Uma reacao de precipitina entre soro humano e hemoglobina de peixe (*)

Resumo

Uma reagéo de crecipitina em gel de agar (mé-
todo de Ouchterlony) foi observada entre soro hu-
mano normal e hemoglobinas de certos peixes, As
evidéncias acumuladas mostraram que o reatante
no soro humano € a fragdo albumina. A reagio
exibe considerdvel especificidade uma vez que me-
tade das hemoglobinas de peixes testados precipi-
tou e metade nio precipitou.

INTRODUGAO

No curso do estudo das relagdes imunold-
gicas de hemoglobinas de peixe (Hbs) com
antissoro especifico de coelho para certas Hbs
de peixe, uma reagdo de precipitagio em ge/
de agar (método de Ouchterlony) foi observa-
da entre soro humano normal e Hb de peixe. O
reatante no sore humano foi experimentalmen-
te identificado como albumina. A evidéncia
que sustenta esta teoria foi a seguinte: Lami-
nando gel/ de poliacrilamida no qual o soroc hu-
mano tinha sido corrido e embebendo |aminas
de 0,5 cm dentro de gel/ de agar revelaram que
o reagente no soro humano estava confinado
a4 zona de albumina. Hb de carpa altamente
purificada, Hb truta 4, e a fracdo anddica de
Hb de Mylossoma sp. todas precipitaram com
o fator do soro enquanto Hb 1 de truta e a fra-
¢do catodal de Hb de Mylossoma sp. nédo pre-
cipitaram indicando que a reagdo € especifica
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 teste. E interes-
sante que ha um padrio para a especificidade
desta reagdo. As hemoglobinas de peixes ca-
racideos e da maior parte dos “catfishes” com
respiragdo aérea acessoria, reagiram com soro
humano enquanto as Hbs dos gimnotideos e
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ciclideos naoc reagiram com soro humano. A
distingdo mais interessante feita com este pa-
rametro é que, na familia Osteoglossidae a Hb
de Arapaima gigas, precipita com soro humano
enquanto que a Hb de Osteoglossum bicirrho-
sum nao precipita.

A significagdo desta reagdo peculiar ndo
é aparente. Pode, contudo, servir como uma
prova para alguma estrutura de superficie em
Hb de peixe e pode também ser um interessan-
te modelo para interagdes de proteina-proteina,

MATERIAIS E METODOS

O método para difusdo em agar, eletrofo-
rese analitica em poliacrilamida e laminagao
dos geis de poliacrilamida para andlise de Hbs
reativas foi realizado como descrito por Rei-
chlin et. al. (1978).

Nos experimentos de difusdo em agar, soro
humano néo diluido foi colocado no centro do
depdsito e as Hbs foram szparadas como he-
molisados com concentragdes de Hb variando
de 2 a 5 mg%. Solugdes diluidas de Hb de me-
nos de 0,5% reagiram pobremente. Os precipi-
tados desenvolveram-se mais ou menos no
mesmo indice como imuno precipitado come-
¢ando a ser visiveis com cerca de 4 a 6 horas
e tornando-se totalmente desenvolvidos em 12
a 18 horas na temperatura do laboratdrio,
30 — 33°C.

RESULTADOS

IDENTIFICAQAO DOS REATANTES

Os reatantes do soro humano foram iden-
tificados de duas maneiras. O soro humanao
foi submetido & eletroforese em poliacrilamida
T2% gel) em duplicata de gel. Um gel foi
colorido para proteina com reagente Coomasie
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Blue, o 6utro laminado em 20 porgdes de 5 mm
cada. Os geis laminados eram entdo embebi-
dos em placas de agar fazendo orificios com
um furador de rolha equivalente ao didmetro
das porgdes de ge/. Um arranjo geométrico
foi combinado de tal forma que cada fracao
difundia-se contra um orificio de tamanho si-
milar preenchido com Hb de carpa a 2,0%.
Somente as fragSes correspondentes & fragio
albumina do soro humano precipitaram com
Hb de carpa. Esses experimentos foram con-
firmados pela demonstragéo de que a albumina
cristalina de soro humano (adquirida de Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo.) em concentra-
¢des variando de 1 a 20 mg/ml precipitou com
Hb de carpa. Em adigdo, a albumina humana
cristalina deu uma reagdo 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 fracido albu-
mina. '

Que o reatante nos hemolisados era a Hb,
foi indicado por duas observagdes. A primeira
foi que Hb de carpa altamente purificada, Hb
IV de truta, a fragdo anddica de Hb de Mylos-
soma e as fragdes isoladas de Hb de Hoplos-
ternum littorale todas deram linha de precipi-
tagdo. Além disso, as linhas completamente
desenvolvidas eram distintamente vermelhas
demonstrando a presenga de Hb no precipita-
do. Finalmente, os precipitados formados em
meio liquido entre soro humano e hemolisados
(ou fragdo de Hb purificadas) formavam preci-
pitados vermelhos demonstraveis pela forma-
¢do de um residuo sob centrifugagdo. Esses
experimentos demonstraram que o reatante no
hemolisado era indubitavelmente a Hb.

ESPECIFICIDADE DA REACAQ

A Tabela 1 relaciona as Hbs testadas e
suas atividades com soro humano. Vinte e trés
amostras de Hb foram reativas e 24 amostras
ndo o foram. Algumas diferengas muito inte-
ressantes foram absorvidas na reatividade das
Hbs de peixe. As fragbes anddicas de Hb de
truta e Mylossoma eram reativas enquanto as
fragbes catédica ndo o eram. A Hb de Arapa-
ma gigas, de respiragio aérea, precipitou com
soro humano enquanto a Hb do proximamento
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ligado Osteoglossum bicirrhosum, de respira-
¢do branquial ndo precipitou. Hemoglobinas
de oito diferentes espécies de “catfish” de
respiragdo exclusivamente aquética de 6 fami-
lias ndo conseguiram precipitar com soro hu-
mano. Em contraste, hemoglobinas de 3 espé-
cies “catfish” de respiracéo aérea de 2 fami-
lias (Loricariidae, Callichthyidae) precipitaram
com soro humano (Hoplosternum sp., Hypos-
tomus sp.) mas 2 outras espécies de loricarii-
deos tinham Hbs que eram negativas nesta
reagdo (Ancistrus sp. e Pterygoplichthys sp.).
De um modo geral, todas as amostras de Hbs
testadas de peixes caracideos foram reativas
com soro humano,

A especificidade da reagdo do ponto de
vista da fonte do soro também foi estudada
com alguma amplitude. Somente soro humano
dos soros testados era precipitante ativo nesta
reagdo com Hb de peixe. As seguintes varie-
dades de soro animal ndo 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 humane,

Atividade
Familia Espécies com Soro
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
Iriportheus 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 Sehizodon sp. R
Leporinus sp, NR
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TABELA 1 (continuacio)

Hemiodontidae Hemiodus sp. R
Gymnotidae Gymnouts carapo NE
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
Ageneiosidas Ageneiosus sp. NR
Auchenipteridae Trachycorystes sp. NR
Auchenipterus sg. NR
Hypophthalmidae  Hypopthalmus sp. NR
Hoplosternum littorale
first component R
second component R
Loricariidae Loricaria sp. NR
Ancistrus sp. NR
Pterygoplichthys sp. NR
Parahemiodon sp. R
Hypostomus sp. R
Synbranchidae Synbranchus
marmoratus R
Cichlidae Pterophyllum sp. NR
Asteronotus ocellatus NR
(*) — NR, ndo reagdo; R, reagdo,
Discussao

O padrao da especificidade demonstrada
entre as hemoglobinas de peixe e albumina de
soro sugere que esta reacdo identifica alguma
estrutura de superficie presente em alguns
mas nao em todos os Hbs de peixes. A estru-
tura complementar da molécula de albumina
estd presente apenas na albumina humana en-
tre todas as espécies testadas. Uma reagédo
de precipitagéo entre albumina de soro huma-
no e uma proteina tissular soldvel, de extratos
humanos foi descrita por Tomasi (1960). Aque-
la reagdo era também especifica para albumina
humana (de um espectro similar de espécies
testadas). Uma reagdo de precipitina em gel

Uma reacdo. ..

de agar entre albumina de soro humano e va-
rias hemoglobinas de mamiferos foi estudada
por Kagen (1965) que encontrou um padrdo
definido de especificidade. Hemoglobinas hu-
manas eram as mais reativas enquanto varias
hemoglobinas animais eram menos reativas
com albumina de soro humano. Naquela pu-
blicacéo, Hbs de peixe ndo foram testadas na
sua habilidade de precipitar com albumina de
soro humano. E provavel que a reagéo descrita
neste trabalho e as descritas por Tomasi e

‘Kagen tenham mecanismo similar. A significa-

céo desta reacdo nao é aparente. Pode, contu-
do, servir como uma demonstracéo para algu-
ma estrutura de superficie em Hb de peixe e
também com um interessante modelo de inte-
ragdo de proteina-proteina.

SUMMARY

A precipitin reaction in agar gel (method of
OQuchterlony) 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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