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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a resposta de proteinas plasmaticas de sangue de
tilapias macho e fémea, a dose de 20Gy expostas a radiacdo gama. Observou-se um padrdo
diferencial entre os sexos, bem como diminuicdo e até mesmo supressdo de determinadas
bandas detectadas por eletroforese em gel de agarose.

Palavras-chave: radiagdo gama, eletroforese, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1759).

CHANGES IN THE ELECTROPHORETIC PATTERN OF PLASMA
PROTEINS OF MALE AND FEMALE TILAPIA (Oreochromis niloticus) (Linnaeus,
1759), CAUSED BY GAMMA RADIATION

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the response of plasma proteins from blood of male and female
tilapia at a dose of 20Gy, exposed to gamma radiation. A differential pattern between the
sexes was observed. A reduction and even elimination of certain bands were detected by
electrophoresis in agarose gel.

Keywords: gamma radiation, electrophoresis, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1759).
~ CAMBIOSEN EL PATRON ELECTROFORETICO DE PROTEINAS
PLASMATICAS DE TILAPIA (Oreochromis niloticus) (Linnaeus, 1759) MACHO Y
HEMBRA, POR RADIACION GAMMA
RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo evaluar la respuesta de las proteinas del plasma de la sangre
de tilapia macho y hembra, a dosis de 20Gy, expuestos a la radiacion gamma. Se observo un
patrén diferencial entre los sexos. La reduccion e incluso la eliminacion de ciertas bandas
fueram detectadas por electroforesis en gel de agarosa.

Palabras claves: radiacion gamma, electroforesis, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1759).
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INTRODUCAO

Sabe-se que a energia nuclear € um poderoso agente mutagénico o qual tem sido
estudado desde o0s eventos radiobioldgicos ocorridos em Hiroshima e Nagasaki.
Paralelamente, tem-se observado a utilizacdo da energia nuclear em diversos campos da
ciéncia, principalmente, em reatores nucleares. O descarte nuclear tem sido alvo de muitas
criticas, pois, por ndo ser tdo facil e seguro, por vezes pode significar contaminacdo ambiental
(1). Nas ultimas décadas tem-se registrado muitos eventos relacionados a explosdes e
vazamentos nucleares como Fukushima e Chernobyl.

Desta forma cada vez mais se faz necessario o uso de técnicas que possam investigar os
efeitos radiobioldgicos de eventuais acidentes nucleares. A eletroforese é uma ferramenta que
avalia a modificacdo de um padréo protéico de um tecido quer pela alteracdo quantitativa das
fracdes, quer pela modificacdo das mobilidades relativas.

A radiacdo ionizante pode ser encarada como um estressor ambiental. Existem alguns
trabalhos relacionando modificacdes bioquimicas e estresse ambiental em diferentes espécies
de peixes: Prochilodus lineatus (2), Piaractus mesopotamicus (3,4), Oreochromis niloticus
(5), Colossoma macropomum e Hoplosternum littorale (6), Rhamdia quelen (7), no hibrido
tambacu P. mesopotamicus x C. macropomum (4,8) e C. macropomum (9,10). Poucos
trabalhos sdo encontrados na literatura com o emprego de radiagdes ionizantes como agente
estressor em peixes. O presente trabalho teve por objetivo verificar a resposta no nivel de
proteinas plasmaticas de sangue de tildpia macho e fémea, a dose de 20Gy de emissao gama.

RELATO DE CASO

Foram utilizados 2 exemplares de tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus (Linnaeus,
1759), sendo um deles macho e a outra fémea, selecionados pelo método de identificacéo
macroscopica do sexo por meio da evidenciacdo da papila urogenital com azul de Metileno
(1%), com comprimento padrdo entre 11 e 12 centimetros e peso de 50 a 60 gramas.

Inicialmente, os peixes foram aclimatados no biotério de peixes do Departamento de
Fisiologia — IBB durante 30 dias em tanques de 2000 litros de agua, mantendo-se as
condicdes de temperatura entre 25 e 27°C, pH em torno de 7 e teor de amdnia <0,04 ppm.

Apos este periodo, as tildpias foram transferidas para o Laboratorio de Fisiologia
Digestorio e Comportamento de Peixes do IBB e acondicionadas individualmente em
aquarios de vidro com capacidade de 19L (22cm x 22cm x 40cm) onde permaneceram por 14
dias.

Neste periodo, a qualidade da agua foi monitorada diariamente a fim de se manterem os
parametros fisico-quimicos estaveis e ideais para a espéecie. A alimentacao foi oferecida duas
vezes por dia, na proporcao de 3 % da biomassa de peixes, permanecendo disponivel por uma
hora.

Para determinacdo dos parametros basais de proteinas plasmaticas, foram colhidos por
puncdo cardiaca em média 0,3 mL de sangue com auxilio de agulha e seringa heparinizadas.
Para tanto, os peixes foram anestesiados em solucdo anestésica de benzocaina (12%). Sete
dias apds este procedimento, os peixes foram transferidos, individualmente, dos seus aquarios
de origem para recipientes de plasticos identificados, com capacidade de 1,5L (17cm x 13cm
11,5cm).

Ap0s acondicionamento, as tilapias foram expostas a radiacdo gama de corpo inteiro de
dose Unica, por meio de uma unidade telecobaltoterapia, com campo de radiacdo envolvendo
toda a extensdo do espago onde os peixes foram posicionados. Na determinacdo do tempo de
exposicdo foram obedecidos os pardmetros radiométricos que garantiram a uniformidade do
campo de radiagdo. Empregou-se a dose absorvida de 20Gy.
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A dose foi aferida mediante o emprego de cAmara de ionizagdo calibrada para a energia
de radiacdo do cobalto-60, seguindo o Protocolo de Dosimetria TRS-398 da Agéncia
Internacional de Energia Atomica (AIEA). Ao término da irradiacdo das tilapias, elas
retornaram ao laboratdrio para seus aquarios de origem. A cada sete dias uma nova amostra
de sangue foi retirada até o 14° dia.

Apos estas coletas, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos. O
plasma assim obtido foi transferido para frascos tipo eppendorf e armazenado em -80° C.

Foram aplicados 4uL de plasma, com pipetador automatico em gel de agarose geral
(CELM) e submetidos a eletroforese em 100V por 20 minutos. Posteriormente, os géis foram
corados com Negro de Amido, conforme indicacdo do fabricante. O gel obtido foi analisado
quantitativamente (%) empregando-se a densitometria em VDS (PHARMACIA).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Durante o periodo de monitoracdo, logo apds a irradiacdo observou-se uma perda da
coloracdo das listras caracteristicas da espécie, tanto na tilapia macho como na tilapia fémea
(Figura 1a). Porém, esse fato teve uma maior intensidade na tilapia fémea que recuperou
parcialmente a sua coloracdo em 7 dias ap0s a irradiacdo, na colheita de sangue,
provavelmente devido ao stress do manuseio (Figura 1b), mas ainda possuia aparentes
queimaduras nas extremidades das nadadeiras. O exemplar macho recuperou o padrdo de
coloracdo em torno de 24 horas apds a irradiacao.

Figura 1. Tilapia fémea (Oreochromis niloticus), com perda da coloragdo das listras apos
irradiacdo (a) e na fase de recuperacdo da coloragdo por stress de manuseio (b).

Considerando-se que a dose absorvida, tendo em vista os padrdes radiobiolégicos, pode
ser considerada alta, esperam-se reac@es fisioldgicas imediatas devido a interacdo da radiacéo
ionizante com moléculas bioldgicas. Essas rea¢cBes podem aparecer nos organismos Vivos
num periodo que pode variar de horas a semanas. Tais observagdes ocorrem devido a reacdes
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inflamatdrias por conta de alteragdes na permeabilidade celular com liberagcdo de histaminas.
Sdo exemplos o eritema, a mucosite, tanto no nivel intestinal quanto oral, provocando até
mesmo escamagcéo da epiderme (11). E sabido que as células com alta taxa de proliferacdo sio
mais sensiveis a radiacdo ionizante. Os peixes possuem células mucosas (altamente
proliferativas) na epiderme com funcéo de protecéo (12) e facilitacdo de deslocamento em seu
ambiente.

Na eletroforese em gel de agarose, foram encontradas 11 bandas protéicas com Rfs
variando de 0,12 a 0,81, resultando em diferentes padrdes para macho e fémea. Ambos
tiveram 7 bandas protéicas, havendo coincidéncia nas bandas r3, r5 e r6 (Tabela 1). Quanto ao
macho, observou-se a diminui¢do quantitativa das bandas rl, r3, r4 e r10, no decorrer do
tempo. Na fémea notou-se a diminui¢do quantitativa da banda rl11, sendo que apds o décimo
quarto dia, ela, assim como a r9, ndo foram mais detectadas.

Tabela 1. Mobilidades relativas, resultados densitométricos (%) e identificacdo de bandas das
proteinas plasmaticas sanguineas de tilapias (Oreochromis niloticus) macho e fémea,

separadas por eletroforese em gel de agarose, aos 7 e 14 dias pds-radiacéo.

Mob. Macho % Fémea %
Bandas . ~ - - ~ - -
relativas| padrdo | 7 dias |14 dias| Padrdo |7 dias | 14 dias

rl 0,12 3,76 3,43 2,37 - - -
r2 0,14 - - - 3,46 3,05 3,19
r3 0,26 16,1 15,3 | 12,3 9,21 8,04 8,38
r4 0,41 7,18 5,82 5,16 - - -
r5 0,49 14,6 17,1 21,6 13,6 9,89 24
ré 0,58 5,09 3,9 4,94 13,1 13,2 12,4
r7 0,68 14,1 9,11 10,8 - - -
r8 0,71 - - - 6,16 8,17 4,1
r9 0,72 - - - 4,07 5,85 -
r10 0,79 4,67 456 | 4,17 - - -
11 | 081 i i i 4,9 3,15 i

Os dados aqui observados demonstram a manifestacdo da sindrome aguda da radiacéo,
visto que ocorreu o desaparecimento parcial das listras caracteristica das tilapias sugerindo
morte de células da epiderme do peixe e a diminuicdo e até mesmo o desaparecimento de
fracBes proteicas. Numa exposicdo a radiacdo X ou gama, observa-se a possivel queda de
leucdcitos, hemacias e plaquetas, sendo que estes valores podem retornar ao normal apos
algumas semanas (13). Entretanto, lesdes que possam ter ocorrido em Orgdos nem sempre se
recuperam. O conjunto de efeitos biol6gicos num individuo, dependendo da gravidade das
lesGes, pode determinar sua morte ou a sobrevida em fungéo do sistema de reparo.

Deverdo ser realizados futuros estudos com o objetivo de tentar correlacionar alterac6es
no padrdo eletroforético de proteinas plasmaticas de tilapias com doses de radiacdo absorvida.
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