexto, várias são as explicações para os 

maiores valores de glicose observados em H. unitaeniatus em relação a L. paradoxa e 

outros teleósteos de água doce. 

 Segundo SANTOS e PACHECO (1999) e ACERETE et al. (2004), os maiores 

valores nas concentrações de glicose observados em peixes podem ocorrer por estresse, 

causado por mudanças ambientais, que ocasionam maior atividade metabólica e, 

consequentemente, maior necessidade de energia por parte dos organismos o que 

possibilita ao animal superar os distúrbios causados pelo agente estressor 

(WENDELAAR BONGA, 1997). FAVARETTO et al. (1978 e 1981) estudando o efeito 
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da exposição ao ar atmosférico sobre os níveis glicêmicos no teleósteo de respiração 

aérea facultativa Plecostomus regani, espécie comum nos rios e pântanos pobres em 

oxigênio, observaram notável aumento na concentração de glicose plasmática (de 44,28 

mg dL
-1

 para 85,13 mg dL
-1

) meia hora após terem sidos expostos ao ar atmosférico, 

sendo este aumento acompanhado pela diminuição das concentrações de glicogênio 

hepático e muscular. Da mesma forma MARIANO et al. (2009) estudando as respostas 

fisiológicas de H. unitaeniatus expostos ao ar atmosférico, observaram aumento 

significativo nas concentrações de glicose após 1, 6 e 12 horas de exposição ao ar 

atmosférico com posterior diminuição após o retorno ao ambiente aquático.  

 Vários autores sugerem que o estresse causado pela captura e a simples 

manipulação produz significativo aumento na glicemia em teleósteos devido à ação 

hiperglicemiante do hormônio cortisol (HATTINGH, 1977; BARTON et al., 1986; 

SALONIUS e IWAMA, 1993; FORSMANN et al., 1998; BARCELLOS et al., 2001). 

Essa hiperglicemia em condições de estresse repõe a glicose para o sistema nervoso 

central (BULLIS, 1993) ou, principalmente, para os músculos. MORATA et al. (1982) e 

HIGUERA e CARDENAS (1985) afirmam que em teleósteos, a gliconeogênese pode 

ser aumentada em peixes que recebem alimentação contendo altas concentrações de 

proteínas. CARNEIRO e AMARAL (1979) e BALDISSEROTO (2002) sugerem que a 

concentração de glicose plasmática está diretamente relacionada à atividade do animal, 

assim sendo é mais alta em espécies mais ativas e predadores.  

 Da mesma forma que a glicose, os nível de proteínas plasmáticas totais variam 

amplamente entre as diferentes espécies de peixes, podendo ainda ser influenciado por 

fatores endógenos e ambientais (BRINATI e AMARAL, 1978; SANTOS, 2009), 

podendo o estresse provocado pelo manuseio também afetá-la (LARSSON et al., 1976). 
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Em peixes de água doce os valores de proteína plasmática total observados por 

vários pesquisadores variam de 2,10 a 8,20 g dL
-1, sendo mais baixos que a média 

registrada em mamíferos (8,40 g dL
-1

) (BRINATI e AMARAL, 1978), o que implica em 

menor pressão osmótica coloidal nos capilares (LARSSON  et al., 1976). LARSSON et 

al. (1976) desenvolveram pesquisas com diversas espécies de peixes marinhos, obtendo 

resultados sobre a média de concentração protéica bem como o intervalo de distribuição 

dessa variável. Os valores encontrados foram 3,40 a 5,30 g dL
-1  para ciclóstomos, 2,00 a 

3,00 g dL
-1  para, holocéfalo (quimeras),  0,90 a 5,10 g dL

-1  para elasmobrânquios 

(tubarões e raias) e 1,20 a 11,60 g dL
-1  para teleósteos. Em nossos resultados os níveis 

plasmáticos de proteínas totais em L. paradoxa e H. unitaeniatus encontram-se dentro 

dos valores da maioria das espécies de peixes de água doce. Entretanto o valor médio 

observado em H. unitaeniatus foi significativamente maior que em L. paradoxa.  

Por fim, ao comparar os resultados referentes às variáveis plasmáticas de L. 

paradoxa com H. unitaeniatus, peixes taxonomicamente distintos que compartilham o 

mesmo habitat não foi observado diferenças significativas em relação aos íons potássio, 

cálcio e cloreto, entretanto as concentrações plasmáticas de sódio, magnésio, glicose e 

proteínas totais foram significativamente mais altas em H. unitaeniatus. Estes resultados 

não nos permitem afirmar que os maiores valores observados em H. unitaeniatus são 

devido ao estresse da manipulação ou ao tipo de alimentação dos peixes. Talvez estas 

diferenças ocorram provavelmente devido aos diferentes padrões metabólicos das 

espécies em questão, estando relacionado ao modo particular de vida. Possivelmente, o 

fato de H. unitaeniatus ser uma espécie predadora e mais ativa que L. paradoxa, 

contribua para os maiores valores encontrados nesta espécie. De acordo VILJOEN e 

VUREN, (1991) e TAVARES-DIAS e MORAES, (2004), os peixes têm necessidades 

específicas estando às concentrações de eletrólitos, glicose e proteínas plasmáticas 
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relacionados diretamente ao modo de vida e na manutenção do equilíbrio osmótico dos 

mesmos. 

5 CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que: 

a) L. paradoxa e H. unitaeniatus apresentam variações dos padrões hematológicos.  

b) L. paradoxa apresenta características hematológicas de espécies lentas com 

baixa demanda metabólica, RBC e CHCM mais baixos e o VCM maior que o 

encontrado na maioria dos peixes teleósteos, ciclóstomos e elasmobrânquios e 

semelhante ao observado nos anfíbios urodelos, ápodos e em outras espécies de 

peixes pulmonados.  

c) Em H. unitaeniatus, o número de eritrócitos é maior e o valor de VCM menor do 

que os observados nos ciclóstomos, elasmobrânquios e dipnóicos e semelhantes aos 

observados em várias espécies de teleósteos. 

d) Em H. unitaenitus, os maiores valores de hemoglobina se devem provavelmente a 

maior atividade da espécie, ou pelo fato de H. unitaeniatus possuir hemoglobinas 

com menor afinidade ao oxigênio quando comparadas com as hemoglobinas de L. 

paradoxa (ver Capitulo 3). 

d) Em L. paradoxa leucócitos e trombócitos apresentaram-se em menor número e 

maior tamanho em relação ao observado nos teleósteos, e semelhante ao observado 

em outros pulmonados e em espécies de anfíbios anuros. 

e) Em H. unitaenitus, a contagem de leucócito foi semelhante ao observado no 

Erythrinidae Hoplias malabaricus, sendo este quadro hematológico possivelmente 

uma característica desta família.  

f) Em H. unitaenitus, os níveis plasmáticos de sódio, magnésio, glicose e proteínas 

totais foram significativamente mais altos em relação ao observado em L. paradoxa, 
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provavelmente devido aos diferentes padrões metabólicos das espécies em questão, 

estando relacionado ao modo particular de vida.  

g) A possibilidade dos parâmetros analisados estarem relacionados à filogenia das 

espécies não pode ser descartada, havendo a necessidade de ampliar as investigações 

na tentativa de se estabelecer modelos que possam responder esta questão.  
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CAPÍTULO 3  

 

 

 

CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL E FUNCIONAL DAS HEMOGLOBINAS 

DO PEIXE PULMONADO Lepidosiren paradoxa (DIPNOI, FITZINGER, 1837) E 

DO PEIXE DE RESPIRAÇÃO AÉREA FACULTATIVA Hoplerythrinus 

unitaeniatus (CHARACIFORMES, SPIX, 1829) 

 

Resumo 

 

As Hbs de peixes exibem o maior grau de diversidade estrutural e funcional dentre todas 

as Hbs de vertebrados. O presente estudo teve como objetivo a caracterização das 

propriedades estrutural e funcional (in vitro) das Hbs do peixe pulmonado L. paradoxa 

e do peixe de respiração aérea facultativa H. unitaeniatus coletados nos arredores de 

Cuiabá, MT. Foram analisados o padrão eletroforético, o efeito Root, a quantificação e 

o efeito dos moduladores alostéricos (IHP, ATP, GTP, 2,3 - BPG e NaCl) na modulação 

da afinidade das Hbs ao oxigênio e a afinidade das Hbs em experimentos de equilíbrio 

de oxigenação em sangue e stripped à 4
o
C, 21

o
C e 40

o
C. O padrão eletroforético em gel 

de amido para L. paradoxa mostrou a presença de dois componentes, um maior lento, e 

outro menor rápido, em H. unitaeniatus foram identificados 6 componentes anódicos 

com diferentes concentrações, sendo 3 componentes lentos e 3 componente rápidos. Nas 

espécies as Hbs stripped, nas três temperaturas e na presença dos moduladores 

mostraram efeito Bohr normal. Em L. paradoxa os valores de cooperatividade foram 

próximos de 2,00 indicando cooperatividade e ausência de efeito Root,  em H. 

unitaeniatus os valores de cooperatividade, próximos de 1,50, indicaram baixa 

cooperatividade e presença de efeito Root. A afinidade das Hbs ao oxigênio mostrou-se 

maior à medida que se diminuiu a temperatura. O 2,3 - BPG foi pouco efetivo na 

modulação das Hbs de ambas as espécies, já os moduladores IHP, GTP, ATP e NaCl 

atuaram como moduladores negativos, sendo a modulação mais efetiva em H. 

unitaeniatus. Não foi detectado 2,3 - BPG e o ATP foi o principal nucleotídeo 

intraeritrocitário nas duas espécies, sendo aproximadamente 2 vezes superior ao GTP. 

Em L. paradoxa foi detectado pequena quantidade IP2 e em H. unitaeniatus não foi 

detectado a presença de inositóis. Os resultados mostram a capacidade de adaptação 

molecular das Hbs destas espécies às condições fisiológicas e ambientais a que estão 

sujeitas. 

 

 

Palavras chave: Afinidade Hb-oxigênio, efeito Bohr, padrão eletroforético, efeito Root, 

inositóis, cooperatividade, equilíbrio de oxigenação. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Hemoglobinas 

Na maioria das espécies, a capacidade de suprir com oxigênio, o metabolismo 

celular, é aumentada pela presença de pigmentos respiratórios que permitem a fixação, 

transporte e liberação deste, de forma mais eficiente, aumentando a velocidade de sua 

difusão para as células (SILVA, 2003). 

 A Hb é o principal pigmento respiratório responsável pelo transporte de O2 em 

mamíferos, aves, répteis, anfíbios e peixes (SCHWANTES, 1972, GIARDINA et al., 

2004). A Hb é uma proteína encontrada nos eritrócitos do sangue que transporta o 

oxigênio dos órgãos respiratórios para os tecidos e dióxido de carbono dos tecidos para 

os órgãos respiratórios (PERUTZ et al., 1987).  

 A capacidade da hemoglobina de realizar uma reação reversível com O2 

molecular reside no fato dela conter um grupo heme (ferro-protoporfirina IX), como 

grupo prostético, ligado a cada uma das suas cadeias polipeptidicas. Esse grupo heme é 

constituído pela protoporfirina e por um átomo de Fe, sendo este mantido no estado 

ferroso (Fe
+2

) durante os processos de oxigenação e desoxigenação, para conservar suas 

propriedades funcionais (KARPLUS, 1982; PERUTZ, 1982; DICKERSON e GEIS, 

1983; ACKERS e SMITH, 1987; LESK, 1991). 

 A molécula de hemoglobina é um tetrâmero composto por dois pares de cadeias 

distintas: duas cadeias  e duas cadeias . A cada uma destas cadeias está ligado um 

grupo heme, de forma que, uma molécula de hemoglobina pode transportar até quatro 

moléculas de oxigênio (LESK, 1991). 
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Figura 1 - Representação da estrutura da hemoglobina, apresentando suas quatro cadeias polipeptídicas 

(globinas), cada cadeia ligada a um grupo heme (MOYES e SCHULTE, 2010). 

 

 A afinidade da Hb ao oxigênio pode ser modificada pelos moduladores 

alostéricos. A concentração de prótons (H
+
) modula a afinidade da Hb ao oxigênio, de 

forma que, quanto menor o pH da solução de Hb, menor será sua afinidade ao oxigênio 

(GIARDINA et al., 2004). Esse efeito do pH sobre a afinidade Hb-O2 é denominado 

efeito Bohr ( = ΔlogP50 / ΔpH), descrito inicialmente por BOHR et al. (1904), como 

diminuição da afinidade Hb-O2 devido ao aumento da pressão de CO2. A elevação na 

temperatura também reduz a afinidade da Hb pelo oxigênio e a diminuição, aumenta.  

Nos glóbulos vermelhos há, durante a glicólise, produção de moduladores como o 

trifosfato de adenosina (ATP) e o trifosfato de guanosina (GTP) nos peixes e répteis, o 

2,3 - bifosfoglicerato (2,3-BPG) em mamíferos, fetos de aves antes da eclosão, anfíbios 
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anuros e algumas espécies de peixes e, inositóis, em aves e alguns peixes (VAL, 2000; 

SCHWEITZER, et al., 2001; VILLAR, 2003; PERES et al., 2004). A ligação 

preferencial destas substâncias a desoxihemoglobina resulta na diminuição da sua 

afinidade ao oxigênio (ARNONE, 1972 e LANDINI, 2002). Entretanto, existem 

animais que apresentam Hbs insensíveis aos fosfatos orgânicos, como ovinos, bovinos, 

gatos e peixes-bruxa (ciclóstomos) e, em algumas espécies de teleósteos, as 

concentrações de ATP e GTP decrescem durante períodos de hipóxia, aumentando a 

afinidade das Hbs ao oxigênio (KIND et al., 2002; TAMBURRINI et al., 2001; 

PELLEGRINI et al., 2003 e WELLS, et al., 2003). 

Considerado a variedade de espécies que utilizam as Hbs para o transporte de 

oxigênio, essas moléculas desempenham suas funções primárias sob condições 

ambientais extremamente variáveis dependendo do habitat das espécies (BRAUNER e 

WEBER, 1998; WEBER et al., 2004). 

 A função da Hb parece ser adaptada às necessidades metabólicas do animal e ao 

ambiente em que vivem. A adaptação corresponde a variações da capacidade de 

transporte de oxigênio e, para tanto, o organismo aumenta ou diminui a produção de Hb 

ou de efetores alostéricos que modulam o transporte de oxigênio (RIGGS, 1976; VAL 

et al., 1985).  

Em condições físicas constantes e na ausência de moléculas moduladoras, a 

afinidade da Hb ao oxigênio depende, primariamente, da natureza hidrofóbica dos 

grupos heme e da função ou atividade específica dos resíduos de aminoácidos que, 

direta ou indiretamente, a afetam. A afinidade Hb-O2 intrínseca é determinada pelos 

genes da mesma forma que é a seqüência de aminoácidos (POWERS, 1980; 

BURMESTER et. al., 2002).  
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As Hbs são caracterizadas funcionalmente, pela sua afinidade ao oxigênio, 

através de seu P50, que corresponde à pressão de oxigênio necessária para que 50% 

dessa molécula se torne saturada com esse gás, pelo efeito Bohr, pela sua 

cooperatividade onde, modificações estruturais da molécula de Hb quando esta se liga 

ao oxigênio, induzem pequenas alterações na conformação de suas subunidades, de 

forma que, a oxigenação de um grupo heme pode acelerar as dos demais, na mesma 

molécula.  

 Essa interação entre as subunidades é expressa pelo coeficiente de Hill (nHill /pH)  

(RIGGS, 1972), onde: 

 nHill  1 (cooperatividade positiva ou estabilização das interações  heme-heme); 

 nHill = 1 (cooperatividade nula, os sítios ligantes de O2 são independentes);  

 nHill  1 (cooperatividade negativa ou interação heme-heme negativa). 

 A afinidade Hb-oxigênio é representada pela curva sigmóide de dissociação Hb-

O2. Os fatores que aumentam a afinidade da Hb ao oxigênio deslocarão a curva à 

esquerda e diminuirão o P50 e os fatores que diminuem a afinidade da Hb ao oxigênio, 

deslocarão a curva à direita e aumentarão o P50. 

Análises sistemáticas e os estudos funcionais das Hbs animais permitem 

relacionar diferenças estruturais com comportamentos bioquímicos, fisiológicos e 

evolutivos (FADEL, 2000). 

1.2 Hemoglobinas de peixes 

 A maioria dos animais terrestres tem, essencialmente, um suprimento constante 

de oxigênio o que não acontece com os peixes cujo ambiente aquático sofre alterações 

sazonais e diurnas de O2, assim nenhum outro grupo de vertebrados está sujeito a  

grandes variações ambientais (HOCHACHKA e SOMERO, 2002). Segundo RIGGS 

(1979), esse fato levou ao desenvolvimento de muitas estratégias adaptativas, com 
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relação às Hbs, para aperfeiçoar a captação e o transporte de oxigênio frente às 

alterações ambientais, como a multiplicidade de componentes e alterações na afinidade 

das Hbs ao oxigênio. 

Estudos de bioquímica e fisiologia comparada mostram que as afinidades das 

Hbs ao oxigênio em várias espécies de peixes estão adaptadas as variações físicas e 

químicas de seus ambientes. Assim, peixes que vivem em ambientes com baixo teor de 

oxigênio possuem Hbs com uma alta afinidade ao O2, ao contrário dos que vivem em 

ambientes ricos em oxigênio, que possuem baixa afinidade Hb-O2 (GRAHAM, 1997). 

Peixes que vivem em ambientes onde os parâmetros físicos são periodicamente 

alterados, necessitam de mecanismos moleculares para sua adaptação (POWERS, 

1985). 

Uma das estratégias adaptativas adquiridas pelos peixes para a captação de O2 

frente às variações ambientais é a presença de Hbs múltiplas (VAL, 1993). Muitas 

espécies de peixes possuem isohemoglobinas que mostram diferenças consideráveis na 

seqüência de aminoácidos, designados como isoformas (DI PRISCO e TAMBURRINI, 

1992; TAMBURRINI et al., 2001), que podem ou não apresentar propriedades 

funcionais diferentes. 

Estudadas em várias espécies, as isohemoglobinas revelam dados importantes: 

em alguns casos elas possuem propriedades funcionais distintas e suas concentrações 

relativas podem ser reguladas adaptativamente, de acordo com as condições do 

ambiente, conferindo ao animal maior chance de sobrevivência em ambientes variáveis 

(BOSSA et al., 1982).  

Entretanto, existem espécies que possuem componentes múltiplos, com 

propriedades similares (OHKUBO et al., 1993; CÉSAR, 1993) e peixes que apresentam 
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Hbs com um único componente (BORGESE et al., 1992; DI PRISCO e TAMBURRINI, 

1992). 

A regulação qualitativa e quantitativa dos fosfatos intra-eritrocitários também 

representa uma importante estratégia adaptativa para o grupo, já que permite aos peixes 

compensar, a alteração dos níveis de oxigênio disponível no ambiente (VAL et al 1990). 

Neste grupo de animais, encontramos uma grande variação não apenas quantitativa 

como também qualitativa dos fosfatos eritrocitários (BARTLETT, 1980). ATP e GTP 

são os fosfatos eritrocitários mais comumente encontrados nos peixes. Em algumas 

espécies foi encontrada alta concentração de ATP, em outras, alta relação ATP/GTP e 

ainda em outras, uma elevada relação GTP/ATP (VAL et al., 1990, 1992a). 

Muitos autores relatam que a afinidade de ligação das Hbs ao O2 varia com a 

temperatura (POWERS et al., 1979a). Já que a quantidade de O2 dissolvido na água é 

inversamente proporcional à temperatura, os peixes de modo especial, adaptam-se a 

essa flutuação térmica. Assim, para a manutenção de um suprimento constante de O2 

para os tecidos, o sistema de liberação de O2 teve que ser adaptado (POWERS, 1980). 

Para isso os peixes encontraram algumas formas de adaptação como apresentar Hbs 

termicamente insensíveis, como ocorre no atum (BRUNORI, 1966); ou apresentar Hbs 

múltiplas com diferentes sensibilidades térmicas (BRUNORI, 1975), ou ainda, variar o 

nível de moduladores alostéricos (GREANEY e POWERS, 1977; OLIANAS et al., 

2005).  

 A maioria dos peixes possuem Hbs com efeito Bohr normal. Este fenômeno é de 

grande importância entre os peixes, pois facilita tanto a captura de oxigênio pelas 

brânquias quanto à liberação de oxigênio nos tecidos, onde o pH sofre uma grande 

redução (POWERS, 1980). Em espécies que apresentam componentes hemoglobínicos 

com migração eletroforética pouco anódica ou catótica, observa-se efeito Bohr nulo e 
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até reverso (CEPREGANOVA et al., 1992; FEUERLEIN e WEBER, 1994; GRAHAM, 

1997).  

 Muitas Hbs são incapazes de se ligarem 100% ao oxigênio em pHs ácidos, 

fenômeno este denominado efeito Root. Quando o efeito Root é manifestado, as 

moléculas de Hbs se ligam aos prótons favorecendo o estado desoxigenado acarretando 

uma depressão na cooperatividade. 

Considerando todos estes mecanismos utilizados pelos peixes para enfrentar as 

oscilações ambientais, podemos ressaltar o papel fundamental das Hbs na manutenção 

da homeostase respiratória destes animais. 

Nesse contexto o objetivo deste estudo foi estudar as características estruturais e 

funcionais das Hbs de duas espécies que possuem respiração aérea obrigatória, 

Lepidosiren paradoxa com respiração pulmonar e Hoplerythrinus unitaeniatus com 

respiração aérea facultativa, avaliando o efeito da temperatura e a ação dos moduladores 

alostéricos em suas Hbs. 

Os peixes, em particular, são excelentes modelos para estudos das estratégias de 

adaptação, a mudanças ambientais (SOMERO, 1983), já que respondem diretamente as 

variações ambientais como temperatura, oxigênio, pH, salinidade e gás carbônico. 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Animais experimentais 

 Espécimes adultos de L. paradoxa - FITZINGER (1937) [n = 10, massa corporal 

(Mc) = 562,14 ± 52,01 g; comprimento = 56,05 ± 8,07 cm e H. unitaenitus - SPIX 

(1829) [n = 10, massa corporal (Mc) = 92,43 ± 21,14 g; comprimento = 19,50 ± 1,18 

cm foram coletados nos arredores de Cuiabá, MT e trazidos para o Laboratório de 

Zoofisiologia e Bioquímica Comparativa do Departamento de Ciências Fisiológicas da 

Universidade Federal de São Carlos, São Carlos, SP. No laboratório, foram mantidos 
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em tanques de cimento (1000 L), com fluxo de água contínuo e aeração constante a 

23,40 ± 1,40
o
C, pH = 7,07 ± 0,98, condutividade 91,90 ± 4,35 µS/cm, sódios totais 

dissolvidos 50,35 ± 2,16 mg L
-1, salinidade 0,10 ± 0,0 ppt, concentração de O2  6,90 ± 

0,47 mg L
-1, porcentagem de O2 87,33 ± 1,44 %, alcalinidade 41,66 ± 1,52 mg L

-1CaCO3, 

dureza 53,50 ± 7,77 mg L
-1CaCO3 e amônia 0,159 ± 0,01 mg L

-1. Durante a realização 

dos experimentos a pressão barométrica foi de 699,80 ± 1,48 mmHg e a umidade 

relativa do ar 77,00 ± 3,16 %. Os animais foram alimentados com ração para peixes e 

fígado de vaca e frango. A alimentação foi suspensa dois dias antes da colheita de 

sangue. 

2.2 Amostras de sangue e obtenção da solução de Hb  

 Após aclimatação em laboratório (40 dias) cada animal foi anestesiado por 

imersão em um recipiente contendo Benzocaína


 (Synth) 0,10 % e o sangue foi 

retirado, por punção da veia caudal, com o auxílio de seringas heparinizadas.  

Posteriormente, o sangue foi dividido em alíquotas para cada análise a ser realizada e 

estas colocadas em tubos de ensaio e mantidas a temperatura de 0
o
C, em gelo fundente, 

para extração de fosfato e equilíbrio de O2 em sangue. Após a retirada do sangue foi 

realizada a biometria do animal. 

 A alíquota de sangue para o estudo da função da Hb em solução era centrifugada 

a 4
o
C, em uma centrífuga refrigerada SORVALL, modelo RC-5B, durante 5 minutos a 

1.085 x g, para separação do plasma que foi eliminado. Os eritrócitos foram lavados três 

vezes consecutivas com solução salina 0,90%. Após este procedimento, o precipitado 

(eritrócitos) era mantido em congelador, a -20 
o
C, em tubos de ensaios para serem 

utilizados em experimentos posteriores.  
 

 Quando para uso imediato, após a última lavagem, a amostra era hemolisada 

adicionando-se Tris HCl (10 mM, EDTA alcalino 0,005 M pH 8,0). Em seguida, a 

amostra era congelada e descongelada por três vezes para uma hemólise efetiva, e 
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centrifugada em centrifuga refrigerada SORVALL, modelo RC-5B durante 20 minutos 

a 20.200 x g.  

 A solução de Hb assim obtida foi utilizada nas eletroforeses em gel de amido, 

nos experimentos de equilíbrio de oxigenação da Hb stripped e de efeito dos fosfatos 

intraeritrocitários. 

2.3 Extração de fosfatos orgânicos intraeritrocitários 

Para o cálculo da quantidade de fosfatos presentes nos eritrócitos foram 

determinados o volume e hematócrito das amostras. Cada amostra foi centrifugada em 

centrifuga refrigerada SORVALL, modelo RC-5B, durante 5 minutos a 1.085 x g a 4
o
C, 

para a separação do plasma que foi descartado. Às células empacotadas, foi adicionado 

ácido perclórico (HClO4-7 %) para a lise das células e liberação dos fosfatos 

intraeritrocitários.  Novamente, a amostra foi centrifugada e o sobrenadante transferido 

para tubos de ensaio plásticos. O precipitado foi lavado duas vezes com ácido perclórico 

7 % e o sobrenadante transferido para o mesmo tubo da primeira lavagem (BARTLETT, 

1959). 

Após a preparação, os extratos foram neutralizados com solução de KOH 

(hidróxido de potássio) 6 M, usando como indicador phenol red e, a seguir, congelados 

a -20
o
C para identificação e quantificação dos fosfatos. A extração dos fosfatos foi 

efetuada imediatamente após a coleta de sangue do animal. 

2.4 Eletroforese em gel de amido 

Este método físico-químico de separação tem sido utilizado no estudo da 

estrutura de compostos biológicos. Diferentes proteínas diferem em sua seqüência de 

aminoácidos e no conteúdo dos mesmos, bem como, na sua carga líquida a um dado pH. 

A eletroforese utiliza-se dessa diferença para, num campo elétrico, separar proteínas. 

Assim a eletroforese em gel de amido em sistema horizontal descrito por SMITHIES 
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(1959) foi utilizada para analisar o padrão eletroforético das amostras hemoglobinicas e 

verificar a existência ou não de variação intraespecífica.  

 Na preparação do gel foi utilizado amido de milho, obtido segundo VAL et al. 

(1981), a uma concentração de 13 %. Nesse sistema, as proteínas são separadas segundo 

sua carga elétrica, e os poros do gel atuam como um filtro, separando às moléculas 

segundo seus tamanhos e formas.  

Para confecção do gel foi utilizado o tampão Tris-Borato-EDTA ácido pH 8,6 

(0,90 M Tris; 0,5 M ácido bórico; 0,02 M EDTA ácido), diluído 40 vezes com 

molaridade final de 0,036 M. Nesse pH, a concentração do amido 13 % foi suficiente 

para obter um gel com boa propriedade mecânica e separativa. Nas cubas, foi utilizado o 

tampão Borato 0,35 M (pH 8,6).  

Ao término da cocção e deaeração a vácuo, o gel foi aplicado uniformemente em 

uma placa de acrílico, untada com óleo mineral para facilitar sua posterior retirada. 

Após o resfriamento do gel até 4
o
C, as amostras foram aplicadas através de retângulos 

de papel WHATMAN 3MM (6 x 4 mm) embebidos nas amostras de Hb e inseridos  a 

uma distância de 7cm de distância da extremidade catódica do gel. As migrações 

eletroforéticas foram feitas a 4
o
C, sendo aplicado ao gel, um potencial de 5 V/cm e 1,25 

mA/cm durante 6 horas utilizando-se uma fonte de tensão PERMATRON. Após a 

migração, o gel foi cortado no sentido horizontal, à metade superior foi corada com 

Amido Black (solução saturada de amido black, metanol e água destilada v/v), para 

proteínas totais, e a inferior, corada com Benzidina [benzidina 1 g, Nitroprussiato de 

Sódio 1 cristal e Metanol (qsp) - 75 mL para revelação pela atividade peroxidásica das 

Hbs.  

 Na lavagem dos géis, foi utilizada solução de ácido acético 0,20 volumes, 

metanol 1 volume e água destilada 1 volume, Amido Black e, éter 1 volume, metano 2 
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volumes,  ácido acético (qsp) para baixar o pH a 4,0  e peróxido de hidrogênio (H2O2
  
20 

volumes) 0,5 mL (VAL et al., 1981). Cianeto de potássio (KCN) foi adicionado às 

amostras e ao gel, já que a forma cianometahemoglobina é mais estável, permitindo a 

obtenção de uma melhor resolução. 

2.4.1 Transparentização 

Após a revelação das bandas em gel de amido, as eletroforeses foram 

“transparentizadas”, colocando-as entre duas folhas de papel celofane, esticadas num 

bastidor e, submetidas à desidratação em temperatura ambiente, procedimento que 

permitiu a conservação dos géis, mantendo-os secos e facilitando a posterior análise dos 

mesmos.  

2.5 Equilíbrio de oxigenação em sangue: método gasométrico 
 

 O método baseia-se na determinação contínua do O2 dissolvido em solução 

tamponada, contendo sangue e fermento biológico. O fermento consome, inicialmente, 

todo o oxigênio dissolvido na solução, e para manter o equilíbrio da pressão parcial de 

O2, o sangue cede o O2 ligado à Hb, ao meio. O pH pode influenciar na resposta do 

sangue quando este cede O2 ao meio.  

 As curvas de dissociação da HbO2 no sangue foram traçadas em diferentes pHs 

com tampões Bis-Tris / HCl (0,10 M - pHs 6,0, 6,2, 6,4, 6,6, 6,8 7,0, 7,2 e 7,4) e Tris-

HCl (0,10 M - pHs 7,6, 7,8, 8,2, 8,7 e 9,0) e com auxílio de um monitor biológico YSI e 

um registrador CG, segundo metodologia descrita por MANGUN e KODON (1975) e 

JOHANSEN et al., (1978 a). 

 Foram colocados 5 mL de cada tampão, 0,50 g de fermento e 3 gotas de sangue 

na cubeta do eletrodo polarográfico. Após vigorosa agitação dessa solução, o 

equipamento foi rapidamente ligado e a curva de consumo de O2 foi detectado por um 

eletrodo polarográfico e registrada num registrador gráfico. Os pHs inicial e final foram 
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anotados. As curvas obtidas assinalam a variação decorrente do consumo de O2 do meio 

pelo fermento e da tentativa de manutenção de um equilíbrio pelo sangue. As pressões 

parciais de oxigênio necessárias para uma saturação de 20, 40, 50, 60, e 80 % de O2 do 

sangue, foram obtidas pela fórmula:  

 

                                         

Onde: 

 PB = pressão barométrica 

 Ln = leitura obtida para cada percentagem de saturação 

 L100 = leitura em 100% 

 n = porcentagem de Hb ligada ao O2 

  Os valores de P50 (pressão de oxigênio necessária, para saturar 50 % da Hb) 

foram convertidos para a forma logarítmica e plotadas contra o pH final. As curvas de 

efeito Bohr ( = P50/pH) foram traçadas a partir de regressão linear. Os resultados 

obtidos foram expressos em forma logarítmica, e apresentado por um gráfico Y/1 - Y 

em função de log PO2.  

2.6 Hemoglobina stripped e redução de metahemoglobina 

Para obtenção de uma solução de Hb isenta de moduladores (stripped) e para a 

redução da metahemoglobina, geralmente presente, as amostras de hemolisado foram 

filtradas em coluna de Sephadex G-25, com presença de agente redutor ditionito de 

sódio (Na2S2O4). A resina foi acondicionada em uma coluna de 35,0 cm de 

comprimento por 1 cm de diâmetro e equilibrada com solução tampão Tris-HCl 50 mM, 

pH 8,0.  

  Após a resina ser equilibrada, a coluna foi fechada, retirando-se o eluente que 

estava acima do topo da resina. A seguir, foi adicionado à coluna, aproximadamente, 1,0 

mL de solução de ditionito de sódio a 5 %, em tampão Tris-HCl 50 mM, pH 8,0. A 

coluna foi aberta e tão logo a solução de ditionito penetrou na resina, foi aplicado 3 mL 
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de solução de Hb, com auxílio de uma pipeta de Pasteur. A seguir, a coluna foi ligada a 

um reservatório contendo Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 de modo a se obter um leito com 

grau de compactação uniforme. 

A Hb não se liga a resina sendo eluida rapidamente pela coluna. Quando Hb 

passa pelo ditionito de sódio (ligado à resina), reduz-se totalmente, passando a 

desoxiHb. Ao sair da coluna, a Hb entra em contato com o ar atmosférico, oxigenando-

se por completo e conservando o ferro reduzido (Fe
+2

).  

 Para os experimentos sem íons cloro, o tampão utilizado foi o Hepes-Tris 50 

mM, pH 8,0. A amostra de Hb (1 mL) foi então passada por uma coluna com resina 

(Amberlite MB3). A primeira fração de Hb que saiu da coluna foi descartada devido a 

sua alta diluição. A segunda fração foi coletada em um tubo de ensaio e a amostra de Hb 

stripped utilizada nos experimentos de equilíbrio de oxigenação. Estes procedimentos 

foram realizados, no máximo 20 minutos antes do início dos experimentos. 

2.7 Equilíbrio de oxigenação: método espectrofotométrico 

De acordo com o seu grau de oxigenação, a Hb expõe diferentemente os átomos 

de ferro de seus grupos tetrapirrólicos (ANTONINI e BRUNORI, 1971; VILLELA, 

1979). Hbs com taxas de oxigenação diferentes possuem diferentes conformações 

espaciais, com diferentes espectros de absorção medidos entre  = 500 e 600 nm. 

Através da análise desses espectros diferenciais pode-se correlacionar pressão de 

oxigênio e taxa de oxigenação da Hb. 

A afinidade da Hb ao oxigênio foi determinada de acordo com o método descrito 

por RIGGS e WOLBACH (1956). Foram usados tonômetros cuja parte inferior é uma 

cubeta de vidro de 1,0 cm de percurso óptico. 

 Para determinação do volume da solução de Hb no tonômetro foi utilizada a 

seguinte fórmula: 
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                        Onde: 
 

  V = volume de Hb para os tonômetros 

  0,85 = densidade ótica desejada em  = 580 nm 

  3,0 = volume da cubeta dos tonômetros 

L = leitura da concentração de Hb em  = 580 nm 

60 = diluição  

  Ao volume da solução de Hb (determinada pela fórmula acima) foi adicionado 

0,30 mL de tampão Bis-Tris / HCl (0,10 M - pHs 6,4, 6,6, 6,8, 7,2 e 7,4), Tris-HCl (0,10 

M - pHs 7,6, 7,8, 8,2, 8,6 e 9,2) e de água destilada para completar  3 mL.  Nos 

experimentos de equilíbrio de oxigenação da Hb stripped sem cloro e com adição de 

cloreto de sódio (NaCl) foi utilizado o tampão Hepes-Tris (0,10 M - pHs 6,0, 6,5, 6,76, 

7,0, 7,5, 8,2, 8,6). 

          A amostra stripped de Hb foi desoxigenada por meio de injeções de nitrogênio 

(N2) e em seguida, submetida á vácuo, com subseqüente agitação em banho rotativo.  

Após a desoxigenação foi traçado um espectro de absorção de  = 500 a 600 nm em um 

espectrofotômetro HP UV-VIS, modelo G 1107A com unidade óptica 8452A, acoplado 

a um micro computador IBM compatível com software “General Scanning”. Após a 

obtenção da primeira curva, foram injetadas quantidades crescentes e conhecidas de ar, 

e traçados novos espectros. Após um mínimo de 4 injeções de ar, cada tonômetro foi 

aberto a pressão ambiente de O2 sobre a amostra, sendo traçada a ultima curva que 

correspondeu ao espectro de absorção da Hb 100 % oxigenada. 

 A partir dos espectros de absorção obtidos, as oxigenações parciais da Hb foram 

calculadas, em três comprimentos de onda ( = 540, 560 e 580 nm) onde foi obtida a 

média aritmética das oxigenações parciais de cada injeção de ar (Y). 

Para cada oxigenação a pressão de O2 foi calculada pela fórmula:  
 

                                                    PO2 = R .V  
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 Onde: 
 

  PO2 = pressão de oxigênio no interior do tonômetro. 

   V = volume de ar injetado.  

   R = constante determinada pela seguinte fórmula: 

 

 

 Onde:  

 Tb = temperatura do banho em K 

 Ta = temperatura ambiente em K 

  PBc = pressão barométrica corrigida 

  Pv = pressão de vapor da água 

  UR= umidade relativa do ar 

  Vt = volume interno do tonômetro 

  Va = volume da amostra colocada no tonômetro 

 Para cada tonômetro foi traçado um gráfico de log PO2 x log Y/1-Y 

determinando-se o valor de P50 e o coeficiente de Hill (nHill) pela declividade da reta 

obtida. O coeficiente de Hill (nHill) mostra a cooperatividade das interações heme-heme, 

correspondendo ao valor do coeficiente angular da reta de regressão obtida para PO2/log 

Y/1-Y. A pressão de oxigênio necessária para saturar 50 % de Hb (P50), corresponde ao 

valor zero de log PO2/logY/1-Y. Como as curvas foram feitas em diferentes pHs, foi 

traçada a curva final do efeito Bohr ( = log  P50/pH). 

2.7.1 Adição de fosfatos orgânicos e NaCl 

 

 Desenvolvendo a mesma metodologia descrita em 2.7, foi verificado o efeito dos 

fosfatos orgânicos ATP, GTP, IHP, 2,3-BPG e cloro numa relação molar de 1:8 (Hb-

modulador), na afinidade da Hb-O2. 

 O volume necessário de solução de modulador para produzir essa relação 

molar, foi calculado pela fórmula: 
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Onde: 
 

        mM. N = molaridade da solução de fosfato 

        Vol. N = volume de solução de fosfato para gerar a relação 1: 8  

         4 = número de subunidades por tetrâmero de Hb  

         8 = relação modulador/tetrâmero de Hb desejada 

         [Hb] = Concentração de Hb lida em  = 577 nm (0,85/14,60)  

 

 O volume de modulador, assim determinado, foi adicionado ao tonômetro 

juntamente com o tampão e a amostra de Hb, mantendo o volume final igual a 3 mL. 

2.7.2 Titulação com IHP, GTP, ATP e 2,3-BPG  

Os experimentos de equilíbrio de oxigênio foram realizados pelo método 

espectrofotométrico (na presença de íons cloro), para a Hb com titulação de IHP, GTP, 

ATP e 2,3-DPG. As relações molares utilizadas foram calculadas a partir da fórmula do 

item 2.7.1 

2.7.2.1 Titulação com NaCl  

Os experimentos de equilíbrio de O2 pelo método espectrofotométrico em Hb 

stripped, em titulação com NaCl. O tampão utilizado foi o Hepes – Tris 0,05 M pH 8,0. 

Na preparação de Hb para esse experimento foi usado o mesmo tampão acima 

mencionado em coluna de Sephadex G-25. 

2.8 Análise espectrofotométrica de curvas parciais de oxigenação - Efeito Root  

A metodologia utilizada foi a descrita por FARMER et al., (1979). O princípio 

básico dessa metodologia consiste no fato de que a Hb pode estar saturada de O2 em 

diferentes pHs. Dessa forma através de varreduras entre  = 500 e 600 nm, é possível 

verificar a diferença percentual de oxigenação das Hbs nos diferentes pHs. 

As Hbs stripped foram diluídas em tampão Bis-Tris-HCl 0,10 M - pH 5,5, 

segundo a fórmula utilizada para equilíbrio de oxigenação. Após a homogeneização da 

amostra as leituras foram realizadas em cubetas de 3 mL, utilizando um 
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espectrofotômetro HP UV-VIS, modelo G 1107A acoplado a um micro computador 

IBM compatível sendo traçado uma varredura entre  = 500 – 600 nm. Posteriormente o 

pH da amostra foi elevado para 9,0, pela adição de Tris sólido, pra evitar sua diluição, e 

um novo espectro foi traçado sobre a curva anterior. Ditionito de sódio (Na2S2O4 - 0,20 

g) foi então adicionado para obter a curva desoxihemoglobina, sendo esse espectro 

traçado sobre as duas curvas anteriores.  

 Esses resultados foram analisados de acordo com as 4 categorias sugeridas por 

FARMER et al. (1979), ou seja: 

0 - menos que 10% de desoxigenação 

+ - de 10 a 20% de desoxigenação 

++ - de 20 a 40% de desoxigenação 

+++ - de 40 a 60% de desoxigenação 

++++ - mais de 60% de desoxigenação 

2.9 Determinação de fosfatos intraeritrocitários   

2.9.1 Fosfatos orgânicos - nucleotídeos 

 Para a análise dos nucleotídeos, extraídos dos eritrócitos, foi utilizada uma 

coluna cromatográfica, com a resina Q Sepharose Fast Flow (trocadora iônica forte).  

 A cromatografia de troca iônica baseia-se no aprisionamento eletrostático de 

moléculas com cargas contrárias à da resina. Utilizando um gradiente de tampão é 

obtida uma troca seletiva das moléculas aprisionadas. A referida coluna foi 

confeccionada a partir da colagem de duas seringas plásticas de 3 mL cada (DE VITTO 

1994). As dimensões internas da coluna foram de 11 cm de comprimento por 1 cm de 

diâmetro e foi usado o controlador do Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) da 

Pharmacia LKB. O sistema de tampões utilizados foi o trietanolamina (TEA) 20 mM, 
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pH 7,5 (1,35 mL de TEA em 500 mL de água milli-Q e pH acertado com HCl 1,0 N), 

com gradiente salino de 0 a 1,0 M de KCl de acordo com (BARTLETT, 1978 a). 

Os pontos de eluição para cada nucleotídeo da curva padrão (ATP e GTP) foram 

determinados através da aplicação, primeiramente, de cada substância isolada, para 

localizar onde cada um destes era eluído e, em seguida, aplicado uma mistura de todos 

(com um volume final de 50 L), e então a eluição dos mesmos era seguida em 

espectrofotômetro acoplado ao cromatógrafo em UV a  = 254nm. 

O extrato de fosfato de cada espécie foi centrifugado a 1500 x g por cinco 

minutos, e o sobrenadante aplicado na coluna, sendo em média, 10 L de amostra. Os 

resultados obtidos foram, então, comparados ao padrão anteriormente determinado. 

2.9.2. Determinação de inositóis   

 Uma curva padrão de concentrações conhecidas e crescentes de fosfato de 

potássio monobásico (KH2PO4) foi determinada, a essas soluções foram adicionados 

0,50 mL de H2SO4 10N, 0,20 mL de molibdato de amônio 5%,  0,20 mL de reagente de 

Fisk & Subbarow a 0,25 % (15 g de NaHSO3; 250 mg de redutor de Fisk & Subbarow e 

500 mg de Na2SO3) e água deionizada. Os tubos foram agitados e a coloração azul 

obtida foi proporcional à concentração de fósforo. As densidades ópticas foram obtidas 

em  = 830nm e convertidas em molaridade. Os fosfatos foram cromatografados 

segundo a metodologia descrita por BARTLETT (1959). Para isso, foi utilizada a resina 

DOWEX 1 x 8 (400 mesh),  acondicionada numa coluna de 1,0 cm de diâmetro interno 

por 28,0 cm de comprimento previamente tratada com água deionizada, Formiato de 

amônia / Ácido fórmico 5 M e novamente água deionizada para eliminar os 

contaminantes.  

 O extrato de fosfato foi centrifugado a 3.000 x g durante 5 minutos e o 

sobrenadante aplicado a coluna. Com a finalidade de retirar os fosfatos que não fossem 
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inositóis (NAD, AMP, ADP, ATP e DPG), foi aplicada à coluna uma solução de ácido 

fórmico 5 M / formiato de amônia 5 M, lavando-a posteriormente, com água deionizada. 

 A seguir, dois vasos comunicantes, um contendo 400 mL de água deionizada e 

outro  contendo 400 mL de HCl 1 N, foram conectados a coluna por intermédio de uma 

bomba peristáltica. A coluna foi submetida a um fluxo constante de 1,0 mL/minuto e a 

um  gradiente linear de  0 a 1 N de HCl, para a separação dos inositóis acoplada a um 

coletor de frações Pharmacia LKB RediFrac para obter frações de 5 mL de eluato. 

 A quantidade de cada inositol fosfatado foi determinada pelo seu conteúdo de 

fósforo. Para tanto, 0,50 mL de cada fração obtida foi transferida para tubos de ensaio, 

aos quais foi adicionado 0,50 mL de H2SO4, 10 N e colocado em uma estufa FANEN, 

modelo 320 SG, com circulação mecânica de ar, a 180
o
C durante 3 horas, para que 

ocorresse a hidrólise dos fosfatos orgânicos. Duas gotas de peróxido de hidrogênio 

(H2O2) foram adicionadas a cada tubo, mantidos em estufa a 180
o
C por uma hora. 

  Com o auxílio de dispensadores Oxford, foi adicionado aos tubos resfriados, 

0,20 mL de molibdato de amônio 5 %, 0,20 mL de reagente de Fisk & Subbarow a 0,25 

% e 4,60 mL de água deionizada para obter o volume final de 5mL. A seguir, os tubos 

foram agitados e levados a banho-maria a 100
o
C, por 10 minutos para obtenção da 

coloração azul a qual é diretamente proporcional à concentração de fósforo inorgânico 

na amostra. A densidade óptica foi determinada em  = 830 nm e a concentração de 

fósforo calculada através da curva de calibração conforme descrita anteriormente. 

2.9.3 Determinação de 2,3-BPG  

 

A determinação dos níveis de 2,3-bifosfoglicerato (2,3-BPG) intraeritrocitário foi 

realizada através de um Kit Sigma Diagnostics. Este kit baseia-se na reação de 

conversão do 2,3-BPG em Gliceraldeído-3-fosfato (G-3-P) com liberação de NAD. O 
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decréscimo de absorbância em  = 340 nm, causado pela oxidação do NADH a NAD, 

reflete a quantidade de 2,3-BPG originalmente presente. 

2.10 Análise estatística  

 Os dados referentes ao comportamento funcional das hemoglobinas de L. 

paradoxa e H. unitaeniatus estão apresentados em amplitudes do efeito Bohr ( = log 

P50 / pH) que foram obtidas por análises de regressão linear em todos os pHs 

estudados.  A análise foi realizada utilizando o programa Microcal Origin 6.0. O teste T 

(Student’s T teste) foi aplicado para confirmar a existência ou não de efeito Bohr 

(representado pelo b da reta de regressão) e para os valores de cooperatividade (nHill). A 

influencia do pH sobre o log de P50, para as hemoglobinas das espécies estudadas, foi 

analisada através do coeficiente de determinação (r
2
).  

 Os dados referentes às concentrações de fosfatos intraeritrocitários estão 

apresentados como média e desvio padrão. Os resultados foram avaliados utilizando o T 

(Student’s T teste), com 95 % de confiança, verificando a existência ou não de 

diferenças significativas entre as médias dos valores encontrados em L. paradoxa e H. 

unitaeniatus. A análise foi realizada utilizando o programa GraphPad Instat Versão 3.0. 

O nível de significância aceito nas análises foi de 5 % (p < 0,05). 

3 RESULTADOS 

3.1 Componentes hemoglobínicos  

Dois componentes hemoglobínicos anódicos foram identificados em L. 

paradoxa sendo um componente maior e um menor ambos rápidos similares as 

hemolobinas humanas (Figura 1). Em H. unitaeniatus foram identificados 6 

componentes anódicos com diferentes concentrações sendo 3 componentes lentos e 3 

componentes rápidos mas com mobilidade menor que as Hbs humanas (Figura 2). Não 

foram detectados componentes hemoglobínicos catódicos nas duas espécies estudadas. 
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Os padrões eletroforéticos não variaram entre indivíduos da mesma espécie indicando 

nenhuma diferença polimórfica nos espécimes estudados. 
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Figura 2 - Fotografia do gel e representação esquemática dos padrões eletroforéticos das Hbs de 

L. paradoxa, comparativamente a humana (A1, A2 e A3). Tampão Tris-Borato EDTA ácido 0,036 

M pH 8,60 (gel); Tampão Borato 0,35 M pH 8,6 na ponte (n = 10).               

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 3 - Fotografia do gel e representação esquemática dos padrões eletroforéticos das Hbs de 

H. unitaeniatus, comparativamente a humana (A1, A2 e A3). Tampão Tris-Borato EDTA ácido 

0,036 M pH 8,6 (gel); Tampão Borato 0,35 M pH 8,60 na ponte (n = 10).                                                                                                
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3.2 Estudos funcionais 

   
 As afinidades das Hbs pelo O2 em função do pH, das espécies analisadas são 

mostradas na tabela 1 e figuras 3, 4, 5, 6, 7 e 8. 

3.2.1 Lepidosiren paradoxa 

O comportamento funcional das Hbs nos experimentos de equilíbrios de 

oxigenação em sangue total e Hb stripped mostrou efeito Bohr normal (p 0,05), ou 

seja, valores mais elevados de P50 à medida que o pH se tornava mais acido, em todos 

os tratamentos. Os valores de Hill(nHill) encontram-se próximos de 2,0, com aumento 

significativo na presença de IHP, GTP, ATP, NaCl e a 40
o
C em pHs entre 7,0 e 7,5 

demonstrando cooperatividade (Tabela 1 e Figura 3).  

Em sangue observa-se valor de P50 = 25,11 mmHg, em pH próximo a 7,0, e 

efeito Bohr de   = -0,07.  Tais valores quando comparados aos valores obtidos em Hb 

stripped indicam maior afinidade ao oxigênio pela Hb na ausência de moduladores 

(Tabela 1 e Figura 3). A amplitude de efeito Bohr aumentou para  = -0,32,  = -0,33 e 

 = -0,32 e P50 = 19,50, 9,77 e 8,91 mmHg (pH 7,0) na presença de IHP, GTP e ATP 

respectivamente, mostrando que o IHP é o modulador mais efetivo na afinidade Hb-O2, 

seguido pelo GTP e ATP. Este efeito não foi observado com adição de 2,3-BPG, onde 

os valores de Bohr  = -0,26 e P50 = 3,16 mmHg, foram próximos dos valores obtidos 

com Hb stripped (Tabela 1 e Figura 4), sendo assim a ordem de potência dos modulares 

fosfatados testados em L. paradoxa e H. unitaeniatus foi IHP > GTP > ATP > 2,3-BPG.   

 Os valores de P50 obtidos nos tratamentos stripped à 4
o
C, 21

o
C e 40

o
C foram de 

1,14, 1,58 e 13,46 mmHg (pH 7,0) respectivamente com amplitudes de Bohr  = -0,12,       

-0,25 e -0,30, mostrando um aumento da afinidade da Hb-O2 à medida que diminui a 

temperatura (Tabela 1 e Figura 5). Os íons cloreto também diminuíram a afinidade Hb-

O2 com Bohr  = -0,15 e P50 = 2,63 mmHg (Tabela 2 e Figura 17).  
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3.2.2 Hoplerythrinus unitaeniatus 

As Hbs de H. unitaeniatus apresentaram efeito Bohr normal (p0,05) em todos 

os tratamentos. Os valores de Hill(nHill) foram próximos a 1,50 indicando baixa 

cooperatividade entre os grupos heme (Tabela 1 e Figura 6) mantendo-se constante na 

presença de IHP, GTP, ATP, 2,3-BPG e NaCl. 

Em sangue obtivemos efeito Bohr com amplitude igual a  = -0,12 e P50 = 32,36 

mmHg (pH 7,0) demonstrando uma menor afinidade ao oxigênio pela Hb em 

comparação aos valores obtidos na análise do hemolisado stripped a 40, 21 e 4
o
C, na 

presença de GTP, ATP e 2,3-BPG (Tabela 1 e Figura 6). 

Na presença de fosfatos os valores de efeito Bohr foram de  = -0,56,   = -0,54, 

 = -0,41 e  = -0,33  e P50 = 47,86, 19,05, 14,45 e 4,17 mmHg (pH 7,0) para IHP, GTP, 

ATP e 2,3-BPG respectivamente (Tabela 1 e Figura 7), mostrando que o IHP também é 

o modulador  mais efetivo para H. unitaeniatus e que o 2,3-BPG apresenta-se pouco 

eficiente na modulação das Hbs dessa espécie, com valores de Bohr e P50 próximos a 

Hb stripped a 21
o
C.  

  No estudo das características funcionais das Hb de H. unitaeniatus novamente 

ficou evidente o efeito da temperatura na afinidade das Hb ao oxigênio, com valores de 

P50 = 20,89 (pH 7,0) para o tratamento stripped à 40
o
C e P50 = 3,23 e 1,90 (pH 7,0) para 

os experimentos realizados a 21 e 4
o
C respectivamente (Tabela 1 e Figura 8). Também 

observamos a diminuição da afinidade Hb-O2 na presença de NaCl com valores de Bohr 

 = -0,19 e P50 = 2,29 mmHg (Tabela 2 e Figura 18).  

3.2.3 Comparação entre o comportamento funcional hemoglobínico de L. paradoxa 

e H. unitaeniatus.  

 

As diferenças de comportamento funcional das Hbs das 2 espécies em cada 

condição experimental estudada: stripped a 40
o
C, 21

o
C e 4

o
C, stripped + IHP, GTP, 

ATP, 2,3-BPG, NaCl e sangue são mostradas nas figuras 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 e 
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19.  Nossos resultados mostram que em todos os tratamentos H. unitaeniatus apresentou 

valores maiores de P50, caracterizando uma menor afinidade de suas Hbs ao oxigênio 

em ralação ao observado em L. paradoxa. 

 

Tabela 1 - Valores de efeito Bohr (), log de P50, P50 (pH  - 7,0), cooperatividade Hill(nHill) e coeficiente 

de determinação (r
2
) das Hbs stripped de L.  paradoxa e H. unitaeniatus em diferentes condições. Sob o 

efeito de IHP, GTP, ATP, 2,3-BPG, em três temperaturas e sangue não fracionado. Na coluna tampão 

Tris-HCl 50 mM pH 8,0 (n = 10).  

 

L. paradoxa      

 Bohr  Log P50 P50 Hill-(nHill) (r
2
)% 

Stripped + IHP -0,32 1,29 19,50 2,65 95 

Stripped + GTP -0,33 0,99 9,77 2,70 94 

Stripped + ATP -0,32 0,95 8,91 2,60 94 

Stripped + 2,3-BPG -0,26 0,50 3,16 2,00 87 

Stripped 40
o
C -0,30 1,13 13,46 2,70 88 

Stripped 21
o
C -0,25 0,20 1,58 2,10 77 

Stripped  4
o
C -0,12 0,06 1,14 1,80 96 

Sangue -0,07 1,40 25,11 2,30 96 

H. unitaeniatus      

Stripped + IHP -0,56 1,68 47,86 1,28 96 

Stripped + GTP -0,54 1,28 19,05 1,32 91 

Stripped + ATP -0,41 1,16 14,45 1,40 98 

Stripped + 2,3-BPG -0,33 0,62 4,17 1,30 96 

Stripped 40
o
C -0,34 1,32 20,89 1,22 98 

Stripped 21
o
C -0,32 0,51 3,23 1,40 94 

Stripped  4
o
C -0,16 0,28 1,90 1,18 95 

Sangue -0,12 1,51 32,36 1,37 61 
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Figura 4 - Comportamento funcional das Hbs stripped de L. paradoxa na presença de IHP, GTP, ATP, 

2,3-BPG, à 40
o
C, 21

o
C, 4

o
C e em sangue. Na coluna tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,0.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 5 - Comportamento funcional das Hbs stripped de L. paradoxa na presença de IHP, GTP, ATP e 

2,3-BPG. Na coluna tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,0. 
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Figura 6 - Comportamento funcional das Hbs stripped de L. paradoxa à 40

o
C, 21

o
C e 4

o
C. Na coluna 

tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,0.  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7 - Comportamento funcional das Hbs stripped de H. unitaeniatus na presença de IHP, GTP, 

ATP, 2,3-BPG, à 40
o
C, 21

o
C, 4

o
C e em sangue. Na coluna tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,0.  
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Figura 8 - Comportamento funcional das Hbs stripped de H. unitaeniatus na presença de IHP, GTP, ATP 

e 2,3-BPG. Na coluna tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,0.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 9 - Comportamento funcional das Hbs stripped de H. unitaeniatus à 40

o
C, 21

o
C e 4

o
C. Na coluna 

tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,0.  

 

 

 

5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5
-0,5

0,0

0,5

1,0

1,5

2,05,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5

0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0

lo
g

P
5

0

pH

 Stripped + IHP

 Stripped + ATP

 Stripped + GTP

 Stripped + 2,3-BPG

n
H

il
l

5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5
-0,5

0,0

0,5

1,0

1,5

2,05,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5

0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0

lo
g
P

5
0

pH

 Stripped 40
o
C

 Stripped 21
o
C

 Stripped  4
o
C

n
H

il
l



 113 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 10 - Comportamento funcional das Hbs stripped de L. paradoxa e H. unitaeniatus na presença de 

inositol hexafosfato (IHP). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 11 - Comportamento funcional das Hbs stripped de L. paradoxa e H. unitaeniatus na presença de 

guanosina trifosfato (GTP). 
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Figura 12 - Comportamento funcional das Hbs stripped de L. paradoxa e H. unitaeniatus na presença de 

adenosina trifosfato (ATP). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13 - Comportamento funcional das Hbs stripped de L. paradoxa e H. unitaeniatus na presença de 

2,3-bifosfoglicerato (2,3-BPG). 
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Figura 14 - Comportamento funcional das Hbs stripped de L. paradoxa e H. unitaeniatus à 40

o
C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 15 - Comportamento funcional das Hbs stripped de L. paradoxa e H. unitaeniatus à 21

o
C. 
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Figura 16 - Comportamento funcional das Hbs stripped de L. paradoxa e H. unitaeniatus à 4

o
C. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Figura 17 - Comportamento funcional das Hbs stripped de L. paradoxa e H. unitaeniatus em sangue. Na 

coluna tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,0.  
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Tabela 2 - Valores de efeito Bohr (), log de P50, P50 (pH - 7,0), cooperatividade (nHill) e coeficiente de 

determinação (r
2
) para Hbs stripped de L.  paradoxa e H. unitaeniatus e sob o efeito do cloreto de sódio 

(NaCl). Na coluna tampão Hepes-Tris 0,10 M, pH 8,0 (n = 10). 

 

L.  paradoxa      

    Bohr  LogP50            P50 Hill - (nHill) r
2
 (%) 

Stripped sem cloro -0,04 0,10 1,25 2,20 88 

Stripped + NaCl -0,15 0,42 2,63 2,50 99 

      

H. unitaeniatus      

Stripped sem cloro -0,07 0,12 1,31 1,32 98 

Stripped + NaCl -0,19 0,36 2,29 1,28 68 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 18 - Comportamento funcional das Hbs stripped de L. paradoxa e na presença de cloreto de sódio 

(NaCl). Na coluna tampão Hepes-Tris 0,10 M, pH 8,0. 
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Figura 19 - Comportamento funcional das Hbs stripped de H. unitaeniatus e na presença de cloreto de 

sódio (NaCl). Na coluna tampão Hepes-Tris 0,10 M, pH 8,0. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 20 - Comportamento funcional das Hbs stripped de L. paradoxa e H. unitaeniatus e na presença 

de cloreto de sódio (NaCl). Na coluna tampão Hepes-Tris 0,10 M, pH 8,0. 
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3.3 Efeito das concentrações de fosfatos orgânicos nas Hbs L. paradoxa e H. 

unitaeniatus 

 

 As titulações com concentrações crescentes de fosfato orgânico em pH (7,0) 

mostraram que IHP, GTP, ATP e íons cloreto aumentaram o P50. O IHP teve efeito 

alostérico maior nas Hbs de ambas as espécies, seguido por GTP, ATP, íons cloreto e 

2,3-BPG (Figuras 20, 21, 22 e 23). Em L. paradoxa foi observado aumento nos valores 

de Hill(nHill) em função dos aumentos das concentrações  de IHP, GTP, ATP e NaCl 

(Figuras 20 e 21). Na presença de 2,3-BPG os valores de Hill(nHill) mantiveram-se 

constantes. Para H. unitaeniatus não foi observado mudança significativa nos valores de 

Hill(nHill) em função dos aumentos das concentrações de IHP, GTP, ATP, 2,3-BPG e 

NaCl (Figuras 22 e 23). 

3.3.1 Comparação entre os experimentos de titulação das 2 espécies estudadas 

O efeito dos moduladores alostéricos nas Hbs de L. paradoxa e H. unitaeniatus 

em cada condição experimental de titulação, stripped + IHP, GTP, ATP, 2,3-BPG e 

NaCl são apresentados nas figuras 24, 25, 26, 27 e 28. Houve aumento crescente dos 

valores de P50 com aumento das concentrações dos moduladores alostéricos, ou seja, 

diminuição da afinidade Hb-O2, isto é verificado tanto para L. paradoxa quanto para H. 

unitaeniatus. O IHP foi o modulador mais efetivo seguido do GTP, ATP, 2,3-BPG e 

NaCl. Quando comparamos as duas espécies, H. unitaeniatus apresentou maior 

sensibilidade aos moduladores IHP, GTP, ATP, 2,3-BPG, ou seja, sofreu modulação 

maior em menores concentrações. Em relação ao NaCl este foi mais efetivo em L. 

paradoxa.  

São apresentados gráficos dos valores de Hill(nHill) - cooperatividade, para as 

Hbs de L. paradoxa e H. unitaeniatus, nos experimentos de titulação. Não houve 

mudança nos valores de Hill(nHill), em função dos aumentos de concentrações de 

moduladores.  
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Figura 21 - Efeito da concentração do IHP, GTP, ATP e 2,3-BPG, sobre a afinidade das Hbs ao O2 de L. 

paradoxa. Método espectrofotométrico em Hbs stripped na presença de íons cloreto, pH 7,0, tampão tris-

HCl 0,05M. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 22 - Efeito da concentração do NaCl, sobre a afinidade das Hbs ao O2 de L. paradoxa. Método 

espectrofotométrico em Hbs stripped pH 7,0, tampão Hepes-Tris 0,10 M. 
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Figura 23 - Efeito da concentração do IHP, GTP, ATP e 2,3-BPG, sobre a afinidade das Hbs ao O2 de H. 

unitaeniatus. Método espectrofotométrico em Hbs stripped na presença de íons cloreto, pH 7,0, tampão 

tris-HCl 0,05 M. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 24 - Efeito da concentração do NaCl, sobre a afinidade das Hbs ao O2 de H. unitaeniatus. Método 

espectrofotométrico em Hbs stripped pH 7,0, tampão Hepes-Tris 0,10 M. 
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Figura 25 - Efeito da concentração do IHP, sobre a afinidade das Hbs ao O2 de L. paradoxa e H. 

unitaeniatus. Método espectrofotométrico em Hbs stripped na presença de íons cloreto, pH 7,0, tampão 

tris-HCl 0,05 M. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 26 - Efeito da concentração do GTP, sobre a afinidade das Hbs ao O2 de L. paradoxa e H. 

unitaeniatus. Método espectrofotométrico em Hbs stripped na presença de íons cloreto, pH 7,0, tampão 

tris-HCl 0,05 M. 
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Figura 27 - Efeito da concentração do ATP, sobre a afinidade das Hbs ao O2 de L. paradoxa e H. 

unitaeniatus. Método espectrofotométrico em Hbs stripped na presença de íons cloreto, pH 7,0, tampão 

tris-HCl 0,05 M. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 28 - Efeito da concentração do 2,3-BPG, sobre a afinidade das Hbs ao O2 de L. paradoxa e H. 

unitaeniatus. Método espectrofotométrico em Hbs stripped na presença de íons cloreto, pH 7,0, tampão 

tris-HCl 0,05 M. 
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Figura 29 - Efeito da concentração do NaCl, sobre a afinidade das Hbs ao O2 de L. paradoxa e H. 

unitaeniatus. Método espectrofotométrico em Hbs stripped pH 7,0, tampão Hepes-Tris 0,10 M. 

 

 

3.4 Efeito Root  
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 Em H. unitaeniatus houve 40 % de desoxigenação para efeito Root em 

pH 5,5 em todos os tratamentos, ou seja, “+++” se utilizarmos a escala FARMER et al. 

(1979), (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Valores de efeito Root em L. paradoxa e H. unitaeniatus. 

 

L. paradoxa   

 Escala Farmer* Efeito Root 

Hemolisado Stripped  0 Ausência 

Hemolisado total + IHP  + Ausência 

Hemolisado total + GTP + Ausência 

Hemolisado total + ATP 0 Ausência 

Hemolisado total + 2,3-BPG 0 Ausência 

Hemolisado total + NaCl 0 Ausência 

H. unitaeniatus   

Hemolisado Stripped  +++ Presença 

Hemolisado total + IHP  +++ Presença 

Hemolisado total + GTP +++ Presença 

Hemolisado total + ATP +++ Presença 

Hemolisado total + 2,3-BPG +++ Presença 

Hemolisado total + NaCl +++ Presença 
*FARMER et al., (1979). 

 
3.5 Fosfatos intraeritrocitários - dosagem de 2,3-BPG, nucleotídeos e inositóis. 

 

 Nos experimentos de determinação dos níveis de fosfatos não foi detectado 2,3- 

bifosfoglicerato (2,3-BPG) nas espécies estudadas (Tabela 4). Em ambas espécies o 

ATP foi o principal nucleotídeo intraeritrocitário. Em L. paradoxa e H. unitaeniatus os 

valores de ATP foram respectivamente 2,24 e 2,12 vezes superiores ao GTP (Tabela 4).  

 As concentrações de inositóis em mol de P/mL de RBC para as duas espécies 

estudadas podem ser visualizadas na (Tabela 4). Em L. paradoxa foi detectado pequena 

quantidade IP2 e ausência de IP4, IP5, e IHP. Em H. unitaeniatus não foi detectado a 

presença de inositóis polifosfatados.  
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Tabela 4 - Valores médios e desvio padrão (SD) das concentrações de nucleotídeos (ATP, GTP), 2,3 - BPG 

e inositóis (IP2, IP4, IP5 e IHP) nos eritrócitos de L. paradoxa e H. unitaeniatus, em µM de P/mL de RBC (n 

= 10). *
 
Indica diferença estatística (p < 0,05) entre as médias obtidas em L. paradoxa e H. unitaeniatus. 

 

Nucleotídeos e 2,3-BPG       

 ATP GTP NTP () ATP/GTP 2,3-BPG 

L. paradoxa   1,21  0,21*   0,54  0,06* 1,75 2,24 - 

H. unitaeniatus 1,87  0,23 0,88  0,33 2,75 2,12 - 

Inositóis      

 IP2 IP4 IP5 IHP  

L. paradoxa 0,36  0,025 - - -  

H. unitaeniatus - - - -  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30 - Valores médios dos nucleotídeos ATP, GTP e inositóis IP2, nos eritrócitos L. paradoxa e H. 

unitaeniatus, em µM de P/mL de RBC (n = 10). *
 
Indica diferença estatística (p < 0,05) entre as médias obtidas 

para L. paradoxa e H. unitaeniatus. 
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4 DISCUSSÃO 

  A evolução dos animais maiores e metabolicamente mais ativos foi, 

invariavelmente, acompanhada com o desenvolvimento de estruturas mais 

especializadas na troca gasosa (MORAES et al., 2005). Adaptações encontradas nas 

propriedades funcionais da Hb no transporte de oxigênio estão associadas com 

diferenças na sua estrutura molecular, e são encontradas em diferentes espécies 

(WEBER, 1996).  

 O oxigênio transportado por volume de sangue depende, entre outros fatores, da 

quantidade de Hb e da afinidade desta ao O2. Mudanças nas variáveis hematológicas, 

nível de fosfatos intraeritrocitários e componentes hemoglobínicos, facilitam a 

adaptação dos peixes a diversos ambientes e diferentes condições em seus habitats 

(VAL et al., 1985).  A Hb, principal proteína situada na “interface” organismo-meio e 

no transporte de O2 para os tecidos, é um modelo excelente do complexo respiratório 

para estudo de estratégias frente a mudanças ambientais (POWERS, 1980; 

BERENBRINK, 2006).  

4.1 Padrão eletroforético 

 

 Em peixes, a eletroforese é comumente utilizada na caracterização dos padrões 

estruturais das Hbs, identificando o número de componentes e concentrações relativas 

dos mesmos. 

Nossos resultados mostraram a existência de padrões eletroforéticos distintos 

entre as espécies analisadas, corroborando a idéia de que os peixes possuam Hbs com 

alta heterogeneidade (PETERSEN et al., 1989; FYHN e WITHLER, 1991 a).  Os dois 

componentes protéicos anódicos nos padrões eletroforéticos de L. paradoxa e os seis 

componentes anódicos para H. unitaeniatus apresentaram-se uniformes em mobilidade 

e concentração relativa, não demonstrando variação de padrão entre os espécimes 
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analisados. Entretanto o número de exemplares estudados não nos permite afirmar que 

não existe variação intraespecífica nas espécies estudadas. Em relação aos componentes 

catódicos, estes não foram detectados nas espécies estudadas.  

HOCHACHKA e SOMERO (2002) categorizaram os peixes segundo suas 

isoformas hemoglobínicas de tal forma que a classe I compreende espécies que se 

expressam eletroforeticamente Hbs anódicas, apresentando efeito Bohr normal e efeitos 

de pH e temperaturas normais; a classe II inclui espécies que expressam Hbs anódicas e 

catódicas com alta afinidade ao oxigênio e efeito Bohr pequeno ou reverso e com baixa 

sensibilidade térmica; a classe III inclui espécies que apresentam efeito Bohr normal, 

mas insensível à temperatura. De acordo com essa categorização em isoformas 

hemoglobínicas, nossos resultados mostram que L. paradoxa e H. unitaeniatus 

pertencem à classe I, apresentando todos os componentes anódicos, efeito Bohr normal 

e alta sensibilidade térmica.  

Com relação à multiplicidade das Hbs, espécies que exploram ambientes 

diferentes exibem comportamento mais ativo e possuem respiração aérea facultativa tais 

como Ancistrus, Doras, Hypostomus, Gymnotus, Synbranchus e no presente estudo H. 

unitaeniatus, possuem hemolizados que variam de um a oito componentes, 

apresentando maior variação no padrão hemoglobínico (FYHN et al., 1978). Em 

espécies mais primitivas como Amia calva (WEBER et al., 1976 b) e o celacanto - 

Latimeria chalumnae (GORR et al., 1991), que vivem em ambientes estáveis e exibem 

baixa variedade de comportamento e, as espécies que respiram obrigatoriamente ar 

atmosférico tais como: L. paradoxa, Arapaima gigas, Callichthys e Hoplosternum 

possuem um ou dois componentes (JOHANSEN e WEBER, 1976; RIGGS, 1979; 

FYHN, et al., 1979; VAL, 1993). Entretanto, essa multiplicidade pode não estar 

relacionada aos hábitos respiratórios, pois o pulmonado africano Protopterus 
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aethiopicus, que se assemelha muito com L. paradoxa, apresenta quatro componentes 

(DELANEY et al., 1976) e em Neoceratodus forsteri, um dipnóico australiano, mais 

ativo e de respiração aérea facultativa, foram identificados três isoformas de 

hemoglobínicas (RASMUSSEN et al., 2009).  

FYHN et al. (1979) estudando a heterogeneidade de Hbs em 96 espécies de 

peixes da Amazônia, encontraram um número relativamente alto de espécies com um e 

dois componentes bem como espécies com múltiplos componentes não encontrando 

correlação entre a heterogeneidade dos padrões eletroforéticos, o sistema respiratório 

dos peixes, o nível de atividade dos mesmos bem como os parâmetros físicos do 

ambiente.   

O significado adaptativo da multiplicidade de componentes ainda não está 

totalmente esclarecido (VAL, 1993). Mesmo com os inúmeros trabalhos realizados com 

Hbs de peixes, não há uma clara relação entre o número de componentes 

hemoglobínicos, a atividade da espécie, os hábitos respiratórios e às condições 

ambientais.  

Em L. paradoxa os componentes hemoglobínicos mostraram mobilidade similar 

às hemoglobinas humanas, sendo possível evidenciar claramente dois componentes com 

diferentes concentrações. Estes resultados diferem dos obtidos por RODEWALD et al. 

(1984), que utilizando a técnica eletroforética em poliacrilamida encontraram apenas 

um componente hemoglobínico para esta mesma espécie.  

Os resultados eletroforéticos encontrados para H. unitaeniatus, também não 

corroboram os dados obtidos por FYHN et al. (1979), que estudando a heterogeneidade 

de Hb nos peixes da Amazônia, utilizando gel de acrilamida observaram em H. 

unitaeniatus dois fenótipos de Hb com 3 e 4 componentes, sendo três faixas alinhadas e 
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por RIGGS et al., (1979) que, utilizando a técnica eletroforese alcalina em gel de disco, 

também observaram 4 componentes no padrão eletroforético de H. unitaeniatus.   

O suporte eletroforérico, assim como, o sistema de tampões utilizados podem 

levar a uma variação no número de componentes eletroforéticos (RIGGS, 1970). O 

suporte de gel de amido foi escolhido pela rapidez, baixo custo e alto grau de definição 

analítica dos componentes separados dentre os demais suportes eletrofóréticos 

(NAOUM, 1999 e SMARRA, 1997). 

De acordo com FRANCISCO (1995), que estudou os aspectos estruturais e 

funcionais das Hbs da traíra Hoplias malabaricus, observou que eletroforeses em gel de 

acrilamida quanto a bis-acrilamida reduzem o número de componentes quando 

comparados às eletroforeses em gel de amido. PÉREZ et al. (1995) analisando o 

hemolisado de centenas de espécies de peixes verificaram que o número de 

componentes observados em gel de amido foi sempre superior ao número de frações 

observados em gel de poliacrilamida, confirmando a dependência dos resultados em 

relação ao método utilizado.  

Sendo assim as diferenças entre os resultados do presente estudo e os 

encontrados na literatura podem ser devido à (1) eletroforese em gel de amido ter um 

grau de definição analítica maior e mais sensível, ou (2) ao fato de serem populações 

isoladas uma da outra, dada à distância em que foram coletadas, havendo possibilidade 

de polimorfismo, uma vez que aparentemente essa espécie não apresenta hábito 

migratório.   

No presente estudo, não foi estudado as isoformas separadamente, o que poderia 

indicar diferenças funcionais na afinidade das mesmas ao oxigênio. 
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4.2 Comportamento funcional das Hbs de L. paradoxa e H. unitaeniatus 

   Moduladores como cloretos (Cl 
-
), íons hidrogênio (H

+
), dióxido de carbono 

(CO2) e vários tipos de fosfatos orgânicos, além do efeito da temperatura e salinidade 

regulam as propriedades funcionais das Hbs dos vertebrados (WEBER e JANSEN, 

1988; WELLS e WEBER, 1989; VAL, 2000). Em geral, o aumento de qualquer um 

desses fatores ou parâmetros físicos dentro do eritrócito provoca uma diminuição da 

afinidade Hb-O2. 

4.2.1 Equilíbrio de oxigenação em sangue total e stripped 

 Em L. paradoxa e H. unitaeniatus, os valores de P50 obtidos para os hemolisados 

stripped em todos os tratamentos, exceto para o IHP em H. unitaeniatus, foram menores 

do que os valores observados em sangue total, indicando um aumento da afinidade de 

ligação do oxigênio às moléculas de Hb nos hemolisados stripped. 

  A menor afinidade das Hbs ao oxigênio, observada nos experimentos em 

sangue, ocorre devido à regulação dos moduladores, tais como prótons (H
+
), fosfatos 

orgânicos, cloretos (Cl
-
), dióxido de carbono, bem como o efeito da temperatura 

(WEBER et al., 2000). Segundo WOOD et al. (1979), outros fatores também 

contribuem para a menor afinidade das Hbs em sangue, tais como: a) menor pH 

intraeritrocitário, b) maior concentração de Hbs nos eritrócitos com maior potencial de 

ligação e c) presença de CO2 no sangue que diminui o pH e consequentemente a 

afinidade das Hbs. 

 Neste estudo, as amplitudes do efeito Bohr e os valores de P50, detectados nos 

experimentos stripped e na presença de moduladores, foram menores em L. paradoxa 

quando comparados com os valores observados em H. unitaeniatus. Estes dados 

demonstram a princípio, que embora ambas as espécies sejam encontradas nos mesmos 

habitats, os hábitos de vida e o tipo de respiração podem contribuir para as diferenças 
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observadas nas propriedades funcionais das suas Hbs, determinando modificações 

funcionais em relação aos fosfatos orgânicos. 

As Hbs de L. paradoxa, espécie de respiração aérea obrigatória, apresentam alta 

afinidade ao oxigênio, sendo provavelmente uma característica que lhe conferem maior 

resistência às variações ambientais e a baixa disponibilidade de oxigênio ao qual está 

sujeita durante os períodos de estivação. Característica semelhante também foi 

encontrada em numerosos anfíbios anuros (BOUTILIER e HEISLER, 1988; 

ANDERSEN et al., 2001), em outros dipnóicos como Protopterus aethiopicus 

(LENFANT e JOHANSEN, 1968) e Neoceratodus forsteri (KIND et al., 2002; 

RASMUSSEN et al., 2009) e em espécies de teleósteos com respiração aquática que 

habitam ambientes hipóxicos. As curvas de dissociação das Hbs de L. paradoxa em 

forma sigmóide, semelhante à descrita por JOHANSEN e LENFANT (1967) a 23
o
C e 

por BASSI et al. (2005) a 25
o
C resultam de alta cooperação entre as cadeias 

hemoglobínicas. Segundo ANDERSEN et al. (2001) que estudou as Hbs de anfíbios 

anuros, as curvas de Hb sigmóides possibilitam melhor captação e descarregamento de 

O2 aos tecidos sistêmicos (BOUTILIER et al., 1986; BOUTILIER e HEISLER, 1988; 

ANDERSEN et al., 2001).  

A presença de receptores de dióxido de carbono encontrados nas vias aéreas 

distais de L. paradoxa (SANCHES e GLASS, 2001), anfíbios (WANG, et al., 1998) e 

répteis (GLASS et al., 1985; ULTSCH e JACKSON, 1996), o mesmo padrão de 

resposta quanto ao controle pulmonar dos anfíbios, com capacidade de difusão 

pulmonar e composição do surfactante pulmonar (WANG, et al., 1998; SANCHES e 

GLASS, 2001, BASSI et al., 2005), e a semelhança entre as propriedades funcionais das 

Hbs, sugerem que os dipnóicos podem ter precedido a transição ao ambiente terrestre, 
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podendo ser considerado grupo irmão dos tetrápodes (MEYER e DOLVEN, 1992; 

YOKOBORI et al., 1994; POUGH et al., 1999). 

A influência do ambiente nas propriedades funcionais das Hbs são evidentes 

quando se analisa os valores de efeito Bohr dos peixes pulmonados Neoceratodus 

forsteri (-0,62); Protopterus aethiopicus (-0,47) e Lepidosiren paradoxa (-0,24) 

(LENFANT e JOHANSEN, 1968) e em duas espécies de peixes pulmonados africanos 

de diferentes ambientes como Protopterus aethiopicus capturados em lagoas profundas 

cujas Hbs apresentaram maior afinidade ao oxigênio em relação à espécie Protopterus 

annectans, capturados em pântanos (OLDHAM e RIGGS, 1969).  

As Hbs de H. unitaeniatus, espécie de respiração aérea facultativa, apresentaram 

menor afinidade ao oxigênio quando comparadas á L. paradoxa, com valores de P50 

mais elevados em todos os tratamentos (exceto na presença de NaCl) e maior amplitude 

de efeito Bohr. RIGGS, et al. (1979), estudando as propriedades funcionais das Hbs de 

peixes da família erithrinidae, observaram menor afinidade das Hbs de H. unitaeniatus 

(P50 = 63 mmHg a pH 5,9) quando comparadas com Hoplias malabaricus.  

O efeito Bohr, comumente encontrado em peixes, contribui para o suprimento de 

oxigênio nos tecidos, facilitando a captação do oxigênio nas brânquias e a liberação do 

mesmo para os tecidos (VAL e ALMEIDA-VAL 1995). Entretanto o significado das 

diferenças na amplitude desse efeito entre as espécies ainda não é clara (CRUZ, 2007). 

Segundo POWERS et al. (1979), espécies submetidas à ampla variação de pCO2 

e pH tendem a manter a regulação através de um efeito Bohr reduzido, pois durante a 

acidose, um efeito Bohr amplo, impediria a captação de oxigênio no epitélio branquial 

podendo acarretar morte. 

Em H. unitaeniatus a maior amplitude de efeito Bohr na presença de 

moduladores, pode ser considerada como uma estratégia frente aos períodos de hipóxia 
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enfrentados pelo animal, uma vez que torna mais eficiente o suprimento de O2 aos 

tecidos. CRUZ, (2007), estudando o comportamento respiratório de Pterygoplichthys 

anisitsi, espécie de respiração facultativa, observou elevação na amplitude do efeito 

Bohr quando a espécie foi submetida à hipóxia, efeito também observado em 

Hypostomus regani (VAL, et al., 1985), Gymnotus carapo (TAIPEIRO, 1993) e 

Hoplias malabaricus (FRANCISCO, 1995). Provavelmente H. unitaeniatus utiliza, 

além das propriedades funcionais de suas Hbs, outros mecanismos fisiológicos para o 

suprimento de O2 em situações de baixas concentrações do mesmo. 

OLIVEIRA et al. (2004) estudando o efeito da temperatura e da hipóxia na 

respiração aérea acessória de H. unitaeniatus, verificaram que esta espécie ajusta com 

eficiência o consumo de O2 aos diferentes regimes térmicos com redução no consumo 

de O2 em baixas temperaturas e aumento nas temperaturas mais elevadas. 

A espécie compensa as reduções de O2 do meio através de um acentuado e 

progressivo aumento na ventilação branquial, resultante principalmente do aumento no 

volume ventilatório. Esse mecanismo de compensação à hipóxia é característico de 

peixes que regulam eficientemente a tomada de O2 do meio e, aparentemente, é o 

mecanismo de menor custo energético para o animal (OLIVEIRA et al., 2004).  

 Com a elevação da temperatura, o aumento do P50 de 1,14 à 4
o
C para 13,46 

mmHg á 40
o
C em L. paradoxa e de 1,90 para 20,89 mmHg em H. unitaeniatus, com a 

diminuição da afinidade Hb-O2, mostra a influência da temperatura e a 

termosensibilidade das Hbs das duas espécies.  

 BASSI et al. (2005) estudando a capacidade de difusão do O2 pulmonar em L. 

paradoxa também observaram uma diminuição da afinidade Hb-O2 com aumento da 

temperatura de 25 para 35
o
C. Entretanto, no presente trabalho, os valores de P50 e efeito 

Bohr foram inferiores aos demonstrados por BASSI, et al., (2005), que obtiveram 
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valores de P50 = 19 ± 4,3 e 27 ± 1,8 à 25
o
C nas porcentagens de 3 e 6 % de CO2 

respectivamente e valores P50 = 30 ± 3,9 e 41 ± 1,0 à 35
o
C também a 3 e 6 % de CO2. Os 

valores de efeito Bohr encontrados por estes autores foram de -0,66 e -0,44 à 25 e 35
o
C 

respectivamente, resultados superiores aos encontrados no presente estudo. A diferença 

desses resultados dos encontrados no presente trabalho, podem ser devidos à: (1) nossos 

estudos foram feitos na ausência de CO2 enquanto os estudos citados foram feitos na 

presença de CO2. O aumento das concentrações de CO2 diminui o pH sanguíneo 

deslocando a curva de dissociação Hb-O2 para a direita, diminuindo a afinidade das Hbs 

ao O2 (efeito Bohr), favorecendo o descarregamento de O2 para os tecidos sistêmicos. 

Além disso, o CO2 liga-se diretamente aos grupamentos aminos terminais das moléculas 

de Hbs, o que também promove o deslocamento da curva para direita, ou (2) nos 

estudos realizados por BASSI, et al. (2005), utilizou-se sangue total e em nossos 

experimentos foram utilizados Hb stripped, ou seja, Hb isenta de moduladores.  

Os valores de logP50 obtidos a 40
o
C foram os mais próximos dos encontrados em 

sangue, apesar desses últimos terem sido realizados a temperatura ambiente (25
o
C a 

30
o
C). Estes valores são significativos uma vez que essas espécies são encontradas em 

águas doces tropicais, que se caracterizam por uma combinação de temperaturas que 

podem chegar a 36
o
C (HARDER et al., 1999) e baixas concentrações de oxigênio na 

água.  

O aumento da temperatura corporal em peixes acarreta aumento da captação de 

O2 pelos tecidos com deslocamento da curva de saturação Hb-O2 para a direita. 

Concomitante a redução do pH sanguíneo (CLAIBORNE e HEISLER 1984), o aumento 

PCO2 (SONCINI e GLASS, 1997, 2000), e o aumento da freqüência respiratória 

(GLASS, 2007), contribuem para o maior suprimento de O2 para os tecidos sistêmicos 

(DEJOURS, 1981) e maior eliminação de CO2.  
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4.2.2 Equilíbrio de oxigenação com adição de fosfatos e NaCl 

A concentração de fosfatos orgânicos dentro das células, influenciando direta ou 

indiretamente a afinidade Hb-O2 é uma característica observada nos eritrócitos da 

maioria dos vertebrados (VAL, 2000).   

Devido à ação alostérica dos fosfatos eritrocitários que provoca diminuição da 

afinidade Hb-O2, um decréscimo nas concentrações desses fosfatos, pode resultar numa 

adaptação nas variações de oxigênio ambiental e na acidose interna (VAL, 1993), bem 

como em altas temperaturas (NIKINMAA et al., 1980) ou durante estivação (WEBER 

et al., 1977). Em L. paradoxa e H. unitaeniatus como em muitas espécies de 

vertebrados, foi observado aumento da afinidade Hb-O2 após a remoção dos fosfatos 

(Hb stripped), os quais agem como moduladores negativos da afinidade Hb-O2 e, 

portanto estão envolvidos na regulação do transporte do O2 (BARTLETT, 1980). 

O efeito dos fosfatos orgânicos pode ser explicado: 1) utilizando-se o modelo 

alostérico, onde esses moduladores se ligam em sítios típicos da molécula de Hb dos 

vertebrados (na entrada da cavidade central do eixo quelante da molélula) onde eles 

reagindo com resíduo N-terminal básico das cadeias  (ANTONINI e BRUNORI, 1974) 

e 2) pela sua influencia no pH eritrocitário. Sendo o GTP um ânion que torna a 

membrana do eritrócito impermeável, isto leva ao aumento na concentração de prótons, 

reduzindo o pH intraeritrocitário (SOIVIO e NIKIMA, 1981; JENSEN e WEBER, 1985 

b; NIKIMA e JENSEN, 1986; MOTAIS et al., 1992). 

Segundo SCHWANTES et al. (1982) e VAL (2000), tanto o ATP quanto o GTP 

são os principais fosfatos moduladores da afinidade das Hbs ao oxigênio dos peixes.  

No presente estudo os valores de P50 após a adição de ATP e GTP, foram maiores 

em relação às Hbs stripped, ou seja, diminuem a afinidade das Hbs ao oxigênio, sendo o 

GTP mais efetivo nas duas espécies. Comparando as duas espécies observa-se que H. 
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unitaeniatus foi mais sensível tanto na presença do ATP como do GTP, apresentando 

valores maiores de P50 em relação a L. paradoxa. Estes resultados foram confirmados 

nos experimentos de titulação, onde em uma mesma concentração de fosfato H. 

unitaeniatus apresentou valores maiores de P50 em relação a L. paradoxa. 

De forma semelhante RASMUSSEN, et al. (2009) observaram em Neoceratodus 

forsteri, peixe pulmonado australiano, aumento dos valores de P50 com a diminuição da 

afinidade da Hb na presença de ATP e GTP e, FRANCISCO (1995), estudando os 

aspectos estruturais, funcionais e adaptativos das Hbs de Hoplias malabaricus 

(Erythrinidade), observou que tanto o ATP como o GTP diminuem, significativamente a 

afinidade Hb-O2 nesta espécie levando ao aumento dos valores de P50.  

Muitas espécies de peixes amazônicas são capazes de regular a concentração de 

moduladores (fosfatos orgânicos), em relação às condições ambientais (VAL, 1986). 

Estas espécies podem diminuir as concentrações destas substâncias nos eritrócitos, 

rapidamente, aumentado à afinidade das Hbs ao O2, facilitando a captação e o 

suprimento desse gás aos tecidos, tamponando as variações ambientais e 

comportamentais (SOUZA-SILVA, 1997). 

 Segundo SOIVO et al., 1980 a diminuição na concentração de fosfatos 

orgânicos deve ser um processo relativamente lento, o peixe necessita estar sob 

condições de hipóxia no mínimo de 1 a 3 semanas. Entretanto, alguns estudos 

demonstram que esse tempo pode ser mais rápido, logo nas primeiras horas quando o 

peixe é submetido à hipóxia severa (TETENS LYKKEBOE, 1985; BOUTILIER et al., 

1988; FERGUSON e BOUTILIER, 1989). 

VAL (1990), estudando o teleósteo de respiração aérea facultativa 

Pterygoplichthys multiradiatus, não observou a presença intraeritrocitária de GTP em 
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condições de hipóxia. Entretanto, quando indivíduos dessa espécie são aclimatados a 

condições normóxicas, a concentração de GTP aumenta e passa a ser superior à de ATP.   

Nos peixes há uma grande variação não apenas quantitativa como também 

qualitativa dos fosfatos eritrocitários (BARTLETT, 1980). Em algumas espécies 

encontrou-se alta concentração de ATP, em outras espécies alta relação ATP/GTP e 

ainda em outras, uma elevada relação GTP/ATP (VAL, 1992 a).  

Os valores obtidos dos fosfatos orgânicos nas duas espécies estudadas mostram 

que a concentração de ATP foi 2,24 vezes superior ao GDP em L. paradoxa e 2,12 

vezes em H. unitaeniatus, sendo o ATP, neste caso, o principal nucleotídeo 

intraeritrocitário para essas espécies.  

É possível que o ATP predomine quantitativamente nos eritrócitos dessas 

espécies de peixes devido ao seu papel na provisão da energia celular. É possível 

também que o ATP seja responsável pela modulação de enzimas que regulam o 

metabolismo destas espécies.  

Estudos mostraram o ATP em maior concentração em várias espécies de peixes 

sendo esse fosfato orgânico considerado mais importante para esses animais (VAL e 

ALMEIDA-VAL, 1988; WILHELM FILHO et al., 1992). 

Nossos resultados não corroboram os encontrados por ISAACKS et al. (1978), 

que verificaram concentrações maiores de GTP em relação ao ATP nos eritrócitos de L. 

paradoxa, mas estão de acordo com os resultados de JOHANSEN et al., (1978a) que 

estudando as propriedades respiratórias e sanguíneas de peixes amazônicos detectou 

2,33 vezes mais ATP em relação ao GTP em L. paradoxa e 2,25 vezes mais ATP em 

relação ao GTP em H. unitaeniatus. 
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 FRANCISCO (1995) observou no Erythrinidae Hoplias malabaricus maiores 

concentrações de GTP quando comparado com as de ATP, sendo o GTP o principal 

fosfato orgânico intraeritrocitário para esta espécie.  

 No presente estudo, embora as concentrações de ATP tenham sido maiores, as 

Hbs de L. paradoxa e H. unitaeniatus, foram mais sensíveis ao GTP do que ao ATP 

apresentando valores maiores de P50. 

 FEUERLEIN e WEBER (1994) formularam algumas hipóteses para explicar tal 

fato: (1) o GTP apresenta uma ligação de hidrogênio a mais que o ATP. Desse modo a 

modulação mais efetiva do GTP ocorre devido a maior possibilidade de formação de 

ligações de hidrogênio levando vantagem na competição com o ATP pelo mesmo sítio 

de ligação, (2) e que o GTP é menos inibido por cátions como o Mg
+2

, os quais formam 

complexos com os fosfatos eritrocitários eliminando o efeito do ATP, mas não o do 

GTP. 

 Em muitas espécies o GTP apresenta-se como o modulador mais potente da 

afinidade Hb-O2, em outras seu efeito mostra-se semelhante ou inferior ao ATP 

(PELLEGRINI et al., 2003). 

 Considerando-se que ambos os fosfatos podem ter suas concentrações alteradas, 

suas modulações sobre as Hbs podem representar um importante papel na 

adaptabilidade imediata (SOUZA-SILVA, 1997). 

Sendo assim os resultados obtidos nos experimentos de equilíbrio de oxigenação 

com adição de fosfatos e a detecção da presença de ATP e GTP nos eritrócitos de L. 

paradoxa e H. unitaeniatus, corroboram com a hipótese de que estes fosfatos participam 

dos mecanismos de modulação das Hbs, influenciando a afinidade Hb-O2. Estes 

resultados sugerem que os fosfatos orgânicos estão provavelmente envolvidos nos 

mecanismos adaptativos destas espécies frente às flutuações ambientais a que são 
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expostas, e deixando evidente o importante papel dos eritrócitos na regulação do 

transporte de oxigênio, através da produção e da regulação da concentração de fosfatos 

orgânicos, que atuam como moduladores alostéricos das Hbs. 

Ao analisarmos o comportamento dessas Hbs na presença de 2,3-BPG, 

modulador alostérico encontrado nos eritrócitos em mamíferos, fetos de aves antes de 

eclodir, anfíbios anuros e algumas espécies de peixes, podemos observar que este 

modulador é o menos efetivo na modulação das Hbs destas espécies com valores de P50 

próximos aos observados nas Hb stripped a 21
o
C sugerindo que o 2,3-BPG não atua 

como modulador das Hbs nas espécies estudadas. Podemos confirmar estes resultados, 

nos experimentos de quantificação dos fosfatos intraeritrocitários onde não detectamos a 

presença de 2,3-BPG em L. paradoxa e H. unitaeniatus e nos experimentos de titulação 

onde o 2,3-BPG, mesmo nas maiores concentrações (1,50 mM), mostrou-se pouco 

efetivo como modulador.  

Entretanto estes resultados não corroboram com JOHANSEN et al. (1978 a) e 

ISAACKS e KIM (1984), que estudando as propriedades respiratórias de peixes 

amazônicos e a composição de fosfatos intraeritrocitários no dipnóico australiano 

Neoceratodus forsteri, sugerem o 2,3-BPG como possível modulador hemoglobínico 

nos peixes pulmonados.  

 Na presença de inositol hexafosfato (IHP) as Hbs de ambas as espécies 

estudadas diminuíram a afinidade de ligação Hb-O2 indicando um efeito modulador 

negativo. Nos experimentos de titulação, entre todos os moduladores testados, o IHP foi 

mais efetivo com valores altos de P50 nas menores concentrações (0,12 e 0,18 mM). 

  Os inositóis polifosfatadados (IP2, IP4, IP5 e IHP), potente categoria de 

moduladores alostéricos presente em aves, estão presentes em inúmeras espécies de 

peixes como no teleósteo de respiração aérea obrigatória Arapaima gigas (IP5) 
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(BARTLETT, 1978b; VAL et al., 1992 a) e nos pulmonados P. aethiopicus e L. 

paradoxa (IP2) (BARTLETT, 1978 a; ISAACKS et al., 1978) atuando como 

moduladores negativos.  

 Em nossas análises observamos a presença de IP2 nos eritrócitos de L. paradoxa. 

Nossos resultados estão de acordo com os trabalhos de BARTLETT (1978 a) e 

ISAACKS et al. (1978), que estudando a presença de fosfatos nos eritrócitos dos 

pulmonados L. paradoxa e Protopterus aethiopicus também evidenciaram a presença 

deste inositol. Entretanto não detectamos a presença de inositóis polifosfatados nos 

eritrócitos do teleósteo bimodal H. unitaeniatus.  

Segundo ISAACKS (1985), apesar da presença de inositóis polifosfatados nos 

eritrócitos e de sua capacidade de modular a afinidade da Hb ao oxigênio, o seu 

verdadeiro papel na regulação da afinidade do sangue permanece obscura. 

O fato de termos confirmado a presença IP2 em L. paradoxa, abre-se 

possibilidades para novas investigações quanto ao papel deste inositol como modulador 

e como a sua concentração é regulada nos eritrócitos.   

Outra hipótese é que além de influenciar na afinidade da Hb ao oxigênio, os 

inositóis possam desempenhar outras funções. RODRIGUEZ et al. (1998) sugeriram 

que nos eritrócitos de aves o inositol pode atuar como um inibidor competitivo pelo 

sítio de ligação do Mg
+2

 na hexoquinase, embora não o faça em relação à glicose e 

MgATP
-2

, abrindo possibilidades sobre as implicações que a presença dos metabólitos 

fosfatados possam ter sobre o metabolismo dos carboidratos. 

Os íons cloreto, potentes moduladores das Hbs de várias espécies de mamíferos, 

também modularam negativamente as Hbs de L. paradoxa, com aumento acentuado nos 

valores de P50. Estes resultados foram semelhantes ao descrito para o dipnóico 

australiano Neoceratodus forsteri (RASMUSSEN et al., 2009), que na presença de 



 142 

NaCl tiveram os valores de P50 aumentados com diminuição da afinidade Hb-O2. Este 

modulador mostrou-se mais efetivo na modulação das Hbs de L. paradoxa em relação a 

H. unitaeniatus, sendo estes resultados confirmados nos experimentos de titulação, 

feitos com concentrações crescentes de NaCl. Provavelmente estes moduladores são 

característicos de peixes dipnóicos.  

4.2.3 Coeficiente de Hill (n)  

A cooperatividade exibida pela Hb proporciona uma resposta mais sensível a 

variações na concentração de oxigênio. Os valores nHill encontrados para L. paradoxa  

foram, maiores que os encontrados em teleósteos e próximos aos encontrados para 

anfíbios anuros estudados por SONCINIE e GLASS (2000) e ANDERSEN et al. 

(2001), indicando cooperatividade positiva. Os valores nHill, com a adição de fosfatos 

(IHP, GTP, ATP), NaCl e a 40
o
C aumentaram consideravelmente entre os pHs 7,0 e 

7,6, entretanto, na presença 2,3-BPG os valores de nHill permaneceram inalterados. 

GALDAMES-PORTUS et al. (1979), também observaram em Arapaima gigas, de 

respiração aérea obrigatória, valores de nHill mais pronunciados em maiores 

concentrações de fosfatos e em pHs mais alcalinos. RASMUSSEN et al. (2009) 

estudando as Hbs do pulmonado Neoceratodus forsteri observaram aumento 

considerável dos valores de nHill com adição de ATP, GTP, 2,3-BPG e íons cloreto, já o 

IHP não exerceu efeito. 

Semelhante a outras espécies de teleósteos (TAMBURRINI et al., 2001; 

LANDINI et al., 2002), H. unitaeniatus apresentou valores de nHill próximos de 1,0, 

indicando cooperatividade baixa ou ausente. Na presença de moduladores os valores de 

Hill(nHill) mantiveram-se inalterados. RIGGS et al. (1979) e FRANCISCO (1995) 

observaram resultados semelhantes em Hoplias malabaricus, que mantiveram-se 

inalterados na ausência de moduladores tanto em normóxia quanto em hipóxia. 
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 Provavelmente isto ocorre pela presença de efeito Root encontrado nestes 

erithrinideos, resultando na redução na afinidade Hb-O2 e na cooperatividade, pela 

inabilidade dos grupos heme de certas Hbs em ligarem-se ao oxigênio. Em termos de 

estado alostérico (estado “R”, maior afinidade ao O2 e o estado “T”, maior afinidade aos 

ligantes heterotrópicos) a diminuição da cooperatividade é acompanhada pela inibição 

pela inibição da transição alostérica de “T” para “R”.  

4.2.4 Efeito Root 

 Certas Hbs, particularmente de peixes teleósteos, apresentam efeito Bohr 

acentuado, que em pHs ácidos não se saturam totalmente, podendo o seu nível de 

desoxigenação chegar a 50% (SCHWANTES et al., 1991). Esse efeito parece ser o 

principal fator que facilita a secreção de O2 dentro da bexiga natatória e/ou no 

suprimento de oxigênio para o globo ocular em espécies que possuem rede “mirabile” 

na coróide, entretanto esses efeitos não estão totalmente esclarecidos.  

Em nossos estudos L. paradoxa não apresentou efeito Root, estando de acordo 

com os resultados de FARMER et al. (1979), que estudando Hbs de peixes amazônicos 

não encontraram efeito Root para essas espécies. A falta de efeito Root é um dos fatores 

que provavelmente confere a esse peixe maior resistência à situação de hipóxia, 

permitindo-lhe permanecer mergulhado por longos períodos de tempo, garantindo 

melhor suprimento de oxigênio durante a estivação. 

As características que podem estar relacionadas com a falta de efeito Root são as 

constantes variações ambientais a que estão sujeitas, sua bexiga natatória reduzida 

(ALEXANDER, 1965) e a falta de rede “mirabile” na coróide desta espécie (FARMER 

et al. 1979), entretanto, tais hipóteses precisam ser melhor investigadas. 

LENFANT et al. (1967) e LENFANT e JOHANSEN (1968), estudando os 

pulmonados N. forsteri e P. aethipicus verificaram um padrão similar a de L. paradoxa. 
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Esses resultados não são suficientes para confirmar a hipótese de FARMER et al. 

(1979) segundo a qual o efeito Root segue um esquema filogenético, pois SOUZA-

SILVA (1997), estudando espécies filogeneticamente próximas da família Anostomidae 

encontrou espécies que exibiram efeitos Root acentuado, moderado, e até mesmo nulo. 

Segundo Val, 2000 o efeito Root pode ficar mais proeminente com a adição de ATP ou 

GTP, entretanto, o fato de não encontrarmos efeito Root na Hb stripped e na presença 

de moduladores, sugere que também seus componentes individuais não apresentam esse 

efeito.  

H. unitaeniatus apresentou efeito Root acentuado nas Hbs stripped e na presença 

de moduladores. FRANCISCO (1995), estudando os aspectos estruturais, funcionais e 

adaptativos das Hbs de Hoplias malabaricus, encontrou ausência de efeito Root nas Hbs 

stripped e efeito Root acentuado na presença de ATP e GTP. Segundo FARMER et al. 

(1979), a ocorrência de efeito Root não está correlacionada com a complexidade do 

padrão eletroforético, embora em várias espécies se tenha encontrado sistemas de Hbs 

múltiplas, nos quais o efeito Root está restrito a certos componentes e sugeriram que a 

intensidade real de efeito Root de um componente pode ser mascarada por outros que 

não possuam esse efeito ou que tenham efeito Bohr reverso. O fato de ter sido 

encontrado efeito Root na Hb stripped leva-nos a supor que também seus componentes 

individuais apresentem esse efeito. 
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6 CONCLUSÕES 

 Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que: 

a) As espécies estudadas apresentam padrões eletroforéticos muito distintos 

corroborando a idéia de que os peixes possuem Hbs com alta heterogeneidade.  

b) Os componentes uniformes em mobilidade e concentração relativa indicam a 

não variação de padrão entre os espécimes analisados.  

c) As diferenças eletroforéticas entre os resultados do presente estudo e os 

encontrados na literatura, para estas mesmas espécies, podem ser devido ao tipo de 

suporte utilizado (gel de amido) que possui maior grau de definição analítica ou a 

possibilidade de polimorfismo. 

d) L. paradoxa e H. unitaeniatus pertencem à classe I, ou seja, apresentam os 

componentes hemoglobínicos anódicos, efeito Bohr normal e hemoglobinas com 

alta sensibilidade térmica.  

e) Em L. paradoxa, a maior afinidade da Hbs é provavelmente uma característica 

que lhe confere maior resistência durante os períodos de estivação. 

f) IHP, GTP, ATP e NaCl  influenciam negativamente a afinidade das Hbs nas 

duas espécies analisadas, o 2,3-BPG não foi detectado e não influencia a afinidade 

das Hbs nas duas espécies. H. unitaeniatus foi mais sensível aos moduladores em 

relação a L. paradoxa.  

g) O ATP e o GTP são aos principais fosfatos orgânicos intraeritrocitários 

detectados em L. paradoxa e H. unitaenitus.  

h) Nas duas espécies o ATP predomina quantitativamente nos eritrócitos e o GTP 

apresenta um maior efeito alostérico. Apenas nos eritrócitos de L. paradoxa 

observa-se inositol fosfatados IP2.  
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i) Em L. paradoxa, a presença de uma bexiga natatória reduzida e a falta de rede 

“mirabile” na coróide são características que podem estar relacionadas com a falta 

de efeito Root, entretanto, tais hipóteses precisam ser mais investigadas. 

j) A falta de efeito Root em L. paradoxa provavelmente confere maior resistência 

frente às variações ambientais a que estão sujeitas. H. unitaeniatus, apresenta efeito 

Root acentuado nas Hbs stripped e na presença de moduladores.  

k) As Hbs de L. paradoxa apresentam cooperatividade que é aumentada na 

presença de moduladores. Em H. unitaeniatus a cooperatividade baixa ou nula não 

sofre influencia dos moduladores provavelmente pela existência de efeito Root. 

l) As diferenças na afinidade das Hbs pelo oxigênio, observadas entre L. paradoxa 

e H. unitaeniatus, podem estar correlacionadas com a continua respiração pulmonar 

em L. paradoxa e a respiração aérea facultativa de H. unitaeniatus.  

m) As diferenças entre as propriedades funcionais das Hbs destas espécies 

provavelmente ocorrem em relação aos fosfatos orgânicos.  

n) É possível que em L. paradoxa e H. unitaenitus o sistema de fornecimento de 

oxigênio tenha chegado a uma eficiência tão grande, em partes, pelas propriedades 

funcionais de suas Hbs, ajustando sua capacidade de transportar e descarregar O2 

para os tecidos através do ajuste nos níveis de fosfatos intraeritrocitários.  
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