Identificacdo das proteinas musculares de suinos submetidas
a eletroforese em gel de poliacrilamida com
Sodium Dodecil Sulfato (SDS).
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Identification of the muscular proteins of pigs submitted to the
eletroforesis in polyacrilamide gel with Sodium Dodecyl Sulfate (SDS).

ABSTRACT: Fragments of two pigs muscles of Landrace, Large White, Duroc purebred and crossbred,
the eletroforesis was submitted in polyacrilamide gel with SDS, being objectified to verify there would be a
specific pattern for pigs and to identify through the molecular weights, the main proteins. The results show
that there would be a specific pattern for swine and they were identified miosina heavy chain, actina, troponina,
tropomiosina and a light chain of miosina.
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RESUMO: Fragmentos de dois musculos de suinos Landrace, Large White, Duroc e mesti¢os, foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS , objetivando verificar se haveria um padréo
especifico para suinos e identificar através dos pesos moleculares, as principais proteinas. Os resultados
mostraram que haveria um padrao especifico para suinos e permitiram que fossem identificadas as cadeia

pesadas e uma das leve de miosina, actina, troponina e a tropomiosina.
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Introducéo

Os musculos sdo formados por duas proteinas
principais: a miosina e a actina. Nos musculos
esqueléticos, cardiaco e liso, a miosina forma os fila-
mentos espessos, enquanto que a actina forma os del-
gados dos sarcomeros, as unidades repetitivas basi-
cas contrateis das fibrilas musculares. Os dois tipos
de filamento estéo entrelacados e dispostos parale-
lamente um ao outro. A contragdo muscular é de
responsabilidade da interacdo da actina com a
miosina e com os componentes adicionais: ATP
(producao de energia), Ca?, tropomiosina e a
troponina.

A miosina tem peso molecular de 470 KD,
contendo 6 cadeias polipeptidicas: 2 pesadas com
peso molecular de 200 KD e 4 leves cujos pesos
moleculares variam de 15 a 27 KD.

A actina, possui peso molecular de 43 KD e além
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de seu papel estrutural, ativa o ATP da miosina,
desempenhando por isso importante papel na
contracdo muscular.

A terceira proteina é a troponina, apresenta PM
de 66 KD, interage com a actina e a troponina, auxi-
liando na regulacdo da interacdo entre actina e
miosina que ocorre durante a contragao.

A troponina tem peso molecular de 37 KD.
Contém 3 subunidades diferentes: a TnT (37 KD) que
se liga a tropomiosina; a Tnl (20 KD) que inibe a
interagdo entre a miosina e a actina e a TnC (18KD)
reguladora das interacdes entre TnT e Tnl, e outros
componentes do sistema contratil (Smith etal., 1988)

Pette e Schnez (1977), analisando musculos Psoas
e soleus de coelhos submetidos as técnicas de NADH-
TR, SDH e mATPase pré incubada, em pH &cido e
alcalino, para a diferenciacdo dos tipos de fibras, e
submetendo também as amostras de proteinas
miofibrilares, a eletroforese com SDS, em gel de dis-
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co, chegaram aos seguintes resultados: As fibras de
contracao lenta apresentaram uma cadeia de miosina
leve especifica para a contracdo lenta, enquanto as
fibras de contracdo rapida vermelhas ou brancas
apresentaram igual padrao eletroforético para as
cadeias de miosina leve.

Young e Davey (1981) estudando 3 diferentes
musculos bovinos, o masseter (M), o reto abdominal
(RA) e esternomandibular (SM), observou que o
primeiro possui predominantemente fibras de
contracdo lenta; o segundo, fibras de contracéo rapi-
da e o terceiro uma mistura entre ambas.

Jarsa et al. (1990) estudaram o polimorfismo e a
identificacdo histoquimica em musculos de peixes de
2 espécies diferentes; usando as técnicas de SDH e
MATPase para a padronizacao histoenzimoldgica e
eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-
PAGE), e encontraram o padréo das cadeias leves
da miosina, tropomiosina, troponina e proteinas C
e M, especificas para os tipos de fibras do musculo.

Sarmah (1994) com o objetivo de estudar o padrao
eletroforético e os pesos moleculares da miosina e
suas sub-unidades, pela técnicas de eletroforese em
gel de poliacrilamida, coletou amostras do musculo
biceps femural de bubalinos. Obteve, como resultado,
a ocorréncia de uma cadeia pesada com peso
molecular de 200 KD e trés leves, LC, 25 KD, LC, 17
KD e LC, 14 KD, semelhantes as trés cadeias leves
da miosina do coelho.

O objetivos deste trabalho foi determinar e iden-
tificar dos possiveis padrdes polimaorficos das pro-
teinas musculares, utilizando a técnica de eletroforese
em gel de poliacrilamida com SDS.

Material e Métodos

Foram usados 20 suinos (Suis scrofa domesticus),
com peso ao redor de 90 kg, sendo 5 Landrace, 5
Large White, 5 Duroc e 5 mesticos, de ambos 0s sexos,
abatidos em frigorifico da regido de Botucatu —SP.

As amostras com 0,5cm de comprimento por 0,5cm
de largura. eram de 2 musculos, o m. Obturatori externi
(musculo Obturador externo) e o m. Longus colli (mus-
culo Longo do pescoco), conforme Figuras 1 e 2. Elas
foram colocadas em nitrogénio liqtiido, permanecendo
até o momento das analises.

O processo de maceracao seguiu Lemos e Moraes
(1992). O teor de proteina foi determinado pela téc-
nica do biureto, sendo aplicado em cada pogo o equi-
valente a 50 mg de proteina. A eletroforese em gel
de poliacrilamida a 12,5%, com SDS usada foi a des-
crita por Hames e Rickwood (1990).

A corrida eletroforética, foi realizadaa 4 °C, e a
voltagem foi inicialmente mantida em 100 V, até que
o indicador passasse para o gel de separacéo, quando

Figura 1. Musculo 1 Obturatori externi (Obturador ex-
terno) de suiinos

i

Figura 2. Musculo 2 Longus colli (longo do pescogo)
de suinos

ocorreu a alteracdo para 150 V, sendo considerada
encerrada logo ap6s o indicador sair do gel.

A coloracéo do gel foi feita fazendo-se a imersao
na solucao fixadora por 20 minutos. Em seguida na
solucéo descorante por 2 minutos, na solucéo Corante
Azul de Comassie a 60 ° C, por dez minutos .

Transcorrido o tempo de coloracdo, a placa foi
deixada na solugdo descorante de Comassie, até
evidenciagdo das bandas. A seguir ela foi deixada
por varias horas na solucdo preservante para que
fosse hidratada. Para a analise das placas empregou-
se o kit marca SIGMA MW - SDS 200, contendo mar-
cadores com os seguintes pesos moleculares: miosina
@ 205KD; b galactose @ 116 KD; fosforilase b @ 97,40
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KD; albumina bovina @ 66 KD; alboumina de ovo @
45 KD;e anidrase carbbnica @ 29 KD.

O modelo estatistico adotado foi o seguinte:

Yijk =m+ GG, + Mt GG”. te,

Onde: m=média

GG = efeito do iésimo grupo genético

M:GG ;= efeito do jésimo musculo dentro de gru-
po genético

e, = €rro residual

Resultados e Discussao

As proteinas dos musculos, para a maioria das
amostras apresentou um padrao com 24, bandas (Figu-
ras3e4).

A andlise de variancia nao mostrou efeito de gru-
po genético e nem de musculo dentro de grupo
genético, como pode ser observado na figura 3, onde
se observa que todos 0s pogos apresentam as mesmas
bandas, independentemente do mdsculo e do grupo
genético.

Para melhor discussao e interpretacao dos resul-
tados obtidos, o gel foi dividido em regides,
referenciando os marcadores moleculares.

A regido 1, situada entre o ponto de aplicacdo na
parte superior do gel e o marcador de maior peso
molecular, a miosina (205 KD). Nesta regido notou-
se a presenca de 1 banda., com PM de 251,44 KD.

A regido 2, localizada entre os marcadores miosina
e b galactose (116 KD), possibilitou verificar 2 ban-
das, com PM de 192,03 e 165,12 correspondentes as
cadeias pesadas de miosina, com molecular
molecular ao redor de 200 KD (Jaenicke et al., 1994).

A regiao 3, limitada, superiormente pela b
galactose e inferiormente pela fosforilase b (97,4 KD),
apresentou uma banda de fraca intensidade de
coloracéo, com peso molecular de 100,79 que poderia
corresponder a a actinina que, segundo Boles et al.
(1992) teria peso molecular aproximado de 100 KD.

Aregido 4, limitada pelos marcadores fosforilase
b e albumina bovina (66 KD) apresentou 6 bandas

Figura 3. Padréo eletroforético em gel de poliacrilamida com SDS 12,5% dos musculos Obturador externo (1)
e Longo do pescoco (2) de suinos Landrace (LN), Large White (LW), Duroc (DU) e Mesti¢os (ME), e

os marcadores moleculares (MM).
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Figura 4. Eletroferograma dos padr6es de SDS das
proteinas dos musculos Obturador externo
(1) e Longo do pescogo (2) de suinos
Landrace (LN), Large White (LW), Duroc
(DU) e Mesticos (ME), e marcadores
moleculares (MM).

correspondentes as proteinas com os seguintes pe-
sos moleculares: 93,28; 89,00; 85,07; 82,94; 77,80 e 67,13
KD. A ultima, corresponde a tropomiosina.

A regido 5, situada entre a albumina bovina (66
KD) e albumina de ovo (45 KD), mostrou 6 bandas
fracas. Elas sdo, respectivamente: 64,39; 58,81; 56,68;
51,19; 50,07; 49,27 e 47,73 KD.

A regido 6, situada entre os marcadores albumina
do ovo e a anidrase carbbnica (29 KD), apresentou 6
bandas 41,13; 36,65; 33,54; 31,01 e 30,37 KD, que
corresponderiam a actina com PM de
aproximadmente 45 KD, a troponina com 37,74 KD
e concordantemente com Boles et al. (1994), que
também detectou uma banda com peso molecular
ao redor de 41 KD.

A Ultima regido ndo permitiu identificar as pro-
teinas restantes, pois elas se situaram abaixo do mar-
cador molecular de menor peso, tendo sido
obervadas 8 bandas. Embora ndo seja possivel a
confirmagao, tendo-se em vista a falta de marcado-
res de mais baixo peso molecular, possivelmente
nesta Ultima regido do gel poderiamos encontrar as
bandas correspondentes as cadeias leves de miosina
com peso molecular variando de 15 a 27 KD e
também, as subunidades da troponinaa Tnl (20KD)
eaTnC (18KD).

A eletroforese das proteinas nativas em gel de
poliacrilamida a 12,5% com SDS nao mostrou
diferencas no padrao eletroforético para grupos
genéticos e musculos. Isto pode ser explicado talvez,
pelo fato de que quando as proteinas sdo tratadas
com SDS, a migragao ocorre por diferenca de peso
molecular entre as proteinas. Indicado neste trabalho,
que ndo houve diferenca entre elas, assim, as protei-
nas sdo as mesmas e permaneceram preservadas,
permitindo que fossem identificadas .

Conclusoées

1. Harealmente um padrao eletroforético espe-
cifico para suinos, que nao foi alterado pelo efeito de
musculo ou grupo genético

2. A técnica usada permitiu a identificacdo das
cadeias pesadas e de uma das leve de miosina, da
actina, troponina e tropomiosina, além da presenca
de varias bandas com baixo peso molecular.
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