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Resumo 

Uma reação de precipitina em gel de agar (mé­
todo de Ouchterlony) foi observada entre soro hu­
mano normal e hemoglobinas de certos peixes. As 
evidências acumuladas mostraram que o reatante 
no soro humano é a fração albumina. A reação 
exibe considerável especificidade uma vez que me­
tade das hemoglobinas de peixes testados precipi­
tou e metade não precipitou. 

INTRODUÇÃO 

No curso do estudo das relações imunoló­
gicas de hemoglobinas de peixe (Hbs) com 
antissoro específico de coelho para certas Hbs 
de peixe, uma reação de precipitação em gel 
de agar (método de Ouchterlony) foi observa­
da entre soro humano normal e Hb de peixe. O 
reatante no soro humano foi experimentalmen­
te identif icado como albumina. A evidência 
que sustenta esta teoria foi a seguinte: Lami­
nando gel de poliacri lamida no qual o soro hu­
mano tinha sido corr ido e embebendo lâminas 
de 0,5 cm dentro de gel de agar revelaram que 
o reagente no soro humano estava confinado 
à zona de albumina. Hb de carpa altamente 
purif icada. Hb truta 4, e a fração anódica de 
Hb de Mylossoma sp. todas precipitaram com 
o fator do soro enquanto Hb 1 de truta e a fra­
ção catodal de Hb de Mylossoma sp. não pre­
cipitaram indicando que a reação é específica 
para certas hemoglobinas. Hemolisados pre­
parados de 43 espécies de peixes comuns da 
bacia do rio Amazonas foram separadas por 
sua habilidade em precipitar com soro humano 
em gel de agar. Vinte e uma das 43 Hbs tes­
tadas foram positivas neste tes te , É interes­
sante que há um padrão para a especif icidade 
desta reação. As hemoglobinas de peixes ca-
racídeos e da maior parte dos "cat f íshes" com 
respiração aérea acessória, reagiram com soro 
humano enquanto as Hbs dos gimnotideos e 

cicl ideos não reagiram com soro humano. A 
distinção mais interessante feita com este pa­
râmetro é que, na famíl ia Osteoglossidae a Hb 
de Arapaima gigas, precipita com soro humano 
enquanto que a Hb de Osteoglossum bicirrho-
sum não precipi ta. 

A signif icação desta reação peculiar não 
é aparente. Pode, contudo, servir como uma 
prova para alguma estrutura de superfície em 
Hb de peixe e pode também ser um interessan­
te modelo para interações de proteína-proteína. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

O método para difusão em agar, eletrofo-
rese analítica em poliacri lamida e laminação 
dos geis de poliacri lamida para análise de Hbs 
reativas foi realizado como descrito por Rei­
chlin ef. al. (1978). 

Nos experimentos de difusão em agar, soro 
humano não diluído foi colocado no centro do 
depósito e as Hbs foram separadas como he­
molisados com concentrações de Hb variando 
de 2 a 5 m g % . Soluções diluídas de Hb de me­
nos de 0,5% reagiram pobremente. Os precipi­
tados desenvolveram-se mais ou menos no 
mesmo índice como imuno precipitado come­
çando a ser visíveis com cerca de 4 a 6 horas 
e tornando-se totalmente desenvolvidos em 12 
a 18 horas na temperatura do laboratório, 
30 — 33°C. 

RESULTADOS 

IDENTIFICAÇÃO DOS REATANTES 

Os reatantes do soro humano foram iden­
t i f icados de duas maneiras. O soro humano 
foi submetido à eletroforese em poliacri lamida 
7 ' /2% gel) em duplicata de gel. Um gel foi 
colorido para proteína com reagente Coomasíe 
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Blue, o outro laminado em 20 porções de 5 mm. 
cada. Os gois laminados eram então embebi­
dos em placas de agar fazendo ori f ícios com 
um furador de rolha equivalente ao diâmetro 
das porções de gel. Um arranjo geométrico 
foi combinado de tal forma que cada fração 
difundia-se contra um ori f íc io de tamanho si­
milar preenchido com Hb de carpa a 2 ,0%. 
Somente as frações correspondentes à fração 
albumina do soro humano precipitaram com 
Hb de carpa. Esses experimentos foram con­
firmados pela demonstração de que a albumina 
cristalina de soro humano (adquirida de Sigma 
Chemical Co., St. Louis, Mo.) em concentra­
ções variando de 1 a 20 mg /m l precipitou com 
Hb de carpa. Em adição, a albumina humana 
cristal ina deu uma reação de identidade com 
soro humano quando as duas foram definidas 
contra Hb de carpa na geometria apropriada. 
Esses experimentos mostram claramente que 
o reatante no soro humano é a fração albu­
mina. 

Que o reatante nos hemolisados era a Hb, 
foi indicado por duas observações. A primeira 
foi que Hb de carpa altamente purif icada, Hb 
IV de truta, a fração anódica de Hb de Mylos-
soma e as frações isoladas de Hb de Hoplos-
ternum littorale todas deram linha de precipi­
tação. Além disso, as linhas completamente 
desenvolvidas eram dist intamente vermelhas 
demonstrando a presença de Hb no precipita­
do. Finalmente, os precipitados formados em 
meio líquido entre soro humano e hemolisados 
(ou fração de Hb purif icadas) formavam preci­
pitados vermelhos demonstráveis pela forma­
ção de um resíduo sob centr i fugação. Esses 
experimentos demonstraram que o reatante no 
hemolisado era indubitavelmente a Hb. 

ESPECIFICIDADE DA REAÇÃO 

A Tabela 1 relaciona as Hbs testadas e 
suas atividades com soro humano. Vinte e t rês 
amostras de Hb foram reativas e 24 amostras 
não o foram. Algumas diferenças muito inte­
ressantes foram absorvidas na reatividade das 
Hbs de peixe. As frações anódicas de Hb de 
truta e Mylossoma eram reativas enquanto as 
frações catódica não o eram. A Hb de Arapai-
ma gigas, de respiração aérea, precipitou com 
soro humano enquanto a Hb do proximamento 

ligado Osteoglossum bicirrhosum, de respira­
ção branquial não precip i tou. Hemoglobinas 
de oito diferentes espécies de "ca t f i sh" de 
respiração exclusivamente aquática de 6 famí­
lias não conseguiram precipitar com soro hu­
mano. Em contraste, hemoglobinas de 3 espé­
cies "ca t f i sh " de respiração aérea de 2 famí­
lias (Loricariidae, Callichthyidae) precipitaram 
com soro humano (Hoplosternum sp., Hypos-
tomus sp.) mas 2 outras espécies de loricari i-
deos t inham Hbs que eram negativas nesta 
reação (Ancistrus sp. e Pterygoplichthys sp. ) . 
De um modo geral, todas as amostras de Hbs 
testadas de peixes caracideos foram reativas 
com soro humano. 

A especif icidade da reação do ponto de 
vista da fonte do soro também foi estudada 
com alguma ampl i tude. Somente soro humano 
dos soros testados era precipitante ativo nesta 
reação com Hb de peixe. As seguintes varie­
dades de soro animal não precipitaram com 
Hb de peixe: soros de coelho, bovino, de co­
baia, cavalo, carneiro, cabra, rato e carpa. 

TABELA 1 — Reatividade de hemoglobinas de pei­
xe com soro humano. 

Atividade 
Família Espécies c o m s o r o 

humano " 

Potamotrygonidae Potamotrygon sp. NR 
Lepidosirenidae Lepidosiren paradoxa NR 
Osteoglossidae Osteoglossum 

bicirrhosum NR 
Arapaima gigas R 

Salmonidae Salmo gairdneri 
trout 1 NR 
trout 4 R 

Characidae Mylossoma sp. 
anodal fraction R 
cathodal fraction NR 

Charax sp. R 
rriportheus sp. R 
Serrasalmus sp. R 
Colossoma sp. R 
Tetragonopterus sp. R 

Curimatidae Curimatus sp. R 
Erythrinidae Hoplias malabaricus R 

Hoplerythrinus 
unitaeniatus R 

Cynodonitidae Rhapiodon sp. R 
Prochilodontidae Prochilodus sp. R 
Anostomidae Schizodon sp. R 

I.eporinus sp. NR 
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TABELA 1 (continuação) 

Hemiodontidae Hemiodus sp. R 
Gymnotidae Gymnouts carapo NR 
Rhamphichthyidae Rhamphichthys sp. NR 

Sternopygus sp. NR 
Cyprinidae Cyprinus carpio R 
Doradidae Opsodoras sp. NR 

Anadoras sp. NR 
Pimelodidae Astrodoras sp. NR 

Rhamdella sp. NR 
Hemisorubim sp. NR 

Agenelosidas Ageneiosus sp. NR 
Auchenipteridae Trachycorystes sp. NR 

Auchenipterus sp. NR 
Hypophthalmidac Hypopthalmus sp. NR 

Hoplosternum littorale 
first component R 
second component R 

Loricariidae Loricaria sp. NR 
Ancistrus sp. NR 
Pterygoplichtbys sp. NR 
Parahemiodon sp. R 
Hypostomus sp. R 

Synbranchidae Synbranchus 
marmoratus R 

Cichlidae Pterophyllum sp. NR 
Asteronotus ocellatus NR 

( * ) — NR, não reação; R, reação. 

DISCUSSÃO 

O padrão da especif icidade demonstrada 
entre as hemoglobinas de peixe e albumina de 
soro sugere que esta reação identi f ica alguma 
estrutura de superfície presente em alguns 
mas não em todos os Hbs de peixes. A estru­
tura complementar da molécula de albumina 
está presente apenas na albumina humana en­
tre todas as espécies testadas. Uma reação 
de precipitação entre albumina de soro huma­
no e uma proteína t issular solúvel, de extratos 
humanos foi descrita por Tomasi (1960). Aque­
la reação era também específ ica para albumina 
humana (de um espectro s imi lar de espécies 
testadas) . Uma reação de precipi t ina em gel 

de agar entre albumina de soro humano e vá­
rias hemoglobinas de mamíferos foi estudada 
por Kagen (1965) que encontrou um padrão 
definido de especi f ic idade. Hemoglobinas hu­
manas eram as mais reativas enquanto várias 
hemoglobinas animais eram menos reativas 
com albumina de soro humano. Naquela pu­
blicação, Hbs de peixe não foram testadas na 
sua habilidade de precipitar com albumina de 
soro humano. É provável que a reação descrita 
neste trabalho e as descri tas por Tomasi e 
Kagen tenham mecanismo s imi lar . A significa­
ção desta reação não é aparente. Pode, contu­
do, servir como uma demonstração para algu­
ma estrutura de superfície em Hb de peixe e 
também com um interessante modelo de inte­
ração de proteína-proteína. 

SUMMARY 

A precipitin reaction in agar gel (method of 
Ouchterlony) was noted between normal human 
serum and certain fish hemoglobins. Evidence was 
accumulated that the reactant in human serum is 
the albumin fraction. The reaction exhibited con­
siderable specificity in that about half the fish 
hemoglobins tested precipitated with human serum 
and half did not. 
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