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Purificacdo de imunoglobulinas, pelo método do acido caprilico, do
peixe tambaqui, Colossoma macropomum (Teleostei - Serrasalmidae) e
da arraia Plesiotrygon iwamae (Chondricthyes - Potamotrygonidae).

Introducéo: As imunoglobulinas, também conhecidas como anticorpos, sdo proteinas
presentes na maioria dos vertebrados superiores cuja funcdo € neutralizar patégenos e
impedir que o organismo seja infectado. As imunoglobulinas vém sendo estudadas ha
muito tempo e em diversas espécies. Entretanto, quando se trata de peixes da Regido
Amazonica, a quantidade de dados é escassa ou ausente, havendo um predominio de
pesquisas envolvendo peixes 0sseos e cartilaginosos de dguas salgadas.

Objetivos: Utilizar acido caprilico para isolar e entdo caracterizar as imunoglobulinas
de dois representantes da superclasse Gnathostomata, comuns na Regido Amazénica: a
arraia Plesiotrygon iwamae, representante dos Chondrichtyes (cartilaginosos) e o peixe
Colossoma macropomum, representante dos Osteichtyes (6sseos).

Metodologia: As amostras de sangue foram coletadas de animais adultos e jovens da
espécie Colossoma macropomum no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia
(INPA) e as amostras da espécie Plesiotrygon iwamae foram cedidas pelo Prof. Dr.
Wallace Luiz Duncan Paxiuba, da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). As
amostras de plasma foram armazenadas a -20°C até a utilizacdo. Utilizou-se a
metodologia de precipitacdo com acido caprilico. O grau de pureza das imunoglobulinas
foi verificado por eletroforese em gel de poliacrilamida na presengca de SDS, em
amostras com e sem redugéo.

Resultados: Houve uma reducdo no nimero de bandas das amostras ap6s a utilizacédo
de &cido caprilico e com separacdo de bandas pesadas em bandas mais leves com a
reducdo pelo 2-mercaptoetanol. As bandas encontradas nas amostras purificadas de
Colossoma macropomum apresentaram massas moleculares aproximadas de: 230 kDa,
190 kDa, 70 kDa, 60-45 kDa, 40 kDa, 30 kDa. As bandas encontradas nas amostras
purificadas de Plesiotrygon iwamae apresentaram massas moleculares de
aproximadamente: 57 kDa, 27 kDa, 19 kDa.

Discussdo: A reducdo no numero de bandas denota uma precipitacdo das proteinas
plasmaticas com excecao das imunoglobulinas, como a diferenciacdo de bandas pesadas
nas amostras sem a adicdo de 2-mercaptoetanol em bandas mais leves apos a reducao
das cadeias das imunoglobulinas pelo agente redutor. As massas moleculares dessas
bandas foram semelhantes as encontradas por outros autores em especies diferentes de
peixes 0sseos e cartilaginosos.

Palavras-chave: Colossoma macropomum, Plesiotrygon iwamae, imunoglobulinas,
acido caprilico.



INTRODUCAO

A evolucdo do sistema imune permitiu o desenvolvimento, adaptacdo e a
perpetuacdo de espécies animais e em todos 0s habitat terrestres e aquaticos (COOPER,
2010). Tal sistema vem sendo estudado com muito afinco em diversas espécies animais,
com a finalidade de elucidar mecanismos, componentes celulares e moleculares que
possam explicar como a evolugdo ocorreu e influenciou no desenvolvimento da
imunidade dos vertebrados (BAILEY et al., 2013).

Didaticamente o Sistema Imune esta dividido em dois tipos: Inato e Adaptativo.
Tem-se como verdade que a imunidade adaptativa como conhecemos, com
recombinacdo génica VDJ, que d& origem a diversidade de imunoglobulinas
(secretadas), de receptores de linfocitos T (TCR) e B (BCR- imunoglobulina de
membrana), surgiu com o0s primeiros vertebrados mandibulados (gnatostomos)
(TAKEZAKI et al., 2003), os placodermos, de acordo com descobertas feitas, no final
do século passado (SCHLUTER et al., 1999). Os primeiros representantes com esse
maquinario genético (VDJ) foram os peixes cartilaginosos, seguidos pelos peixes 6sseos
(FLAJNIK, 2010). Exemplos de peixes cartilaginosos sdo tubardes, arraias, quimeras, e

de peixes dsseos, salmonideos, bagres, pirarucu, tambaqui, dentre outros.

O presente trabalho tem por finalidade isolar e caracterizar as imunoglobulinas de
dois representantes da superclasse Gnathostomata, comuns na Regido Amazonica: a
arraia Plesiotrygon iwamae, representante dos Chondrichtyes (cartilaginosos) e o peixe

Colossoma macropomum, representante dos Osteichtyes (6sseos).

A arraia Plesiotrygon iwamae € um dos animais presentes nos rios da Bacia
Amazonica com potencial de causar acidentes em humano. Isto ocorre devido a
presenca de ferrbes em sua cauda com veneno, cujas propriedades ainda ndo foram
totalmente elucidadas (LUCHETTI et al., 2008). Em trabalho recente elaborado por
pesquisadores de nosso grupo foi demonstrado que 0s mucos presentes no ferrdo e no
dorso de Plesiotrygon iwamae causam miotoxidade local e sistémica (VARJAO-
LAMEIRAS, 2013).

O tambaqui ou cachama (Colossoma macropomum) € um dos peixes de agua-doce

mais importantes da regido Amazénica, e vem recebendo um grande valor econdmico



dado a rentabilidade de sua criacdo em piscicultura, ndo restrita apenas a regido Norte
do Brasil (SALAZAR-LUGO et al., 2009).

Existem diversos trabalhos sobre os peixes Amazo6nicos citados, entretanto, visando
principalmente aspectos da criagdo em cativeiro, no caso do Colossoma macropomum,
(SALAZAR-LUGO et al., 2009) e a importancia epidemiologica das arraias, com
analises das propriedades de seus venenos (MAGALHAES et al., 2008; NETO;
HADDAD, 2009), ficando os componentes do sistema imune de ambas as espécies sem
estudos. Em pesquisas realizadas nos bancos de dados: Scopus, Scirus, Pubmed e
SciVerse, buscando dados de janeiro de 1987 até julho de 2013, ndo foram encontradas
referéncias bibliograficas referentes as imunoglobulinas ou ao sistema imune das duas

espécies alvo desta pesquisa.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

O sistema imune adaptativo tem nas imunoglobulinas, também chamadas de
anticorpos, uma das ferramentas mais eficazes quando se trata de neutralizar patégenos
e impedir a sua disseminacao no organismo. As imunoglobulinas sdo produzidas pelos
linfécitos B1 ou B2, sendo expressas em sua superficie como receptores de antigenos
ou, entdo, secretadas por essas células transformadas em plasmdcitos (KENNEDY,
2010).

Ha cinco classes de imunoglobulinas descritas para os seres humanos: IgA, IgD, IgE
IgG e IgM, e seis subclasses IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgAl e IgA2. Entretanto, existem
diferentes classes de imunoglobulinas, além dessas cinco, presentes em outras espécies
animais como nos peixes Osteichtyes e Chondrichtyes. Nos ¢sseos foram descritas IgM
(LLOYD-EVANS, 1993; BAGCHI et al., 2010), IgD (EDHOLM et al., 2010), 1gT/IgZ
(DANILOVA et al., 2005; HANSEN et al., 2005; ZHANG et al., 2010). Nos peixes
cartilaginosos, mais primitivos na escala evolutiva, foram descritas trés classes de
imunoglobulinas: IgNARC/IgX/IlgW (DOOLEY, 2006; FLAJNIK, 2010), IgM
(DOOLEY, 2006) e IgNAR (DOOLEY, 2006). Entretanto, o nimero de espécies
estudadas tendo suas imunoglobulinas descritas ainda é pequeno e restrito as espécies

nao-Amazonicas.

O uso do é&cido caprilico para precipitar as proteinas do soro, que ndo sejam
imunoglobulinas, foi feito pela primeira vez por STEINBRUCH e AUDRAN (1969). O
método foi eficiente para separar os anticorpos, devido ao seu baixo custo e maior
rapidez (PEROSA et al., 1990). Entretanto, a metodologia ndo foi capaz de isolar todas
as classes de imunoglobulinas (OGDEN; LEUNG, 1988). Diversos trabalhos ja foram
realizados utilizando tal metodologia com a finalidade de purificar imunoglobulinas a
fim de caracterizar parcial ou totalmente (ATANASSOV; BOTEV, 1988; OGDEN;
LEUNG, 1988; PEROSA et al., 1990).

WHITTINGTON (1993) caracterizou parcialmente imunoglobulinas da perca
europeia (Perca fluviatilis L.), identificando uma populacdo de imunoglobulinas de alto
peso molecular (HMW) variando entre 730-800 kDa, com caracteristicas de tetramero e
uma populagdo de baixo peso molecular (LMW) variando entre 220, 180 e 125 kDa.
BAGCHI e colaboradores (2010) purificaram com sulfato de aménio e caracterizando

IgM do bagre indiano (Clarias batrachus), encontrando anticorpos com 189 kDa,



confirmados pelo de anti-IgM obtidos para Clarias batrachus, com fragmentos de 189,
55 e 27 kDa.

Em outro estudo (MORRISON; NOWAK, 2001), com a espécie Pagrus auratus, 0
método de escolha para isolar as imunoglobulinas foi cromatografia de afinidade com
proteina estafilococica A, utilizando proteinas reduzidas e ndo-reduzidas em SDS-
PAGE. Sem reducdo, foi encontrada uma populacdo de imunoglobulinas com massa
molecular de 766 kDa, que ao ser reduzida, apresentou duas cadeias pesadas com 71,8 e
67,7 kDa e duas cadeias leves com 30,2 e 29,0 kDa.

TOMONAGA e colaboradores (1984) e KOBAYASHI et al. (1984) analisaram
amostras da espécie Raja kenojei e identificaram duas classes de imunoglobulinas, uma
IgM de com massa molecular de 840 kDa e a outra com 320 kDa, utilizando SDS-
PAGE.

H& uma grande quantidade de estudos mostrando as diferentes classes de
imunoglobulinas isoladas de peixes sendo a grande maioria dessas pesquisas realizadas
com peixes 6sseos ou cartilaginosos marinhos (DIAZ et al., 1998; ANDERSON et al.,
1999), existindo uma lacuna no conhecimento sobre os peixes de agua doce,

especialmente os da regido Amazonica.

Portanto o presente trabalho tem por finalidade isolar, pelo método do acido
caprilico, e caracterizar as imunoglobulinas presentes no tambaqui (Colossoma
macropomum) e na arraia (Plesiotrygon iwamae), pois, além de ampliar os
conhecimentos sobre os componentes do sistema imune de peixes, poderemos estimular
0 desenvolvimento de testes imunoenzimaticos, para 0 acompanhamento de esquemas

de vacinacdo, usados frequentemente na piscicultura.



METODOLOGIA

Levantamento bibliogréafico - para o levantamento bibliografico, foram utilizadas
as palavras-chaves: Colossoma macropomum; immunoglobulin; IgM; IgT; antibody;
antibodies; plesiotrygon iwamae; elasmobranchs; ray; fish; immune system, nos bancos
de dados SciVerse, Scopus, Pubmed, Scirus, no periodo de janeiro de 1987 a julho de
2013.

Coleta das amostras sangue de Colossoma macropomum

As amostras de sangue foram coletadas pelo MSc. Eduardo Ono, pesquisador do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazodnia (INPA). Os animais foram coletados dos
tanques de criacdo, com auxilio de uma peneira (seis filhotes) ou com malhadeira (cinco
adultos). Os animais foram anestesiados e, para isso, foram transferidos para tanques
contendo Eugenol (Biodindmica®, gentilmente cedido pelo Dr. Eduardo), na
concentragdo de 50uL/L (filhotes) ou de 80uL/L (adultos). Apds 0s animais se
mostrarem anestesiados (flutuacéo lateral), foram pesados e tiveram amostras de sangue
colhidas, na presenca de heparina (Liquemine, Roche), da veia caudal. As amostras de
sangue coletadas foram mantidas em geladeira a 4°C, por 24 horas e depois,
centrifugadas 6.000rpm, a 25°C, por 5 minutos para a obtencdo dos plasmas. As

amostras individuais de plasmas foram armazenadas a -20°C, até 0 momento do uso.
Coleta da amostra de sangue de Plesiotrygon iwamae

A amostra de plasma de Plesiotrygon iwamae, gentilmente cedida pelo Professor
Doutor Wallace Luiz Duncan Paxiuba, da Universidade Federal do Amazonas (UFAM),

foi mantida a 20°C até o momento de uso.

Purificacdo das imunoglobulinas — A purificacdo das imunoglobulinas presentes
nos plasmas foi realizada pelo método descrito por STEINBUCH E AUDRAN (1969) e
modificado por DOS-SANTOS e colaboradores, em 1989. O pH das amostras de
plasmas foi aferido para 5,0 com &cido acético 0,1M e, entdo, adicionou-se o acido
caprilico (Merck, Darmstadt) na concentracdo final de 87%, sob agitacdo por 30 min a
temperatura ambiente. Apos, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 14.000
rpm, os sobrenadantes foram filtrados em uma membrana de 0,45 um (Millipore
Corporation, Bedford, MA 01730) e estocados -20°C, até 0 momento do uso.



Analise das imunoglobulinas — o grau de pureza das imunoglobulinas, obtidas das
espécies Plesiotrygon iwamae e Colossoma macropomum, foi verificado pelo método
de eletroforese, em gel de poliacrilamida, na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE), conforme protocolo usado em LAEMMLI (1970). Foram aplicados 30 pl de
cada amostra, no gel de poliacrilamida na concentracdo de 7,5%, sob condicdes
redutoras e ndo-redutoras. Antes da eletroforese, as amostras foram misturadas na
proporcédo de 1:1 (v/v) com os respectivos tampdes de amostra na presenca ou ndo de 2-
mercaptoetanol. Miosina (205kD), p-galactosidase (121kD), Albumina (86kD),
Ovalbumina (50,7kD), Anidrase carbénica (33,6kD), Inibidor soja tripsina (27,8kD),
Lisozima (19,4kD) e Aprotinina (7,4kD) (Bio Rad Prestained Marker, Standards Broad
Range, USA) foram usados como marcadores de massa molecular. Os géis foram

corados com Coomassie brilhante Blue (Bio-Rad).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Levantamento bibliografico — para o periodo de janeiro de 1987 a julho de 2013,
ndo foram encontradas referéncias bibliograficas quanto a purificagdo ou caracterizagdo
de imunoglobulinas de Colossoma macropomum ou de Plesiotrygon iwamae. A reviséo
buscou dados sobre espécies de peixe cujas imunoglobulinas ja foram isoladas e/ou

caracterizadas a fim de fornecer informacdes para discussao dos resultados.

Coleta das amostras de sangue de Colossoma macropomum: No Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA), com o auxilio do MSc Eduardo Ono,
foram coletados dados sobre os animais que participaram do presente estudo. Os dados
coletados incluiram peso e estagio de desenvolvimento, mostrados na Tabela 1. As
amostras de sangue foram reunidas de acordo com o estagio de desenvolvimento:

jovens, identificada pelo nimero 1 e adultos, identificada pelo nimero 2.

Tabela 1- Pesos e fases do desenvolvimento dos Colossoma macropomum utilizados no estudo

Animal Tamanho Peso
#1 Filhote 111g
#2 Filhote 118g
#3 Filhote 679
#4 Filhote 102g
#5 Filhote 137g
#6 Filhote 95¢g
Média 105¢
#7 Adulto 14629
#8 Adulto 9679
#9 Adulto 1464g
#10 Adulto 14679
#11 Adulto 13779
Média 1347 4g

Massas moleculares do plasma de Colossoma macropomum: A analise do gel de
eletroforese e SDS-PAGE (Figura 1) mostrou que as amostras de plasma (PG1 e PG2)
apresentaram uma reducdo no nimero de bandas apoés a purificacdo com acido caprilico,
indicando que houve precipitacdo de proteinas do soro, que ndo as imunoglobulinas.
Observou-se que ao fazer a reducdo com 2-mercaptoetanol o ndmero de bandas

aumentou, com uma diminui¢do das massas moleculares identificadas.
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As bandas encontradas apds a purificacdo pelo acido caprilico foram semelhantes
em ambos o0s grupos, tanto dos jovens quanto dos animais adultos, sem a redugéo
(FGINR e FG2NR), com uma massa aproximada de: 230 kDa, 190 kDa, 70 kDa*, 60-
45 kDa, 40 kDa, 30 kDa*. (*= encontradas no grupo dos animais adultos e ndo nos

jovens)

Com a reducdo, as bandas do FG1R diferiram das bandas do grupo de animais
jovens sem reducdo, mostrando bandas com aproximadamente 80 kDa, 70 kDa, 60 kDa,
60-53 kDa, 48-35 kDa, 28 kDa, 7,5 kDa. No grupo de animais adultos, apos a reducao
da amostra filtrada e purificada pelo acido caprilico, o resultado foi similar ao de FG1R,

com o acréscimo de bandas de aproximadamente 34 kDa e 32 kDa.

Tais achados indicam que as imunoglobulinas isoladas, na presenca de 2-

mercaptoetanol, tiveram suas cadeias pesadas dissociadas das cadeias leves.

Resultados semelhantes foram encontrados em outras espécies de teledsteos, como
Latris lineata, que apresentou imunoglobulinas integras com massa acima de 205 kDa e
que, apds a dissociacdo das cadeias pesadas das cadeias leves, apresentaram massas
moleculares de aproximadamente 86 kDa e 28 kDa, respectivamente (COVELLO et al.,
2009), a perca europeia, Perca fluviatilis L., cujas imunoglobulinas apresentaram
cadeias leves na faixa de 27-28 kDa e pesadas de 72 kDa (WHITTINGTON, 1992), a
Scyliorhinus canicula, com cadeias pesadas de 70 kDa e leves de 25 kDa, com uma
massa molecular de 160-200 kDa sem a reducdo pelo 2-mercaptoetanol (LLOYD-
EVANS, 1993).
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Figura 1 - Gel de eletroforese com amostras de Colossoma macropomum. PM= peso molecular
BioRad®; PG1R= amostras integras do plasma do grupo jovem com redu¢do; FG1R=amostra filtrada e
purificada do grupo jovem com reducdo; PG1INR= amostras integras do plasma do grupo jovem sem
redugdo; FGINR= amostra filtrada e purificada do grupo jovem sem reducgdo; PG2R= amostras integras
do plasma do grupo adulto com reducdo; FG2R=amostra filtrada e purificada do grupo adulto com
reducdo; PG2NR= amostras integras do plasma do grupo adulto sem reducéo; FG2NR= amostra filtrada
e purificada do grupo adulto sem reduc&o.

Massas moleculares do plasma de Plesiotrygon iwamae: No gel de eletroforese na
presenca de SDS (SDS-PAGE - Figura 2) foi identificada uma reducdo no nimero de
bandas apds a precipitagdo com o &cido caprilico, similar ao resultado obtido com as
amostras de Colossoma macropomum (Fig.1) demonstrando que houve precipitagao das
proteinas plasmaticas, exceto as imunoglobulinas.

Nas amostras precitadas com o &cido caprilico, evidenciou-se a presenga de uma
banda de massa molecular acima da faixa de 205 kDa, que ndo pode ser quantificada, de
bandas entre 65 e 40 kDa e uma banda fraca entre 19 e 30 kDa.

Ao comparar a amostra precipitada pelo acido caprilico sem reducdo com a amostra
reduzida pelo 2-mercaptoetanol, evidenciou-se o desaparecimento da banda acima da
faixa de 205 kDa e o surgimento de mais bandas entre o intervalo de 50,7 kDa e 86
kDa, que, em uma andlise preliminar, tem uma massa molecular de aproximadamente
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54 kDa. Houve também o surgimento de bandas mais fortes proximo as faixas de 23 e
30 kDa.

Essa mudanca também foi detectada nas amostras integras de plasma, com e sem a
reducdo, sendo compativel com a acdo do 2-mercaptoetanol sobre imunoglobulinas de
dissociar as cadeias pesadas das cadeias leves.

Assim como os resultados com o Colossoma macropomum, os resultados
encontrados com a espécie Plesiotrygon iwamae é consistente com os dados
encontrados na literatura a respeito de imunoglobulinas de peixes cartilaginosos.

A espécie Raja kenojei possui anticorpos com uma cadeia pesada de
aproximadamente 45-50 kDa, assim como uma massa de 320 kDa antes da dissociagéo
das cadeias pesadas das leves (KOBAYASHI et al., 1984). A espécie Clamydoselachus
anguineus possui uma imunoglobulinas com massas de 900 kDa, 300 kDa e 150 kDa,
que quando dissociadas pelo 2-mercaptoetanol apresentam-se como bandas de 68 kDa e
45-50 kDa (cadeias pesadas) e 22-24 kDa (cadeias leves) (KOBAYASHI et al., 1992).
Imunoglobulinas isoladas de Ginglymostoma cirratum foram medidas e a analise,
apresentaram cadeias pesadas de 50 kDa, 72 kDa e leves de 23 kDa (FULLER et al.,
1978).
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Figura 2 - Gel de eletroforese com amostras de Plesiotrygon iwamae. PM= peso molecular BioRad®;
PlasNR= amostras integras do plasma sem reducdo; PlasR= amostras integras do plasma com redugo;
FiltNR= amostras filtradas com o &cido caprilico sem redugdo; FiltR= amostras filtradas com o 4cido
caprilico com redugdo.

CONCLUSAO

Os resultados encontrados séo consistentes com o esperado do projeto e com 0s
dados presentes na literatura. Houve uma reducdo do nimero de bandas apds o uso do
acido caprilico nas amostras de plasmas e uma substituicdo de bandas pesadas por
bandas mais leves apos a utilizagdo do 2-mercaptoetanol, que age quebrando as ligagdes
entre as cadeias pesadas e leves das imunoglobulinas. Isso indica que o &cido caprilico
foi capaz de isolar as imunoglobulinas das amostras de plasma aps a precipitacdo das
outras proteinas plasmaticas.

Mais estudos estdo em andamento a fim de complementar os resultados encontrados
por esta pesquisa, de modo que as imunoglobulinas isoladas pelo uso do acido caprilico
possam ser devidamente caracterizadas, tanto em massa molecular quanto em sua

composicdo de aminoacidos.
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