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Resumo 

Hemoglobinas de peixes Silurifor-
mes pertencentes às famílias Doradidae; 
Auchenipteridae; Pimelodidae; Angeneio 
sidae; Loricariidae e Callichthyidae foram 
testadas contra anti-soros preparados para 
hemoglobina de Oxydoras niger (Doradi­
dae: cuiú-cuiú) e Plecostomus plecosto-
mes (Loricariidae: cascudo pedra). As rea­
ções serológicas de dupla difusão em ágar 
mostraram que o anti-soro para O. niger 
reagiu com hemoglobinas de todas as es­
pécies de bagres e cascudos testadas, com 
exceção de P. plecostomus (cascudo pe­
dra) e da fração I da hemoglobina de P. 
pardalis (cascudo comum). Por outro la­
do, o anti-soro para P. plecostomus (cas­
cudo pedra) reagiu apenas com o antíge-
no homólogo; com a fração I de hemo­
globina de P. pardalis (cascudo comum) e 
com hemoglobina humana. 

INTRODUÇÃO 

Várias espécies de peixes con­
têm em seus hemolisados hemoglo­
binas que diferem ponderavelmente 
entre si. Assim um mesmo hemoli-
sado pode conter duas ou mais he­

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., pacú 
(Martin et al., 1978) demonstraram 
estas afirmativas. 

Dentro dos Silurídeos tem-se 
observado que os peixes que sobre­
vivem em meios os mais drásticos, 
de extrema hipoxia e acidez como o 
são os das famílias dos Loricariidae 
e Callicthyidae apresentam de mo­
do geral maior heterogeneidade ele-
troforética, componentes catódicos 
e anódicos, além de funcionalmen­
te apresentarem diferenças qualita­
tivas profundas. Tais diferenças fun­
cionais são determinadas evidente­
mente por diferenças estruturais en­
tre as hemoglobinas; e entre os mé­
todos mais sensíveis utilizados nas 
determinações de diferenças estru­
turais em proteínas são aqueles imu-
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nológicos, já que a antigenicidade 
de uma proteína reflete primaria­
mente sua superfície (Reichlin, 
1975). 

Com objetivo de avaliarmos se 
hemoglobinas f u n c i o n a l m e n t e 
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 plecosto-
mus), e através de reações cruzadas 
de imunodifusão avaliamos a identi­
dade entre as diferentes hemoglobi­
nas de várias espécies. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

As Hemoglobinas de peixes da 
família Doradidae (3 exemplares), 
Auchenipteridae (2), Pimelodidae 
(4), Angeneiosidae (1), Loricariidae 
(5) e Callicthyidae (6) coletadas no 
Lago Janauacá,Rio Solimões, foram 
utilizadas para as reações de dupla 
difusão e foram obtidas sangrando 
peixes adultos por punção cardíaca 
com seringa heparinizada. As hemá-
cias foram separadas e lavadas com 
NaCI 1,7%, tris 1 mM pH 8,0 a 
4°C e após, usadas com tris 1 mM 
pH 8,0, obtendo-se após centrifuga­
ção soluções de hemoglobinas que 
foram utilizadas como antígenos 
nas reações de imunodifusão. 

Foram utilizadas nas reações 
imunológicas os anti-soros das he­
moglobinas de cuiú-cuiú (O. niger) 
e cascudo pedra (P. plecostomus), 
que apresentaram um único compo­

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 injeções intramusculares sema­
nais e individuais, de 3 ml de uma 
emulsão de hemoglobina (20 mg/ 
ml) em adjuvante de Freund (v/v) 
aplicadas em coelhos adultos 2 a 3 
kg de peso, completando-se um ci­
clo de injeções após 45-60 dias. 
Nestas condições obtiveram-se anti-
soros de título 1:32 nos coelhos in­
jetados com as respectivas hemoglo­
binas. 

As reações de imunodifusão fo­
ram analisadas em lâminas de vidro 
de 7,5x2,5 cm, cobertas com 2 a 3 
mm de ágar-ágar 1,5% em tampão 
fosfato 0,01 M pH 7,0. O anti-soro 
foi utilizado sem diluição num ori­
fício central e após 2 horas as dife­
rentes soluções de hemoglobinas 
dos peixes foram colocadas em ori­
fícios externos. As soluções eram 
previamente diluídas em solução sa­
lina até concentração aproximada 
de 1 mg/ml. As linhas de precipita­
ção formadas a temperatura am­
biente eram analisadas após 24 e 36 
horas, a reação era completada nas 
primeiras 24 horas, esporadicamen­
te colorações com amido Black 5% 
eram realizadas para melhor visua­
lização das linhas de precipitação. 

RESULTADOS 

As hemoglobinas dos peixes Si-
lurídeos foram caracterizadas imu­
nologicamente por reações cruzadas 
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de imunodifusão contra o anti-soro 
de hemoglobina de Oxydoras niger, 
cuiú-cuiú, e de Plecostomus plecos-
tomus, cascudo pedra. O exame da 
Tabela I mostra que nas espécies 
das famílias Doradidae, Auchenip-
teridae, Pimelodidae e Angeneiosi 
dae (bagres), todas as hemoglobinas 
apresentam reação de identidade 
contra o anti-soro de hemoglobina 
de cuiú-cuiú e nenhuma reação con­
tra o anti-soro de cascudo pedra. 

Nas famílias Loricariidae e Callic-
thyidae (cascudos) observamos dois 
tipos de reação imunológica: as he­
moglobinas das espécies de Ancis-
trus sp., Hemiancistrus scaphirhy-
chus, Loricariicthys typus, Ptery-
goplichthys pardaüs, Pterygoplich-
thys sp e Hoplosternum thoraca-
tum (macho e fêmea) apresentam 
reações de identidade contra o an­
ti-soro de cuiú-cuiú e nenhuma con­
tra o anti-soro de cascudo pedra; e 
observou-se uma reação oposta nas 
hemoglobinas de Plecostomus ple­
costomus, cascudo pedra, e o com­
ponente catódico de hemoglobina 
de Pterygoplichthys pardalis, não 
apresentaram reação cruzada de 
imunodifusão contra o anti-soro de 
hemoglobina de cuiú-cuiú, contudo 
mostram nítida identidade contra o 
anti-soro de cascudo pedra. Reação 
imunológica idêntica foi observada 
quando se utilizou estes dois tipos 
de anti-soros contra a hemoglobina 
humana, isto é, esta proteína só rea­
ge contra o anti-soro de cascudo pe­
dra. 

DISCUSSÃO 

A caracterização de hemoglobi­
nas de peixes mediante reações imu­
nológicas tem trazido importantes 
contribuições para o esclarecimento 
do binômio estrutura-função nestas 
proteínas de peixes. Reichlín & Da­
vis, 1979, por exemplo, demonstra­
ram diferenças imunológicas nítidas 
entre as hemoglobinas de Silurídeos 
de respiração aérea e aqueles de res­
piração branquial: as hemoglobinas 
dos peixes de respiração aérea pre­
cipitam com soro anti-truta I, en­
quanto que nenhuma reação entre 
as hemoglobinas de Silurídeos de 
respiração branquial pode ser cons­
tatado. Baseados nestes achados 
imaginamos poder identificar imu­
nologicamente as hemoglobinas dos 
peixes Siluriformes mediante a pre­
paração de anti-soro de hemoglobi­
na de Oxydoras niger, cuiú-cuiú, 
peixe comumente denominado ba­
gre com características morfológi­
cas próprias, que apresenta um úni­
co componente de hemoglobina na 
análise eletroforética em gel de po-
liacrilamida, e um anti-soro de he­
moglobina de cascudo, Plecosto­
mus plecostomus, cascudo-pedra, 
também com um único componen­
te de hemoglobina. Nossos resulta­
dos mostram que as hemoglobinas 
de todos os bagres e cascudos anali­
sadas apresentam pelo menos um 
componente em comum, uma vez 
que as reações cruzadas de imuno­
difusão para os peixes foram sem­
pre positivas contra anti-soro de he­
moglobina de cuiú-cuiú. Entre os 
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TABELA 1 — Reações imunológicas cruzadas entre anti soros de cuiú-cuiú e cascudo-pedra com hemoglobinas de diferentes 
bagres e cascudos do Rio Amazonas. A hemoglobina humana foi também ensaiada. 

Famílias Espécies Nomes comuns Anti soro de hemoglobina de 
cuiú-cuiú Cascudo-pedra 

Anadoras regani ra beca + — 

Doradidae Oxydoras niger cuiú-cuiú + — 
Pterodoras granulosus bacú + — 

Auchenipteridae Auchenipterus sp. mandí-peruano + — 
Trachycorystes sp. cangati + — 

Brachyplatystoma sp. páraiba + -
Pimelodus blochii mandí comum + — 

Pimelodidae Pinirampus pirinampu piranambu + — 
Pseudoplatystoma tigrinum surubim + — 
Pseudoplatystoma fasciatum caparari + 

Angeneiosidae Angeneiosus brevifilis mamdubé + — 

Ancistrus sp. cascudinho 1 + — 
Hemiancistrus scaphirhynchus cascudinho 2 + — 
Loricariicthys typus cachimbo 2 + — 

Loricarüdae Plecostomus plecostomus cascudo pedra — + 
Pterygopliohthys pardal is cascudo comum + — 

Fração 1 de Hb cascudo comum — + 

Pterygoplichthys sp cascudo jacaré + — 

Callinchthydae Hoplosternum thoracatum (fêmea) tamoatá 2 + — 
Hoplosternum thoracatum (macho) tamoatá 2 + — 

Hemoglobina humana — + 



cascudos contudo observamos, pe­
lo menos, uma hemoglobina dife­
rente que poderia estar de alguma 
forma relacionada à respiração adi­
cional que se apresenta neste grupo 
de peixes ou então refletir certa re­
lação genealógica entre as famílias. 

Outra conclusão a que chega­
mos pela análise dos resultados é a 
alta especificidade do soro anti-cas-
cudo-pedra que só reage com o an-
tígeno homólogo e um dos compo­
nentes de P. pardalis. Se considerar­
mos que o título encontrado para 
estes soros está em concentração su­
ficientemente alta, nossos resulta­
dos podem revelar-se interessantes 
para o estudo mais aprofundado 
desta alta especificidade. 

Outro fato que nos parece de 
alto interesse é que hemoglobina 
humana reage com anticorpo de 
cascudo-pedra e não com p de çuiú- » 
cuiú; o significado dé.tal reação po? 
deria servir como evidência das es­
truturas existentes na superf ícte.-da 
hemoglobina de cascudo, semelhan­
tes à da hemoglobina humana, e pa­
rece tratar-se de interessante mode­
lo de interação proteina-proteina.. 

SUMMARY 

Specific antisera to Oxydoras níger 
(Doradidae: cuiú-cuiú) and Plecostomus 
plecostomus (Loricariidae: cascudo-pe­
dra) hemoglobin were tested against fish 
hemoglobin of Doradidae; Auchenipteri-
dae; Pimelodidae; Angeneiosidae; Lorica­
rüdae and Callichthyidae. 

Serological double diffusion tests 
¡n agar have shown that O. niger ántise-

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 I antigens. 
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