Hemoglobinas em silurideos

da Amazonia Central: |. Anélise eletroforética dos hemolisados.

Resumo

Os hemolisados das espécies de Silurideos (bagres
e cascudos) pertencentes as familias: Doradidae, Au-
chenipieridae, Pimelodidae, Ageneiosidae, Callicthyidae
e Loricariidae, foram analisados por eletroforese em
gel de poliacrilamida. Os resultados permit.ram suge-
rir que peixes Siluriformes muito ativos gue vivem em
habitat varidvel possuem miltiplas hemoglobinas de
mobilidade exclusivamente anddica. Por outro lado pei
xes adaptados a condigbes mais drasticas de hipoxia
inclusive com respiracdo aérea adicional apresentam
maior heterogeneidade eletroforética de suas hemoglo-
binas com componentes tanto anédicos como catédicos.
A multiplicidade de componentes de hemaglobiras bem
como suas caracteristicas de migracdo no campo elé-
trico permitiram propor mecanismo para explicar a ca&
pacidade dos peixes de viverem em habitat tdo varia-
vel como o é o do rio Amazonas.

INTRODUGAO

Os Silurideos do rio Amazonas que abran-
gem os bagres e cascudos fornecem material
de alto interesse para estudos sobre hemoglo-
binas. Esta é talvez a regido do globo onde
tais espécies sdo as mais abundantes vivendo
num habitat dos mais variados possibilitando
por conseglinte detalhados estudos da relagéc
estrutura-funcio entre hemogiobinas de peixes.
A funcdo da hemoglobina deve estar associada
a2s necessidades respiratérias do animal, e es-
tas necessidades ou melhor os niveis de oxi-
genacdo no rio Amazonas sdo os mais diversos
e 0s peixes devem possuir uma ou mais des-
tas proteinas respiratorias adaptadas 2 tal di-
versidade na tensdo do gas.

Neste trabaiho, pretendemos determinar a
multiplicidade de componentes de hemoglobt
nas das diferentes familias mais comuns ¢
mais facilmente capturados de bagres e cascu-
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dos no rio Amazonas. Realizamos eletroforesis
individuais dos peixes e relatamos nossos re-
sultados procurando relacionar com o meio
ambiente predominante das w=spécies estuda:
das.

MATERIAIS E METODOS

As espécies mais comuns dos peixes Silu-
riformes Tabelz | foram coletadas no lago Ja-
nauaca, rio Solimodes. Exemplares adultos foram
sangrados individualmente l!cgo apds coleta
por puncdo cardiaca com seringa heparinizada,
as hemécias separadas por centrifugagéo e la-
vadas repetidas vezes com solucdo de NaCl
17% e tris 1 mM pH 8,0 a 4°C. Apos lise com
solucdo de tris 1 mM pH 8,0 2 4°C, o material
foi centrifugado vérias vezes até obter-se so-
lucdo limpida de hemolisado e era mantido a
4°C.

s componentes de hemogiobinas dos he-
molisados foram analisados por eletroforese
em gel de poliacrilamida 7.5% pH 8,9 utilizan-
do-se técnicas cescrita originalmente por Orns-
tein 1964 e Davis 1964, com algumas modifica-
cGes feitas por Fyhn et al, 1979, controlando-se
cuidadosamente as condices de padrcnizacao
e concentracdes do gel de resolucéo e de con-
traste.

As amostras de hemoglobina para eletro-
forese foram preparadas misturando-se 0.1 m!
de sclugdo de hemoglobina 1 mg/ml, 0,4 m! de
glicerol, 0,2 ml de B-mercaptoetanol 0,01 M em
tampdo tris-glicina 0,05 M pH 89 equilibrada
até saturacdo ccm monoxido de carbono. C sis-
tema de tampdes tris-glicina €,05 M pH 8.9 foi
usade no andde e tris-C1 0,1 M pH 8,1 no ca-
t6do. e a eletroforese foi realizada, mantendo-
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se uma intensidade de corrente continua de 2
mA por gel e o tempo de migragéo eletroforé-
tica de duas horas. Como indicador de migra-
cdo foram utilizadas algumas gotas de solugéo
de azul de bromofenol 0,05% contendo azida
de sédio 0,02% em tampao fosfato 0,1 M pH
7.0, adicionadas a cuba superior.

RESULTADOS

Os peixes Siluliformes capturados foram
identificados e subdivididos em seis familias
quatro de bagres (Doradidae, Auchenipteridae,
Pimelodidae e Ageneiosidae) e duas de cas-
cudos (Callicthyidae e Loricariidae). A tabela |
mostra as espécies, comprimento dos animais,
peso numero de exemplares, nimero dos com-
ponentes encontrados nos hemolisados e o0s
esquemas dos perfis eletroforéticos tipicos a
cada espécie. Procuramos descrever sucinta-
mente as caracteristicas de cada familia e os
resultados da anélise eletroforética das nemo-
globinas das espécies estudadas :

i) Os Doradideos facilmente reconhecidos
pelas placas ¢sseas que cobiem a linha late-
ral, sdo geralmente peixes de natacac lenta.
de fundo e que se alimentam principalmente
de insetos aquéticos, (Marliei, 1966) . A ana-
lise eletroforética de suas hemoglobinas mos-
tra além de migracdo anddice, ponto isoeletri-
co muito proximo entre os componentes, em
Oxydoras niger, cuil-cuil, cbservou-se uma
dnica banda em repetidas analises, indicandc
um unico fendtipo de hemoglobinas; em Ptero-
doras granulosus, bacu, a hemoglobina foi
identificada com um padrdo de trés faixas néc
bem definidas, tendo dois componentes princi-
pais; em Anadoras cf regani rabeca, visualizou-
se trés faixas claramente definidas com um
componente levemente predominante;

ii) Os representantes da familia Auchenip-
teridae, o Auchenipterus sp., mandi peruano,
e o Trachycorystes sp., cangati, s@o peixes pe-
quenos, ativos e de aguas rapidas proximas a
depdsitos arenosos. As andlises das hemoglo-
binas em gel de poliacrilamida revelam em
ambos componentes com migragéo anddica ten-
do o primeirc uma faixa de hemoglobina difusa
e o segundo uma faixa mais concentrada e
duas menores;
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iii) Os peixes da familia Pimelodicae, ge-
ralmente peixes ativos piscivoros, capazes de
utilizar qualquer tipo de alimento, plantas e
invertebrados, (Fink & Fink, 1979), apresentam
em eletroforese em gel de poliacrilamida multi-
plos componentes de hemoglchina variando de
1 a 4 todos de migracdo anddica muito proxi-
ma. Pimelodus blockii, mandi comum, caracte-
rizou-se sempre com um unico fendtipe, exem-
plares de tamanho uniforme, iendo este padréo
dois componentes maiores e um menor difuso.
O Brachyplatystoma sp., dourada, apresentou
quatro componentes, dois maiores e dois me-
nores difusos e outro representante do mesmo
género Brachyplatystoma sp2, piraiba, apresen-
tou irés compcnentes difusos. Os espécimes
do género Pseudoplatystoma, surubim e ca-
parati, apresentam trés e um componentes
respectivamente, apesar de serem espécies fi-
logeneticamente muito proximas. No Piniran-
nopterus, piracatinga, apresentou trés compo-
nentes sendo duas as bandas principais bem
definidas. A hemoglobina de Callophysus ma-
cropterus, piracatinga, apresentou trés compo-
nentes de hemoglobina, com duas bandas prin-
cipats e uma pequena difusa, este padrao ele-
troforético foi semelhante ao Pinarampus sp.
diferenciando-se contudo na mobilidade eletro-
forética;

iv) As espécies da familia Ageneiosidae
sdo habeis nadadores adaptacos a uma vida
pelagica, o Unico representante analisado foi
o Ageneiosus brevifilis, mandubé, a sua hemo-
globina apresentou-se como um Unico COmMpG-
nente de migracao anddica;

v) Os peixes da familia Callichthyidae, s&o
extremamente resistentes, possuem placas 0s-
seas, seus habitats sdo de fundo pantanoso sé@o
capazes de locomogdo em terra e sao resis-
tentes as grandes flutuacoes de temperatura.
Suas hemoglobinas em eletroforese em gel de
poliacrilamida apresentaram componentes com
migracdo catddica e anddica. O mais notavel
desta familia foi ter encontrado fendtipos dife-
rentes de hemoglobina em machos ¢ fémeas
de Hoplosternum throcatum, acompanhado de
dimorfismo sexual observado em sua estruiu-
ra externa, em que os machos apresentam pla-
cas Osseas espinhosas diferenciando-se das
fémeas com placas lisas;
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vi) Os Loricariideos, peixes adaptados &
vida de fundos lodosos e de habitat variados,
apresentaram hemoglobina com componentes
de migracdo catédica e anddica. As espécies
estudadas foram duas do género Pterygoplich-
thys que apresentaram o mesmo nlUmero de
componentes em gel de poliacrilamida, mas
que diferiram entre si em sua migrag&o, prin-
cipalmente no componente catddico o qual tor-
na-se mais anédico. No Pterygoplichthys sp2.,
cascudo pedra, observamos um Unico compo-
nente de hemoglobina, em sucessivas analises
eletroforéticas, o que nos indica um unico fe-
nétipo de hemoglobina. As hemoglobinas dos
peixes dos géneros Hemiancistrus e Ancistrus
apresentaram-sc na eletroforese em gel de po-
liacrilamida uma e duas faixas principais res-
pectivamente e quanto a hemoglobina de Can-
thopcrus genibarbis, cascudo preto, dois com
ponentes principais de migragdo muito proxima
puderam ser evidenciados. As espécies do gé-
nero Loricariichthys apresentaram-se com per-
fis eletroforéticos bastante diferentes tanto
guanto ao numero de componentes como tipo
de migracdo, apesar de serem espécies morfo-
logicamente semelhantes. A hemoglobina de
Sturisoma sp. cachimbo, mosirou-se com ban-
das eleiroforéticas nitidas distribuidas equita-
tivamente.

DISCUSSAO

A presencga de varios componentes de he-
mogiobinas em peixes de modo geral, esta
perfeitamente estabelecida. Recentemente por
anélise eletroforética de hemoglobinas de um
grande nimero de espécies da Amazbnia Cen-
tral, constatou-se alte grau de heterogeneidade
entre estas proteinas encontrando-se peixes
com até sete componentes (Davis et al., 1979).
As interpretagGes desta multiplicidade de he-
mogiobinas em peixes sd0 as mais diversas
e seu possivel significado bivlégico é muito
discutido havendo contudo uma tendéncia dos
autores em relacioné-la com uma adaptacao da
proteina ao meio ambiente varidvel, (Johnan-
sen, 1979; Sullivan, 1977; Riggs, 1979).

Analisando espécies adultas de peixes si-
luriformes filogeneticamente proximas obser-
vamos que tal tendéncia se cenfirmeu uma vez

710 —

que a multiplicidade de hemoglobinas parece
guardar uma relagdo estreita com o comporta-
menitc do animai, assim peixes muito ativos e
de habitos alimentares variados vivendo pois
em habitat varidvel, tais como os pertencentes
a familias Doradidae, Pimelodidae, Auchenip-
teridae e Ageneiosidae, mostraram componen-
tes de hemoglchinas exclusivamente de mobi-
lidade anddica. E interessante observar que a
carpa Cyprinus carpio peixe com as mesmas
caracteristicas descritas, possue também mul-
tiplas hemoglokinas de migracdo anddica rela-
tivamente proxima e funcionalmente semelhan-
tes (Weber ef al., 1975) . Por outro lado peixes
adaptados a sobreviverem em condicdes mais
drasticas de hipoxia como aqueles Loricarii-
deos e Callicthyideos em que se observa respi-
racdc adicional aérea, através do trato diges-
tivo, parece apresentar maior heterogeneidade
eletroforélica de suas hemoglobinas, tendo ain-
da componentes catddicos e anddicos, de pon-
tos isoelétricos distantes, provavelmente rela-
cionados com estrutura proteica e proprieda-
des funcionais diversas, comportando-se de
modo semelhante a truta Salmo gairdneri (Bru-
nori et al., 1973.

Os peixes Siluriformes parecem possuir
hemoglobinas com propriedades respiratorias
que seguem tipos de estrategias adaptativas,
condicionadas ao ambiente ou ao tipo respira-
tério, uma delas é de natureza qualitativa que
mantem a plasticidade da hemoglobina nc
transporte de bases. Deste ponto de vista as
hemoglobinas de um mesmo hemolisado pos-
suem propriedades diferentes como por exem-
plo auséncia de efeito Bohr em um ou mais
comoonentes. A outra estrategia adaptativa
seria somente de natureza quantitativa mais
relacionadas com niveis de efetores heterotro-
picos no sangue no animal. Assim peixes com
concentracdo de efetores mais elevados pos-
suiriam hemoglobinas com efeito Bohr mais
elevado em certos componentes por exemplo.
Neste contexto a razdo da multiplicidade dos
componentes das hemoglobinas seria no pri-
meiro caso, a incapacidade de uma dnica he-
moglobina responder as véarias condigdes am
bientais e metabdlicas do animal e duas ou
mais pioteinas fundamentalmente diferentes
conseguiriam niveis de oxigenacdo tecidua!
adequados nas varias condigbes em que sio
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submetidos o5 animais. De estratégias adap-
tativas quantitativas, seriam aquelas hemoglo-
binas que poderiam se adaptar as diferentes
condicdes respiratoria dos peixes, gracas a sua
“maleabilidade”, por exemplo, cuja funcéo esta-
ria condicionada a diferentes concentracbes de
efetores polifosfatos no sangue. Nestas con-
dicées uma unica hemoglobina no hemolisado
seria suficiente para responder efetivamente
as mais variadas condicdes que é exposto ©
animal .

Um fato que nos pareceu de relevancia
mosirado pela anélise eletroforética das hemo-
globinas foi aqueles dos 11 exemplares ma-
chos e 5 féameas de Hoplosternum throcatum,
que até ha pouco eram classificados como es-
pécies distintas, possuirem perfis eletroforé-
ticos completamente diferentes mostrando ni-
tido dimorfismo sexual em nivel de hemoglobi-
nas. Além disto animais jovens machos e
fémeas apresentavam perfis eletroforéticos se-
melhantes as das fémeas adultas.

Se confirmar-se a classificacdo como ani-
mais da mesma espécie tal dimorfismo torna-
se evidéncia insofismavel de adaptacéo estru-
tura-funcdo das hemogiobinas e a proteina se-
ria exclusivamente “construida” tendo em
vista 0 meio ambiente a que o animal é sub-
metido.

SUMMARY

Silurideos species from the families: Doradidae,
Aucheniptaridae, Pimelodidae, Ageneiosidae, Callicthyi-
dae and Loricariidae, were analysed by polyacrylamide
gel electrophoresis. The results allow us to suggest
that very active fishes which live in different habitat,
present hemoglobin with exclusively anodic mobility.
On the other hand, fishes adapted to more severe con-
dition such as those of high hypoxy including fishes
with aerobic respiration show hemoglobins with elec-
trophoretic  patern  highly  heterogeneous presenting
anodic and cathodic components. A mechanism is pro-
posed to explain the heterogenity as well as the elec-
rrical mobility of the hemoglobin components related
to the habitat extremely variable of the Amazon River.
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