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RESUMO

Foram estudados hemofisados de 77 especdes de pedxes coletados nea 1ha da Marchan
tania (ndc Sofimoes, Manaus - AM), atraves de efetroforeses em ged de amide e gel de
dgar-amide. Uma ghande heterogeneddade hemoglobinica dntenespecifica foi detectads, a
exemplo do observado para especies de zona subtropical e temperada. A capacddade de ae
sofucdo de dods supontes eletrofonaticos & discutida. 05 nesuliados sae  discutidos em
funcdo da possivel adaptabilidade conferida pelos sistemas de multiplas hemoglobdinas.

INTRODUCAQ

A multiplicidade e o polimorfismo de enzimas e hemoglabinas @ um fato bem estabe-
lecido em populagtes naturais (Fybn et al., 1979; Val, 1983; Panepucci et al., 198Y). Fcsa
variab{lidade tem sido cbjeto de muita especulagdo com pontos de vista contrarios e mu i
tas teorias diferentes que gquestionam a neutralidade ou a adaptabilidade gque os sistemas
miltiplos e/ou polimdrfices podem conferir as espécies (Kimura, 1968 ; Wilson et al.,1977).

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

Em funcao da grande multiplicidade de componentes hemoglebinicos detectada entre

os peixes, Powers (1974) sugeriu o uso do termo ischemoglobinas para aquelas codificadas
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em locos diferentas ¢ alohemoglobinas para aquelas codificadas em alelos diferentes, ana
logamenie 3 terminologia utilizada para enzimss.

fi adaptabilidade conferida pelos sistemas miltiplos tem sido estudada através da
dererminacao das propriedades Funcienais dos componentss hemaglobinicoes isolados. Em fun
cao de resultades obtides dessa forma, Banaveniura et al. (1975) e Weber et al. ([1976)
propuseram gue o5 hermelisados dos peixes fassem distribuidos em 3 clawnes, a saber: clas
se | - hemolisados cujas hemoglobinas sao sensiveis a mudangas dr pH, con  prouriedades
semzlhantes, mas nao abrigatoriamente idénticas; classe Il - honolisados com hemoglobi-
nas possuindo propriedades funcinnais distintas e, classe 11l pnde esta situada a hema
globira do atum, sensivel 30 pH mas complotamente insensivel a mudangas o temperatura.

0 estudo das hemoglobinas des peixes amazdnicos teém revelado que a grande maioria
delas esta inserida na classe 11, o que nos leva a sugor que os 5istemas de hemaglibinas
meltiplas se constituem numa [mportante estratipia adaptativa, para essas espécies  uma
vez que rlas esian submetidas a importantes variagdes nao 6 sazonais como também aspa-
ciais.

Em funcao da grande wariabilidade intergspecifica com relagac ao nimero de compo-
nentes hemogtobinicos torna-se muilo (mportante swa analise, principalmente em espécies
que ocupaim regiaes impaces, comoe @ o ca5a da Amazdénia.  Esse Lrahalho refere-se as nos-
sas chservagoes com material obtido durante uma coleta pilota na Jlha da Marchantaria,
para determinagdo das espécies a sercm estudadas num projeto mais asplo, no gual foram
realizadas coletas periddicas de um wunor numero de espécigs com o objetivo de avaliar

as estratégias adaptativas descovolvidas por cssas espicies,

MATERIAL & METODOS

Com auxilio de seringas heparinizadas obtivemos amostras de sangue da veia caudal
de 234 exemplares de prixes coletados em serembro de 1983, na Vtha da Marchantaria, no
rio Solimoes, préxing a Manaus (Tabela ). O plasma de cada amestra foi descartadoe os
eritrdcitos faram lavados trés vezos com solucdo salina isotdnirca (0,9%) Apds seu congre
lamznta @ tramsporte para o lahoralorio, os eritracitos Toram heeolisados com Tris VmM,
pH 8.0 (Trickidroximetilaminometane). Os restas celulares foram descartadaos ApGE CEntr i
fugagac a 15.000g muen centrituga SORVALL RC-SB, a 4°C. As amostras que nao foram ime-
digramenle utilizadas foram congeladas a -20% .

Dois sistumas eletroforeticos foram wvilizados: a) gel de amido coro descrito por
Smithices (1955, 195%), utilizands amido de milho, obtido sequmido Va) et al. {1981), Tam
pac tris-boratn-EDTA acido 0,038M, pH 8,8 {icis 0,9%; acido borice U,5M ¢ dcido ctilenu
diaminotetracetico 0,02M, diluido 40 vezes) foi utilizado na preparacac do gel o horato
0,354 pi 8,6 nas cubas. Ao gel ¢ as amostras foi adicionado KON sende aplicados SV/cm,
durante & hnras, atraves de wna fonte de tensan PHARMACIA EPS 500/400. 0 gel foi manti
do a W20 duranle a separacio: &) ge) de agar-amido, szgundo metodologia descrita por Arad

jo et al, (1970), modificada por Machade (1972), anlicando-w¢ 2,5 mh em cada lamina, O
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sistema de rampoes foi o mesmo utilizado em gel de amido, com excegao do borato que foi
dilufdo 10 vezes. As eletroforeses em gel de agar-amido também foram realizadas a 4°C,
com KCN no gel. Eletroforeses adicionando-se B-mercaptoetanol foram feitas para verifi
car-se a pessivel existencia de polimerizagoes entre as moléculas de hemoglobina.

As laminas de agar-amido foram coradas com Amide Black 10B e descoradas com solu-
gao acetica a 5%. As placas de ge! de amidc eram seccionadas no sentidohorizontal, sen

do uma parte revelada com Benzidina e a outra com Amido Black 108,

RESULTADOS

A Tabela | apresenta a lista de espécies estudadas, a ampTitude de peso total (g)
e comprimento padrio {mm), o ndmerc de exemplares estudados de cada espécie e o numero
de componentes hemoglobinicos detectades nos dois meios de migragac eletroforetica.

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

Os dois meios de migragao apresentaram diferengas guanto ao numerc de componentes
eletroforéticos. 0 nimero de componentes eletroforeticos detectades em gel de amide foi
sempre fgual ou maior do que aquele detectadc em ge) de agar-amido para uma mesma espe-
cie.

A Figura 4 apresenta uma comparacac esquematica entre 6s dois extremos encontrados
quanto ao nimero de componentes separados nos dois meios de migracac: um em que o nime-
ro de componentes & igual tanto em gel de amido come em laminas de agar-amido e, outro,
em que ha uma grande reducao do nimerc de componentes separados em laminas de agar-amido,

Nac foi observada nenhuma diferenca no numero de fragoes obtidas com a adicdo de

KCN ou de B-mercaptoetanol para nenhuma espécie.

DISCUSSAO

A hemoglobina tem sidc uma das proteinas mais bem estudadas. |sso decorre do fato
dessa proteina estar situada na interface organismo-ambiente devendo, portanto, respon-
der tanto as pressces ambientais guanto as pressoes 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 miltiplas t2m sido uma constatagdo comum entre os 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
fendtipos com um s6 componente. Galdames~Portus et al. (1982) ao estudarem 25 especies
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da ordem Siluriformes da Amazania, também através de eletroforeses cm 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
utilizados podem levar a wra variacao no numero de componentes eletroforeticos. No pre
sente trabalho o problema de tawpaes 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 agar-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 ¢ possive) dada a pequena complexidade
dos padroes apresentados por esse grupo. De gqualguer forma, a ordem Silfuriformes pare-
ce possuir um numero médio de comgonentes 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 também foi observada com relacao a espécie 0. bicirrhosum ¢ as
especies da ordem Perciformes,

M. aureum ¢ M. duriventris apresentaram ¢ mesmo padrac eletroforeético para suas he
moglobinas (Figura 1). lsso pode ocorrer dada 3 proximidade filogenética entreessas es
pecies e a semelhan¢ga do ambiente =m que vivem, Porém Fyhn et al, (1979) encontramm dois
padroes para a espécie Mylossoma sp., que denominaram de fenotipo | e fenotipe | varian
te, coletados no rio Solimoes e na saida do lago Janauacad, 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) .
Ro que tange aouso dos padroes de hemoglobina, deve-se levar em consideragao que easta
proteina estd sob forte pressao 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, portanto,gue ha bons
indTcius para que 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 Silurpidei sejam colocados numa mesma ordem, localizande os Characiformes emoutra.
fompilando os dados da literatura com relacao ao numero de fracoes de hemoglobinas sus-
peita-se gue e@ssas pessam servir como mais um parametro a reforgar aquela proposicao.

De qualquer forma, o presente trabalho também mostra uma grande hetercgeneidade
eletroforética para as hemoglobinas de peixes da Amazonia. Alguns autores [ém demons-
trado que os diferentes componentes hemoglobinicos de uma mesma especie possuem proprig
dade funcionais distintas incluindo-se espécies amazonicas {Powers & Edmundson, 1972;
Powers, 1974; Johansen & Weber, 1976; Sullivan, 1977; Powers et al., 1979). Essa multi
plicidade de componentes pode, por isso, ser vista como uma possivel estratégia de adap
tacao as oscilagbes ambientais, as quais o5 peixes estao submetidos, atraves em um efe-
tivo centrole da concentragac relativa dos diversos componentes segundo necessidades fi
siologicas e condigoes do meio. Esse fato nos leva a indagar sobre a grandevariagéoiﬂ
terespecifica do nimerc de fracoes hemoglobinicas (Tabela | do presente trabalho, Fyhn
et al., 1979; Galdames-Portus et al., 1981), uma vez que as espécies estudadas estavam
submetidas ac mesme regime de oscilacac ambiental.

Sob esse aspecto devemos observar que a multiplicidade de componentes € apenas uma
das inumeras estrategias de adaptagac 3 tomada de oxigénio do meic ambiente, Alemdisso,
¢ possivel gue nem todas as fracoes hemoglobinicas de sistemas miltiplos pessuam proprie
dades funcionais distintas mas tenham side conservadas para manter a solubilidadedosis
tema (Riggs, 1979). Essas observactes nac implicam que a existéncia de multiplos compo
nentes seja exclusive, isto €, gue a sua existéencia concorra para a nao existenciade ou
tros processos adaptativos. Deve-se considerar o aspecto energético que comanda, narea
lidade, a selegao do melhor conjunto de processos com o objetive de tornar o menos dis-
pendiaso possivel, a tomada de oxigénic do meio ambiente, seu transporte e sua liberacac
para os trecidos.

Dessa farma, e 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 patienns of hemofysates §nom 27 §ish species belonging to Marchan-

tania {sfand [Soldimoes niven, Manaus, AM) had been charactendized by stanch ged and agar-
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stanch ged electropinesds. High interespecdiic hamoglobin hetoapgeneddy wad ebacaved,
similardy fo those deseribed fon aub-tropical and temperate f{ahspredes, The nesolution
power ¢f the elretrophoretic supponds was consddened. The adaptabd&ity guestion of the

vuftipfe nemogfobin aystems was hegarded.
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Fip. 1. Representagac esqguemdtica dos padroes de hemoglobinas obtidos em pel de  amido
para Moplias 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 esquematica dos padroes de hemoglobinas em pel 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. Representacdo esquematica dos padrdes de hemoglobinas obtidos em gel de amido
para Astronotus ocellatus (A); Cichla ocellaris (B); Chaetobranchopsis orbicu-
laris (C); Plagioscion sp. (D); Dsteoglossum bicirrhosum (E}.

*
e
0
- A 8 € D

Fig. 4. Representacao esquemiarica dos padroes de hemoglobinas obtidos em gel de amide
A e C) e em laminas de agar-amido (B e C) para Prochilodus nigricans (4 e B) e
para Pterygoplichthys multiradiatus (C e D).
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Relagdo das espécies estudadas com indicagao da amplitude de peso total, comprimento padrao, nimero de exempiares,
numerc de fragoes de hemoglobinas em gl de amido e em gel de agar-amido.

ESPECIE/ORDEM/FAMTLIA

Peso Total (g) Comprimento Nimero de

Nimero de Fragoes

Padrao (mm} Exemplares Gel de amide  agar-amido

Ageneiosus brevifilis (Siluriformes: Ageneiosidade) 271-553 233-279 9 2 2
Pseudoplatystoma tigrinum (Siluriformes: Pimelodidae) 823 4hg 1 2 2
Sorubim lima (Siluriformes: Pimelodidae) - 226-279 12 3 3
Callophysus macropterus (Siluriformes: Pimelodidae) 525-670 322-355 8 3 3
Prochilodus nigricans (Characiformes: Prochiladontidae) 180-726 183-282 28 4 b
Mylossoma duriventris {Characiformes: Serrasalmidae} 51-232 37-19) 28 4 4
Mylossoma aureum {Characiformes: Serrasalmidas=) - - €& 4 4
Piaractus brachypomus {(Characiformes: Serrasalmidae) 29-305 85-195 10 4 3
Raphiodon vulpinus (Characiformes: Characidae) - 257-266 6 L 4
Schizodon fasciatus (Characiformes: Anostomidae) - 138-193 5 5 5
Rhytiodus microlepis (Characiformes: Anostomidae) - 190-254 2 & 5
Curimata laticeps (Characiformes: Characidoe) - 136-150 10 & 5
Curimata rhomboides (Characiformes: Curimatidase) - 135-165 5 6 6
Colossoma macropomum (Characiformes: Serrasalmidae) 92-1935 103-450 25 6 5
Osteoglossum bicirrhosum (Ostecglossiformes: Osteoglossidae)  480-699 380-430 15 6 2
Hoplias malabaricus (Characiformes: Erythrinidae) 276-930 225-380 5 5
Astronotus ocellatus (Perciformes: Cichlidae) 235-307 169-195 9 7 7
Cichla ocellaris (Perciformes: Cichlidae) 279-394 230-256 13 7 6
Leporinus fasciatus (Characiformes: Anostcmidac) - 149-160 2 8 6
Chaetobranchopsis orbicularis [Ferciformes: Cichiidae) - 80-140 4 8 8
Prerygoplichthys muitiradiatus {Siluriforres: Loricariidac) 160-430 173-275 25 1t 6
Plagioscion sp. (Perciformes: Scianidae) 314-403 236-264 6 11

(%} Indefinide, possivelmente sete fracoes.

(¥} indefinido.
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