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RESUMO

A vitelogenina (VTG) € uma glicofosfoproteina expressa pelas fémeas de
oviparos em resposta ao horménio enddégeno 17Bestradiol (E;). Machos
oviparos ndo expressam essa proteina, exceto quando expostos a compostos
gue mimetizem o E,. Alguns poluentes provenientes do despejo industrial,
urbano e residuos da atividade agricola possuem estrutura semelhante ao do
E, sendo capazes de afetar o sistema enddcrino e portanto considerados
desreguladores enddcrinos, levando machos a expressarem a VTG. Visto o
aumento destes poluentes no ambiente natural e o seu potencial toéxico, torna-
se necessario caracterizar processos indicadores de tal disfungéo, sendo que
tais processos representam uma conseqiéncia da exposi¢cdo do organismo a
um agente quimico estressor. Frente a tal cenario, o objetivo do presente
trabalho foi caracterizar o processo de vitelogénese de Rhamdia quelen
(Teleostei, Heptapteridae) e, produzir anticorpos policlonais que reconhecam
a vitelogenina desta espécie, visando sua posterior utilizacdo no
biomonitaramento de ambientes aquaticos. Para tanto trés grupos de animais
forma utilizados: um de fémeas e um de machos ambos adultos e, um de
machos adultos injetados com 10 mg E,.kg™. Para a caracterizacdo da VTG,
sangue, figado e gbnadas foram coletados pés 17 dias de exposicdo. A
caracterizacdo do processo de vitelogénese foi realizada comparando-se
parametros hepaticos, plasmaticos e gonadais de machos expostos ao
estrogeno e de fémeas em vitelogénese. O figado foi analisado
histologicamente e demonstrou aspecto vacuolizado tanto em fémeas quanto
em machos expostos ao E,. Individuos expostos ao estrégeno apresentaram
ainda um aumento no indice hepatossomatico e ndo apresentaram alteracéo
no indice gonadossomatico. As proteinas do plasma foram analisadas por
SDS-PAGE, seguido de western blotting e por espectrometria de massa (MS).
O resultado do SDS-PAGE demonstrou uma banda de 140kDa presente nos
machos expostos ao estrégeno e nas fémeas, porém ausente nos machos
nao expostos, indicando que a molécula foi induzida pelo estrogeno. Para
comprovar a identidade da proteina em questdo, realizaram-se ensaios de
western blotting nos quais o anticorpo comercial anti-VTG reconheceu a
vitelogenina expressa por fémeas e machos expostos. A espectrometria de
massa nao identificou a proteina, porém verificou-se alta similaridade entre a
estrutura da molécula das fémeas e dos machos induzidos. Para a producéo
dos anticorpos a proteina foi isolada e coelhos machos foram imunizados. A
especificidade dos anticorpos produzidos foi verificada por western blotting
sendo que resultado foi o mesmo verificado para os anticorpos comerciais.
Tais resultados confirmam a especificidade da molécula, porém anélises
complementares ainda sdo necessarias.
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1. INTRODUCAO

1.1 AGUA COMO RECURSO

O acentuado crescimento populacional provoca um aumento na demanda de
dgua para abastecimento, ao mesmo tempo em que de forma paradoxal
intensificam-se também os despejos de esgotos urbanos, industriais e agricolas em
rios, lagos, bacias e mananciais pela atividade antropica desordenada e
inconsequente. Tais formas de polui¢cdo, pontuais e difusas, acarretam muitas vezes
na degradacdo completa de ecossistemas aquaticos, com prejuizos muitas vezes
irreversiveis a qualidade da agua tornando-a imprépria para o abastecimento publico
(Hontela et al., 1993; Kavlock et al., 1996).

O aumento da demanda hidrica causado pelo crescimento populacional e
pela significativa ampliacdo dos niveis de consumo per capita, encontra uma
disponibilidade cada vez mais reduzida causada pela degradacdo da qualidade
deste recurso, que inviabiliza determinados usos. A disponibilidade de agua, tanto
em quantidade como em qualidade, € um dos principais fatores limitantes ao
desenvolvimento das cidades e um grande desafio para as autoridades e
governantes. Para a manutencdo sustentavel do recurso agua €é necessario 0
desenvolvimento de instrumentos gerenciais de protecdo, planejamento e utilizacao,
adequando o planejamento urbano de acordo com a vocacdo natural do sistema
hidrico (Andreoli et al., 2000).

Os ecossistemas aquaticos sdo os que sofrem maior e mais impactante acéo
de poluentes. Poluentes chegam ao ambiente aquatico ndo sé por meio de despejos
clandestinos, mas também pela deposi¢cdo atmosférica e pela lixiviacdo de solos de

regides agricolas (Kime, 1999).

1.2 BIOMONITORAMENTO DA QUALIDADE DA AGUA

A crescente expansdao demografica e o desenvolvimento industrial
comprometeram a qualidade dos diferentes ecossistemas do planeta, em especial
0S aguaticos, onde ocorre o despejo de diferentes produtos quimicos de origem
industrial, agricola e doméstica. O Brasil, assim como a maioria dos paises, é

deficiente em recursos que previnam e tratem os problemas causados pelo despejo



de residuos toxicos no ambiente. Contudo a preocupacao crescente em encontrar
meios que contenham a poluicdo ainda em niveis iniciais e evitar seu contato com a
populacdo fez crescer, a partir de 1950, as pesquisas em tecnologias para a
prevencao da contaminagao ambiental (Goldafarb et al., 1998).

Os efeitos das atividades humanas sobre o ambiente representam uma
grande preocupacado para as autoridades. A contaminagdo ambiental por compostos
quimicos é a consequéncia direta do rapido processo de industrializacdo, do
crescimento agricola, da mineracdo, da emissdo de poluentes organicos etc.,
representando um grande risco para 0 ambiente e para a saude humana. Estes
compostos organicos estranhos que sao liberados pelas comunidades urbanas e
industriais recebem o nome de xenobidticos (Santos, 1998).

Com a crescente demanda por agua potavel, torna-se cada vez mais
necessario avaliar a qualidade da mesma. Os reservatérios de abastecimento
urbano encontram-se sob forte acdo antropica, sendo que esta acao afeta direta ou
indiretamente a qualidade da agua. Despejos urbanos, industriais e até agricolas
sdo freqlentes em regides de mananciais, podendo desestabilizar todo o
ecossistema da area impactada (Goldafarb et al., 1998).

Para reverter esta situacdo, € preciso adotar um modelo de gestdo de
recursos hidricos que promova um desenvolvimento sustentavel, aliando o
crescimento econdmico a preservacao ambiental. No Brasil, um passo importante foi
dado neste sentido com a aprovacédo da Lei Federal n°® 9433 em 1997, que instituiu
a Politica Nacional de Recursos Hidricos e criou o Sistema Nacional de
Gerenciamento de Recursos Hidricos (Andreoli et al., 2000).

Werner e colaboradores (2003) revisam que estacdes de tratamento de
esgoto ja foram relatadas contendo em seus efluentes, substancias que desregulam
o sistema enddcrino de animais (acdo estrogénica), em concentracdes de até 0,021
mg.I"* de estradiol (E,) e 7 ng.I'* de 17a-etinil-estradiol (EE,). No caso particular do
Brasil, onde muito do esgoto domeéstico ainda vai para corpos de agua e sistemas de
drenagem de bacias in natura, populacfes naturais de peixes podem estar sujeitas a
concentracbes muito superiores as supracitadas, de compostos que desregulam o
sistema neuro-enddécrino-reprodutor de peixes, este facilmente susceptivel a
variaveis abibticas como intervenientes fisico-quimicos (Kime, 1999). Isto associado
ao fato de que o tratamento da agua ndo prevé com eficiéncia a deteccdo e muito

menos a eliminagcdo destes compostos, o0 risco em potencial de exposi¢cdo das



populacdbes humanas aumenta consideravelmente. No Brasil, os casos de
contaminagdo ambiental ainda ndo sdo biomonitorados adequadamente, pois nao
existem dados pretéritos que estabelecam um historico de diagnostico na maioria
dos ecossistemas brasileiros. Precede, portanto a obtencdo de tais dados
objetivando um diagndstico evolutivo das alteracdes nestes ambientes (Werner et
al., 2003) .

1.3 DESREGULADORES ENDOCRINOS

Ha uma preocupacdo crescente com a acao perturbadora que diversos
poluentes organicos desencadeiam no sistema endécrino dos animais. A
constatacdo repetida de efeitos nefastos, causados em varias populacdes da fauna
selvagem e até no proprio homem, foi o ponto de partida para a eclosdo mundial de
inomeras pesquisas em busca dos designados desreguladores endodcrinos.
Desregulador enddcrino (do inglés endocrine disruptor) é o termo associado a toda
substancia ou mistura de substancias exogenas, capazes de assumir idéntica funcao
de um horménio natural nos seres vivos ou inibir o funcionamento normal do mesmo,
alterando as funcdes do sistema endocrino e consequentemente, prejudicando a
saude do organismo, da sua progénie ou de uma (sub)populacdo. A Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos da América (USA EPA) define
desreguladores enddcrinos como “agentes exdgenos que interferem na producéo,
transporte, metabolismos, processos de interacdo, acao, degradacdo ou eliminacéo
dos horménios naturais” (Kavlock et al., 1996).

Estas substancias sdo na sua maioria poluentes quimicos e derivados de
guimicos antropogénicos que constituem diversos tipos de residuos industriais,
agricolas ou domeésticos. Os efeitos dos desreguladores enddcrinos manifestam-se,
genericamente, ao nivel do sistema endocrino, causando efeitos adversos a saude,
alteragbes no comportamento, crescimento, desenvolvimento, metabolismo e
anomalias na funcao reprodutiva e na homeostase. Em geral os efeitos relacionados
ao sistema reprodutivo, tais como baixa motilidade dos espermatozoides,
infertilidade, endometriose, hipospadia (mal formacéo genital masculina) entre outros
sdo 0s mais Obvios. No entanto o sistema endocrino € complexo e envolve
processos que ocorrem em diferentes niveis de organizacdo bioldgica, isto é, nos

orgaos, tecidos, células e moléculas. Tendo este amplo cenario de efeitos sobre 0



sistema enddcrino, deve-se levar em consideragdo ndo somente os efeitos
reprodutivos, mas também efeitos sobre a homeostase do organismo como um todo
(Eertmans et al., 2003).

Em geral os desreguladores enddcrinos sdo compostos muito estaveis e,
portanto persistentes; muitas vezes lipofilicos e semi-volateis, o que facilita a rdpida
e vasta dispersédo ambiental (Kavlock et al., 1996).

Nos ultimos anos, provavelmente nenhuma outra questdo de toxicologia
ambiental tem chamado mais atencdo da comunidade cientifica e das autoridades
regulatérias do que a desregulacdo enddcrina. No que diz respeito as espécies
animais que vivem em terra, incluindo os mamiferos aquaticos, pensa-se que a
exposicao seja, sobretudo, de origem alimentar. A situacéo € diferente no caso das
espécies aquaticas, para as quais a absorcdo direta de substancias quimicas
dissolvidas na 4gua constitui uma via de exposi¢cdo significativa. Adicionalmente, o
ciclo reprodutivo dos organismos aquaticos, com um desenvolvimento ndo protegido
na fase embrionaria e nos primeiros estagios de vida no ambiente, torna-os
particularmente suscetiveis aos produtos quimicos presentes na agua. Quanto aos
seres humanos, as possiveis vias de exposicdo aos desreguladores enddécrinos
incluem a exposi¢éo direta no local de trabalho ou atraveés de produtos de consumo
como os alimentos, determinados plasticos, tintas, detergentes, cosméticos, e ainda
a exposicao indireta através do ambiente (Eertmans et al., 2003).

As substancias causadoras de disfun¢cdes endocrinas séo classificadas como
hormdnios naturais ou como substancias artificiais. Os horménios naturais incluem
agueles que ocorrem naturalmente no corpo humano e dos animais, como 0
estrogénio, a progesterona e a testosterona, e os fitoestrogénios, substancias
contidas em algumas plantas, como os rebentos de alfafa e as sementes de soja,
gue apresentam uma atividade semelhante aos estrogénios quando ingeridas pelo
organismo. As substancias artificiais contemplam os horménios sintéticos, incluindo
os hormonios idénticos aos hormoénios naturais, como 0s contraceptivos orais, as
terapias hormonais de substituicdo e alguns aditivos utilizados na alimentacéo
animal, e substancias quimicas artificiais, concebidas para utilizagbes na industria
como em alguns produtos de limpeza, na agricultura e nos bens de consumo.

Incluem também as substancias quimicas que sdo subprodutos de processos



industriais, como as dioxinas, que atualmente se suspeita interferirem com o sistema
enddcrino dos seres humanos e dos animais (Safea, 2004).

Uma das maiores fontes de desreguladores endocrinos sdo as excretas da
medicina humana e veterinaria. Ambas utilizam hormonios naturais e sintéticos em
pilulas anticoncepcionais, remédios para infertilidade, endometriose, disfun¢des do
ciclo menstrual e anabolizantes. Sado também fontes de desreguladores enddcrinos a
industria de modo geral, em especial as industrias de papel e plasticos e residuos
das atividades agricolas (Moncaut, et al ., 2002)

Os horménios sdo mensageiros quimicos secretados por uma glandula
enddcrina e que tem o seu efeito em tecidos alvos, desde que estes tenham os
receptores adequados para o horménio. Os desreguladores enddcrinos geralmente
possuem estrutura quimica semelhante a dos horménios naturais ligando-se
portanto aos receptores hormonais enddgenos. A figura 1 traz a estrutura quimica do
horménio natural 17Bestradiol e de alguns desreguladores enddocrinos com estrutura

guimica semelhante (Witorsch, 2002).

FIGURA 1 - ESRUTURA QUIMICA DO ESTRADIOL E DE ALGUNS
DESREGULADORES ENDOCRINOS
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Os horménios esterdides sdo moléculas lipofilicas que atravessam as

membranas biolégicas por difusdo, ligando-se a receptores citosoélicos. Tais
receptores possuem baixa especificidade pelo seu ligante, sendo que substancias
estruturalmente semelhantes ao ligante enddgeno sao capazes de desencadearem
os efeitos do mesmo no sistema enddcrino. Os desreguldores endocrinos, por
apresentarem tal estrutura quimica e por serem lipofilicos, atingem o citoplasma das
células e ligam-se aos receptores desencadeando os efeitos dos horménios
endogenos mesmo na auséncia dos mesmos. Os efeitos em nivel de sistema
endocrino sao lentos uma vez que dependem da transcricdo de genes que Ssao
ativados por horménios ou por compostos que os mimetizem (Funkestein et al.,
2000). Deve salientar-se que o sistema enddécrino nos organismos € estimulado com
baixissimas concentragbes hormonais, da ordem das partes por bilhdo (ppb) ou
mesmo partes por trilhdo (ppt), sendo essa a principal raz&o porque niveis ou teores
vestigiais de quimicos organicos exdégenos poderem ser tdo perniciosos. Niveis mais

baixos de desreguladores enddcrinos apenas evocam as respostas endocrinas,



porém niveis mais elevados alteram a homeostase do organismo podendo levar a
patologias (Moura-Costa et al., 2009) ou até a morte (Hontela et al., 1993).

Os efeitos destes desreguladores sobre humanos e também sobre diversas
formas de vida animal vém se tornando alvo da atencdo da comunidade cientifica.
Uma disfuncdo enddcrina faz referéncia ao mecanismo de toxicidade de uma
substancia que interfere na habilidade de células, tecidos e 6rgdo em exercer sua
funcdo de comunicacéo através de hormonios, resultando em uma ampla variedade
de efeitos adversos que incluem reducdo de fertilidade e fecundidade, abortos
espontaneos, reversdo sexual, alteragcdo do periodo reprodutivo, anomalia em
glandulas enddcrinas, desordens neuronais e comportamentais, alteragcdes no
sistema imune e até cancer (Safea, 2004).

Durante as duas ultimas décadas, diversos relatos tém sido publicados em
diferentes paises sobre uma ampla gama de modificagcdes nas condi¢des de saude
humana e animal, potencialmente associadas a disfun¢Bes no equilibrio enddcrino.
Uma das primeiras a chamar a atencéo dos pesquisadores foi a diminui¢do na razéo
de sexos ao nascimento (razdo homens/mulheres), superior a unidade em diferentes
populacdes, 0 que é interpretado como um fenémeno evolutivo compensatorio da
maior mortalidade masculina ao longo da vida. A estes fatos se acrescentaram 0s
relatos de modificagbes na qualidade dos espermatozéides (em termos de
concentracdo, motilidade e anomalias celulares) e aumento na incidéncia de
infertilidade, modificacdes na libido, doenca nodular da tiredide, prematuridade,
baixo peso ao nascer, malformagdes urogenitais masculinas (sobretudo criptorquidia
e hipospadia) e alguns tipos de neoplasias como o cancer de testiculo, e mais
recentemente uma elevacdo na distribuicdo de cancer esporadico da mama em
mulheres jovens (Eertmans et al., 2004).

Assume-se hoje que a explicacdo para a ocorréncia conjunta desta série de
fenbmenos que vém sendo crescentemente debatidos decorreria da exposicéo
humana e animal a certas substancias quimicas presentes no ambiente. Estas, pela
similitude de sua estrutura quimica com horménios endégenos, mimetizariam sua
acdo acoplando-se aos receptores hormonais nas células, estimulando assim a
atividade hormonal num ritmo independente daquele definido pela homeostasia
enddcrina (Eertmans et al., 2004).

Vale ressaltar ainda que, uma vez que os desreguladores enddécrinos tém

efeitos sobre a reproducédo e o desenvolvimento dos organismos, as populacdes



como um todo estdo sujeitas aos impactos destes poluentes, que podem levar ao

seu declinio e até ao seu desaparecimento.

1.4 VITELOGENESE

A vitelogenina é uma glicolipofosfoprotéina sintetizada pelo figado de fémeas
oviparas em resposta ao hormdnio enddégeno 17Bestradiol (Funkestein et al. 2000).
Este hormoénio € secretado pelas gbnadas que sdo estimuladas a fazé-lo pelo eixo
hipotalamo-hipofisario e a secrecdo depende de fatores ambientais, estando ligada
diretamente a época reprodutiva da espécie (Silversand; Hyllner; Haux, 1993). O
estrogeno atravessa a membrana biolégica dos hepatdcitos, liga-se a seu receptor
citosélico e o complexo formado pelo hormbnio e seu receptor € importado para o
nucleo onde atua como ativador transcricional, agindo sobre o gene da vitelogenina
(Moncaut et al.,, 2002). A proteina posteriormente sofre ainda modificacbes pds
traducionais como fosforilages, glicosilacées e lipidacdes, sendo tais modificacdes
essenciais para a funcionalidade da molécula (Funkestein et al. 2000). Depois de
sintetizada e modificada a vitelogenina € secretada para a corrente sanguinea e
transportada até os ovocitos em maturacdo. E incorporada aos ovocitos por um
processo de endocitose mediada por receptor e no interior deste € clivada em
fosfovitina, lipovitelina e componente B. A fosfovitina e a lipovitelina fardo parte da
reserva energética do embrido, também conhecida como vitelo. Ndo se sabe ao
certo qual a fungcdo do componente B (Hennies et al., 2003; Marin, et al., 2004).

A vitelogénese € o processo de producéo, transporte, incorporacdo ao ovocito
e clivagem da vitelogenina. Tal processo compreende ainda outras caracteristicas
envolvidas com a homeostase do figado e sanguinea. Devido a proximidade da
época reprodutiva, o figado das fémeas além de produzir a vitelogenina também
aloca uma reserva energética composta principalmente de lipideos, que seréo
necessarios a reproducdo. O aumento na producdo da vitelogenina e a reserva
energética levam a um aumento na massa deste 6rgdo (Moura-Costa et al., 2009).
No sangue a vitelogenina & descrita como uma proteina ligante de célcio, sendo a
presenca deste ion fundamental para o seu transporte. Desta forma o aumento na
producdo da vitelogenina leva a um aumento de calcio no plasma (Marin et al.,
2004).



A maturacdo das gbnadas € um processo que ocorre concomitantemente com
a vitelogénese e durante esta maturagcdo as gbnadas tém sua massa aumentada
nao sO pela incorporacdo da vitelogenina mas também devido a maturacdo dos

ovacitos (Hennies et al., 2003).

1.5 BIOMARCADORES

Biomarcador pode ser entendido uma resposta fisiologica, morfolégica,
molecular ou genética individual, alterada num organismo e, € a consequéncia
(efeito) da exposicdo (causa) do organismo a um agente exdgeno, substancia
guimica poluente ou contaminante. Portanto os biomarcadores integram sistemas
bioldgicos operacionais indicando processos de contaminagdo ou intoxicacdo, em
diferentes niveis de organizagdo biol6gica. Ao representar um processo constitutivo
do organismo, o biomarcador compreende uma resposta bioldégica que pode ser
detectada por diversos métodos que empreendem o processo per se (como
atividades cataliticas alteradas), ou que se utiliza de alguma estrutura do sistema
biolégico para se inferir alteracdes na organiza¢do do ser vivo, como por exemplo,
uma alteracdo morfologica em nivel tecidual ou celular, uma alterac@o bioquimica ou
molecular. Uma questdo que pode ser respondida por biomarcadores é se ha
contaminacdo ambiental em grau suficiente para causar efeitos deletérios. Se a
resposta for positiva, investigacbes adicionais podem ser justificadas para
determinar a natureza e o grau de contaminacdo. Por esta razdo biomarcadores
devem ser considerados como indicadores precoces de contaminacao (Walker et al.,
1996; Oliveira-Ribeiro et al., 2002).

Embora baseado em analises individuais, um biomarcador de grande utilidade
indica a exposicdo subletal de um grupo de organismos que, por propriedades
inerentes ao mesmo, pdéem em risco uma comunidade natural. Como exemplo a
capacidade reprodutiva e de procura de alimento podem sofrer alteragcdes que
tornam inviavel a continuidade de uma populacdo de uma determinada espécie
(Oliveira-Ribeiro et al., 2002, Akaish et al., 2004).
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1.5.1 Vitelogenina como biomarcador

Individuos machos e juvenis possuem o receptor citosolico de estrogeno, no
entanto ndo possuem concentracdes circulantes deste horménio suficientes para
ativar o receptor. A presenca de estrogenos no ambiente, ou de compostos que
mimetizem o mesmo, promove a ativacdo do receptor culminando com 0 processo
de vitelogénese em machos e juvenis. O fato de a vitelogenina ser uma proteina
especifica das fémeas, porém expressa por machos frente a desreguladores
enddcrinos torna esta proteina um bom biomarcador para disfungcées do sistema
enddcrino (Marin et al., 2004).

Os desreguladores enddcrinos induzem todas as alteracbes metabdlicas
relacionadas a vitelogénese: aumento da massa do figado, aumento da
concentracdo de vitelogenina e célcio plasméticas, reserva energética no figado e
desenvolvimento das gbnadas, com seu conseqiente aumento de massa
(Funkestein et al. 2000).

1.6 BIOINDICADORES

Uma maneira de se fazer o diagnéstico do potencial toxico dos xenobioticos e
de seus efeitos sobre o ambiente natural € através do uso de bioindicadores,
constituindo métodos e técnicas que vem se tornando cada vez mais frequentes nos
estudos de biomonitoramento nos ultimos anos (Oliveira Ribeiro et al., 2002; Oliveira
Ribeiro et al., 2008). Bioindicadores sé@o espécies bioldgicas que podem indicar os
primeiros sinais de estresse ambiental causado por contaminantes em niveis mais
elevados de organizacao biolégica (Adams, 2002) apresentando caracteristicas que
favorecam sua utilizacdo na avaliacdo da saude de um determinado ecossistema,
tais como representatividade da area de estudo, facilidade de identificacdo e coleta e
possibilidade de obten¢&o de quantidade suficiente de material biologico.

Atualmente ambientes aquaticos como rios, estuarios, lagoas e oceanos
proximos a grandes cidades recebem seus esgotos e efluentes industriais. A escolha
de peixes como modelo biologico deve-se ao fato de os mesmo estarem sob
constante influéncia de xenobidticos provenientes de efluentes industriais, agricolas
e até domésticos, com efeito estrogénico. O modelo biolégico deste trabalho é a

espécie Rhamdia quelen, cujo nome popular é jundid. O jundia tem distribuicdo
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neotropical e é encontrado desde o centro da Argentina até o sul do México
(Silfvergrip,1996), sendo que o cultivo desta espécie para fins comerciais esta
aumentando, especialmente no sul do Brasil. Esta espécie pode atingir até 50 cm
de comprimento e 3 kg de massa, possui habito noturno e habita locais calmos e
profundos dos rios. Seu habito alimentar € omnivoro, com tendéncia detritivora. A
maturidade sexual é atingida no primeiro ano de vida, sendo que ha dimorfismo
sexual. Machos prontos para a espermiacdo liberam com facilidade o liquido
espermatico quando o abdome é pressionado e o orificio genital é protraido. FEmeas
maduras apresentam o orificio genital avermelhado e com dilatacéo ventral (Mardini
et al., 1981). E uma espécie ovulipara e, na natureza, os cardumes desovam em
locais com &gua limpa, calma e de fundo pedregoso. N&do apresenta cuidado
parental. A espécie possui dois picos reprodutivos por ano (um no verao e outro na

primavera) e desova multipla (Mardini et al., 1981).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar o processo de vitelogénese em
machos de Rhamdia quelen, bem como produzir anticorpos policlonais contra

a molécula de vitelogenina desta espécie.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Induzir a vitelogénese em machos e compara-los a fémeas em
vitelogénese.

v Verificar alteracdes metabdlicas no figado associadas a vitelogénese.

v Caracterizar por SDS-PAGE o padrdo de expressdo das
glicolipofosfoproteinas do plasma.

v Identificar a molécula de vitelogenina por meio de reacbes de imuno-
deteccao e de espectrometria de massa.

v Produzir anticorpos policlonais contra a vitelogenina utilizando uma

metodologia que permita sua empregabilidade no biomonitoramento.
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3. MATERIAS E METODOS

3.1 INDUCAO ESTROGENICA DA VITELOGENINA

O experimento realizou-se na PISCICULTURA PANAMA (Paulo Lopes — SC),
que forneceu todo o apoio técnico cientifico. Foram utilizados 30 animais
experimentais, sendo todos da espécie Rhamdia quelen. Dos 30 exemplares de R.
guelen, 10 eram machos néo injetados com o estrégeno, sendo injetados penas com
0 6leo de canola (CTM - grupo controle de machos), 10 eram fémeas néo injetadas
em periodo de vitelogénese (CTF - grupo controle de fémeas), 10 eram machos
injetados intraperitonialmente com 10 mg de 17Bestradiol por quilograma de massa
corpérea (10 mg.kg™E,) (Carrera et al., 2007; Pait and Nelson, 2003; Zaroogian et
al., 2001). Para a exposicdo o horménio 17fBestradiol foi solubilizado em o6leo de

canola devido as suas propriedades lipofilicas.

3.2 COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO

A coleta do material biol6gico foi realizada 17 dias ap6s a inducdo estrogénica
experimental Carrera et al., 2007; Pait and Nelson, 2003;). O sangue foi coletado
com o animal ainda vivo, conforme procedimento descrito por Silversand et al.,
(1993), e ao sangue total foi acrescentado na razdo 1:10 (v/v) o anti-proteolitico
PMSF 10mM. A mistura foi centrifugada a 4°C, sob a forca de 3000xg por 30
minutos para obtencéo do plasma, que foi aliguotado, e mantido a temperatura de —
75°C para andlises posteriores.

O figado foi coletado e mantido em solucao fixadora de Alfac (formol, &lcool e
acido aceético glacial) por 16 horas e posteriormente sofreu processamento

histolégico.
3.3 BIOMETRIA
Para cada um dos grupos experimentais foram mensurados a massa

corporea, das gbnadas e o do figado. Estas mensuragdes foram realizadas a fim de

se estabelecer os indices hepato e gonadossomaticos.
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O indice hepatossomético foi calculado como sendo a relagdo entre a massa
do figado multiplicada por cem e a massa corporea. O indice gonadossomatico
como sendo a relacdo entre a massa das duas gonadas multiplicada por cem e a

massa corporea.

3.4 MENSURACAO DO ESTRADIOL NO PLASMA

Para a mensuracdo do horménio 17Bestraiol, os hormdnios esterdis foram
extraidos do plasma de individuos (ou de pools de individuos quando o volume de
plasma estava abaixo de 400uL) em éter dietilico (1:4 v/v). Os homogeinatos de
plasma em éter foram congelados em nitrogénio liquido permitindo a separacédo do
plasma e da fase etérea contendo os esterdis. A fase etérea foi evaporada e os
extratos de esterois foram reconstituidos em 200uL de tamp&o proprio para o ensaio
(NaH,PO4; Na,HPO,; NaCl; BSA; pH 7.0) e posteriormente analisados por um
ensaio de ELISA utilizando anticorpo policlonal anti 17Bestraiol marcado com

peroxidase (diluicdo 1:12000/ Anti human- 17Bestraiol Sigma)

3.5 HISTOLOGIA

Apos as 16 horas de fixacdo m Alfac, o material biol6gico foi desidratado em
série crescente de etanol, diafanizado em xilol e incluido e emblocado em Paraplast
(Sigma®). Cortes histolégicos com 5um de espessura foram obtidos em micrétomo e

corados com Hematoxilina e Eosina e analisados em microscépio de campo claro.

3.6 QUANTIFICACAO PROTEICA NO PLASMA

A quantificacdo de proteinas totais das aliquotas de plasma foi determinada
para que os dados obtidos nos ensaios pudessem ser normalizados. Utilizou-se,
para a quantificacdo, o método de Bradford (1976).

Em microplaca, adicionou-se 1lpl das amostras de plasma descongeladas
provenientes das aliquotas diluidas em PBS, seguidos de 200 pl do reativo de
Bradford. Para a montagem de uma curva padrdo de BSA (albumina de soro

bovina), também foi adicionado em microplaca BSA nas concentra¢des de 0, 1, 2, 3,
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4,5 e 6 ug de BSA por mililitro de volume final de solugéo (diluicdo em H,O milique),
seguidos também do reativo de Bradford. Procederam-se as leituras de absorbancia
(A =595 nm).

A concentracdo de proteinas foi determinada a partir da comparacdo dos
valores de absorbancia com aqueles provenientes de curva-padrao de BSA. A partir
de uma equacédo de primeiro grau representativa da curva padrdo, calcularam-se as

concentracdes de proteinas das aliquotas, através de suas absorbancias.
3.7 CARACTERIZACAO DA PROTEINA ESTROGENO INDUZIVEL
3.7.1 Separacao eletroforética das proteinas do plasma

Para a amostragem de VTG no plasma dos individuos de todos os grupos, as
amostras com sua quantificacdo protéica previamente determinada foram diluidas
em PBS e entéo preparadas em tampéao de amostra redutor.

As amostras de plasma dos individuos CTM, CTF e 10 mg.kg™E, foram
analisadas por eletroforese por SDS-PAGE a 4% (gel de empilhamento) e a 8%
(separacdo), com aplicacdo de campo elétrico vertical (Laemmli, 1970), seguida de
coloracdo para proteinas totais, glicoproteinas, fosfoproteinas e lipoproteinas ou

seguido de western blotting.
3.7.1.1 Coloragéo de proteinas totais

ApoOs a separacdo eletroforética das proteinas do plasma, as mesmas foram
coradas com Comassie (R250) preparado em metanol (40%) e acido acético glacial
5%. O gel foi corado seguindo descoloracdo em solugdo de metanol 50% e acido

acético glacial 15%.
3.7.1.2 Coloracgéo de glicoproteinas

Apés a separacdo eletroforética das proteinas totais do plasma, as
glicoproteinas foram coradas como descrito por Zacharius et al., 1969. Inicialmente
as proteinas foram fixadas no gel com acido tricloroacético 12,5% por 10 min,

seguindo enxagie suave com agua destilada. O gel foi entdo imerso em acido
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peridédico 1% (dissolvido em &cido acético 3%) por 50min. Para a retirada do acido
periddico o gel foi lavado por 12 horas com agua destilada, sendo feitas trocas
constantes da agua. Apdés a lavagem o gel foi colocado em sulfato de fucsina
protegido de luz por 50 min e em seguida lavado 3 vezes de 10min cada, com
metabilsulfito de potassio 0,5% (recém preparado). Para a remoc¢éao do corante, o gel
foi lavado em agua destilada sob agitacdo constante. As glicoproteinas foram

evidenciadas em tonalidade rosa.

3.7.1.3 Coloracao de fosfoproteinas

ApOs a separacao eletroforética das proteinas totais do plasma, as
fosfoproteinas foram coradas como descrito por Cutting e Roth (1973). O gel foi
fixado em SSA 10% (&cido sulfosalicilico) por 20 horas, seguindo entdo para uma
solucdo de SSA 10% contendo 0,5 M de CaCl, (recém preparada) por 1 hora para
gue a resolucao das proteinas ficasse mais bem definida. O gel foi lavado em agua
destilada para remover o CaCl,, sendo entdo colocado em NaOH 0,5 M a 60°C por
30 min. Apds a passagem pelo NaOH o gel foi lavado 2 vezes de 10 min cada com
molibidato de amoénia 1% (aquoso) e entdo colocado em solugdo de molibidato de
amonia 1% e HNO3 1 M por 30 min. Para a coloragao o gel foi mantido por 30 min
em solucdo de verde malaquita 1% preparado em &cido acético 7%. O corante foi

removido através de lavagens em SSA 10%, com trocas constantes.

3.7.1.4 Coloracdao de lipoproteinas

Previamente a separacdo eletroforética, as lipoproteinas do plasma foram
processadas em polietilenoglicol e dioxane conforme descrito por Gros e Gros
(1973) para evitar degradacdo dos lipideos da amostra. As amostras assim
preparadas foram separadas eletroforeticamente e coradas em solugédo contendo
Sudan Black B 0.2%, etanol 20%, glicerol 20% todos dissolvidos em solucdo de
KOH 0.8 M por 40 minutos. A descoloracéo foi feita em solucdo de etanol 2% e
acido acético 2% (Prat et al., 1969).

3.7.2 Western blotting
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Amostras de plasma dos individuos de todos os grupos foram submetidas a
SDS-PAGE, seguida da transferéncia das proteinas para uma membrana de
nitrocelulose (BioRad®: poro de 0,45 pm). Marcadores de massa molecular pré-
corados (BioRad®) foram empregados para o monitoramento da transferéncia e do
erfil eletroforético da vitelogenina. As membranas de nitrocelulose contendo as
proteinas eletrotransferidas do gel foram primeiramente coradas com Ponceauu’s
para analise da eletroforese e da transferéncia. Apos a retirada do corante da
membrana, a mesma foi bloqueada por 1 hora com 5% leite sem gordura (Molico)
em solucdo de TBS-T (20mM Tris pH 7.4, 120mM NaCl e 0.05% Tween 20). Apos 0
blogueio a membrana foi incubada por 16 horas a 4°C com o anticorpo anti-
vitelogenina de Sapaurus aurata (Biosense, Norway) os anti-soro supracitado, numa
diluicdo de 1:750. A membrana foi entdo lavada trés vezes com TBS-T para a
remogéo dos anti-corpos e foi incubada por 1 hora com anti-imunoglobulina de
coelho conjugada a com peroxidase (Sigma), numa diluicdo de 1:4000. A reacao foi
evidenciada utilizando substrato quimioluminescente (Pierce ECL, Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ) sobre a membrana, a qual foi exposta a um filme de
raio-X sensivel (Amersham biosence).

Para a andlise da resposta imune do animal imunizado, as mesma amostras
foram usadas, mas como anticorpo primario foi empregado o soro imune do coelho
(em diferentes diluicbes) e como controle negativos destas reacdes foi empregado o

Soro pré imune.

3.7.3 Espectrometria de massa

ApoOs SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 8%, as proteinas totais do plasma
foram fixadas no gel com solugcédo de acido ortofosférico (1.3%) e metanol (20%),
apos a fixacdo as proteinas foram coradas com Azul de comassie G-250 durante 16
horas. Subsequentemente a colorac&o o gel foi neutralizado em Tris-Base 0.1 M pH
6.5 e lavado com metanol 25%. Apds a lavagem o gel foi transferido para tampéo de
estabilizacdo (sulfato de amodnia 20%) e entdo descorado em agua milique. As
bandas de interesse foram extraidas manualmente do gel, descoradas e lavadas em
solucdo de bicarbonato de amoénio (25 mM) e acetonitrila 50%, seguindo
desidratacdo em acetonitrila. As proteinas das bandas foram entdo reduzidas

etampéo contendo 10 mM DTT (,4-Dithiothreitol) e 25 mM de bicarbonato de aménia
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e em seguida alquiladas em solugédo de 55 mM de iodoacetamida e 25 mM de
bicarbonato de amdnia. As bandas foram lavadas com aceton e bicarbonato de
amonia e secas em speed vac.

Apés a secagem as amostras sofreram digestdo com a enzima tripsina
(Promega®)12ng/ul por 24 horas a 37°C. Tal enzima é especifica para ensaios
protedmicos uma vez que a mesma cliva especificamente sitios de ligagéo de lisinas
e argininas nao precedidos de prolina na regido carboxi terminal e também devido as
modificacdes inseridas na enzima que impedem a autoclivagem da mesma. As
fracOes da digestéo triptica foram dessalinizadas usando ZipTip C18 (Milipore) e a
entdo misturadas em igual volume com a solugado de matriz para espectrometria de
massa.

Os peptideos provenientes da digestao triptica foram analisados no Depto de
Bioquimica, UFPR, em espectrobmetro de massa Ultraflex MALDI TOF/TOF (Burker
Daltranics, GmbH). Foram obtidos espectros de massa 1 (MS1 ou MS) que sao 0s
espectros provenientes diretamente da digestéo triptica da amostra e foram obtidos
ainda espectros de massa 2 (MS2 ou MS/MS). O MS2 consiste na clivagem do
chamado ion parental em seus aminoacidos constituintes, ou seja, um dos picos de
massa do espectro MS1 (ion parental) é clivado em seus aminoécidos constituintes
gerando o MS2, que é especifico do pico de massa em questao.

As relacdes monoisotopicas massa/carga obtidas dos peptideos digeridos
tripiticamente foram analisadas pelo software MASCOT utilizando-se os bancos de

dados Swiss-prot e NCBI ndo redundante.

3.8 PRODUCAO DO SORO POLICLONAL

3.8.1 Isolamento da vitelogenina plasmética

As proteinas do plasma total de machos induzidos tiveram seu teor protéico
previamente quantificado pelo método de Bradford (1976) e foram separadas por
SDS-PAGE, conforme descrito no item 3.7.1. O gel foi lavado 3 vezes de 1 hora com
agua destilada e a banda correspondente a vitelogenina foi recortada do gel e

macerada com auxilio de grau e pistilo em PBS.



19

3.8.2 Imunizagéao dos coelhos

Um coelho da raca New Zeland foi mantido no biotério do Setor de Ciéncias
Biologicas. Amostras sangue do coelho foram colhidas antes da primeira
inoculagdo, para obtencéo do soro pré-imune. O coelho foi entdo imunizado, com
aproximadamente 0,5 mg da VTG isolada do gel, distribuida por duas vias (mesma
seringa): intramuscular e subcutanea. Apos 15 dias a mesma dose foi administrada
como descrito acima, sendo realizado um total de 3 imunizagbes (Holbech et al.,
2001; Alves-Costa, 2006), foram realizadas coletas de sangue a partir da veia
marginal auricular, ou a administragéo de 0,25 mg de VTG isolada.

3.8.3 Coleta do soro imune

O sangue foi deixado a 37°C por 1 hora e entdo centrifugado a 4°C, por 7
minutos a 3000xg para obtencdo do do soro contendo os anticorpos policlonais que
anti VTG de R. quelen, este aliquotado e mantido a -20°C.

3.9 TESTE DO SORO POLICLONAL

Um ensaio de western blotting, utilizando a vitelogenina de R. quelen, foi
realizado para a confirmacao da especificidade dos anticorpos produzidos. Em tal
ensaio reagiu-se a vitelogenina da espécie em questdo com o soro pré imune do
coelho (soro antes das imunizacdes) e com o soro imune do coelho (soro obtido

apos todas as imunizacoes).

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Para os indices hepato e gonadossomaticos e para a concentracdo de
estradiol no plasma foram realizadas analises estatistica utilizando-se ANOVA uma
via seguido de Tukey para comparacao entre todos 0s grupos experimentais. Foram
consideradas diferencas estatisticamente significantes aquelas cujo p foi menor ou
igual a 0.05 (p=<0.05).
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4. RESULTADOS

4.1 CONCENTRACAO DE ESTRADIOL NO PLASMA

A concentragdo do hormoénio 17Bestradiol mostrou-se similar no plasma de
fémeas e machos expostos a 10 mg E». As fémeas possuiam na média 3,08 ng de
estradiol por mililitro de plasma, enquanto que machos expostos a 10 mg E,.kg™
apresentaram 3,54 ng de estradiol por mililitro de plasma. Machos controle
apresentaram 0,05 ng de estradiol por mililitro de plasma. A figura 2 mostra as
concentracbes de estradiol no plasma de individuos de todos o0s grupos

considerando-se também o desvio padréao.

FIGURA 2 — CONCENTRACAO DE ESTRADIOL EM ng.ml™* .
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FONTE: O autor (2009).

NOTA: Concentragdo de 17Bestradiol em nanogramas de estradiol por mililitro de
plasma. CTF: grupo de fémeas controle. CTM: grupo de machos controle. 10 mg
E2: machos expostos a 10 mg E,.kg™. * p<0.05.

4.2 INDUCAO ESTROGENICA DE VITELOGENINA

Verificou-se, através do uso de um SDS-PAGE e também de wester blotting,,
gue a vitelogenina estava presente nas fémeas maduras e que essa proteina foi
induzida pelo estrogeno nos machos expostos ao mesmo. Machos ndo expostos ao

estrogeno nao apresentaram inducado estrogénica da VTG.
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FIGURA 3 — INDUC}AO ESTROGENICA DA VITELOGENINA
MM CTE CIM 10mgE2

216 kDa

VTG
'
132 kDa
78 kDa ' ' ‘

47.5 kDa

FONTE: O autor (2009).

NOTA: 100ug de proteinas totais do plasma resolvidas por SDS-PAGE seguindo
coloracdo com azul de Coomassie. MM: marcador de massa molecular. CTF: grupo
de fémeas controle. CTM: grupo de machos controle. 10 mg E2: machos expostos a

10 mg E,.kg™. VTG: banda correspondente a vitelogenina.
4.3 BIOMETRIA

A massa do figado foi semelhante entre machos controle e fémeas controle e
entre machos controle e machos injetados. Observa-se, em relacdo ao indice
hepatossomatico, a equivaléncia do grupo de fémeas controle em ovogénese (CTF)
e 0 grupo de machos injetados com a maior dose (Figura 4 A). Neste, o0 incremento
na massa relativa do figado deu-se pelo efeito indutivo do estradiol, na producgéo de
vitelogenina.

A massa das gonadas das fémeas apresentou-se aumentada em comparacao
com a massa das gbnadas de machos controles e expostos ao estrégeno. Machos
controles e expostos ao estradiol apresentaram valores semelhantes para as
massas das gonadas. O indice gonadossomatico das fémeas apresentou valor

superior tanto quando comparado ao de machos controle quanto quando comparado
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ao de machos expostos ao estrégeno, sendo que ndo ha diferencas entre os dois

altimos para tal critério (Figura 4 B).

FIGURA 4 — INDICES BIOMETRICOS
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FONTE: O autor (2009).

NOTA: (A) indice hepatossomatico em porcentagem, indicando a relacido da massa
do figado e da massa corpérea. (B) indice gonadossomatico em porcentagem,
indicando a relacdo da massa das gbnadas e da massa corporea. CTF: grupo de
fémeas controle. CTM: grupo de machos controle. 10 mg E2: machos expostos a 10
mg Ez.kg™. * p<0.05.

4.4 HISTOLOGIA DO FIGADO

Cortes do figado de fémeas em vitelogénese e do figado de machos expostos
ao estrégeno apresentaram-se estruturalmente semelhantes, sendo que em ambos
os casos foram observadas vacuoliza¢des, que sdo possivelmente reservas lipidicas
neste orgao. Tal acumulo caracteriza-se por uma ampla regido do citoplasma que
ndo se cora com hematoxilina/eosina e pelo ndcleo apresentar-se deslocado
perifericamente. Tal alteracdo nao foi observada em machos ndo expostos ao

estrogeno (Figura 5).
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FIGURA 5 — HISTOLOGIA DO FiIGADO DE R. quelen.

FONTE: O autor (2009).
NOTA: (A) e (B) estrutura do figado de machos nédo expostos ao estrogénio. (C) e

(D) estrutura do figado de fémeas em vitelogénese. (E) e (F) estrutura do figado de
machos expostos a 10 mg E,.kg™. As setas indicam células vacuolizadas. Barras de

escala = 50 pm.



24

4.5 PADRAO ELETROFORETICO DAS GLICOLIPOFOSFOPROTEINAS DO
PLASMA

O SDS-PAGE indicou uma banda de aproximadamente 200 kDa presente nos
machos estrogenos induzidos, presente também nas fémeas em vitelogénese e
ausente nos machos controles (Figura 6 A). Verificou-se também que tal banda foi
super expressa nos machos expostos ao E, quando comparada com a banda
expressa pelas fémeas maduras. A banda em questdo corou-se com reativo de
Schiff indicando que a proteina é glicosilada (Figura 6 B), corou-se com verde
malaquita ( Figura 6 C), sendo este um indicativo de que a proteina é fosforilada e
corou-se com Sudan Black (figura 6 D), sendo este ultimo indicativo de lipidacéo na

proteina.

FIGURA 6 — PADRAO ELETROFORETICO DAS PROTEINAS DO PLASMA.
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FONTE: O autor (2009).
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NOTA: 100ug de proteinas totais do plasma resolvidas por SDS-PAGE. (A) Padréao
eletroforético corado com Azul de Coomassie. (B) Padrdo eletroforético de
glicoproteinas coradas com acido periodico de Schiff. (C) Padréo eletroforético de
fosfoproteinas coradas com verde malaquita. (D) Padrdo eletroforético de
lipoproteinas coradas com Sudan Black B. MM: marcador de massa molecular. CTF:
grupo de fémeas controle. CTM: grupo de machos controle. 10 mg E2: machos

expostos a 10 mg E,.kg™.

4.6 RECAO DE WESTERN BLOTTING PARA DETECCAO DA
VITELOGENINA

O anticorpo comercial anti VTG de Spaurus aurata reconheceu o antigeno
expresso nos machos expostos ao estrégeno, assim como, reconheceu o antigeno
expresso por fémeas. No entanto, a VTG nao foi detectada nos machos controle, o
gue de fato era esperado ja que em condicbes normais esta proteina ndo expressa

em machos (Figura 7).

FIGURA 7 —- REACAO DE WESTERN BLOTTING VITELOGENINA
CTF CTM 10mgE2
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132kDa

78kDa

47 .5kDa

FONTE: O autor (2009).



26

NOTA: 100ug de proteinas totais do plasma resolvidas por SDS-PAGE e submetidas
a reacdo de western blotting utilizando-se anticorpo comercial. CTF: grupo de
fémeas controle. CTM: grupo de machos controle. 10 mg E2: machos expostos a 10

mg E».kg™.

4.7 ESPECTROMETRIA DE MASSA

A andlise por MS1 e MS2 nao foram capazes de identificar a vitelogenina no
banco de dados do Swiss-prot e nem no banco de dados do NCBI. Tal identificagao
nao foi possivel uma vez que ndo ha disponivel nos bancos de dados o genoma de
R. quelen. No entanto, mesmo nao havendo tal identificagéo, verificou-se que tanto
MS1 quanto o MS2 de machos e fémeas sdo semelhantes, o que é um indicativo de
que a proteina estrégeno induzivel nos machos é estruturalmente semelhante a

proteina presente nas fémeas maduras (Tabela 1, 2 e 3 e Figura 8).

TABELA 1 — RELACOES MASSA/CARGA DA VITELOGENINA DE FEMEAS
MADURAS.

MS1 MS2- jon | MS2 -ion | MS1 MS2 -ion | MS2-ion
parental | parental parental | parental
1310.796 | 1506.874 1310.796 | 1506.874

931.584 | 70.059 70.109 1567.985 1478.735

963.577 | 86.092 72.108 1588.931

1110.608 | 112.092 | 86.150 1653.993

1125.698 | 129.121 | 110.116 | 1656.998

1147.701 | 175.155 | 112.140 | 1666.005

1156.713 | 255.249 | 129.275 | 1686.013

1163.688 | 272.219 | 169.253 | 1700.038

1170.712 | 487.330 | 175.186 | 1726.966

1178.692 | 1097.210 | 197.334 | 1733.059

1185.660 | 1103.639 | 199.333 | 1741.002

1190.579 | 1119.974 | 266.273 | 1747.080

1192.695 | 1269.047 | 268.296 | 1796.389




1194.679 | 1272.746 | 286.359 | 1833.018
1201.629 | 1276.438 | 294.325 | 1849.027
1208.683 | 1279.698 | 300.292 | 1853.029
1252.676 | 1282.927 | 303.320 | 1869.074
1266.795 | 1285.995 | 371.437 | 1879.056
1269.702 | 1289.193 | 374.245 | 1885.057
1304.795 381.434 | 1895.088
1310.796 399.298 | 1911.137
1318.815 445,421 | 1943.022
1326.806 560.304 | 1957.063
1332.807 593.396 |1974.219
1348.784 705.317 | 2055.314
1397.788 727.322 | 2060.044
1403.783 744.381 | 2062.220
1411.786 777132 | 2074.165
1417.825 1020.461 | 2077.249
1426.793 1037.560 | 2090.247
1481.832 1291.795 | 2246.397
1487.908 1308.703 | 2283.362
1506.874 1315.099 | 2297.430
1517.923 1458.792 | 2.478.577
1537.965 1472.258 | 2495.595
1565.945 1474.536 | 2694.787

2967.909
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FONTE: O autor (2009)

NOTA: MS1 — espectro de massa dos peptideos provenientes da digestao triptica da
vitelogenina. MS2 — ion parental 1310.796 — espectro de massa dos peptideos
constituintes do ion parental 1310.796. MS2- ion parental 1506.874 — espectro de
massa dos peptideos constituintes do ion parental 1506.874.
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TABELA 2 - RELACOES MASSA CARGA DA VITELOGENINA DE MACHOS
EXPOSTOS AO ESTROGENO.

MS1 MS2-ion | MS2-ion | MS1 MS2-ion | MS2-ion
parental | parental parental | parental
1310.768 | 1506.856 1310.768 | 1506.856
927.482 | 70.061 70.097 2002.018 | 527.380 |606.170
931.516 | 86.105 72.097 2060.010 | 530.312 |664.211
1.63.639 | 101.069 |86.140 2061.968 | 558.343 | 705.122
1170.671 | 112.106 | 101.088 |2074.024 | 601.372 | 727.358
1193.614 | 129.138 | 112.147 | 2075.994 | 629.377 | 744.375
1251.675 | 155.151 | 129.160 |2283.122 | 676.321 | 777.004
1270.708 | 172.204 | 169.221 700.405 | 791.226
1310.768 | 175.158 | 175.169 715.192 | 874.176
1318.767 | 199.209 | 195.192 784.462 | 1020.484
1338.690 | 214.159 | 199.195 813.490 |1037.487
1383.815 | 227.244 | 266.204 908.507 |1119.453
1460.836 | 230.190 | 272.198 914.669 | 1285.620
1461.836 | 243.106 | 286.255 930.641 | 1291.262
1473.726 | 255.217 | 294.236 1081.171 | 1305.324
1481.780 | 272.199 | 300.214 1084.713 | 1308.687
1506.856 | 302.216 | 303.188 1097.390 | 1468.833
1656.965 | 328.266 | 371.252 1103.631 | 1472.370
1726.841 | 342.213 | 374.315 1119.945 | 1474.677
1777.993 | 359.228 | 381.218 1273.248 | 1479.485
1832.947 | 385.277 | 399.385 1276.595
1848.939 | 399.280 |414.163 1279.769
1868.923 | 416.284 | 445.298 1281.859
1884.930 | 456.281 | 470.429 1284.001
1942.893 | 459.276 | 560.251 1286.075
1956.897 | 487.284 | 593.326

FONTE: O autor (2009)
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NOTA: MS1 — espectro de massa dos peptideos provenientes da digestao triptica da
vitelogenina. MS2 — ion parental 1310.768 — espectro de massa dos peptideos
constituintes do ion parental 1310.768. MS2- ion parental 1506.856 — espectro de

massa dos peptideos constituintes do ion parental 1506.856.

TABELA 3 — SEMELHANCAS DE RELACAO MASSA CARGA DA VITELOGENINA
DE FEMEAS E MACHOS EXPOSTOS AO ESTROGENO.

MS1 MS2 — ion parental 1310 | MS2 — ion parental 1506
Fémea Macho E2 | Fémea Macho E2 | Fémea Macho E2
931.584 |931.516 | 70.059 70.061 70.109 70.097
1163.688 | 1163.639 | 86.092 86.105 72.108 72.097
1170.712 | 1170.671 | 112.092 112.106 86.150 86.140
1310.796 | 1310.768 | 129.121 129.138 129.275 129.160
1318.815 | 1318.767 | 175.155 175.158 169.253 169.221
1481.832 | 1481.780 | 255.249 255.217 175.186 175.169
1506.874 | 1506.856 | 272.219 272.199 199.333 199.195
1656.998 | 1656.965 | 487.330 487.284 266.273 266.204
1726.966 | 1726.841 | 1097.210 | 1097.390 286.359 286.255
1849.027 | 1848.939 | 1103.639 | 1103.631 294.325 294.236
1869.074 | 1868.923 | 1119.974 | 1119.945 300.292 300.214
1885.057 | 1884.930 | 1276.438 | 1276.595 303.320 303.188
1957.063 | 1956.897 | 1279.698 | 1279.769 371.437 371.252
2060.044 | 2060.010 374.245 374.315
2074.165 | 2074.024 381.434 381.218
2283.362 | 2283.122 399.298 399.385
560.304 560.251
593.396 593.326
705.317 705.122
727.322 727.358
744.381 744.375
777.132 777.004
1020.461 | 1020.484
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1037.560 | 1037.487
1291.795 | 1291.262
1308.703 | 1308.687
1472.258 | 1472.370
1474.536 | 1474.677

FONTE: O autor (2009)

NOTA: MS1 — espectro de massa dos peptideos provenientes da digestao triptica da
vitelogenina. MS2 — ion parental 1310 — espectro de massa dos peptideos
constituintes do ion parental 1310.796. MS2 - ion parental 1506.874 — espectro de
massa dos peptideos constituintes do ion parental 1506. Fémeas: grupo de fémeas
em vitelogénese. Machos E2: grupo de machos expostos a 10 mg E,.kg™

FIGURA 8 — ESPECTROS DE MASSA DA PROTEINA CONSIDERADA COMO
VITELOGENINA.
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FONTE: O autor (2009).

NOTA: (A) Espectrometria de massa da vitelogenina de fémea em vitelogénese.

MS1 - espectros de massa da digestao triptica da VTG de fémea (MS1); MS2 - ion
parental 1506.856 - espectros de massa dos aminoacidos do pico de massa
1506,856 proveniente da digestdo triptica da VTG da fémea (MS2 do pico
1506,856); MS2 — ion parental 1310.796 - espectros de massa dos aminoacidos do
pico 1310,796 proveniente da digestdo triptica da VTG da fémea (MS2 do pico
1310,796).
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(B) Espectrometria de massa da vitelogenina de macho induzido com E,. MS1:
espectros de massa da digestéo triptica da VTG de macho induzido com E, (MS1);
MS2 — ion parental 1506.856: espectros de massa dos aminoacidos do pico
1506,856 proveniente da digestao triptica da VTG de macho induzido com E, (MS2
do pico 1506,856); MS2 — ion parental 1310.768: espectros de massa dos
aminoacidos do pico 1310,768 proveniente da digestdo triptica da VTG de macho
induzido com E, (MS2 do pico 1310,768).

4.8 SORO POLICLONAL PRODUZIDO

O soro pré-imune, coletado do coelho antes deste ser imunizado com
vitelogenina de R. quelen, nao reagiu com nenhuma proteina do plasma de nenhum
grupo experimental (figura 9 — P-IM). O soro policlonal produzido reagiu
especificamente (diluicdo 1: 40000) com a banda correspondente a vitelogenina
apenas em fémeas em vitelogénese e em machos expostos ao estrogeno. N&o ha
reacao entre o soro policlonal produzido e qualquer proteina presente no plasma de

machos controle.

FIGURA 9 — RECAO DE WESTERN BLOTTING DA VITLOGENINA UTILIZANDO
SORO POLICLONAL PRODUZIDO
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FONTE: O autor (2009).

NOTA: 50ug de proteinas totais do plasma resolvidas por SDS-PAGE e imuno
detectadas por western blotting utilizando-se os anticorpos policlonais produzidos. P-
IM: soro pré imune reagindo com VTG de macho exposto a 10 mg E,.kg™. CTF:
plasma do grupo de fémeas controle. CTM: plasma do grupo de machos controle. 10

mg E2: plasma de machos expostos a 10 mg E,.kg™.
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5. DISCUSSAO

A ocorréncia de hormonios estrégenos em ambientes aquaticos naturais tem
aumentado enormemente nas duas ultimas décadas devido as suas aplicacfes na
medicina humana e veterinaria, sendo tal aumento preocupante para os profissionais
da area de Ecotoxicologia. Uma injec&o intraperitoenal de um dado composto nao é
a forma ambientalmente mais relevante de exposicdo, no entanto esta forma de
exposicao demonstra como uma dada espécie responde ao composto de interesse e
quais tipos de respostas sdo relevantes para a saude e sobrevivéncia da espécie.

As diferentes espécies de peixes tem diferentes sensibilidades aos hormonios
estrogenos (Maria et al., 2007, Moura-Costa et al., 2009; Zarrogian et al., 2000),
sendo que os efeitos da exposicdo sdo em geral doses dependente. A dose
escolhida para a exposicao foi aquela relatada pela literatura como sendo capaz de
induzir a vitelogénese sem ser letal para o animal (Flynn et al., 2007; Maria et al.,
2007, Zarrogian et al., 2000). Durante um experimento prévio, cujos dados nao
foram expostos neste trabalho, verificou-se que a dose de 20 mg E,.kg™ and 50 mg
E,.kg™ foram letais para R. quelen, no entanto Mills e colaboradores., 2001, relata
que 20 mg E,.kg™ ndo é letal para a espécie Paralichthys dentatus.

Apesar dos efeitos desregulaodres enddcrinos serem observados em
baixissimas concentracdes de estrégenos na ordem de ppb, as descargas
domésticas contém estrogenos no ordem de microgramas por litro. Deve-se levar em
conta também o fato de os tratamentos de efluentes ndo eliminarem por completo os
estrogenos nem seus metabolitos. E também agravante o fato de estrégenos n&o
serem considerados, até o presente momento pela resolucéo vigente que regulariza
as concentracdes de poluentes aceitdveis na agua de consumo, como poluentes
capazes de causar efeitos deletérios as populacbes de organismos aquaticos e
também as popula¢gdes humanas.

A concentracdo de estradiol no plasma de fémeas de R. quelen em
viteldgenese foi similar a concentracdo encontrada também por outros autores
(Barcellos et al., 2001; Soso et al., 2007), sendo que esta concentragéo foi superior
a concentracdo presente em mamiferos, possivelmente devidos as diferentes
estratégias reprodutivas adotadas por peixes e mamiferos. Fémeas no periodo
reprodutivo e machos expostos a 10 mg E,.kg™’ apresentaram concentracdes

similares de estradiol no plasma, demonstrando que a dose administrada
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intraperitonealmente tem significado fisiolégico para a espécie. Machos néo
expostos ao estrogeno tiveram concentracdes similares do horménio no plasma
guando comparados a machos da mesma espécie expostos a 0,1 e 1,0 mg de E; por
Moura-Costa et a.l, 2009. A presenca de concentracdes baixas do estrégeno no
plasma de machos controle demonstra que estes animais possuem concentracoes
fisiologicas do hormdnio e que doses baixas do mesmo sdo rapidamente
metabolizadas e excretadas do organismo. A literatura relata que o 17Bestradiol &
convertido pelas enzimas de detoxificacdo do figado em estrona e
subsequentemente metabolizado em 2-4-hidroxiestrona (2-4-OHE) e 16-a-
hidroxiesterona (16-a-OHE). A 2-4-OHE é rapidamente excretada pelo organismo,
engquanto que a 16-a-OHE nédo € excretada, sendo entdo considerada um potente
estrogeno, exibindo caracteristicas toxicas (Greenspan et al., 1997). Devido a sua
biotransformacdo e posterior excrecdo o0s estrogenos podem ter seus efeitos
reversiveis quando os organismo passam por um periodo de depuracédo (Hughes e
Gallagher, 2004; Teles et al., 2004, Teles et al., 2005; Moncaut et al., 2002; Pait et
al., 2003).

Zaroogian e colaboradores (2001) relatam inUmeras injlrias causadas nas
gbnadas de machos tratados com E,, como diminuicdo na motilidade e na producéo
de espermatozoides. No presente trabalho ndo foi avaliada a estrutura das gbnadas,
devido ao fato de os efeitos de estrégenos sobre as gbnadas serem amplamente
relatados (Funkensteisn et al., 2000; Moncaut et al., 2002; Pait et al., 2003). A
espécie R. quelen ndo apresenta alteracdo no indice gonadossoméatico de machos
expostos ao estrogeno quando comparados com machos ndo expostos. Fémeas em
vitelogénese apresentam massa das gonadas, bem como indice gonadossomatico
superiores ao de machos expostos e ndo expostos, uma vez que estas produzem
inUmeros ovacitos preenchidos por vitelo que sdo necesséarios ao desenvolvimento
do embrido. Brion e colaboradores. (2004) em seu trabalho com Danio rerio em
diferentes estagios de desenvolvimento afirma que o E, é capaz de causar
alteracdes no indice gonadossomatico somente se a exposi¢do for em estagios
larvais ou juvenis. Em machos adultos expostos ao hormonio, ndo ha alteracdes
neste indice, porém as alteragcdes na morfologia e na fisiologia das gbnadas séo
agravantes nesta fase da vida. O trabalho de Carrera e colaboradores (2007) assim
como o presente trabalho relatam um aumento no indice hepatossomatico de S.

auratus e R. quelen respectivamente expostos ao E,. Mills e colaboradores (2001)
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também relatam aumento no IHS de P. dentatus quando expostos a 2 e 20 mg E».kg
! ho entanto Moura-Costa et al., 2009, relata gue o aumento do IHS ocorre apenas
em machos expostos a 10 mg E,.kg™ sendo que tal aumento ndo é observado em
machos expostos a 0,1 e 1 mg E2.kg®. Este aumento no IHS se deve a um
incremento na producédo de VTG e a alocacao lipidica feita pelo figado.

Danos histoldgicos ndo tém sido freqiientemente usados para avaliar o efeito
de desreguladores enddcrinos no figado. No entanto alguns poucos trabalhos
relatam injarias histolégicas no figado de animais expostos ao estradiol (Moncaut et
al.,, 2002; Moura-Costa et al, 2009; Zaroogian et al., 2000). Além de danos
histolégicos como necroses, desaranjo celular e alteracao de basofilia no citoplasma
0s autores supracitados relatam também a vacuolizagcdo. Tal vacuolizacdo ndo pode
ser atribuida a uma reserva lipidica uma vez que o processamento histolégico
degrada tais moléculas. No entanto diversos autores associam este aspecto
vacuolizado do figado com a reserva lipidica, especialmente em fémeas no periodo
reprodutivo.

A proteina avaliada neste trabalho foi estrégeno induzivel em machos,
presente em fémeas em vitelogénese, reagiu especificamente com o0 anticorpo
comercial contra vitelogenina e corou-se como um glicolipofosfoproteina. Tais
evidéncias, além da alteracéo do indice hepatossomético e vacuoliza¢do do figado,
sdo fortes indicativos de que a molécula em questdo trata-se da vitelogenina.
Trabalhos como o de Moncaut (2002), Funkensteisn (2000) e Pait e Judd (2003)
indicam que a producdo de VTG por machos de diferentes espécies é dose e tempo
dependente. Pait e Judd (2003) comparam a expressao de vitelogenina por espécies
diferentes e concluem que em ambos o0s casos a producdo da mesma é dose
dependente, porém a concentracdo produzida varia interespecificamente. Folmar e
colaboradores (2000) mostram que a vitelogenina também pode ser induzida por
exposicdo hidrica ao E,, sendo que a expressdo da mesma, neste caso, também é
dose dependente, mas ainda assim € menor quando comparada a expressao por
exposicao intraperitoneal. Xuefei e colaboradores (2007) mostra que doses baixas
de E;, como 0,1 e 0,5ug/l de E, sO séo capazes de induzir a expressédo da VTG em
tempo de exposicéo superiores a 28 dias, enquanto que doses elevados de E, como
1 e 5 ug/l induzem a expressédo da vitelogenina em apenas 7 dias. No presente
trabalho nado verificou-se se a expressao da vitelogenina é dose e tempo dependente

para R. quelen, no entanto Moura-Costa e colaboradores (2009) afirmam que a
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expressao desta proteina € dose dependente para esta espécie e que doses iguais
ou inferiores a 0.1 mg E,kg' ndo sdo capazes de induzir a vitelogénese em
machos.

Verificou-se ainda que a vitelogenina apresenta uma alta massa molecular
com indicado por outros autores e os padrées de coloracdo da molécula indicam que
a mesma trata-se de uma glicolipofosproteina também foram encontrados por outros
autores (Carrera et al., 2007; Folmar et al., 2000). A fosforilacdo e a lipidacdo da
proteina sdo essenciais uma vez que a mesma sera clivada e os componentes da
clivagem servirdo de alimento para o embrido em desenvolvimento. As glicosilacdes
sao referidas apenas como uma marcagcao para que a proteina seja corretamente
incorporada aos ovocitos.

A espectrometria de massa néo identificou no banco de dados a vitelogenina.
Entretanto o padrdo espectrométrico indicou que a proteina presente em fémeas
maduras e machos estrégeno induzidos é estruturalmente semelhante. Um dos
fatores agravantes para que nao houvesse a identificacdo da vitelogenina foi a
auséncia de bancos de dados de genoma para espécies. Outro aspecto que pode
dificultar a identificacdo da molécula € que os bancos de dados utilizam a clivagem
tedrica da molécula, no entanto a clivagem real da molécula pode ndo ser tdo exata
quanto a clivagem tedrica sugerida pelo banco de dados. Apesar das tentativas de
reducdo e alquilacdo da proteina, para evitar que a enzima tripsina ndo tenha
acesso aos sitios de clivagem, ndo ha a garantia exata de que todos os sitios de
clivagem foram realmente expostos. A auséncia de banco de dados demonstra a
necessidade de mais estudos com espécies nativas. Alguns autores como Palumbo
e colaboradores (2007) e Banoub e colaboradores (2003) ndo obtiveram sucesso na
identificacdo da VTG de Paralichthys californicus e Salmo salar respectivamente.
Alguns autores que utilizam técnicas mais acuradas de identificacdo da vitelogenina,
como Electrsopray ionization, obtiveram maio sucesso em suas identificagbes
(Cohen et al., 2005).

O presente trabalho utilizou uma metodologia pouco usada atualmente para a
producdo de anticorpos a partir da vitelogenina. A maioria dos autores isola e
purifica a proteina para entdo imunizar os animais. Neste trabalho a proteina n&o foi
purificada, foi apenas separada das demais proteinas do plasma por SDS-PAGE,
recortada do gel e entdo utilizada como imundgeno. Drenckhahn e colaboradores

(1993) descrevem que tal técnica € eficaz, especialmente se a proteina em questao
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possuir um alto peso molecular, como é o caso da vitelogenina, e também caso a
proteina seja sensivel a degradacdo. Shao e colaboradores (2004) e Roubal e
colaboradores (1997) relatam que a vitelogenina sofre degradacéo proteolitica ao
ser purificada, mesmo que tal purificacdo seja acompanhada do uso de
antiproteoliticos e se realize em baixas temperaturas. Os mesmos autores discutem
que a degradacdo da vitelogenina ao ser purificada é devido ao seu alto peso
molecular. Apesar da molécula ndo ter sido purificada para a producdo do soro
policlonal, 0 mesmo mostrou-se altamente especifico indicando que a purificacéo é
desnecessaria a0 menos para a vitelogenina de R. quelen.

A obtencao de um anticorpo funcional e especifico para a deteccédo da
VTG, que emprega uma metodologia de baixo custo em sua producdo, torna tal
ferramenta amplamente Utii no monitoramento de regides contaminadas por
desreguladores enddcrinos. O uso de um anticorpo que detecte um biomarcador
presente no plasma também torna desnecesséario o sacrificio do animal, uma vez
gue o sangue pode ser coletado sem maiores danos ao organismo e sem grandes

impactos ao ecossistema.
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6. CONCLUSOES

Ha uma proteina com aproximadamente 200 kDa expressa pelos machos
expostos ao estradiol e que foi caracterizada como sendo estrogeno indizivel e que
apresenta glicosilagfes, lipidacbes e fosforilacdo, sendo que tal proteina reage
especificamente com anticorpo especifico para a vitelogenina.

Espectrometricamente a proteina em questdo € estruturalmente semelhante
em fémeas maduras e machos expostos ao estrogeno.

A inducdo estrogénica altera o indice hepatossoméatico bem como a
morfologia do figado de machos de R. quelen, sendo que para ambos
biomarcadores machos estrégeno induzidos sdo semelhantes as fémeas em
vitelogénese.

O anticorpo produzido, mesmo sem a purificagdo da VTG, mostrou-se téao
especifico quanto o anticorpo comercial, evidenciando que a purificacdo ndo é
necessaria para a produ¢do dos mesmos.

A metodologia aplicada na producdo do anticorpo permite seu uso futuro no
biomonitoramento.

Estudo complementares sdo necessarios para que mais caracteristicas da

molécula sejam corroboradas.
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