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Introducao |

A producdao mundial de pescado procedente da
aquicultura é estimada em 47 milhdes de toneladas,
das quais 28 milhdes séo decorrentes do cultivo em
aguas continentais, principalmente dos paises
tropicais, como o Brasil. Das espécies icticas
criadas em ambientes tropicais de &gua doce
destacam-se as tilapias com uma produg¢édo mundial
que supera dois milhdes de toneladas [1]. Nos
ultimos anos no Brasil ocorreu um consideravel
aumento na producgao de tilapias, o que tem levado
0s pesquisadores que trabalham com aquicultura a
desenvolverem trabalhos relacionados ao
comportamento, fisiologia, genética e nutricdo dessa
espécie de peixe [2]. O estudo das proteinas
presentes em diferentes tecidos da espécie tilapia
podera trazer informagdes importantes para os
pesquisadores que trabalham com essa espécie.
Com base no exposto, o objetivo do presente
trabalho foi otimizar procedimentos de preparagao
de amostras de tecido muscular para fracionamento
de proteinas de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) por eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida (2D PAGE), como etapa inicial do
estudo protedmica dessa espécie de peixe.

Resultados e Discussao |

A amostra de tecido muscular (pool de amostras)
foi macerada em agua deionizada utilizando-se
almofariz e pistilo e o extrato protéico obtido foi
centrifugado a 13000 rpm durante dez minutos em
centrifuga refrigerada. Posteriormente as proteinas
foram precipitadas com acetona na proporcao 1:4.
Apos este procedimento o precipitado protéico foi
ressolubilizado em tampéao contendo uréia, tiouréia,
CHAPS, anfélitos, azul de bromofenol e DTT. O
extrato contendo as proteinas ressolubilizadas foi
aplicado em fitas de focalizagdo isoelétrica de 13
cm, com o gel pré-fabricado com anfolitos
imobilizados de pH 3-10. Estas fitas foram
hidratadas durante 12 h e em seguida foram levadas
ao sistema de focalizacdo isoelétrica, para corrida
em primeira dimensao. O tempo médio dessa etapa
foi de 4,5 h.
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Para a corrida em segunda dimenséao, as fitas foram
equilibradas em tampao de equilibrio contendo SDS,
tris-HCI pH 8,8, uréia, glicerol, azul de bromofenol,
DTT e iodoacetamida, durante 30 min. Em seguida,
as fitas foram aplicadas em géis de poliacrilamida a
12,5% (m/v), juntamente com padrdes protéicos de
massa molar. Os padrdes e as fitas foram entao
selados no gel de poliacrilamida com agarose 0,5%
(m/v). O tempo médio na separacdo em segunda
dimensédo foi de 12 horas. As corridas dos géis
foram feitos em triplicata. Ap6s as separagdes, as
proteinas foram fixadas no gel e coradas com
Coomassie Blue.

A andlise de imagem dos géis obtidos em trés
corridas eletroforéticas, utilizando o programa
ImageMaster 2D Platinum 7.0, demonstrou uma boa
resolucao para as trés repeticdes, o que indica que
a separagdo das proteinas ocorreu de forma
eficiente. Nos trés géis analisados observou-se uma
grande diversidade de proteinas com pl (ponto
isoelétrico) entre 5 e 10 e massa molar entre 14,40 e
97,00 kDa, destacando-se algumas proteinas de
massa molar entre 30,00 e 45,00 kDa que
apresentaram maior expressdo. A andlise de
correlacdo entre os géis indicou que 71,7% das
proteinas estavam presentes nos trés géis, o que
representa aproximadamente 272 spots proteicos. O
nimero médio de spots obtidos nos géis foi de
380+16.

Conclusoes |

A boa correlagao obtida nas repeticbes de géis nas
separacgdes por 2D PAGE possibilitara o inicio do
estudo de caracterizagdo das proteinas dos spots
protéicos por espectrometria de massas por tempo
de v6o acoplado a ionizagao dessortiva de matriz
assistida por laser (MALDI-TOF-MS), etapa seguinte
do estudo proteémico inicial da espécie tilapia do
Nilo.
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