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ESTUDO ELETROFORETICO DAS PROTEINAS PLASMATICAS DO BAGRE, Riupndiz
itarsi, EM RELACAQ AQ CICLO REFRODUTIVO

{Electrophaoretic study of the plasma proteins of the catfish, Nhamdis hilari, in relation to
the reproductive cyele).

RESUMO

Foram esindadas as proteings plasmdticss do bagre,
Rkmdia fitarii, pele méiodo de eltrofesess: em membranas
e polincrilamida e delesminadas 25 conoentrages de pra-
wing ot pelo método de bdunete, durante wom cile ne-
produtivo, Mes cletreferagramas, idenulicon-se ums frx-
c@n, especifica de [Emeas que jd inicianmm o prodeso de
witloptnese

Faralelanenic, wstarmmese os cfites de benzoato de
eomradicl e de gonadotroping coridmica humana (HOG!
sobre os padries detrolondnicos, tendose constatdo que
o estrdgenn ez o aparecimen o 4 fragis especifiva
de Emeas malaras em todos os exemplaes watdos, En-
Eetgnia, com o HOG, nenhuma aleracda foi aobservada,

A concentragio de probeina wtal varow de I35 gid]
2 5 R0gidl. para ambos o5 sexas o nenhumiamarcedn aloe -
faa Foo detectada durante o ciclo reprodutive cu om
relagEo 3 variagio 40 comprimento wlal dos pexes.

Nelsy FENERICH-VERANI’
Helnisa Mariz GODINED
Phian van NGANT

ABSTRACT

Flasma profeins of the caifsh Rbemdic hifars,
wgre malvaed by the method of electrophoress on palya-
crvlamide gebs, and mesured the wial protem contents
by the Biunct reachon, duting the reproductive ofde.
The electrapherograms showed 3 specific band i females
that kad staried the witzllogonesis procsss.

« Parallel tests wepe perfomed i onders fo investigale
e eltecrs of estmdial Benzoate and human chaemnic
gonaivtropin (HOGH on the clectrapheragrams, It was
abserved that the eeersdiol benzoate ciused the appes-
rmee of the specific band of mature females in all treated
fishes. No alteration was cbserved in the fishes injected
with HOG.

Tt rotal plasma preten contént ranged froem 2,38
gl o 580 p'pl for males =d Gemales and na ohwious
changes were detected thaoughout the reproductive oy de
ar in relatien ra dhe hody length of tee fishes.

L. INTRODUG AG

Durante o ciclo reprodutive dos peixes, ocor-
rem alteragiies em numerosos componentes do
sangue, tendo side detectadas variagles nos pa-
driFes eletroforéticos das proteines do soro smpoi-
neo para uma série de especies BOOKE {1963a),
THRUSTON (1967), AIDA: NGAN; HIBIYAT
(1973).

Com relagio 3 reprodecio, foram registradas
variagdes nos niveis plasmitions de cilcio GAR-
ROD & NEWALL, (1958) BOOKE, (1964b)
AIDA; NGAN; HIBTY AT (1973), de sodic HIRO
SE & 1SHIDA, (1974) de lipidics & de aldeldos de

vitaminz A PLACK & WOODHEAD (1966). Essas
variapies cstile aprentemente relacionadas com o
BraU e comeentracio do horminio sexual durants
2 materagio gonadal HOAR, {19691

Us nbjetivos do presente trabalho foram vesi-
{igar o padrdo elerroforético do plasma sangiingn
do bagre, Rherdis Rilarf, suss variagies Dsiold-
gicas ¢ gquantificar @ concentragin de proteina
total de plasma durante o eiclo reprodutivo. Pre-
tendeu-se ainda examinar a agdo de hormonios en-
volvidos na maturagio ponadal ¢ na ovulagin sobre
o padries eletroforéticos plasmiticos.

2. MATERIAL E METODOS

Az amostras de sangue analisalas neste estudo
foram ubtdas de exemplares adultos de bagre,
Ehamdiz hieril, com gomadas em diferentes esti-
dios de maturzgdo. coletados guinzenaiments, de

novembroe de [978 a agosto de 1980, no rio Jagua-
11, Estado de Sdo Paulo.

0 sangue foi refirado com serings através da
zorty dersal & imediatamenite centrifugado durante

(1} Pesquisalores Cientilioos — Se¢de de Biolopa AqualicaDivisde de Pescz Interiordnsamuns de Pesea,
(2} Professor Assstente-DR-Departumen to de Oemogratia Bioldgics - Institure Oeeanagrafice - TSP,
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30 minutos a 3500 rpm. O plasma, coletzdo e con-
vereado em congelador a -20%C, foi uilizado den-
tre de um limite mdximo de 30 dias apés a ames-
trager. Do cada exemplaz, foram anotados dados
de comprimento totzl em centimetros, pese total e
pesu das gonadas em gramas, identificundose o
sexn e 0 estidio de dessnvolvimento ponadal GO
DINHO, (1972

Para se exarminar a agdo dos hormdanios, eovol-
vides na maturagio gomadal ¢ na ovalagio, sobe
s padries elerrofordticos  plasmiticos, foram
desenvolvidos experimentos com aplicagio de ben-
zoato de estradicl, independentemente do sexo e
do estigio de desenvolvimento gonadal e de gona-
dotroping coridnica humana em [Emeas maduras.

Para 0% experinentos gom hengoato de esira-
diel, 50 exemplares foram colocados em agudrnos
individuais de 100 1 cada, com arejamento cons-
tante e temperatura ag edor de 2090, Estes expe-
rimentos tiveram 2 duragdo de sete dias, a5 inje-
goes ¢ a alimentagdo forgada com figsdo bovino
foram ministradas no primeiro e oo guarte dia.
Mo sétimo dia, retivaram-se as amoesiras de sangue
atrawés da aorta dorsal e nediatamente sacraficou-
se o animal. O regime experimental constou de in-
jegdes intraperiionais de 10 ug por grama de peso
total, animais controle receheram injegdes da selu-
¢ salina.

D% gxperimentos com HOG, realizados com 50
animais, tiveram a duragio de trés dias. No primei-
ro dis implantou-se wma cdnula na aeria docsal
segunde NGAN; HANUY; HIBIYA (1973), meti-
rando-se amostra do sangue. Vinte @ guatro horas
apds 1 implantagio, injetou-sz pels cinula 2 Iz
de peso total, Foram retizadas mais duas amosteas
die sangue, uma a cada 12 horas subsequentes. And
mais comtrole receberam injepbes de solugdn salna.
Nos experimentos de mdiegio da reprodugio desta
espdeie, o0 HOG induz i desova entre 14 ¢ 15 horas
apis s aplicagan.

Andlises — No inicio do presente estuede foram tes-
tadas wenicas de eletroforese em acetalo de celu-
lose ¢ em poliacrilamida. Esta Gltima propiciou um
nimmero maior de fragdes que poderiam oferecer
um perfil mais completn das prote inas plasmiticas

do bagre. O método wilizado foi o de AKROYD
(1967}, com algumas medificapies. As principais
forsm: permitiu-se um contato direto entre o gele
o tampdo em lugar de ponte de papel de filtro, o
gel foi preparado dentro da cuba utihzando-se
200 de agar em tampdo em vez e plasticing para
salar g abertura inferior, entre as placas de molde.
A4 membrana era enstifuida de duas camados de
diferentes concentragies de 2el em diferentes tam-
poes BREWER; PESCE; ASHWORTH (1974). Para
visualizacin das bandas foi wtilizada a colorsgio
Comassie Blue para proleing total. Foram empre-
gados também as eoloragdes PAS (pan glicoprotei-
nas) ¢ Sudan Black (para lipoprete inas) nos cletro-
feropramas de fémens coan gonadas em malwragio,
maduras e de animais experimentais. Foram rezh-
wados cletroferogramas de amostras de plasma de
164 exgmplares, 59 Fmeas e 75 machos, em dife-
rentes estidios de maturagio gonadal ¢ de todos os
peixes experimentais.

Como cstudos sohre cruzamentos ndo foram
realizadas, = base genética da variagio eletroforéti-
ca foi inferida pela concordincia de distrihoigtes
fenatipicas pelz lei de Hordy-Weinberz FER-
GLUSOM, (1930).

A concentragio de protedna total do plasma
foi medida pelo método colorimétrico de biureto
GORNALL et alii, (1963), CAMPBELL et ali
(1964), tembo-se wiilizado 382 exemplares, 169
fémeas ¢ 213 macheos, coletados durante vm ciclo
reproditive. Esses dados foram agrupados mensal-
mente, por sexdo, & analisades graficamente em re-
lagdo & curva de maturagdo da espdsie, Tepresenta-
da pela distribuici mensal dos valores médics do
irdice ghnado-somatico:

___ pesooda ghnada
Ge-— . 100
pesa total do cospe

s dados de concontragio de proteina total
plasmitica foram tambem selacionados § varagio
do comprimento tatal dos exemplares snalsados.

3. RESULTADOS

Eletrofonese

Foram analisados os cktroferegramas de ma-
chos ¢ de fEmeas coletados durante wm sicho repra-
dutive, tendo-se constatado grande varicdade de
diferengas individuais. Foram reconhecxlas § re-
gides, designadas do eitodo 20 nodo em A, B,
C,.LE,F.Ge H(Figura 1)
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A regifo designada como A ¢ constituida por
uma banda identificada somente nos eletrofero-
gramas das fEmess com ovinios nos estidics de mna-
turagio ¢ maduro (FIGLURA 2). Esta banda apresen-
0w reagdo positiva ao PAS ¢ ao Sudun Black, o
yue indica que seia uma gheolipopeotedna, Sua
posicEn & a mais catddica, sendo de baixa mobali-



FENERICH-VERANI, N.; GODINHO, HM,, NGAM, PV, 1985 Estudo eletroforéitico das protednas plasmiticss do
Vg, famdiis halars, e peiagio ao cido reprodutivo. B, fn#r. Pesca, 580 Paula, F2 (4} 133141, dez,

o e

RN RETE AR et SRR R B Tk
F_. Ir2 | Fy

TR Hm] oo T

Rt A

- e —— e —— '

T e s, _I o ]D [—— EEI
B

i A

- a

FIGURA | — Esquema do padrie eletrofordético das proteinas plasmidticss do bagre, 8. Rl e
representagdo das variagBes fenotipicas ocornidas nas mgides D e F (0 —  interface
de dois géis).

TABELA 1
Fregiiéncias fenotipicas obszrvadas & esperadas da regido D dos eletroferogramas
plasmiticos de bagre, R hamda hidanl

Freqidncias Fendtipos 1

AA AB BB Toital X2 obaervada
Observadas 40 110 73 223 00165 **
Esperadas 40,47 109,06 T3AT 723

g~ 04260 (probabilidzde de ocorrénciz do delo A)
q = 05740 {probabilidade de ccorréncia do alelo B)
(**) nio significativo 2o nivel de 99°% de confianga
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TABELA 2
Freqifncias absolutas & percentuas (entre paréateses) dos padries chaervados na
regidn F dos eletroferogramas plasmdtices de bagre, Rhardis filarif, consderados
para fEmeas (A)e machos (B), sm relagdo aos estdlios de desenvolvimente gonadal.

(A)

Estidios Padses Total
F] FE F3 F4

Repouss E(18) 14 (37 5(13) 13(34) 3%

Maturaggo {14 3izn 320 G{43) 14

Madure % {43) 4019 3(14) 5(24) 21

Esgotado (1) Ti44) - (=} T4 Ia

Taral 19 (21} 28 (32) 11013 31{35) 29

(B

Estidios Padries Total
Fy Ly By Fy

Repouso 105} 2{1E8) 2{18) H(55) 11

Maturacia 2(15) —{-] 1i&] 10(77) 13

Madura 1(3) 12{43) S{1R) 10 (36) 28

Esgotado 29) B(35) 1{4) 12(52 23

Total 6(E) 22 (29) i 9012) 38(51) 75

N S

dade eletrofonéties.

Ma regid B foi possivel constatar aé cineo
handas finas ¢ algumas combinaglies entre elas

Na regido C, duas bandas foram constantes,
assim como a banda da regido E e da regiio G.

A manifestagio das bandas da regido D fod
interpretada como um polimorfismo em wm loco
genicn emolendo dods alelos codominantes (A,
B), cujos padrdes fenotipicos podem ser obser
vados nas FIGURAS | e 3, As distribuigtes de fre-
quenca g ocorrénos jenolipicas ohservad;
responderam s esperadas pela aplicacio da lei de
Hardy-Winberg, pois através do teste X° (qui-qua-
drado) abteve-se wm walor ade significative a nivel
de 9%% de confianga {TABELA 1) Os trés tipos de
padrio independem de sexo, estidio de desenvolvi-
mente gonadal e do comprimento total do corp.

A rcr_'ii::- F ¢ a mas evidenciada, pc:-;ie.ndo.- S
constituida por quatre. trés ou duas bandas. Para

[
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se verificar 3 possivel eausa dessa warlagio os dife-
rentes padrdes (F), Fa, Fy ¢ Fy ) foram analisados
separadamente, considerando-se 08 Sexos em rela-
G aos estdins de desenvolvimenio gonadal (TA-
BELA 2)e ds classes de comprimento total (TABE.
La 3} Pela andlise das tabelas, para o total de exem-
plares smalsados, constaion-se que tanto para ma-
chos como para fmeas hi maior ocorréncia dos
padedes Fy ¢ Fy. Entretanto, ohservou-se ainda
que nde hd wma ﬁiulribuiu:a1 tendenciosa das fre-
qiéncias percentuais dos diferentes padrdes em
relagdn acs estddios de desenvolvimento gonadal,
sendo vilida a mesma consideragie guando analisa-
das e relag3o Bs classes de comprimento total.

Finalmente, = regiio H apresentou de uma a
1rés handas fracamente coradas.

Com relagio aos animais cxperimentais, verl-
ficou-se 0 aparecimenta daguels banda especifica
de f2meas maduras nos eletroferceramas plasma-
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FIGURA 2 — Eletroferogramas das proteinas plasmiticss de fémeas maduras (F) e de machos (M)
de bagre, & hilarii, A setz indica a banda A, especifica de fémess maduras (0 -

interface de dods géis).

tecs de todos o8 peixes tratados com benzoato
de estradiol. Mesmo nos machos, essa banda apre-
sentou-se bastante evidente, corando-se fortemen-
te por Comassie Blug, PAS ¢ Sudan Black.

Mio foram cbservada alteragdes na composipEo das
proteinas plasmdticas de peixes controle,

MNenbuma alterag@o foi induzida nos eletrote-
rogramas plasmaticos dos peixes inmetados com
HCG.

Concentragio de profefna total — A amplite-
de dos walores de concentragiio de proteina total
foi de 2,35 g'dl a 5,80 g/dl, para ambos os sexos.
Embora mensalmente tenham sido observadas osci-
laciies dentro desta amplitede, os resultados pare-
cem 3o indicar wna vanagio direcionada em rela-
clio 20 processo reprodutivo, analisdo em fungio
da curva de maturagio (FIGLURA 5). Esta observa-
cio pode também ser considerada em relaglo 4 va-
ragio do comprimento total dos peices (de 17 a
37 em)

4. DISCUSSA0 E CONCLUSOES

s eletroferogramas em policrilamida das pro-
teinas do plasma sangumes do bagre revelaram va-
rias bandas, sendo uma delas especifica de fEmeas
corm ovdrios gue ja injciaram o processo de vitelo-
génese (em maturagSo ¢ maduros) [hferangas
wyusis na composigic das proteinas plasmdticas
em relagdo 3 maturasdo gonadal foram encontra-
dos em virias espécies de teleSsteos DRILHON
& FINE, (1963), AIDA: NGAN, HIBIY AT (1973},
HARA, [ 1978).

Injegdes de benzoato de estradiol promoveram
alteracdies no padrie eletroforético plasmético do
baigre, evidenciando a fragio especifica nas fémeas
com avirios maduros @ induzindo seu aparecimen-
to em exemplares de ambos 03 sexos, independen-
temente do estidio de desenvolvimento gonadal.
Essa fragdo caraclenzou-se como lipoglicoprotei
na, de alto peso molecular, ¢ome indicado pela
baixa mobilidsde eletroforética. Em ayu, Meroe

plocms altivelis, ATDA, NGAN; HIBIY AT, (1973)
reconheceram duss proteinas plasmdticas especifi-
cas de fémeas em maturacio ¢ em machos trata.
dos com estrdgencs, concluinds gue pelo menos
duas proteinas cspecificas sSo sintetizadas no mi-
oo da vitelogfnese e com administragio de estrd-
BT,

Em anfibios, a fragio plasmdtica especifica de
feémeas foi caracterizada como uma glicolipofosfo-
protedng, a vitelogenina, que € secretada pelo figa-
do sob controby estroginics e, sob a influéncia de
gonadotropinas & seletivamente tomada pelos obci-
tos em crescomento & convertida nas proteinas de
vitelo lipovitelina ¢ fosvitina WALLACE & BER-
GINE (1974).

0z eletroferogramas plasmdticos de bapre néo
apresentaram mudangss em relagio & injecbes de
HOG, horménio amplamente utilizado em indwgSo
da reprodugSo em peixes. O modo de ag@io das
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TABELA 3
Freqiéncias absalutas e percentuads (entre parfnteses) dos padrdes observados na regifo F dos
pletroferogramas plasmaticns de bagre, R filar, considerados para fémeas (A), para
machos () e para sexos grupades (C), em relagio & clases de pomprimento total (Ly).

(A)

Classes de Padroes [ Total
L, (cm) F, F, Fy F4

170 — 230 {31} 5(17) 3(10 12(42) 20
230 = 290 7017 15(37) 4100 15(37) 41
290 — 350 3{16) #(42) a1y 4(21) 19
(B) B

Classes de Padﬁ_ﬁ&_i Total
Ly (o E ! Fy Fy Fy

170 +~ 230 2(13) 4(27) 2(13) 7 (47} 15
T30 - 290 4(8) 13(25) 70(13) I8 (54) i1
290 ~ 35,0 —(=) 5(62) —i=) 3(38) &
(9}

Claszes de - Padrdes Tartal
Ly (cm) Fy Fy 3y Fy

170 +— 130 11{25) 9{21) S{I]}- 19 (43) 44
730 - 290 11{12) 25 (30) 11{12) 43 (46) 93
290 - 350 311} 13 (48) 4(15) T(26) 27
Total 25 (15) sn(31) W12 65 (42) 164

gonzdotropinas nio esti elucidado, parccendo
atwar oo contrele da esteroidogénese (HOAR,
{ 196%). Estudos realizados em anfibics WALLACE
& BERGINE, (1974) indicam que as gonadotro-
pinas podem estimular a taxa de sintese e secreqio
de fosfoproteina, mis no seu acimulo no plasma
sangiiinec.

Creante A concentrag@o de proteina total,

MAHIEL (1972) ¢ KONDRATYEVA (1977) en-
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contraram alierapdes destes valores relacionados 20
ciclo reprodutive. Entretanie, o mesmoe nio aeor-
reu para ¢ bagre no presenie ¢5tido, apesas de te-
rem ocarrido oscilagies dos valeres de proteina
total dentro da amplitude de 2,35 gidl 25,80 gldl.
Tumbém em Anguilla japosica nF foram detecta-
das tais alteragies, tendo o3 valores registrados v
riado entee 2,11 gidl e 493 g/dl (TAKASHIMA,
TAKANG: HARA (1979).
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FIGURA 3 — Esguemna dos padroes fenot fpicos observados na regifio D, (O — origem)

FIGURA 4 — Eletroferogramas dus proteinas plasmiticas do bagre, B hddarii, evidenciando o efeito
do benzoato de estadiol na formac@o da banda A (seta), L, injetado & C, controle (O -
interface de dois péis).
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total (p/dl) e curva de maturagEo de maches & fémeas do bagre, K. Ak
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