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RESUMO

Foram estudados hemofisados de 22 especies de peixes coletados na 1Lha da Marchan
tania (nie Sefimoes, Manaws - AM), atraves de eletroforeses em ged de amido e gel de
agar-amido. Uma grande heterogeneidade hemoglobinica interespecifica foi detectada, a
exemplo do observado para especies de zona subtropical e temperada. A capacidade de re
sclucdo de dods suportes eletroforneticos ¢ discutida. 0Os nesultades sac discutides em
funcdo da pessived adaptabilidade conferida pefos sistemas de multiplas hemoglobinas.

INTRODUCAO

A multiplicidade e o palimorfismo de enzimas e hemoglobinas e um fato bem estabe-
lecido em populagGes naturais (Fyhn et al., 1979; Val, 1983; Panepucci et al.,198Y. Essa
variabilidade tem sido objeto de muita especulagéo com pontos de vista contrarios e mui
tas teorias diferentes que gquestionam a neutralidade ou a adaptabilidade que os sistemas
miltiplos e/ou polimorficos podem conferir as especies (Kimura, 1968 ; Wilson et al.,1977).

Reichlin & Davis (1979), durante a expedicao cientifica do R/V Alpha Helix, desco
briram que as hemoglobinas de varias espécies de peixes amazonicos reagem como anti-soro
da hemoglobina | de carpa e hemoglobina | de truta, mas nem todos reagem como anti-soro
de hemoglobina IV de truta. Uma vez que as propriedades antigénicas refletem caracteris
ticas superficiais da molécula, € possivel que boa parte da estrutura superficial dessas
moléculas seja comum,

Em funcao da grande multiplicidade de componentes hemoglobinicos detectada entre

os peixes, Powers (1974) sugeriu o uso do termo ischemoglobinas paraaquelas codificadas
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em locos diferentes ¢ alohemoglobinas para aquelas codificadas em alelos diferentes, ana
legamente a terminologia utilizada para enzimas.

A adaptakilidade conferida pelos sistemas maltiples tem sido estudada através da
determinagao das propriedades Funcionais dos componentes hemoglobinicos isolados. Em fun
cao de resultades obtides dessa forma, Banaveniura et al. (1976) e Weber et al. ([1976)
propuséram que o5 hemolisados dos peixes fossem distribuidos em 3 classes, a sabericlas
se | - hemalisados cujas hemoglobinas sao sensiveis a mudangas de pH, com propriedades
semelhantes, mas nao ebrigatoriamente idénticas; classe |l - hemolisados com hemaglobi-
nas possuindo propriedades funcionais distintas e, classe 11|, onde esta situada a hemo
globina do atum, sensivel ao pH mas completamente insensivel a mudangas de temperatura.

0 estudo das hemogloblnas dos peixes amazonicos tem revelado que a grande maioria
delas esta inserida na classe 1|, o que nos leva a supor que o$ sistemas de hemcglibinas
meitiplas se constituem numa importante estrateégia adaptativa, para essas espécies  uma
vez que elas estan submetidas a importantes varfagées nao 56 sazonais como também espa-
ciais.

Em funcao da grande variabilidade interespecifica com relagao ao niumers de compo-
nentes hemogtobinicos torna-se muito importante sua analise, principalmente em especies
que ocupam reqioes impares, Como € o casa da Amazénia, Esse trahalho refere-se as nos-
sas chservagoes com material obtido durante uma coleta piloto na llha da Marchantaria,
para determinacan das espéties a serem estudadas nym projeto mais amplo, no qual foram
realizadas coletas periodicas de um menor nimero de espécies com o objetivo de avaliar

as estratigias adaptativas desenvelvidas por essas especies,

MATERIAL & METODOS

Com auxilio de seringas heparinizadas obtivemos amostras de sangue da veia caudal
de 234 exemplares de peixes coletados em setembro de 1983, na Vtha da Marchantaria, no
rio Solimoes, proximo a Manaus (Tahela 1), O plasra de cada amestra fol descartadoe os
eritrécitos faram lavades trés vezes com solugao salina isotdnica (0,9%) Apds seu congs
lamenta e transporte para o laboratorio, os eritracitos foram herolisados com Tris LM,
pH 8.0 (Trishidroximetilaminometanc). Os restos celulares foram descartados apos centri
fugacao a 15.000g suma centrifuga SORVALL RC-SB, a K°C.  As amostras gue nao foram ime-
diatamente utilizadas foram congsladas a —EDOE,

Dois sistemas eletroforeticos foram ntilizados: a) gel de amido coro descrito por
Smithies (1955, 1953), utilizando amido de milho, obtide scqundo Va) et al. {1981). Tam
pac tris-borato-EDTA acido 0,038M, pH 8.6 {icis 0,9%; acido borice U,5M ¢ dcido etileny
diaminotetracetico 0,02M, diluido 40 vezes) foi utilizado na preparacac do qel e boratlo
0,35H pH 8,6 nas cubas. ho gel & as amostras foi adicionado KON sonde aplicados SV/cm,
durante 6 horas, atraves de uma fonte de tensan PHARMACIA EPS 500/400. 0 qgel foi manti
do a hOC durante a separacac; b) gel de agar-amido, sequnda metodologiadescrita g Arau

jo et al, (1970), modificada por Machade (1972), aolicando-<¢ 7.5 mA em cada lamina, O
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sistema de tampoes foi o mesmo utilizado em gel de amido, com excegao do borato que foi
diluido 10 vezes. As eletroforeses em gel de agar-amido também foram realizadas a 4°¢,
com KCN no gel. Eletroforeses adicionando-se B-mercaptoetanol foram feitas para verifi
car-se a possivel existéncia de polimerizacoes entre as moléculas de hemoglobina.

As laminas de agar-amido foram coradas com Amide Black 10B e descoradas com solu-
cao acética a 5%. As placas de gel de amido eram seccionadas no sentido horizontal, sen

do uma parte revelada com Benzidina e a outra com Amido Black 10B.

RESULTADOS

A Tabela | apresenta a lista de espécies estudadas, a amplitude de peso total (g)
e comprimento padrao (mm), o nimero de exemplares estudados de cada espécie e o numero
de compenentes hemoglobinicos detectados nos dois meios de migraggo eletroforetica.

As Figuras 1, 2 e 3 mostram, esquematicamente, os padroes de hemoglobinas obtidos
em gel de amido para todas as espécies estudadas. Com excecao das duas especies do gé-
nero Mylossoma, todas apresentaram padroes que, dentro da amplitude de peso e comprimen
to analisados, podem ser utilizados para diferencia-las. MNenhuma especie analisada apre
sentou apenas um componente eletroforético.

Os dois meios de migragac apresentaram diferencas quanto ao numero de componentes
eletroforéticos. 0 numero de componentes eletroforéticos detectados em gel de amido foi
sempre igual ou maior do que aguele detectado em gel de agar-amido para uma mesma espé-
o Tt

A Figura 4 apresenta uma comparacao esquematica entre os dois extremos encontrados
guanto ao numero de componentes separados nos dois meios de migracao: um em que o nume-
ro de componentes € igual tanto em gel de amido como em laminas de agar-amido e, outro,
em que ha uma grande reducdo do nimero de componentes separados em 1aminas de agar-amido.

Nao foi observada nenhuma diferenga no nlmero de fracoes obtidas com a adigao de

KCN ou de B-mercaptoetanol para nenhuma especie.

DISCUSSAQ

A hemoglobina tem sido uma das proteinas mais bem estudadas. Jsso decorre do fato
dessa proteina estar situada na interface organismo-ambiente devendo, portanto, respon-
der tanto as pressoes ambientais quanto as pressces intra-corporeas. Sob esse ponto de
vista os peixes se constituem num dos grupos mais bem estudados (Powers, 1974; Reischl,
1976; Riggs, 1979; Almeida-Val, 1982; val, 1983; Val et al., 1984).

Hemoglobinas maltiplas teém sido uma constatagao comum entreos peixes. Fyhn et al.
(1979) estudando 96 espécies pertencentes a 28 familias de peixes amazonicos, através de
eletroforeses em gel de poliacrilamida, constataram que apenas 8% das espécies possuiam
fenotipos com um so componente. Galdames-Portus et al. (1982) ao estudarem 25 espécies
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da ordem Siluriformes da Amazania, também atraveés de eletroforeses om gel de poliacrila
mida, encontraram uma média de 2,52 componentes para O grupo.

Riggs (1970) afirma que o suporte cletroforético assim como o sistema de tampoes
utilizades podem levar a uma variacao no numero de componentes eletroforeticos. Ho pre
sente trabalho o problema de tampaes foi minimizado com o uso do mesmo sistema nos dois
suportes (gel de amido e gel de agar-amido}. Com relagao acs suportes utilizados, a Fi
gqura 4 comprova tal fate, evidenciando ainda que o gel de 3gar-amido parece ter ummenor
poder de resolugdo, em relacao ao gel de amido, quanto maior for o numero de componentes
henoglobinicos (Tabela |). 0 mesma parece ocorrer em relagdo ao gel de poliacrilamida,
como podemos observar ao compararaos os padroes aqui obtidos aos apresentados por Fyhn
et al. {1979).

No trabalho de Fyhn et al. {1979} os siluriformes apresentaram uma média de 3,2
componentes, vailor nac amuitc diferente do obtido por Galdames-Portus et al. (1982), nem
do obtido no presente trabalho. Essa comparacao e possive) dada a pequena complexidade
dos padroes apresentados por esse grupo. De gqualguer forma, a ordem Silurifeormes pare-
ce possuir um numero médio de componentes menor que as demais ordens estudadas, excetuan
do-se a espécie P. multiradiatus que apresentou 11 componentes em gel de amido.

As especies da ordem Characiformes apresentaram uma média de 5,20 fragoes, valor
superior ao encontrado por Fyhn e seus colaboradores. Tal diferenca pode ser atribuida
a diferengas no poder de resolucao dos suportes utilizados {gel de amido ¢ gel de agar-
amido), Fato semelhante tambem foi observade com relacao a espécie 0. bicirrhosum ¢ as
especies da ordem Perciformes,

M. aureum ¢ M. duriventris apresentaram ¢ mesmo padrac eletroforetico para suas he
moglobinas (Figura 1}. lsso pode ocorrer dada 3 proximidade filogenética entreessas es
pecies ¢ a semelhanga do ambiente =m que vivem. Porém Fyhn et al, (1979) encontramm dois
padroes para a espacie Mylossoma sp., que denominaram de fenotipo | e fenotipe | varian
te, coletados no rio Solimoes e na saida do lago Janauacd, respectivamente. Uma vez que
nessa drea ocorrem as duas espécies (M. duriventris e M. aureum), diversas suposicoes po
dem ser feitas, dentre elas a de uma possivel variagac espacial ou temporal,

Um aspecto importante a ser considerado ¢ o possivel uso de padroes eletroforéti-
cos de proteinas, come um carater fenotipico, no auxilio a sistematica, cardter esse que
vem sendo subutilizado em relacao as caracteristicas cldssicas (Eldredge & Cracraft, 1980) .
Ho que tange aouso dos padroes de hemoglobina, deve-se levar em consideracao que easta
proteina estd sob forte pressac ambiental e pode sofrer variagoes quali/quantitativas
conforme época efou local de coleta (Houston & Cyr, 197k; Fourie & Van Vuren, 1976; Van
Vuren & Hatting, 1978; val, 1983; Val et al., 1984), além de possiveis variacoes ontoge
neticas (Wilkens & lles, 1966; luchi, 1973).

0s hemolisados das espécies aqui estudadas apresentaram separagces caracteristi -
cas para as amplitudes de peso e comprimento analisados, revelando, portarto,gue ha bons
indfcius para gue essa proteina possa servir como marcador bicquimico em nivel interes-
pecifico.

Fink & Fink (1981) através da andlise de 127 caracteres propuseramque os Gymnotoidel
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e os Siluroidei sejam colocados numa mesma ordem, localizando os Characiformes emoutra.
Compilando os dados da literatura com relacac ao numero de fracoes de hemoglobinas sus-
peita-se aue essas possam servir como mais um parametro a reforgar aquela proposigao.

De qualquer forma, o presente trabalho também mostra uma grande heterogeneidade
eletroforética para as hemoglobinas de peixes da Amazonia. Alguns autores tém demons-
trado que os diferentes componentes hemoglobinicos de uma mesma espécie passuem proprie
dade funcionais distintas incluindo-se especies amazonicas {Powers & Edmundson, 1972;
Powers, 1974; Jchansen & Weber, 1976; Sullivan, 1977; Powers et al., 1979). Essa multi
plicidade de componentes pode, por isso, ser vista como uma possivel estratégia de adap
tagao as oscilagoes ambientais, as quais os peixes estao submetidos, através em um efe-
tivo controle da concentragac relativa dos diversos componentes segundo necessidades fi
siologicas e condigoes do meio. Esse fato nos leva a indagar sobre a grandevariagao in
terespecifica do nimero de fracoes hemoglobinicas (Tabela | do presente trabalho, Fyhn
et al., 1979; Galdames-Portus et al., 1981), uma vez que as especies estudadas estavam
submetidas ao mesmo regime de oscilagao ambiental.

Sob esse aspecto devemos ohservar que a multiplicidade de componentes é apenas uma
das inumeras estratégias de adaptacac a tomada de oxigenio do meio ambiente, Alemdisso,
¢ possivel que nem todas as fracoes hemoglobinicas de sistemas miltiplos possuamproprie
dades funcionais distintas mas tenham sido conservadas para manter a solubilidadedosis
tema (Riggs, 1979). Essas observagoes nac implicam que a existéncia de miltiplos compo
nentes seja exclusivo, isto e, que a sua existéncia concorra para a nao existenciade ou
tros processos adaptatives. Deve-se considerar o aspecto energetico que comanda, na rea
lidade, a selegao do melhor conjunto de processos com o objetivo de tornar o menos dis-
pendioso possivel, a tomada de oxigénio do meio ambiente, seu transporte e sua liberacao
para os tecidos.

Dessa forma, € possivel encontrar-se uma grande variagao interespecifica no nume-
ro de componentes hemoglobinicos em espécies gue vivem num mesmo ecossistema, apesar da

multiplicidade de componentes possuir um carater adaptativo.
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SUMMARY
The hemoglobin patteans of hemolysates from 22 faish specdes belongding to Manchan-

tarnia {sland (Soldmoes wivern, Manaws, AM) had been characterized by stanch ged and agat-
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stanch ged electrophnesdis. fHigh inferespecdidic hemogiobdn heleacgeneddy was cbserved,
similardy To those deseribed fon aub-tropical and temperate f{ahspeedes. The nesolution
power ¢f the electrophoretic supponds was consddened. The adapfability guestion of the

auftipfe nemoglobdn ayatems was hegarded.

+
I i B SR Bt moany
+ U ORORE T e
b I i
F;*_;.»\ e It T
oo o i Rl ssoows
bionavhi B .
T ——— [ T
|t |
o]
- A 3] c 1 13 F )
+
et |
Fes
B
fepy
o]
Lo |
0
- H } ] K L

Fig. 1. Representagac esquemibica dos padrocs de hemoglobinas obtidos em gel de  amidoe
para Woplias malabaricus {A); Schizodon fasciatus (B); Leporinus fasciatus(C);
Rhytiodus microlepis (D); Prochilodus nigricans (E); Curimata laticeps(F); Curi
mata rhomboides (G); Mylossoma duriventris (K); Milossoma aureum {I);Piaractus
brachypomus {J); Colossoma macropomur (K); Raphiodon vulpinus (L).
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Fig. 2. Representagao esquemdtica dos padroes de hemoglobinas em gel de amido para Agenei
osus brevifilis (A); Sorubim lima (B); Callophysus macropterus (C); Pseudopla-
tystoma tigrinum (D)} ¢ Pterypoplichthys multiradiatus (F),
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Fig. 3. Representacao esquematica dos padroes de hemoglobinas obtidos em gel de amido
para Astronotus ocellatus (A); Cichla ocellaris (B); Chaetobranchopsis orbicu-
laris (C); Plagioscion sp. (D); Osteoglossum bicirrhosum (E).
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Fig. 4. Representacao esquemidtica dos padroes de hemoglobinas obtidos em gel de amido
A e C) e em laminas de agar-amido (B e C) para Prochilodus nigricans (A e B) e
para Pterygoplichthys multiradiatus (C e D).
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