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Resumo

O presente trabalho visou caracterizar as imunoglobulinas de espécies selecionadas
como representantes de peixes 0sseos e peixes cartilaginosos da regido Amazodnica, com
possiveis implicacdes para a piscicultura e comércio regionais dessas espécies, além de
compara-las com outros taxa de peixes de agua doce, marinhos e mesmo com outros animais.
As imunoglobulinas foram obtidas a partir de plasma ou de soro pelo método da precipitacéo
com o acido caprilico, cujo produto foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida.
As espécies escolhidas foram a arraia Plesiotrygon iwamae, peixe cartilaginoso; e o pirarucu
(Arapaima gigas), peixe 6sseo. O padrdo de bandas evidenciadas na eletroforese permite
levantar a hipdtese de que o acido caprilico realizou a purificacdo de anticorpos, que
possivelmente sdo compostos por cadeias leves e pesadas. Conclui-se, porém, que para
elucidacdo das classes imunoglobulinas presentes nos plasmas das espécies estudadas sera

necessario a analise de aminoacidos de cada proteina isolada.

Palavras-chave: Anticorpos, Pirarucu, Plesiotrygon, Acido caprilico



Abstract

The present study aimed to characterize the Immunoglobulins of selected
representative species of cartilaginous fish and bony fish from Amazon, with possible
consequences for local fish breeding and commerce of such species, as well as to compare
such data with that of other taxa of freshwater fish, seawater fish and even other animals. The
Immunoglobulins where obtained from plasma or serum trough the precipitation by caprilic
acid method, of which product was analyzed in a polyacrylamide gel trough electrophoresis.
The selected species consist of the stingray Plesiotrygon iwamae, a cartilaginous fish; and the
pirarucu (Arapaima gigas), a bony fish. The evidenced electrophoretic pattern allows a
hypothesis in which the caprilic acid has purified these antibodies from serum, which are
probably composed by a light chain and a heavy chain. We conclude, however, that it’s
necessary to analyze the sequence of amino acids in each purified protein, in order to clarify

the classes of the antibodies from these species.
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1. Introducéo

O sistema imune é o conjunto de 6rgdos, células e biomoléculas que desempenha as
funcbes de vigilancia e homeostase dos organismos vivos. As imunoglobulinas, também
chamadas de anticorpos, s@o proteinas secretadas por células do sistema imune, os linfocitos
B (B1, B2, ZM) diferenciados em plasmacitos, que atuam neutralizando agentes infecciosos
ou seus produtos (toxinas) (SAHA et al., 2010).

As imunoglobulinas constituem uma forma de imunidade humoral cujo descobrimento
se deu por ocasido do tratamento eficaz da difteria por Emil Von Behring e Shibasaburo
Kitasato, em 1890, realizado com a transferéncia do soro de animais imunizados para
individuos infectados. No final do século XIX inicio do século XX, Paul Ehrlich postulou
possivel presenga de receptores (“cadeias laterais”) nas células capazes de reconhecer os
antigenos e, apos a interacdo, produzir moléculas denominadas de anticorpos. Em 1920, a
teoria de Ehrlich comecou a ser mais aceita, ap6s os resultados obtidos por Michael
Heidelberger e de Oswald Avery os quais demonstraram que 0s antigenos eram precipitados
por anticorpos, e consequentemente, tais compostos eram de origem proteica (VAN EPPS,
2006). Na década de 30, do século XX, a analise detalhada da interacdo do antigeno com o
seu anticorpo foi realizada por John Marrack (MARRACK, 1938). O principal avango
ocorreu, em 1940, quando Linus Pauling confirmou a teoria proposta por Ehrlich, mostrando
que as interacdes entre antigenos e anticorpos dependiam mais da conformacdo quimica do
que de sua composicdo. Astrid Fagreaus, em 1948, observou que as células B, transformadas
em células plasmaticas, eram as responsaveis pela producdo de anticorpos (SILVERSTEIN,
2004).

Outro grande avanco nos estudos sobre imunoglobulinas foi a descoberta da cadeia

leve dos anticorpos, no inicio da década de 60 por Gerald Edelman (EDELMAN; GALLY,
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1962). Nesta pesquisa Gerald demonstrou que os anticorpos sdo proteinas formadas por
cadeias leves e pesadas unidas por pontes dissulfeto. Na mesma época, as regides Fab e Fc da
IgG foram caracterizadas por Rodney Porter. Assim Geral e Rodney elucidaram a estrutura
completa de aminoacidos da imunoglobulina da Classe G e, por isso receberam, em 1972,
com Prémio Nobel de Medicina (RAJU, 1999).

Quanto o aspecto evolutivo, as imunoglobulinas surgiram nos vertebrados desprovidos
de aparelno maxilo-mandibular, os Agnatos (BOEHM et al., 2011). No entanto, a
recombinacdo génica VDJ (RAG-dependente) sé ocorreu nos vertebrados mandibulados, e
essa recombinacdo favoreceu a formacdo da grande diversidade de imunoglobulinas
(receptores de linfocitos B) e de receptores de células T, do sistema imune adaptativo (SAHA
etal., 2010; PANCER et al., 2004; ALDER et al., 2005).

Vérias classes de imunoglobulinas ja foram isoladas de peixes cartilaginosos, por
exemplo, IgM, IgW (também conhecida como IgX ou IgNARC) e IgNAR (SMITH et al.,
2012). Tais classes foram descritas tanto ligadas a membrana celular como secretadas no
plasma (DOOLEY; FLAJNIK, 2006). A andlise da estrutura quimica da IgNAR foi
recentemente elucidada e € um receptor de antigeno formado apenas por homodimeros de
cadeias pesada (FEIGE et al., 2014) Nos peixes 6sseos ja foram identificadas IgM, IgD,
IgT/1gZ (SALINAS et al., 2011; ZHANG et al., 2011; ZIMMERMAN et al., 2011), sendo a
maioria dos estudos realizada com peixes marinhos (GUO et al., 2009; VELIKOVSKY et al.,
2009).

Os métodos pelos quais as imunoglobulinas tém sido isoladas do soro de peixes
abrangem as cromatografias por afinidade, métodos com &cido caprilico e sulfato de amonio.
As purificagdes por cromatografia por afinidade podem ser realizadas em colunas contendo
substancias que interagem seletivamente com o produto a ser isolado, tal como as proteinas

bacterianas estafilocdcica A e estreptococica G, ao interagirem com as imunoglobulinas e ndo



com demais proteinas séricas (BERGMANN-LEITNER et al, 2008). O método de purificacdo
com o acido caprilico ocorre em virtude da precipitacdo de proteinas sericas na presenca desse
acido graxo em concentracdes e pH adequados, por mecanismos ndo completamente
elucidados, preservando seletivamente as imunoglobulinas como sobrenadante, com alto grau
de purificacdo (MORAIS et al, 2012).

As espécies de peixes cujos anticorpos foram caracterizados sdo majoritariamente
espécies de agua salgada como a truta arco-iris (Oncorhynchusmy kiss) e diversas espécies de
tubarbes e carpas (GRUNOW, 2013; YAMASAKI, 2013), havendo, porém, quantidade
escassa de dados sobre as imunoglobulinas de peixes de dgua doce, com poucas espécies
estudadas, como o jundid Rhamdia quelen (MONTEIRO, 2012). Porém, ndo foram
encontradas no levantamento bibliografico, para elaboracdo deste relatorio, referéncias sobre
imunoglobulinas de peixes Amazonicos.

Por isso, o presente trabalho visou caracterizar as imunoglobulinas de espécies
selecionadas como representantes de peixes 6sseos e peixes cartilaginosos desse habitat, com
possiveis implicacfes para a piscicultura e comércio regionais dessas espécies, além de
compara-las com outros taxa de peixes de dgua doce, marinhos e mesmo com outros animais.
As imunoglobulinas foram obtidas a partir de plasma ou de soro pelo método do &cido
caprilico, realizado pioneiramente por STEINBRUCH e AUDRAN (1969). As espécies de
peixes escolhidas foram a arraia Plesiotrygon iwamae e o pirarucu (Arapaima gigas). O
tambaqui (Colossoma macropomum) foi estudado separadamente pelos autores em fase
anterior a este estudo. A selecdo de tais espécies se deu em funcdo da auséncia de estudos
sobre os aspectos imunoldgicos dessas espécies Amazonicas, conforme evidenciado por
revisao da literatura cientifica nas bases de dados Scopus, Scirus, Pubmed, Lilacs e Portal
Periodicos Capes, buscando dados de Janeiro de 1987 a Julho de 2014; e do espectro de

avaliacdo ao se comparar dados de um peixe cartilaginoso (a arraia, da classe Chondrichthyes)
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com peixes 0sseos (0 pirarucu, da superclasse Gnathostomata). Buscou-se avaliar o grau de
pureza, das imunoglobulinas isoladas pelo acido caprilico, pelo método de eletroforese, em

gel de poliacrilamida, na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE).

2. Materiais e métodos

2.1 Coleta de amostras

Amostras de sangue de Arapaima gigas foram coletadas com seringas individuais
contendo heparina, de seis animais adultos, mantidos em cativeiro, no Instituto de Pesquisa da
Amazonia (INPA). Amostras de sangue de Plesiotrygon iwamae foram obtidas com seringas
individuais contendo heparina de dez animais adultos, coletados no Lago do Janauaca, situado
a cerca de 60 km a sudoeste da cidade de Manaus, na margem direita do Rio Solimdes. As
amostras de sangue de 2 exemplares de Arapaima gigas e um exemplar de Plesiotrygon
iwamae foram centrifugadas a 3.500 rpm, durante 5 minutos, temperatura ambiente e 0s
sobrenadantes (plasma) separados e estocados em freezer -200C até o uso. As amostras de
plasma foram cedidas pelos pesquisadores: Prof. Doutor Wallace Luiz Paxitba Duncan (DM/
ICB/ UFAM) e Professor Doutor Oscar Tadeu Ferreira da Costa (DM/ ICB/ UFAM).

2.2 Isolamento das imunoglobulinas

A purificagdo das imunoglobulinas presentes nos plasmas foi realizada pelo método de
isolamento com o &cido caprilico descrito por Steinbuch e Audran (1969) e modificado por
Dos-Santos et al., 1989. Logo ap6s o ajuste do pH dos sobrenadantes para 5,0 com &cido
acetico adicionou-se o acido caprilico (Merck, Darmstadt) na concentracdo final de 8.7%, sob
agitacdo por 30 min a temperatura ambiente. Apds, as amostras foram centrifugadas por 15
minutos a 14.000 rpm, e os sobrenadantes foram separados do material precipitado para
posterior analise do seu perfil eletroforético. A purificacdo em coluna de cromatografia por

afinidade com proteina estafilococica A foi realizada em uma coluna com resina contendo a
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proteina bacteriana A, cujo mondémero € capaz de se ligar a duas moléculas de
Imunoglobulina G (IgG), por dois métodos similares, o Low Salt e o High Salt, que diferem
quanto a adicdo de NaCl a amostra (BERGMANN-LEITNER et al, 2008). No método Low
Salt, o pH da amostra foi levado a 8 pela adi¢do de 1/10 do volume da amostra de solucdo 1
molar (M) de trisaminometano (Tris) e entdo a amostra foi adicionada a coluna, sendo essa
lavada primeiramente com solucdo de 100 mM de Tris e entdo com solucdo de 10 mM de
Tris. A coluna foi entdo eluida com solucdo 100 mM de glicina (pH 3) de modo que o
conteudo gotejado pela coluna foi acumulado em eppendorfs de 1,5 ml cada, aos quais 50 L
de solucdo 1 M de Tris foi adicionado previamente. Os eppendorfs foram levemente agitados
para levar o pH das solucGes a neutralidade, e foi utilizado de imediato o teste de Bradford
dye binding spot (BRADFORD, 1979) para averiguar a presenca de proteinas nas solucoes
derivadas da coluna. No método High Salt, a concentracdo de NaCl da amostra foi ajustada
para 3,3 M e adicionaou-se, entdo, solucao de borato de sodio (pH 8,9) em 1/10 do volume da
amostra. A amostra foi entdo adicionada a coluna, lavada primeiramente com solucdo 3 M de
NaCl e 50 mM de borato de sédio (pH 8,9) e entdo com solucdo 3 M de NaCl e 10 mM de
borato de sédio (pH 8,9), sendo a eluicdo da coluna e 0s passos seguintes iguais aos do
método Low Salt. A purificacdo em coluna de cromatografia por afinidade com proteina
estreptocdcica G utiliza exatamente 0 mesmo protocolo da purificagdo com proteina A, porém
a coluna passa a conter a resina com a proteina G. O teste Bradford dye binding spot ndo
revelou quantidade detectdvel de imunoglobulinas no purificado pelos métodos de

cromatografia, de modo que os resultados desses deixaram de ser considerados nesse estudo.

2.3 Método de eletroforese
O método de eletroforese, usada para averiguar o grau de pureza das imunoglobulinas,

foi feito utilizando-se gel de poliacrilamida, na presenca de dodecil sulfato de sédio(SDS-
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PAGE), conforme protocolo usado em LAEMMLI (1970). Foram aplicados 15uL de cada
amostra, no gel de poliacrilamida na concentracdo de 10%, sob condic¢des redutoras (amostras
que receberam a solucdo B, redutora) e ndo-redutoras (amostras que receberam a solucao A,
ndo-redutora). Antes da eletroforese, as amostras foram misturadas na proporcéo de 1:1 (v/v)
nos seus respectivos tampdes de amostra. Miosina (200kD), B-galactosidase (116,3kD),
Albumina (66,2kD), Ovalbumina (45kD), Anidrase carbonica (31kD), Inibidor soja tripsina
(21,5kD), Lisozima (14,4kD) e Aprotinina (6,5kD) (BioRadPrestainedMarker, Standards
Broad Range, USA) foram usadas como marcadores de peso molecular. Os géis foram

corados com Comassie brilhante Blue (Bio-Rad).

3. Resultados e discussao

A execucdo dos métodos de isolamento pelo acido caprilico e subsequente eletroforese
do material isolado geraram os padrbes de banda, por espécie, conforme é ilustrado nas

figuras 1 e 2.
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Figura 1 - Padrao de bandas do material isolado de Plesiotrygon iwamae. A primeira coluna, a esquerda, conteve
plasma bruto do animal com solucéo A. A segunda e terceira colunas seguintes contiveram plasma bruto com solugéo
B, o qual foi repetido para evidenciar possivel viés no método. A quarta coluna exibe a solugéo de peso molecular
padrdo. A quinta coluna conteve o produto do isolamento pelo acido caprilico, com solugdo A. A sexta coluna conteve
o produto do isolamento com &cido caprilico com solucdo B. As setas de coloracdo similar indicam bandas de perfil

similar (vide texto).
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Figura 2 - Padrdo de bandas do material isolado de Arapaima gigas. A primeira coluna, a esquerda, conteve plasma
bruto do animal com solucdo A. A segunda e coluna, seguinte, conteve plasma bruto com solucéo B. A terceira coluna
exibe a solugéo de peso molecular padrdo. A quarta coluna conteve o produto do isolamento pelo &cido caprilico, com
solucdo A. A quinta e a sexta colunas contiveram o produto do isolamento com acido caprilico com solucdo B, o qual
foi repetido para evidenciar possivel viés no método. As setas de coloracdo similar indicam bandas de perfil similar
(vide texto).

A andlise dos padrbes de migracdo permite concluir que o éacido
caprilico levou a uma alteracdo no perfil eletroforético dos constituintes do plasma bruto, com
perda de determinadas bandas (indicadas por setas amarelas nas figuras 1 e 2), o que se

presume ser a precipitacdo de todas as proteinas ndo imunoglobulinas, tal como descrito por
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Steinbuch e Audran (1969). As diferencas entre 0 material com solucéo nédo-redutora (solucéo
A) e redutora (solucdo B) séo evidéncias adicionais de que as colunas que continham o
purificado pelo &cido caprilico exibem anticorpos, pois em condi¢des redutoras, as
imunoglobulinas tem suas pontes dissulfeto reduzidas em grupamentos tiol, o que gera a
degradacdo da proteina multissubunitaria final em seus constituintes de cadeia leve e pesada.
Observa-se, ainda, um aumento de proteinas de menor peso molecular nas condi¢cdes de
reducdo, evidenciado pela substituicdo de bandas bem delimitadas de proteinas de maior peso
molecular (indicadas por setas laranja nas figuras 1 e 2) por um padrdo difusamente
concentrado de proteinas de menor peso molecular, quando ha reducdo (indicado pelas setas
verdes nas figuras 1 e 2). Cabe ressaltar que as diferencas entre as mesmas amostras, quando
reaplicadas em pocos diferentes do mesmo gel, assim como a aparente difusdo de coloracédo
entre as colunas e em seu transcorrer (vide figura 1), sugerem um possivel viés no método,
ndo previsto pelos pesquisadores, 0 que gera a necessidade de repeticdo dos procedimentos
para confirmagdo dos resultados. Os pesos moleculares aproximados das proteinas de
determinadas bandas foram calculados a partir de funcdo que considera a migracdo, em
centimetros, proporcional ao peso molecular, em kilodaltons (kDa), dos constituintes da
solucdo de peso molecular padrdo. Em Arapaima gigas,0 dado mais notavel é a manutencao
de uma regido extremamente densa cujos constituintes variam entre 75 kDa e 50 kDa
(indicada pelas setas vermelhas na figura 2), tanto em condi¢fes de reducdo, como sem
reducdo. Também se observa a perda, no produto isolado pelo acido caprilico, de banda de
peso entre 441 kDa e 383 kDa, quando ocorre reducdo, dando lugar ao padrdo difuso ja
mencionado. Tais dados permitem levantar a hipdtese de que o &cido caprilico realizou a
purificacdo de anticorpos, que possivelmente sdo compostos por cadeias leves e pesadas.
Conclui-se, porém, que € imperativo que tais dados sejam corroborados pela analise de

aminoacidos de cada imunoglobulina isolada.
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