HEMOGLOBINAS EM SILURIFORMES DA AMAZONIA CENTRAL.

111 CARACTERIZACAO IMUNOLOGICA
DE ALGUNS BAGRES E CASCUDOS.

Resumo

Hemoglobinas de peixes Silurifor-
mes pertencentes as famflias Doradidae;
Auchenipteridae; Pimelodidae; Angeneio-
sidae; Loricariidae e Callichthyidae foram
testadas contra anti-soros preparados para
hemoglobina de Oxydoras niger {Doradi-
dae: cuiG-cuitt) e Plecostomus plecosto-
mes (Loricariidae: cascudo pedra). As rea-
¢des serolbgicas de dupla difusdo em &gar
mostraram que o anti-soro para O. niger
reagiu com hemoglobinas de todas as es-
pécies de bagres e cascudos testadas, com
excecdo de P. plecostomus {cascudo pe-
dra) e da fragdo | da hemoglobina de P.
pardalis (cascudo comum). Por outro la-
do, o anti-soro para P. plecostomus {cas-
cudo pedra) reagiu apenas com o ant{ge-
no homblogo; com a fragdo | de hemo
globina de P, pardalis {cascudo comum) e
com hemoglobina humana.

INTRODUGAO

Vérias espécies de peixes con-
tém em seus hemolisados hemoglo-
binas que diferem ponderavelmente
entre si. Assim um mesmo hemoli-
sado pode conter duas ou mais he-
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moglobinas com propriedades fun-
cionais completamente diferentes.
Estudos detalhados funcionais e es-
truturais em truta Salmo gairdneri
(Brunori et al., 1974); Hoploster-
num littorale (Garlick, et al., 1978);
Pterygoplichthys pardalis(Brunori et
al., 1978); Mylossoma sp., pacu
(Martin et al., 1978) demonstraram
estas afirmativas.

Dentro dos Silur(deos tem-se
observado que os peixes que sobre-
vivem em meios os mais drasticos,
de extrema hipoxia e acidez como o
sdo os das familias dos Loricariidae
e Callicthyidae apresentam de mo-
do geral maior heterogeneidade ele-
troforética, componentes catddicos
e anodicos, além de funcionalmen-
te apresentarem diferencas qualita-
tivas profundas. Tais diferencgas fun-
cionais sdo determinadas evidente-
mente por diferencas estruturais en-
tre as hemoglobinas; e entre os mé-
todos mais sensiveis utilizados nas
determinagdes de diferengas estru-
turais em proteinas sdo aqueles imu-
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nolégicos, j& que a antigenicidade
de uma proteina reflete primaria-
mente sua superficie (Reichlin,
1975).

Com objetivo de avaliarmos se
hemoglobinas funcionalmente
diversas possuem moléculas estrutu-
ralmente muito diferentes entre os
Siluriformes, procuramos induzir
anticorpos em coelhos com hemo-
globina de uma espécie de bagre
(Oxydoras niger) e de uma espécie
de cascudo (Plecostomus plecasto-
mus)}, e através de reagOes cruzadas
de imunodifusdo avaliamos a identi-
dade entre as diferentes hemoglobi-
nas de vdrias espécies.

MATERIAIS E METODOS

As Hemoglobinas de peixes da
famf(lia Doradidae (3 exemplares),
Auchenipteridae (2), Pimelodidae
(4), Angeneiosidae (1), Loricariidae
(5) e Callicthyidae {6) coletadas no
Lago Janauacé, Rio Solimdes, foram
utilizadas para as reagdes de dupla
difusio e foram obtidas sangrando
peixes adultos por pungédo cardiaca
com seringa heparinizada. As hems-
cias foram separadas e lavadas com
NaCl 1,7%, tris T mM pH 8,0 a
40C e apbs, lisadas com tris 1T mM
pH 8,0, obtendo-se apods centrifuga-
cdo solugdes de hemoglobinas que
foram utilizadas como antigenos
nas reagdes de imunodifusdo.

Foram utilizadas nas reagoes
imunoldgicas os anti-soros das he-
moglobinas de cuid-cuit (O. niger)
e cascudo pedra (P. plecostomus),
que apresentaram um (nico compo-
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nente de hemoglobina por eletrofo-
rese em gel de poliacrilamida 7,5%
pH 8,9 segundo técnica descrita por
Ornstein, 1964 e Davis, 1964. Os
anti-soros foram preparados medi-
ante injecdes intramusculares sema-
nais e individuais, de 3 m!l de uma
emulsio de hemoglobina (20 mg/
mi) em adjuvante de Freund (v/v)
aplicadas em coelhos adultos 2 a 3
kg de peso, completando-se um ci-
clo de injecdes apds 45-60 dias.
Nestas condicdes obtiveram-se anti-
soros de titulo 1:32 nos coethos in-
jetados com as respectivas hemoglo-
binas.

As reacdes de imunodifusdo fo-
ram analisadas em laminas de vidro
de 7,6x2,6 cm, cobertas com 2 a 3
mm de 4gar-d4gar 1,5% em tampao
fosfato 0,01 M pH 7,0. O anti-soro
foi utilizado sem diluicdo num ori-
ffcio central e ap6s 2 horas as dife-
rentes solucdes de hemoglobinas
dos peixes foram colocadas em ori-
flcios externos. As solucdes eram
previamente diluidas em solugdo sa-
lina até concentracdo aproximada
de 1 mg/ml. As linhas de precipita-
cdo formadas a temperatura am-
biente eram analisadas ap6s 24 e 36
horas, a reagdo era completada nas
primeiras 24 horas, esporadicamen-
te coloracdes com amido Black 5%
eram realizadas para melhor visua-
lizacdo das linhas de precipitacéo.

RESULTADOS

As hemoglobinas dos peixes Si-
lurideos foram caracterizadas imu-
nologicamente por reagdes cruzadas
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de imunodifusdo contra o anti-soro
de hemoglobina de Oxydoras niger,
cuiG-cuil, e de Plecostomus plecos-

tomus, cascudo pedra. O exame da
Tabela | mostra que nas espécies
das familias Doradidae, Auchenip-
teridae, Pimelodidae e Angeneiosi
dae (bagres), todas as hemoglobinas
apresentam reacdo de identidade
contra o anti-soro de hemoglobina
de cuil-cuili e nenhuma reagado con-
tra o anti-soro de cascudo pedra.
Nas famflias Loricariidae e Callic-
thyidae (cascudos) observamos dois
tipos de reagdo imunologica: as he-
moglobinas das espécies de Ancis-
trus sp., Hemiancistrus scaphirhy-
chus, Loricariicthys typus, Ptery-
goplichthys pardalis, Pterygoplich-
thys sp e Hoplosternum thoraca-
tum {macho e fémea) apresentam
reactes de identidade contra o an-
ti-soro de cuil-cuit e nenhuma con-
tra o anti-soro de cascudo pedra; e
observou-se uma reacdo oposta nas
hemoglobinas de Plecostomus ple-
costomus, cascudo pedra, e o com-
ponente catodico de hemoglobina
de Pterygoplichthys pardalis, ndo
apresentaram reacdo cruzada de
imunodifusdo contra o anti-soro de
hemoglobina de cuil-cuit, contudo
mostram nitida identidade contra o
anti-soro de cascudo pedra. Reagédo
imunologica idéntica foi observada
quando se utilizou estes dois tipos
de anti-soros contra a hemoglobina
humana, isto &, esta proteina so rea-
ge contra o anti-soro de cascudo pe-
dra.

Hemoglobinas. . .

DISCUSSAQ

A caracterizagdo de hemoglobi-
nas de peixes mediante reagdes imu-
nolbgicas tem trazido importantes
contribuicBes para o esclarecimento
do bindmio estrutura-fungdo nestas
proteinas de peixes. Reichlin & Da-
vis, 1979, por exemplo, demonstra-
ram diferencas imunologicas nftidas
entre as hemoglobinas de Silurideos
de respiracdo aérea e aqueles de res-
piracdo branquial: as hemoglobinas
dos peixes de respiragdo aérea pre-
cipitam com soro anti-truta |, en-
quanto que nenhuma reacdo entre
as hemoglobinas de Silurideos de
respiracdo branquial pode ser cons-
tatado. Baseados nestes achados
imaginamos poder identificar imu-
nologicamente as hemoglobinas dos
peixes Siluriformes mediante a pre-
paracdo de anti-soro de hemoglobi-
na de Oxydoras niger, cuil-cuid,
peixe comumente denominado ba-
gre com caracteristicas morfologi-
cas proprias, que apresenta um ani-
co componente de hemoglobina na
analise eletroforética em gel de po-
liacrilamida, e um anti-soro de he-
moglobina de cascudo, Plecosto-
mus plecostomus, cascudo-pedra,
também com um Unico componen-
te de hemoglobina. Nossos resulta-
dos mostram que as hemogiobinas
de todos os bagres e cascudos anali-
sadas apresentam pelo menos um
componente em comum, uma Vvez
que as reagdes cruzadas de imuno-
difusdo para os peixes foram sem-
pre positivas contra anti-soro de he-
moglobina de cuil-cuil. Entre os
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cascudos contudo observamos, pe-
lo menos, uma hemoglobina dife-
rente que poderia estar de alguma

forma relacionada & respiracdo adi-
cional gue se apresenta neste grupo
de peixes ou entdo refletir certa re-
lacdo genealbgica entre as famflias.

Qutra conclusdo a que chega-
mos pela anélise dos resultados é a
alta especificidade do soro anti-cas-
cudo-pedra gue sb reage com o an-
tigeno homélogo e um dos compo-
nentes de P. pardalis. Se considerar-
mos que o titulo encontrado para
gstes soros esta em concentragdo su-
ficientemente alta, nossos resulta-

dos podem revelar-se interessantes
para o estudo mais aprefundado
desta alta especificidade.

Qutro fato que nos parece de
alto interesse é que hemoglobina
humana reage com anticorpo de
cascudo-pedra e ndo com o de cuil-
cuil; o significado de-tal reagdo po-
deria servir como evidéncia das es-
truturas existentes na superficie.da
hemoglobina de cascudo, semelhan-
tes a da hemoglobina humana, e pa-
rece tratar-se de interessante mode-
lo de interagdo proteina-proteina.

SUMMARY

Specific antisera to Oxydoras niger
{Doradidae: cuil-cuit) and Plecostomus
plecostomus (Loricariidae: cascudo-pe-
dra) hemogiobin were tested against fish
hemoglobin of Doradidae; Auchenipteri-
dae; Pimelodidae; Angeneiosidae; Lorica-
riidae and Callichthyidae.

Serological double diffusion tests

in agar have shown that O. niger antise-

Hemoglobinas. . .

rum gives positive reaction against hemo-
globin of all the species of “bagres’” and
“cascudos” tested with only two excep-
tions P. plecostomus (cascudo-pedra)
and P. pardalis {cascudo comum) fraction
I hemoglobin which gave negative reac-
tions.

On the other hand, the P. plecosto-
mus_antiserum gave positive reaction only
for the homologous and P. pardalis frac-
tion | antigens.
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