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As hemoglobinas de peixes exibem
o maior grau de diversidade estrutural e
funcional dentre todas as hemoglobinas
de vertebrados (Reichlin & Davis,
1979a). Essa diversidade se deve, princi-
palmente, ao baixo teor de oxigénio
dissolvido na agua e & sua njo uniformi-
dade, pois dependendo de vérios fatores
como temperatura, profundidade, con-
centracdo salina, etc., os niveis do oxi-
génio dissolvido variam grandemente. A
adaptacdo dos peixes a essas variagOes
condiciona a existéncia de formas malti-
plas de hemoglobinas em uma mesma
espécie, bem comoc uma diversidade
estrutural e, consequentemente, grandes
alteragbes nas propriedades funcionais,
tanto em um mesmo animal, como tam-
bém nas diferentes espécies (Riggs,
1970}.

Estudo de uma molécula por testes
imunoquimicos permite avaliar, com
grande sensibilidade, diferencas estrutu-
rais muitas vezes n3o perceptiveis através
de outras técnicas, uma vez ‘que esses
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testes possibilitam até :econhecer, em
proteinas, a substituigdo de um simples
aminoacido (Ingram. 1975).

A caracterizacioe artigénica de pro-
teinas pode ser vista como uma técnica
que permite diferenciar moléculas atra-
ves de sua superticie exteria (Reichlin,
1975). Deste modo, os anticorpos prepa-
rados reagem com seu ant{czno homo-
logo, através de todos seus deierminantes
antigénicos e sdo capazes Ge reagir com
grande percentagem de determinantes
antigénicos do antigeno heterélogc, o
que permite avaliar, pela reacdo, o grau
de semelhang¢a antigénica entre essas
proteinas.

Usando técnicas imunoquimicas para
estudo comparativo de hemoglobinas,
varios autores, através de soro anti-hemo-
globina de uma determinada espécie, evi-
denciaram a existéncia de reagdes cru-
zadas dessa molécula com as de outros
animais da mesma espécie, como é o
caso das hemoglobinas de mamiferos
(Cradock — Watson, 1967), de répteis
da espécie Galapagos iguana {(Higgins &
Rand, 1975), de tartarugas terrestres
(Lykakys, 1974), de alguns anfibios
(Jurd & Maclean, 1969; Maniatis &
Ingram, 1971; Vieira et a/., 1981‘; e
Vieira et al., 1982) e de peixes (Reichlin
& Davis, 1979a/b; Portus et a/., 1983).
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QOutras reacdes cruzadas foram obser-
vadas entre hemoglobinas normais e
anormais, como é o caso das hemoglo-
binas humanas anormais S, M, Kansas,
Chesapeake e Boston, que reagiram cru-
zadamente com soro anti-hemoglobina
normal Aq (Reichlin, 1972} e a hemo-
globina fetal F com anti-hemoglobina
normal Aq (Reichlin, 1970).

Os testes imunoquimicos compara-
tivos de hemoglobinas sdo utilizados,
uma vez que essas moléculas exigem um
eficiente poder imunogénico, tanto em
sua forma tetramérica como através de
suas cadeias isoladas (Askonas & Smith,
1964), permitindo a producio de soros
hiper-imunes de alta ou baixa especifici-
dade, dependendo do tempo gasto na
imunizacao,

Dentre os diferentes testes imuno-
quimicos, o mais utilizado nos estudos
comparativos é o teste de imunodi-
fusdo dupla bidimensional (Ouchterlony,
19568), ndo s6 por sua grande sensibili-
dade como também pela possibilidade de
se realizar testes de identidade em que,
além das reacOes cruzadas, pode-se obser-
var se 0s antigenos testados mostram
identidade total, parcial ou ndo identi-
dade entre si.

Nesse trabalho, procuramos eviden-
ciar um relacionamento antigénico das
hemoglobinas de diferentes espécies de
peixes marinhos através da reacdo anti-
geno-anticorpo, usando soro anti-hemo-
globina.

MATERIAL E METODOS

Nesse trabalho foram utilizados soro
de carneiro anti-hemoglobina de Balistes
vetula, obtido em laboratério (Vieira
& Vieira, 1983), e hemolisado de eritro-
citos de alguns peixes marinhos adultos,
capturados na costa do Estado do Ceara,
Nordeste do Brasil.

0O hemolisado de eritrécitos foi pre-
parado utilizando-se hemdécias lavadas
3-4 vezes com solucdo de cloreto de
sodio 0,2 M contendo EDTA 103 M.
Essas hemacias foram colocadas em solu-

M. L.C. VIEIRA ET AL.

cio de EDTA 103 M e, ap6s 20-30
minutos de agitacdo suave, foram cen-
trifugadas a 3.000 rpm, por 15 minutos.
O sobrenadante foi colhido e utilizado
como antigeno nas reacdes de imunodi-
fusao.

A reacdo de imunodifusdo dupla
bidimensional foi realizada em gel de
agar a 1% em tampdo fosfato 0,01 M
contendo cloreto de sédio 0,15 M, pH
7.0, segundo Ouchteriony (1958). O
preparo das l|dminas foi feito utili-
zando-se cerca de 4 ml de agar fundido,
colocado cuidadosamente sobre uma
Idmina de vidro limpa e seca. Apds a
solidificacdo desse agar foram feitos 7
arificios de 3 mm de didmetro em sua
superficie, de modo que se obtivesse um
orificio central e 6 periféricos, todos
equidistantes entre si e do central, cerca
de 0,5 cm. Nesses orificios foram colo-
cados 0s reativos para o teste sendo, no
central, o soro anti-hemoglobina de B.
vetula e em cada um dos periféricos, um
dos homolisados a ser testado.

Foram utilizados, nessas reacdes, trés
diferentes soros anti-hemoglobina de
B. vetula, cada um com uma especifici-
dade diferente, isto €, soro obtido apds
3, 4 e 12 meses de inoculacéo.

Apods a colocacdo dos reativos, as
jaminas foram incubadas por 24-48 horas
em camara Umida (100% de umidade
relativa do ar atmosférico), a tempera-
tura ambiente. As reactes foram obser-
vadas com auxilio de um megatoscopio
onde uma linha de precipitacdo era evi-
denciada entre o orificio central {que
continha o soro) e o orificio periférico
(que continha o hemolisado reativo}. As
hemogiobinas que ndo mostraram linha
de precipitacdo, isto €, deram reacdo
negativa, foram consideradas nao apre-
sentadoras de reacdo cruzada com o s0ro
em estudo.

C£ssas laminas foram desidratadas e
coradas com solucdo de comassie-blue a
2%, a fim de methor evidenciar a linha
de precipitacdo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A semelhanca antigénica das hemo-
globinas de algumas espécies de peixes
marinhos baseada em sua reatividade, ou
ndo, com o soro de carneiro anti-hemo-
globina de B. vetul/a, através de testes de
imunodifusdo  dupla  bidimensional,
mostrou a existéncia de reacdo em 5
homolisados estudados quando foi usado
soro de maior especificidade, isto é, soro
obtido ap6és 3 meses de imunizacdo.
Quando foi usado o soro obtido apos
4 meses, observamos a reatividade desse
soro com um maior niimero de hemoli-
sados de eritrécitos, enquanto que o soro
obtido apds 12 meses de inoculagao foi
capaz de reconhecer 14 dos 19 diferentes
hemolisados testados (tabela 1), mos-
trando reacdo cruzada até com hemoglo-
bina de anfibio.

Os resultados desses testes, expres-
SOS COMO positivo ou negativo, estdo na
tabela |, onde, além dos hemolisados de
eritr6citos de peixes marinhos, estdo
apresentados também os resultadds com
hemolisado de eritrécitos do anfibio
Bufus marinus e de eritr6c¢itos humanos.

Em vista desses resultados, podemos
observar que, ap6s um longo perfodo
de imunizac3o, a obtencdo de soro anti-
hemoglobina de B. vetu/a de baixa espe-
cificidade foi conseguida, e 0 mesmo foi
capaz de reconhecer a maioria das hemo-
globinas testadas. Esse soro, pouco espe-
cifico, permite avaliar a semelhanca anti-
génica de algumas hemoglobinas, uma
vez que sua capacidade de produzir rea-
¢Oes cruzadas € grande, discriminando
somente aquelas que sejam, antigenica-
mente, bastante diferenciadas. Quando
foi usado o soro de maior especificidade,

TABELA |

Reagdo de imunodifusdo bidimensional utilizando soro anti-hemoglobina de Balistes vetu/a, obtido 3 meses
{AS - 3}, 4 meses {(AS — 4) e 12 meses {AS — 12} ap6s o inicio da imunizagdo, e hemolisado de eritrocitos de
diferentes espécies de peixes marinhos. Os resultados est3o expressos como
positivo (reativo} e negativo {ndo reativo).

Soro anti-Hb B. vetuia
Familia Espécie AS _ 3 AS — 4 AS 12
Batistidae Balistes vetula + + +
Orectolobidae Gynglymostoma cirratum - — —
Gymnuridae Gymnura micrura - _ _
Scombridae Euthynnus alletterarus - — +
Scomberomorus brasiliensis - — +
Scomberomorus cavalla - - +
Carangidae Selar crumenophtalmus - — +
Caranx hippos - - +
Caranx crysos + + +
Rachycentridae Rachycenrron canadus — _ _
Chaetodontidae Chaetodipterus faber - — -
Malacanthidae Malacanthus plumieri + + +
Serranidae Epinephelus morio - + +
Sciaenidae Polyclemnus brasiliensis + \ + | +
Pomadasyidae Haemulon plumier( — 1 ! +
Coryphaenidae Coryphaena hippurus - g — | +
Ocyurus chrysurus + + ! (+

Lutjanidae

Hemoglobina humana

Bufus marinus {anfibio)
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antigénica encontrada
entre as hemoglobinas testadas foi
menor, mostrando com isso que as
reagOes cruzadas ocorreram apenas onde
a semelhanga antigénica era grande,

Analisando os resultados apresen-
tados na tabela |, podemos observar que
as hemoglobinas dos peixes das familias
Carangidae, Malacanthidae, Sciaenidae
e Lutjanidae, que sempre apresentaram
reagdes cruzadas com o soro anti-hemo-
globina de B. vetu/a, se assemelham,
enquanto que as hemoglobinas das famf-
lias Orectolobidae, Gymnuridae, Rachy-
centridae e Chaetodontidae ndo sdo
reconhecidas por esse soro, indicando
dessa maneira sua estrutura antigénica
diferente. Quanto as hemoglobinas dos
peixes das familias Scombridae, Serra-
nidae, Pomadasyidae e Coryphaenidae,
podemos observar que guando testadas
com o soro de alta especificidade, os
resultados mostraram-se  negativos.
Porém o resultado foi positivo quando se
utilizou o soro de baixa especificidade.
Esses dados, observados em hemoglo-
binas de diferentes familias de mesma
ordem, podem ser vistos em relagdo
aquelas de animais classificados em
outras ordens, isto &, o reconhecimento
antigénico do soro em estudo é feito
tanto na ordem Perciformes como
Tetradontiformes.

E interessante observar que a seme-
Ihanca antigénica das hemoglobinas entre
peixes de diferentes ordens é também
observada entre estas e as de anfibios, o
gue indica que, mesmo com a grande
distancia filogenética, a evolucdo dessa
molécula permitiu, em alguns casns, a
manutencdo de sua estrutura antigénica.

Por outro lado, apesar da existéncia
de maltiplas formas dessa proteina nos
hemolisados de eritrocitos de peixes
(Duarte et al., 1982), os hemolisados das
espécies E. alletteratus, H. plumieri, C.
hippurus, S. crumenophthaimus, S.
cavalla e S. brasiliensis ndo possuem
nenhum componente hemoglobinico
bastante semelhante a hemoglobina de
B. vetula capaz de reagir com o soro
altamente especifico, e as hemoglobinas

a semelhanga

M.L.C. VIEIRA ETAL.

das espécies G. cirratum, G. micrura,
C. faber e R. canadus ndo apresentam
reagcdo nem mesmo com o soro de baixa
especificidade.

Quanto & possivel correlagdo que se
pode fazer entre a estrutura da molécula
com suas propriedades funcionais,
podemos observar que a existéncia de
grande efeito Bohr, observada tanto em
hemoglobinas de G. cirraturn como de
E. alletteratus (Silveira et al., 1983), ndo
é discriminada na reacdo de imunodi-
fusdo, o mesmo acontecendo com a
afinidade pelo oxigénio, pois hemoglo-

binas de G. cirratum e C. hippos pos-

suem grande afinidade (Vieira et al.,
1983} e também ndo sdo discriminadas
nessas reacoes Ag — Ac.

A estrutura antigénica, conforme
mostram nossos resultados, permite
caracterizar a evolucdo da molécula ao
longo de sua escala evolutiva e pode,
talvez, ser correlacionada com outras
propriedades estruturais da molécula,
como sua compactagdo, sua reatividade
com outros ligantes, que deverao ser,
ainda, objeto de nossos estudos.

SUMMARY

English title: Structural properties of
hemoglobins of marine fishes. | — Anti-
genic characterization.

In this paper antigenic structures of
the hemolytic solutions of erythrocytes
of marine fishes have ‘been studied,
using as hyper-immune serum the
antihemoglobin serum of Balistes vetula
obtained from sheep.

The used serums were obtained at
different times after starting the innocu-
lation, allowing this serum to be got at
various specificity levels.

Through tests of double bidimen-
sional immunodiffusion, the likely
crossed reactions between those serums
and the hemolitic solutions of erythrocy-
tes of marine fishes have heen observed,
showing that with a highly specific
serum only the hemolitic solutions
of five species have been found to be
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able to react; with a low specific serum,
only five out of those hemolitic
solutions did not react.

The reactions with the low specific
serum have allowed crossed reactions to
be observed even with hemoglobins of
amphibians, showing the sfow evolution
of the molecule along the evolutive
process.

The outcome of those tests has been
discussed in respect to probable correla-
tions which are bound to hold with a
number of functional properties of the
molecule, and in respect to the taxo-
nomic classification of the studied fish
species.
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