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Synopsis

Effects of different positions of sampling and different periods of preservation of
the samples at —-15°C on the general protein electropherograms of skeletic muscle
of Micropogonias gwwieni were analysed and the conditions of extraction and
electrophoresis of the proteins were established. Extraction and preservation
powers of four solutions, distilledwater, sodium chloride 0,9%, phosphate buffer pH 7,5
Y=0.05 (Comnell, 1953) and glycerol-EDTA-Tris pH 8.7.(Scopes, 1968), were compared.
The electrophoresis conditions were investigated using cellulose acetate membranes
with six different buffer systems and starch gel with three different buffer
systems. Samples of muscle collected from different positions did not  show
differences either in the number of bands or in their relative migrations in the
electropherograms. Alterations in the electropherograms were noted according the
veriod of sample preservation. The greatest extraction and preservation powers
were found with the solution glycerol-EDTA-tris pH 8.7. In the buffer systems
used, the maximum number of nine bands was obtained in cellulose acetate membranes
as well as in starch gel. The best separation of the proteins in cellulose acetate
membranes was found with Tris-glycine buffer pH 8.3 (Tris 0.0495M, glycine 0.3836M),
and in starch gel with gel buffer constituted by Tris, EDTA and boric acid, pH 8.6
(Huelms, 1968) and electrode buffer constituted by boric acid and sodium hydroxid
(Smithies, 1955).

Jescy iptars: Electrophoresis, Proteins, Muscle, Methodology, South coast - Brazil,
Southeast coast - Brazil, Cananéla - 5P, YWorompgmucas duwandend,
Sciasenidae,

Descrltares: Eletroforese, Proteinas, Misculo, Metodologia, Costa sul - Brasil,
Costa sudeste - Brasil, Cananéia - SP, 'l{ctopogondas duandead,
Sciaenidae,

Introducio obtidas de dados eletroforéticos, tem
sido realizada com base genetica a deli-
mitagao de populagoes conespecificas de
peixes, mesmo de alto-mar, onde ha gran-
de potencial de intercruzamentos (Sick,
2 T 1965a, b; Fujino & Kang, 1968; de Ligny,
atraves das bandas constituidas por 1969; Fujino, 1969, 1971, 1976; Numachi,
proteinas de diferentes mobilidades. A~ y979: Urrer of af., 1972; Utter of 4f.,
traves da analise de frequencias genicas 1974; Morgan & Ulanowicz, 1976).

Métodos eletroforéticos tém proporciona-
do um grande avanco no estudo de popula-
goes de peixes, permitindo detectar
produtos de diferentes genes alelicos

(*#) Trabalho realizado com apoio fi- Amostras de musculo esquelétice tem
nanceiro da FAPESP -Fundacao de sido amplamente utilizadas em estudos de
Amparo a Pesquisa do Estado de delimitagao de populagoes de peixes, a-
Sao Paulo (Proc. 74/816, Proc. traves de metodos eletroforéticos. Es-
75/387 e Proc. 76/262), sas amostras, ao contrario do sangue,

(**) Aluna do Curso de Pos-Graduacao tem a vantagem de poderem ser coletadas
do IOUSP. de animais congelados e de animais de

(*#%%) Atualmente no INPA - Instituto qualquer tamanho (de Ligny, op. cif.;
Nacional de Pesquisas da Ama- Howlet & Jamieson, 1971). Alem disso, a
zonia. coleta das amostras de musculo e simples,
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pinga e bisturi ou tesoura e, para o seu
transporte, podem ser uardadas ate mes-
mo em sacos plésticos.

Por outro lado, o uso do musculo exi-
ge um estudo detalhado sobre sua posigao
no corpo do animal onde as amostras se-
rao coletadas, o metodo de preservagao e
as condlgoes para extragao e eletrofore-
se. Muisculos de diferentes regloes do
corpo de pelxes apresentam variagoes na
largura dos miotomos, na concentragac de
DNA e de Ions (Love, 1970) e nas taxas
de reacoes bioquimicas (Amano et al.,
1953; Kawabata, 1953; Amlacher, 1961).
Ao contrario do musculo de aves e mami-
feros, o de peixes e bastante Susceprl-
vel a deterioracao durante preservagao
por longo tempo a -15°C (Connell, 1975).

Neste trabalho, como primeira parte
do estudo populacional de M. fwwdieri da
costa SE-S do Brasil atraves de eletro-
ferogramas do musculo esqueletlco in-
vestigou~se os efeitos da p051gao de co-
leta e do periodo de preservagao das a-
mostras sobre os eletroferogramas, assim
como se procurou as melhores condlgoes
para extracao e eletroforese das protei-
nas.

Material e métodos

0 material utilizado, amostra de musculo
esquelético, foi coletado de exemplares
de M. fwwieni capturados em Cananeia
(SP). Para amostrar o musculo, removeu-
se a pele da regiao acima da linha late-
ral e recortou-se a amostra com o bistu-
ri. As amostras foram colocadas em tu-
bos de plastico neutro com tampa e trans-—
portadas em bujoes de nitrogenio llqu1d0
do local de amostragem ao laboratorio em
Sao Paulo, onde foram mantxdos em conge-
lador a =15°C ate sua maceracao e anali-
se eletroforética.

Com 0 intuito de determinar a posigao
mais adequada de coleta das amostras de
musculos, foram comparados os eletrofe-
rogramas e as concentragoes protéicas
totais de amostras coletadas de diferen-
tes posicoes no corpo do peixe. Para
tanto, utilizou-se 8 peixes (Tab. 1),
sendo que, de cada um, foram coletadas
amostras de 4 posigoes acima da linha
lateral, no flanco direito do animal,
indicadas na Figura 1. A extragao das
proteinas foi realizada com glicerol-
EDTA-Tris pH 8,7 (Scopes, 1968), na pro-
porcao 1:3 (peso:volume), e a analise
eletroforética desenvolvida em membrana
de acetato de celulose, com o sistema de

Tabela 1. Dados dos 8 exemplares de M.
fwwmiens utilizados no experi-
mento para determinagcao da po-
sicao mais adequada de coleta
de amostra de misculo esquelé-
tico

Exemplar Comprimento Sexo Estadio de
{n.) total (mm) maturidade
9 247 o A
10 256 o) B
i 262 3 B
12 226 0 B
13 233 ° B
14 207 ¢ A
15 206 =3 B
16 207 o A
A = |[Imaturo
B = Em maturacgao

Fig.

1. Esquema indicando as diferentes
posicoes de coleta de amostras
de musculo esquelético de M.
furndend.

tampao 5 da Tabela 2, sob voltagem cons-
tante de 300 V, durante 20 min. A vi-
sualizagao das bandas de proteinas ge-
rais foi obtida com Ponceau S (0,05 g

em 100 ml de acido tricloroacetico 5 Z).
A concentracao protéica total (g/dl) dos
extratos foi medida através da reagao de
biureto (Gormall et af., 1949).

Foi realizado um experimento para ve-
rificar se diferentes periodos de pre-
servagao das amostras a -15°C afetam os
eletroferogramas e a concentragao total
dos extratos. Neste experimento, cole-
tou-se amostra de misculo da posicao I
do corpo de 7 peixes (Tab. 3). Cada a-
mostra foi dividida em tres subamostras,
as quais foram transportadas em bujoes
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Tabela 2. Resumo dos resultados obtidos de eletroforese em membranas de
acetato de celulose com diferentes sistemas de tampao

Identificacao

do tampao

Tampan Composizan fondigces de

eletrotorese

Niomera de

bandas

Comprimento

do Observagao

eletroferograma (wa)

Sistema | Tris-glicina pH 9,5 Tris 0,1163 M g0 v 8-9 2B.56+0,74 -
glicina 0,3010 M 10 min (32)
Sistema 2 Tris=glicina pH 8,5 Sistemas | e 3 joo v 8-9 27.58+1,02 Diminuigdo no compri-
no anodo e Barbital- 30 min (64) mento dos eletrofero-
EDTA pH E,6 nocatodo gramas com as vezes de
uso do tampao
Sistema 3 Barbital-EOTA pH B,6 Kit da Carning ACI 300 v 5 18,81+0,76 -
Electrophoresis i0 min (32)
Systems
Sistema h Fosfato pH 8,0 5,3 ml de fosfato 20 mA 3 16,75%0,30 -
de sddio monobdsico 60 min (32)
0,24 e 94,7 ml de
fosfato de sodio
dibasico 0,2M
Sistema 5§ Tris-glicina pH 8,3 Tris 0,0495 M 300 v 9 37,50%2,76 -
glicina 0,3836 M 30 min (&)
Sistema 6 Tris-glicina pH 8,3 Tris 0,0388 M o0 v B-9 23,50%1,59 o
glicina 0,3010 ¥ 30 min (&)
(%) =

(*2) =

Bandas coradas por Ponceau §,
Hedia ¢

do eletroferograma até o centro da banda mals préxima ac 3nodo.

intervaio de ~onfianga a nivel de significancia 5%, do comprimento, em mm, desde a orligem

Entre paréntesis, encontra-se o

nimero de eletroferogramas.

Tabela 3. Dados dos 7 exemplares de M.
pwwndiend utilizados no expe-
rimento sobre os efeitos do
periodo de preservacao das
amostras de musculos esque-
léticos a =15°C

Exemplar Comprimento Sexo Estadio de
(n.) total (mm) maturidade
33 610 Q B
34 615 Q B
35 610 : D
36 710 : B
37 680 Q D
38 685 Q B
39 640 e, B

B = Em maturagao

D = Esgotada

de nitrogenio liquido para Sao Paulo,

onde foram preservadas em congelador a
-15°C. Uma das subamostras foi macerada
e analisada eletroforeticamente apos 10
dias, a segunda, apos 20 dias, e a ter-
ceira, apos 35 dias. A extracao, anali-
se eletroforéetica e a visualizacao das

proteinas foram realizadas conforme o
processo descrito para o experimento so-
bre a amostragem de musculo esquelético
de diferentes posigoes. A medida e con-
centragao proteica total (g/dl) dos ex-
tratos foi feita utilizando-se refrato-
metro Atago para proteinas.

As condigoes de extracao das protei-
nas de musculo esquelético foram estabe-
lecidas através de experimento, visando
selecionar uma solugao com maior poder
de extragao de proteinas e maior po-
der de preservagao dos extratos. Para
tanto, coletou-se amostra da posigao I
do corpo de 8 peixes (Tab. 4), sendo ca-
da amostra dividida em 4 subamostras pa-
ra serem maceradas na proporgao 1:3, com
4 solugoes de extracao diferentes: agua
destilada; cloreto de sodio 0,9%; tampao
fosfato pH 7,5, p=0,05 (Connell, 1953);
glicerol-EDTA-Tris pH 8,7 (Scopes, 1968).
A maceragao foi realizada em macerador
eletrico, a 4500 rpm durante 1 min, com
temperatura entre 0 a 5°C, O macerado
foi centrifugado a 3500 rpm, durante
15 min; o sobrenadante foi coletado e
submetido a nova centrifugacao a 10000
rpm, por 15 min, obtendo-se assim o
extrato protéico. A concentracao pro-
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Tabela 4. Dados dos 8 exemplares de M.
gfwwmiend utilizados nos expe-

rimentos para selecao da solu-
cao de extracao e das condicoes

de eletroforese das proteinas
do musculo esqueletico

Exemplar Sexo Estadio de

(n.)

Comprimento

total (mm) maturidade

227 0
197
235
328
187
194
265
276

== T I Y TV
Oy +0 o
m W P P @ @ > @

L0 T N

A = Imaturo

Em maturacao

L=
L]

teica total (g/dl) foi medida em refra-
tometro Atago para proteinas.

Para verificar o poder de preserva-
cao dos extratos obtidos com as diferen-
tes solugoes, foram comparados a concen-
tracao proteica total e os eletrofero-
gramas dos extratos recem-preparados
com os obtidos de mesmas amostras apos
sua conservagao por 7 dias em congela-
dor a -15°C. Os eletroferogramas foram
obtidos em membrana de acetato de celu-
lose com o sistema de tampao 1, referido
na Tabela 2 (Tris-glicina pH 9,5).

Visando comparar diferentes meios de
suporte, realizou-se eletroforese em
membrana de acetato de celulose
Cellogel (Chemetron, de dimensoes 5,7 x
14,0 cm) e gel de amido preparado com
amido hidrolisado da Sigma, de concen-
tracao 16% e de dimensoes 20,5 x 10,0 x
0,4 cm,

Em membrana de acetato de celulose,
os extratos preparados com cada uma
das 4 solucoes de extrato foram anali-
zados eletroforeticamente com os siste-
mas de tampao 1, 2, 3 e 4 (Tab. 2).
Para comparar dois tampoes Tris-glicina
pH 8,3 de diferentes concentragoes, oS
extratos preparados com glicerol-EDTA-
Tris pH 8,7 foram, também, analisados
com os sistemas 5 e 6 (Tab. 2).

Neste trabalho, as bandas de protei-
nas gerais separadas em membrana de a-
cetato de celulose foram coradas com
Ponceau S e, posteriormente, lavadas

em 6 banhos sucessivos de acido acético
5%. A transparentizagao das membranas
foi realizada segundo as instrugoes da
Chemetron. Os eletroferogramas das mem-—
branas transparentizadas foram analisa-
dos em densitometro Atago, com filtro
500 nm, e estimou-se a concentracao re-
lativa (%) de cada banda protéica.

As bandas protéicas principais foram
designadas por algarismos romanos na se-
qiencia de aparecimento, a partir daori-
gem em direcao ao anodo (Fig. 2). Indi-
ces arabicos, seguindo também a ordem
crescente em direcao ao anodo, foram u-
tilizados para indicar os componentes
das bandas principais.

A analise da variagao qualitativa nos
eletroferogramas baseou-se no nimero e
na mobilidade das bandas. Para estimar
a mobilidade de cada barda, calculou-se
sua distancia relativa atraves da ex-
pressao d=a/b (Fig. 2), onde a & a dis-
tancia entre a projegao da origem sobre
a linha de base das curvas densitométri-
cas e a projegao do pico da curva cor-
respondente a banda em questao sobre a
mesma linha, e b & a distancia entre a
projecao da origem sobre a linha de base
das curvas densitométricas e a projegao

Origem +

, LLLOD NV M

Bandas

|

8 = distancia da banda II,
e

P

b = distancia padrao

% ) a
Distancia relativa = b

Fig. 2. Curva densitometrica de um ele-
troferograma de proteinas gerais
de misculo esquelético de M.
pjurniernd, mostrando as bandas
principais e seus componentes e
o metodo para o calculo da dis-
tancia relativa da banda I1;.




SUZUKI et ak.: Micropogonias ju'miendi: eletroforese

157

do pico da curva correspondente a banda
IV sobre a mesma linha. Considerando-se
que a banda IV se apresentou distinta em
todos os eletroferogramas, a distancia b
foi tomada como padrao para cada eletro-
ferograma, na estimativa das distancias
relativas.

Em gel de amido, extratos preparados
com cloreto de sodio 0,97 e com glicerol-
EDTA-Tris pH 8,7 foram analisados ele-
troforeticamente com os sistemas de tam—
pao 4, 7 e8 citados na Tabela 5. Os
extratos foram aplicados ao gel atraves
de tiras de papel de filtro (1,2x0,4 cm)

embebidas de
amperagem de
4°C. Depois

extrato, e analisados sob
45 mA durante 150 min, a
da eletroforese, o gel foi
cortado em 3 camadas, sendo a superior
de 0,1 cm, a central de 0,2 cm e a infe-
rior de 0,1 ecm. A camada central foi
corada com Nigrosina (Nigrosina saturada
em metanol: agua:acido acetico 5:5:1) e,
a seguir, lavada em metanol:agua:acido
acetice 5:5:1.

Na comparagao de valores numéricos,
foi sempre considerado o nivel de signi-
ficancia de 5%.

Tabela 5. Sistemas de tampao utilizados em eletroforese em gel de amido 16%

Identificagao Tampao

do tampao

Composigao

Sistema 4 Fosfato pH 8,0

(continuo)

5,3 ml de fosfato de sodio monoba-
sico 0,2 M e 94,7 ml

sodio dibasico 0,2 M

de fosfato de

Sistema 7 Gel: Tris-EDTA-acido bérico Tris 0,90 M, EDTA 0,02 M, 3cido bo-
(descontinuo) pH 8,6 (Huehns, 1968) rico 0,50 M
Cuba: acido borico-hidraxido Acido borico 0,3 M, hidrdoxido de
de scédio (Smithies, 1955) sadio 0,06 M
Sistema 8 Gel: acido borico-hidroxido Acido bérico 0,03 M, hidroxido de
(descontinuo) de sodio (Smithies, 1955) sodio 0,012 M
Cuba: acido borico-hidroxido Acido borico 0,3 M, hidréxido de
de sédio (Smithies, 1955) sodio 0,06 M

Resultados

Amostras de misculo esquelético, cole-
tadas de diferentes posigoes do corpo do
peixe, nao apresentaram diferengas sig-
nificativas na concentragao protéica to-
tal dos seus extratos (Tab. 6) e seus e-
letroferogramas nao apresentaram dife-
rengas quanto ao numero, nem quanto a
posigao relativa das bandas (Fig. 3).
Por outro lado, a concentragao rela-
tiva (Z) das bandas variaram de acordo
com a posicao de coleta das amostras
(Tab. 7). & medida que a posigao de co-
leta se aproximava da regiao caudal, as
bandas I, III e IV apresentaram conce-
tracoes relativas maiores, e as bandas
V, VI;+VI; e VII, a partir da posicao
II, concentracoes relativas menores. A
banda II; apresentou sua concentragﬁo
relativa decrescente, a partir da posi-
cao I em diregao a posicao IV. Dife-
rencas significativas foram encontradas

nas concentragoes relativas das bandas
I, e VII.

Tabela 6. Concentracao protéica total
de amostras coletadas dedi-
ferentes posicoes do corpo
do peixe. Cada valor repre-
senta a média de 8 peixes *
intervalo de confianca (nT-
vel de significancia, 5%)

Posicao de Concentracao proteica

coleta total (g/d&)
P I 1,46+0,16
P oIl 1,5140,16
P oIl 1 ,5440,22
P 1V 1,43+0,17
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Posigac I1

I

-
-

Posi

a
;.. 1

Posigdo IV

Fig. 3. Curvas densitométricas de extra-
tos de amostras, coletadas nas
quatro posicoes do mesmo peixe.

Diante de tais variagoes quantitati-
vas, para poder padronizar os dados, de-
terminou-se para este estudo, a posigao
I para a coleta das amostras de misculo
esquelético, por ser a mais facil de ser
determinada no corpo do peixe.

No experimento sobre os efeitos do
periodo de preservagao das amostras de
musculo esquelético foram obtidos ele-
troferogramas que diferem quanto a ban-
das I; e I» (Fig. 4). Eletroferogramas
de porgoes preservadas por 10 dias apre-
sentaram a banda I, justaposta a I;, e
distinta da II,. Aumentando-se o perio-
do de preservacao para 20 dias, a banda
I, apresentou um aumento na migragao,
separando-se nitidamente da I; e estando
distinta da IT;; apos 35 dias, a sua mi-
gracao foi maior ainda, apresentando-se
como uma cauda da II:. O aumento na mi-
gragao da banda I, com o periodo de pre-
servacao esta quantificada através da
sua distancia relativa (Tab. 8). Quanto
a banda I, em eletroferogramas de por-
gSes preservadas por 10 dias, apresen-
tou-se justaposta a I, enquanto que, em
eletroferogramas de porgoes preservadas
por 20 e 35 dias, apresentou mlgragao
menor, estando mais proxima da origem e
distinta da I, (Fig. 4; Tab. 8)

Diferengas 51gn1f1cat1vas nao foram
observadas na concentragao proteica to-
tal de extratos preparados com glicerol-
EDTA-Tris pH 8,7, apos 10, 20 e 35 dias
de preservagao do musculo esqueletico
(Tab., 9).

Tabela 7. Concentragao relativa (%) das bandas de eletroferogramas de amos-
tras coletadas de diferentes posicoes do corpo do peixe

Posicao de coleta

Concentracao relativa

(%) das bandas

das amostras |4 114 (Y 111 v v VIg4Vi, Vi
Posigao | X k,73  29,90% 6,11 8,98 25,15 15,02 2,48 6,34
txSx 0,83 3,38 1,52 2,10 1,26 0,59 0,69 1,62
Posicao || X 5,03 25,02 5,56 10,31 25,36 15,50 2,84 8,80
txSx 0,79 1,33 1,41 2,30 1,27 0,64 0,58 2,0k
Posigcao Il1 X 6,19 2k,99 4,96 1,80 26,69 14,54 2,39 6,35
txSx 1,33 0,60 1,58 1,87 1,51 0,58 0,53 1,54
Posigao IV x 5,96 23,62 7,87 12,32 28,13 13,87 2,10 2,93%
txSx 1,40 2,46 1,84 1,56 2,02 0,83 0,65 0,99
X = Média de 8 peixes
txSx = Intervalo de confianga (nivel de significancia,5%)
* = Diferenca significativa ao nivel de 5%
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Origem +

10 dias

20 dias

17 R 4 8 s
I, LIZILITV V

35 dias

Curvas densitometricas de estra-
tos de porcoes de mesma amostra,
analisados apos 10, 20 e 35 dias
de preservacao das porcoes a
-15°C. 0s extratos foram prepa-
rados na proporcao 1:3 (p:v) com
glicerol-EDTA-Tris pH 8,7
(Scopes, 1968).

Fig. 4.

Distancia relativa das bandas
l1 e | de porgaes anal isadas
apos 10, 20 e 35 dias de pre-
servacao, a -15°C. Cada valor
representa a média de 7 pei-
xes * intervalo de confianca
(nTvel de significancia, 5%)

Tabela 8.

Periodo de Distancia relativa

preservacao

Banda l 2

a -15°¢C Banda 11

10 dias - 0,26+0, 04
20 dias 0,0%£0,0 0,27+0,03
35 dias 0,06+0,02 0,33+0,04

Valor nao distinto.

Tabela 9. Concentragao protéica total de
porcoes analisadas apos 10, 20
e 35 dias de preservacao, a
15°C. Cada valor representa a
media de 8 peixes * intervalo
de confianga (nfvel de signi-
ficancia, 5%)

Periodo de Concentracao protéica total*

preservacao

(g/dl)
a -15°¢C
10 dias 3,17¢0,17
20 dias 3,31+0,15
35 dias 3,06+0,18

(*) Concentracao protéica medida atraves de

refratometro Atago.

0 experimento sobre metodo de extra-
cao das proteinas de masculo esqueleétice
mostrou que a solugao de extragao afeta
nao so a quantidade de protelna extrai-
da como tambem a conservacao dos extra-
tos protéicos.

Na Tabela 10 encontra-se a concentra-
cao protéica total dos extratos prepara—
dos com diferentes solugoes, medida an—
tes e depois da conservagao dos extratos
em congelador a -15°C por 7 dias, e a
porcentagem de dlmlnu1gao na concentra-
cao protelca total. Extratos preparados
com agua destilada apresentaram a menor
quantidade de proteina extraida
(1,83 + 0,11 g/d1l) e a maior porcentagem
de dlmlnu1gao na concentragao proteica
total apos a conservacgao (37,87 +16,927),
enquanto que extratos preparados com

glicerol-EDTA-Tris pH 8,7 apresentaram
a maior quantidade de proteina extraida
(3,20 + 0,15g/d1l) e relativamente baixa
porcentagem de diminuicao na concentra-
gao protéica total (21,18 *+ 10,43%).
Quanto a eletroferogramas, a conser-
vagao dos extratos alterou a concentra-
cao relativa das bandas sem, entretanto,
alterar o numero e a posigao relativa
das mesmas. Na Tabela 11, encontra-se
a concentragao relativa das bandas de
extratos preparados com diferentes solu-
gaes, obtida antes e depois da conser-
vagao, e a porcentagem de variagao na
concentragao relatlva. A conservagao
dos extratos a -15°Cc, por 7 _dias, cau-
sou a ocorrencia de dep051gao de mate-
rial corado na origem dos eletroferogra-
mas e, consequentemente, aumento na con-
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Tabela 10. Concentragao proteica total de
eXtratos preparados com dlfe- Solugdo de extragao Concentragdo protaica total [g/dL)w
rentes so]ugoes de extragao, de proteinas
med ida ]OgO apos a Extl"agao e I:3(pesoivolume) Logo ap‘a'l Apds conservagao 1 de diminuigdo

Ktragao do extrato
apos conservacao dos extratos N
a —15°C por ? dias A dimi- Agua destilada 1832011 1,1320,30 37,87=16,92
? - .
nuicao (%) na concentracao g
foi calculada em relagao a {Connell, 1953) 2,0 20,09 1,k020,42 29,89:21,05
dados obtidos ]090 apc-)s a ex= Clareto de sddio 0,98 2,4020,13 },9820,11 17,24 8,01
tracao, Cada valor representa  sticeral-eoma-rris
a media de 8 peixes * inter- FH 5,7 loeopasy 1960).  320:0.33 2.5320.37 21,18:10,43
Va‘O de Confianga (I"'II'VE] de- (*) Concentragao protéica obiida atraves do refratometra Atagoe
significancia, 5%)
Tabela 11, Concentragao relativa (%) de bandas de eletroferogramas de extratos

preparados com diferentes solucoes de extracao e analisados com
antes e depois da conservagao a -15°C,
por uma semana, e % de varlagao na concentracao relativa de cada

tampao Tris-glicina pH 9,5,

banda apds a conservagao

Solugan de Concentracho relativa (%) das indas
eatracan
[V:3 prw) | 1 I (RN Iy ] Vil
dqua antes 21,85 6. 4o 23,97 5,82 11,04 1,87 12,71 1,65 12,358° 2.9 3,547 o,Mm 1,58 hon
destilada depois Li,32¢ 5,07 26,48 3 .83 B, o1 2,32 19,27 2,77 T S L N B 19,49 2, 24 o,t 0,26 1.k 1
va 11a,99: 89, 12 1e,B021,36  b1,79:27,51 20,39°14,31  BI,46' 8,25 100, BL gh,3bt13,39 BL,24°23,29
Tampano fos- ante 24 65 §,549 e 5,38 10,86 1,97 12,86 1,60 37O B Sl S ) 12,29 1,02 1,5 84 3,83
fato pH 7.5, dep 15,93 L.68 24,56 3,13 6.53* 1,02 11,6 2,09 b, 70t 0,98 Ia, 30 at2 k4t @,57 2,10 1,27
u=0, 105 var 76,89+ LB 19 32,28426,90 34,194 06,64 to,0 + 8,70 66 47 5 64 16,314 3,83 Bp,br24, 38 LL 56-2¢
Cloreto 4 LEL L, 32 23,69 2.18 6,59 0,89 12.86% 1,15 L, R2 n. RE 1 | Voin [ a |
sodio 9 lepoi 7.4 17,742 5. 47 6,83+ 0,72 8,12* 3,49 0,68 0,590 | 3 0.9 8 L0 |
var 310,57 23.51%18,%1 I hosth 96 39,0427 B2 8L 9011 66 [T AR i Ly 13,2626 5
Gliceral antes 26,9k L p8 28,04* 3 Lo 6,50% 1 19 12,33 2,69 13,0L 2 83 9.9 1,29 1 n,3t 2,1l (]
EDTA-Tris depol j4,50* 5,06 26,02 3,52 5,81+ 0,74 13,26% | .47 B, 95" 2.7 .87 1,54 0,35 0,32 2,14 t, 88
pH 8.7 va 28,162 14,40 6,90¢ 7,85 3.26%30,17 11,50 14,97 43,8521 ,54 8,9 29 37,6k*59 51 2 Y
Cada valor representa a média de oito peixes * intervalo de confianca (nfwel de sianificincia, 5"

centragao relativa da banda I,. Maiores
diminuicoes na concentragao relativa fo-
ram observadas nas bandas IV e VI. Ex-
tratos preparados com glicerol-EDTA-Tris
pH 8,7 foram, em geral, os menos afeta-
dos pela conservacao.

0 namero de bandas obtido em eletro-
forese em membrana de acetato de celulo-
se dependeu do sistema de tampao utili-
zado. Em cada sistema, extratos prepa-’
rados com diferentes solugoes nao apre-
sentaram variacao no numero de bandas,
nem na posigao relativa das mesmas.

A Figura 5 mostra curvas densitome-
tricas de mesmo extrato, analisado com
os sistemas de tampao 1, 2, 3 e 4 (Tab.
2). Em eletroforese realizada com os
sistemas 1 e 2, obteve-se eletroferogra-
mas mais compridos, evidenciando maior
numero de bandas, 8 ou 9, enquanto que,
com o sistema 3, evidenciou-se 5 bandas;
com o sistema 4, apenas 3 bandas.

Em analises eletroforéticas de mesmo
extrato com os sistemas utilizados, so-
mente com o sistema 2, foram obtidos
eletroferogramas diferentes, conforme o
numero de vezes de uso das mesmas solu-
coes—tampao (Fig. 6). Na segunda vez de
uso das solugoes-tampao, as bandas apre-
sentaram-se mais nitidas que na primeira
vez, evidenciando-se a banda II; distin-
ta da II,; alem disso, o comprimento dos
eletroferogramas foi relativamente menor,
indicando variagao na concentragao do
tampao (Smith, 1968).

A Figura 7 mostra curvas densitome-
tricas do mesmo extrato, analisado sob
mesmas condigoes com diferentes tampoes
Tris-glicina, sistemas 1, 5 e 6 (Tab.2).
Melhor separacao das proteinas foi obti-
da em eletroforese com o sistema 5, re-
sultando em eletroferogramas mais com-
pridos e com bandas mais nitidas.

0 resumo dos resultados obtidos de
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Origem -

! | WERmEE |
. S {5 sistema 1
Jv \r/vU L ' Tris-glicina pH 9,5
ILn,momv v VI VI
sistema 2
f\ /\ qll Tris-glicina pH 9,5 no
V WU anodo e Barbital-EDTA
..... Nt pH B,6 no catado
L L LOONMV VI VT
.l: | I—— — -

sistema 3

Barbital-EDTA pH 8,86

sistema 4

Fosfate pH 8,0

Fig. 5. Curvas densitométricas de mesmo
extrato, preparado com glicerol-
EDTA-Tris pH 8,7 (Scopes, 1968)
e analisado com diferentes sis-
temas de tampao.

eletroforese em membrana de acetato de
celulose, com diferentes sistemas de
tampoes, encontra—-se na Tabela 2.

A Figura 8 mostra eletroferogramas de
mesmo extrato analisado em membrana de
gel de amido com diferentes sistemas
de tampao. Em eletroforese com sistema
continuo4 as proteinas concentraram-se
em Gnica banda, muito proximo a origem
(Fig. 8-=1). Em eletroforese com os sis-—
temas descontinuos, 7 e 8, obteve-se 8
ou 9 bandas, sendo que o comprimento dos
eletroferogramas obtidos com o sistema 7
(Fig. 8-2) foi maior que o dos obtidos
com o sistema 8 (Fig. 8-3).

Em eletroforese em gel de amido com
um mesmo sistema de tampao, extratos
preparados com diferentes solugoes nao
apresentaram variacao no numero, nem na

posicao relativa das mesmas.

Eletroforese realizada tanto em mem-
brana de acetato de celulose, como em
gel de amido, resultaram ao maximo em 9
bandas.

Origem +

Tampae utilizade

wela primeira vez
! P

Tampao utilizado

pela segunda vez

I [Lo,m
Fig. 6. Curvas densitométricas de mesmo
extrato, analisado com o siste=-
ma Tris-glicina pH 9,5 no anodo
e Barbital-EDTA pH 8,6 no cata-

do (sistema 2).

Origem +

sistema 1
pH 9,5
Tris 0,1164M
glicina 0,3010M

"No. ECG 180

sistema 5

pH 8,3
Tris 0,0495M
glicina 0,3836M

sistema 6

E pH 8,3
Tris 0,0388M
glicina 0,3010M

IN;Eaﬁl
Curvas densitoméetricas de mesmo
extrato, preparadocomglicerol-
EDTA-Tris pH 8,7 (Scopes, 1968)
e analisado com diferentes tam-
poes Tris-glicina.

T8
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borando a importancia do uso de amostras
¥ Bk N de mesma regiao em estudos sobre protei-
nas musculares, enfatizada por Haen &
a-1 sistema 4 O'R k (l f’ )
l o s fostate 6.0 ourke (op. cdt.). )
Tarpdo da cuba: fosfato pi 8,0 Neste estudo, amostras de musculo de
M. 4wwieni preservadas a -15°C por 10,
20 e 35 dias apresentaram eletroferogra-
mas que diferem quanto a mobilidade das
: . i3 e bandas I, e I». O efeito .d9 periodo
| ' A Tampio do geli Tris-EMA-icido k- de€ preservagao sobre a mobilidade de
e b zigo, g 6,6 Wi, 1300) banda proteica foi tambem constatado
Tampao da cuba: dcido bdrico-hidrd -
ido de siiic (auinies, 1955 Para eletroferogramas de musculo de
Gadus (Melanogrammus) aegtc{&nué em
, condigoes de preservacao a 2°C por 1,
- i R 4 e 14 dias (Moore et al., 1970).
Ifg;;' \ Tampio do gel: dcido birico-hiars  Bechtel & Alves (1973) analisaram ele-
- ' %0 de A7io HE B, 5:8,5 troforeticamente musculo da mesma es-

{Gmithies,1955)
Tampiio da cuba: Acido birico-hidrd
xido de s5dio (Smithies, 1955)
Fig. 8. Eletroferogramas de mesmo
extrato, analisadoem mem=-
branas de gel deamido com
diferentes sistemas de
tampao e corados por Ni-
grosina.

Discussio

Emrelagao a diferentes regioes do corpo de
peixes, Analytical Methods Committee (1966)
eDamberga(1963)constatarmnqueosnmacu—
los da porgao proxxma a cabega em Gadus
morhua sap mais ricos em proteinas que os da
mediana ou caudal, e Thurston & MacMaster
(1960) encontraram a maior quantidade de
proteinas nos da porgao mediana de
Hippoglossus stenglepdis. No entanto,
amostras de musculo coletadas de dife-
rentes regioes do corpo de Micropegonias
ﬂu&n{e&i apresentaram quantidades de
protelnas relativamente constantes.
Atraves de analise eletroforetica,
tem sido constatadas variagoes na compo-
sicao protelna de misculos de diferen-
tes regioes do corpo de coelho (Bosch,
1951) e de peixes de agua doce (Haen &
0'Rourke, 1969). Dentre os pelxes ma-
rinhos, varias espécies de atum foram
estudadas por Tsai & Yang (1975) e ne-
nhuma delas apresentou diferencas nos
eletroferogramas de musculo de diferen-
tes regioes do corpo. Eletroferogramas
de amostras de musculo de diferentes
regioes do corpo de M. futnierd apresen-
taram o mesmo numero e posigao relativa
das bandas. Entretanto, constatou-se
variacoes na concentragao relativa de
bandas de eletroferogramas de amostras
de diferentes regioes do corpo, corro-

pécie aqui estudada e encontraram re-
produtibilidade nos eletroferogramas

de amostras recem-processadas, refrige-
radas e congeladas. No entanto, nao
especificaram a temperatura nem o pe-
riodo de preservagao das amostras, o
que nao permitiu comparar seus resul-
tados aos obtidos neste trabalho.

A constatagao, em M. fuwmndiernd, de
diferentes eletroferogramas apresen-—
tados por amostras de musculo de mesmo
peixe, porém preservadas por 10, 20
e 35 dias a -15°C, elimina a possibili-
dade de essas diferengas serem produ-
tos de diferentes atividades genicas.

Os critérios geralmente empregados
para a classificagao das proteinas
baseiam—se, essencialmente, na sua
solubilidade e composigao (Cantarow &
Schepartz, 1962). Dentre as protei-
nas sarcoplasmaticas, as albuminas e
as globulinas sao soldveis em solugoes
de baixa forga ionica (p £ 0,05), sen-
do que as albuminas sao tambem solu-
vels em agua enquanto que as globuli-
nas nao o sao (Connell, 1953; Hamoir,
1955; Cantarow & Schepartz, op. c«t.;
Bushana Rao et al., 1969; Tsuyuki, 1974).
Extratos de musculo de M. fwtndlesnsi, pre-—
parados com agua destilada, apresentaram
menor quantidade de proteinas (g/dl),
relaggo a extratos preparados com as
demais solugoes sem, entretanto, apre-
sentarem diferengas quanto a nimero e
posigso das bandas nos eletroferogramas.

Extratos musculares de M. Awwnierd
mantldos a -15°C por 7 dias apresentaram
varlagoes tanto na concentragao protéi-
ca total dos extratos, como na concen-
tracao relativa das bandas eletrofore-
ticas. Extratos preparados com glice-
rol-EDTA-Tris pH 8,7 apresentaram nao
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so a maior quantidade de proteinas ex-
traidas como, tambem, baixa porcenta-
gem de variacao na concentragao protei-
ca total e na con(anLra\aO relativa das
bandas, apos conservacao. Howlet &
Jamieson (1971) ut1117aram, em testes
rotineiros, extratos musculares de
Spratftus sphatius preparados com essa
solugao e congelados por breve periodo,
a -15°C, obtendo resultados satisfa-
torios. O fato de os extratos muscula-
res de M. fwwidlerl preparados com gli=-
cerol-EDTA-Tris serem menos afetados pe-
la congelagao pode estar relacionado ana-
tureza dos componentes da solucao, des-
de que o glicerol e um anticongelante
e, o EDTA, um componente estavel no
armazenamento de solucoes aqiiosas
(Stecher et af., 1968), Taniguchi
(1969) utilizou, para extracgao das pro-
teinas musculares do genero Sawiida,
tampao veronal pH 8,6 adicionado de
glicerol para manter a estabilidade da
solugao resultante, e os extratos foram
aproveitaveis em analise eletroforetica
mesmo apos 15 dias de preservacao entre
0 e 4°C.

Taniguchi & Konishi (1971) observa-
ram que, em eletroforese das proteinas
sarcoplasmaticas, o uso da membrana de
acetato de celulose & preferivel na i-
dentificagao de espécies do genero
Auxis, enquanto que o de gel de amido o
€ na anallse de variagoes intra-especifi-
cas em Aux{x hoche{. Entretanto, no ex-
perimento para escolha do material de
suporte, o numero maximo de bandas obti-
do em eletroferogramas de musculo esque-
letico de M. fwwdlend foi 9, tanto em
membrana de acetato de celulose como em
gel de amido. Asssim sendo, escolheu-se
a membrana de acetato de celulose como
material de suporte neste estudo, devido
a vantagens, tais como: raplda separagao
e coloragao das bandas, rapida lavagem
da membrana, e simplicidade na transpa-
rentlzagao para a sua conservagao, manu-—
seio e densitometria das bandas.

Resumo

No presente trabalho, foram analisados
os efeitos de diferentes posigoes de co-
leta e de diferentes perlodos de preser-
vagao das amostras a -15°C sobre os ele-
troferogramas de proteinas gerais do
musculo esquelético de M&c&opogon&aé
fwmiend, e as condlgoes _para extragao e
a eletroforese das proteinas foram esta-
belecidas.

Foram comparados o poder de extragao
e de preservacao de 4 solugoes agua
destilada; cloreto de sodio 0,9%; tampao
fosfato pH 7,5 u=0,05 (Connell, 1953);
glicerol-EDTA-Tris pH 8,7 (Scopes, 1968).
As condigoes de eletroforese foram in-
vestigadas, utilizando—-se membranas de
acetato de celulose com seis diferentes
sistemas de tampoes e gel de amido com
tres diferentes sistemas de tampao.

As amostras coletadas de diferentes
p051g0e5 nao apresentaram diferengas no
nimero nem na posicao relativa das ban-
das nos eletroferogramas. Foram anota-
das alteragoes nos eletroferogramas
conforme o periodo de preservacao das
amostras. A solucao glicerol-EDTA-Tris
pH 8,7 apresentou o maior poder de ex-
tragao e de preservacao. Nos sistemas
de tampao testados, o nimero maximo de
9 bandas foi obtido, tanto em membrana
de acetato de celulose como em gel de
amido. Melhor separacao das proteinas
em membrana de acetato de celulose foi
obtida com tampao Tris-glicina pH 8,3
(Tris 0,0495M, glicina 0,3836M), e em
gel de amido, com tampao do gel consti-
tuido por Tris, EDTA e acido borico, de
pH 8,6 (Huehns, 1968) e tampao da cuba
constituido por acido borico e hidroxido
de sodio (Smithies, 1955).
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