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A pesquisa de comp051gao das nicleo-proteinas do esperma de peixes, a
qual data de meio século, iniciando-se com o trabalho original de Miescher (6),
evidenciou dois grupos de substancias quimicas cujo estudo tem progredido
constantemente até os nossos dias e cujo valor na biologia tem progressiva-

mente aumentado: os Aacidos nicleicos e as proteinas conjugadas com os
mesmos.

Com referéncia a essas proteinas conjugadas, as protaminas e histonas,
foram publicados varios trabalhos, estudando, além da sua constituicdo e pro-
priedades fisicas e quimicas, ainda a sua utilizagdo terapéutica. Constituem
até hoje, portanto, objeto de grande interesse cientifico.

As protaminas tém composicio diferente quanto aos seus amino-acidos
basicos, variando com as espécies dos peixes de onde procedem.

As histonas ocorrem em varios animais, como é o caso da bem conhe-
cida histona do timo da vitela, sendo encontradas, ainda, no esperma de peixes.
Representam elas, do ponto de vista da complexidade da estrutura, um grupo
de transi¢do entre as proteinas propriamente ditas e as protaminas.

Nos peixes, segundo autores como MiescHER e KosseL (6), representam
esses compostos um estagio de transicdo na formacdo das protaminas, dai
serem encontrados em testiculos ainda ndo maduros. Entretanto, em espermas
de muitos peixes, sémente se conseguem isolar histonas.

Pareceu-nos interessante verificar, no caso dos cacdes, qual o tipo de
nicleo-proteina existente ou predominante.

(*) Trabalho da Divisiao de Quimica e Farmacologia, Secio de Quimica.
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Trata-se de um grupo de peixes, com caracteristicas bem acentuadas e
tendo a vantagem de fornecerem uma quantidade grande de material, conse-
quéncia do tamanho em que geralmente siao encontrados.

Por outro lado, os métodos classicos de extracao das nicleo-proteinas, de
MIESCHER e KGSSELL, hoje podem ser comparados com os recentemente publi-
cados por MiIrsky (7) e BENSLEY (1), que visam uma maior purificagdo do
material, preservando, principalmente, as suas propriedades fisicas.

Nestas condigdes, julgamos oportuno aplicar separadamente as técnicas
de KosseLL (5) e de Mirsky (7), no desenvolvimento deste trabalho.

Por especial deferéncia da Fundacao Abrigo do Cristo Redentor e, par-
ticularmente, do seu Provedor Sr. Rafael Levi Miranda, foi-nos permitido
colher o material na Escola Técnica Darcy Vargas, na ilha da Marambaia,
Estado do Rio, aproveitando o grande desenvolvimento qule' tem, naquele esta-
belecimento de ensino, a pesca do cacdo industrializada.

Na zona em que operam os barcos da Escola, Baia de Sepetiba e adjacén-
cias até Angra dos Reis, sao colhidos preponderantemente os peixes da fa-
milia Sphyrnidae, Mir. Rib., dos géneros Carcharias, Raf., Galeocerdo,
Ranz., e Odontaspis, Shau., conforme resultado do inquerito feito anos atraz
e publicado por um de nés, anteriormente (2).

Para este trabalho, utilizamos o material proveniente dos géneros Car-

charias e Galeocerdo, por serem os seus peixes de maior porte e os mais fre-
quentemente capturados.

Mostraram os resultados obtidos ndo haver diferenga, praticamente evi-

denciavel, entre as proteinas nucleares procedentes dos peixes desses dois gé-
neros.

Em conjunto, as proteinas isoladas apresentaram-se com propriedades

que se assemelharam as das histonas, independentemente do método de ex-
tracao utilizado.

Parte experimental:

I — Colheita do material: O ca¢do pescado na Escola Técnica Darcy
Vargas ¢é, via de regra, de tamanho grande, o que facilita a retirada direta
do esperma.

Por forca da técnica empregada para o preparo do éleo de cagdo, os
peixes devem ser eviscerados no préprio barco de pesca, e os figados sao re-
tirados imediatamente, a fim de preserva-los da decomposigao.
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Por uma via de acesso obdominal sao retiradas as visceras. (s testi-
culos se acham dispostos, longitudinalmente, na parte mais dorsal da cavidade
abdominal.

A colheita do esperma é feita diretamente, tendo este o aspecto de uma
massa viscosa, branco-amarelada, existindo em quantidade variavel.. Procurou-
se colher o material sémente em animais sexualmente maduros, para garantir
a existéncia, apenas, da proteina conjugada tipica do peixe.

O material assim obtido era passado atravez de pano de tecido fino, a
fim de eliminar fragmentos de material estranho.

II — Extracdo da proteina: 1.° método: Procedemos do modo indicado

pela técnica de MIRsKY e POLLISTER (7), na fase inicial, tratando o esperma
com solucao 2M de NaCl.

Depois de feita a extragao, com agitagdo, por algum tempo, procedemos,
entao, a separagao, em super-centrifuga Sharples, dos corpos dos espermato-
zoides da solugao salina extratora. Esta operag¢ido é demorada e, por vézes,
incompleta, dada a excessiva viscosidade do liquido. Neste ultimo caso, re-
corremos a uma filtracdo com pressado, a fim de completar a separacao.

Obtida a solug¢do da proteina, desviamo-nos um pouco da técnica de
Mirsky, fazendo a separagao da mesma pela adigao de alcool, na proporgao de
3 volumes para 1 da solugao inicial, sequindo-se uma decantacdo do precipita-
do, que é abundante. Finalmente, filtrAmos ou centrifugamos o material.

2.° método: Neste, sequimos a técnica indicada por KosserLL (5), fa-
zendo o tratamento do esperma com acido acético, e deshidratando-o com
alcool seguido de éter.

[II — Decomposi¢do da niticleo-proteina: O material obtido por qualquer
dos métodos precedentes, de acdérdo com a técnica de KosserLr (5) foi tratado
por acido sulfirico a 1%, em extragGes sucessivas a temperatura ambiente,
com agitacdo permanente, separando-se, de cada vez, por meio de centrifuga-
¢ao, o extrato do sélido residual. A solugao final foi, entao, filtrada, para as-
segurar a auséncia de material insoluvel e o sulfato da proteina foi precipitado
pela adicao de alcool.

IV — Purificagdo do sulfato da proteina nuclear: Procedeu-se, ainda
aqui, de acérdo com a técnica de KoSSELL, dissolvendo o material em aqua e
reprecipitando com alcool, repetidas vézes e, por fim, transformando-o em
picrato, cristalizando e liberando o acido picrico com acido sulfdrico.

Este método aplicou-se tanto ao material proveniente da extracio com
cloreto de s6dio como ao resultante do tratamento com acido acético.
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V — Reacdes gerais: O produto obtido apresentou-se sob o aspecto de
um pé branco, soluvel em agua com relativa facilidade, dando solug¢des ligei-
ramente opalescentes.

Empregando-se este material, obtiveram-se os resultados apresentados no
quadro (I) para as diferentes reagbes gerais.

QUADRO 1

REACOES GERAIS DAS PROTEINAS COM O MATERIAL OBTIDO
PELOS DOIS METODOS

EXTRACAO SEG. EXTRACAO SEG.

REACOES CARACTERISTICAS

KOSSEL MIRSKY
Sakaguchi......... ... ... ... ... L. fortemente positiva. .| positiva
Birueto....... ... positiva....  ..... francamente positiva

Ehrlich-diazo .......... ... ... ... .. .. .. ...,
Ehrlich-p. aminodimet........................

vermelho forte.......
violeta, verde...... ..

vermelho forte
violeta forte, azul

Histidina.. ... ... .. . negativa............| amarelo muito fracn
MAllON. .. oo positiva. ............ fortemente positiva
Hopkins-Cole ............ ... ... ... ...... anel pdrpura fraco anel purpura
TIrOSING ... ot e positiva. ............ positiva
Triptofana........ ... ... .. . . . ... . . positiva.......... positiva

VI — Curvas de titulacdo: Sequimos a técnica indicada por KEKWICK e

CANNAN (4), com a diferenca, apenas, de utilizar electrédio de vidro em subs-
tituicao ao de hidrogénio, empregado por ésses autores.

Afim de comparar os resultados obtidos com o dos autores antes citados,
fizemos paralelamente uma curva com a albumina de ovo, preparada e purifi-
cada sequndo as indica¢des contidas nos artigos citados.

Os volumes das amostras de albumina e da proteina nuclear foram de
3 ml. Empregando micro-buretas, de volume total de 5 ml., adicionaram-se
a cada amostra da proteina, na ocasido devida, o acido cloridrico e o hidré-
xido de s6dio, ambos de concentracdo 0.1N, sendo os volumes completados a
10 ml, para facilidade do calculo final.

As determinacdes da concentracao idnica do hidrogénio, feitas pelo po-
ténciometro de LEEDS e NORTHRUP, modelo 7663-Al, dotado de electrédio de
vidro, foram realizadas em seguida & adi¢do do acido ou da base e ao ajuste
do volume final, evitando-se qualquer demora excessiva. Assim, o tempo foi
aproximadamente constante para todas as determinagdes. A temperatura foi
mantida a 25°-C.
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A concentragao inicial da albumina de ovo empregada sendo de 0,07gr/ml,
aos 3 ml da tomada correspondem 0,21gr. A concentragdo final foi, portanto,
de 2,1gr%, desde que todos os volumes foram completados a 10 ml. Para a
proteina niclear, de concentragao inicial 0,293gr/ml, a final foi de 0,879gr%.

Para os calculos empregamos a seguinte férmula:

pH= -log [H*|-log Xu+ = log |OH"] 4 log Xox™ - log ano

Os coeficientes de atividade do H+ e da OH— segundo as sugestdes
do trabalho de KExwick e CANNAN, foram tirados, respectivamente das pu-
blicagdes de ScATCHARD (8) e HARNED (3).

Pamos, no quadro Il os valores das atividades que usamos nos calculos,
alguns obtidos por inter e extrapolagio, de acérdo com as molaridades de cada
amostra.

No quadro II, apresentamos os valores que encontramos para a albumina
de ovo, cuja representagdo aparece no grafico I.

Para a proteina nuclear, os valores determinados sdao apresentados no
quadro IV e no grafico II. |

QUADRO 1II
COEFICIENTES DE ATIVIDADE DOS IONIOS H™ E OH™™ USADOS NO CALCULO
MOL ARID ADES COEFICIENTE COEFICIENTE
ATIVIDADE HT ATIVIDADE OH—
0,002, .. ...\t 0,954 0,972
0,004. . . ..\t 0,940 0,959
0,006. .. ... ...\ 0,027 0,943
0,008.. ... ...\t 0,916 0,933
0,01... ..o 0,910 0,920
0,016, .. ... 0,892 0,896
0,02, .0 o 0,881 0,880
0,024. ... 0o - 0,864
0,04. ..ot 0,851 —
0,06. ..o 0,829 -
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QUADRO III
VALORES ACHADOR PARA ALBUMINA

N°. DA EQUIV. OH | EQUIV. HT .. A4 PP
AMD3TRA ADICTONADOS | ADICIONADOS ml DAGUA PH h/3:10 h-h/g:10
1 _

1 - 5,61 1,39 1,65 13,70 11, 54

2 - 3,74 3,26 1,9 10, 55 8,39

3 — 1,87 5,13 2,8 7,89 5,73

4 - 0,56 6, 44 4,75 2.0 0,44

) . 0,19 6,81 5,5 0,87 —1,29

6 0,19 — 6,81 7,0 —0, 86 —3,02

7 0,57 — 6,63 8,3 —1,75 —3,91

8 0,56 — 6, 44 9,8 —2,59 —4,75

9 0,75 — 6,25 10,0 —-3, 44 —5, 60
10 0,93 - 6,07 10,3 —4,26 —6,42
11 1,87 5,13 11,2 —7,88 —10,04

QUADRO IV
VALORES ACHADOS PARA A PROTEINA NUCLEAR
N°. DA EQUIV. OH~™ EQUIV. Ht ml picra pH h/g:10-*
AMOSTRA ADICIONADOS ADICIONADOS

1 1,49 5,51 2,8 14,67

2 1,12 5,88 2,8 10,78

3 0,75 6,25 3,1 7,52

4 0,37 6,63 3,9 3,87

5 0,37 — 6,63 7,2 4,25

6 0,75 6,25 10,1 8,35

7 1,12 5,88 10,7 12,12

8 1,49 5,01 11,0 15,75

9 1,87 5,13 11,25 18,95
10 2,24 4,76 11,3 22,89
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SUMARIO

Sao estudadas as reac¢des quimicas e fisico-quimicas de uma proteina ex-

traida do esperma de peixes dos géneros Carcharias, Raf. e Galeocerdo, Ranz.
Parece tratar-se de histonas, tendo em vista os resultados obtidos.

(Qeremos agradecer ao nosso companheiro e amigo Dr. Gilberto de Freitas
a valiosa critica que fez no decorrer do trabalho bem como pelas sugestdes

apresentadas.
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