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Resumo

Imunoglobulinas sdo proteinas produzidas e secretadas por linfocitos B diferenciados em plasmaocitos,
gue atuam neutralizando agentes infecciosos ou seus produtos téxicos. As imunoglobulinas vém sendo
estudadas ha muito tempo e em diversas espécies peixes, havendo um predominio de pesquisas
envolvendo peixes 6sseos e cartilaginosos marinhos. Entretanto, quando se trata de peixes da Regido
Amazodnica, a quantidade de dados € escassa. No presente estudo, as imunoglobulinas da arraia
Plesiotrygon iwamae (Chondrichtyes - Potamotrygonidae), representante dos peixes cartilaginosos, e
do peixe tambaqui (Colossoma macropomum - Osteichtyes, Characidae), representante dos peixes
Osseos, foram isoladas e parcialmente caracterizadas. Amostras de sangue de animais anestesiados
foram coletadas na presenca de heparina e os plasmas obtidos, ap6s centrifugacdo. Os pH das amostras
de plasma foram ajustados para 5,0 com &cido acético e adicionado o &cido caprilico para a
precipitacdo das proteinas plasmaticas, exceto as imunoglobulinas. O grau de pureza das
imunoglobulinas foi verificado por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de Dodecil
Sulfato de Sodio (SDS-PAGE), em amostras com e sem reducgdo. As bandas proteicas encontradas nas
amostras purificadas de C. macropomum apresentaram massas moleculares aproximadas de 30, 40,
45-60, 70, 190 e 230 kDa. As bandas encontradas nas amostras purificadas de P. iwamae apresentaram
massas moleculares de aproximadamente 19, 27 e 57 kDa. ApoOs a reducdo das amostras com 2-
mercaptoetanol, foram reveladas bandas mais leves, as quais sugerem que as proteinas isoladas com
acido caprilico sdo imunoglobulinas. As massas moleculares dessas bandas foram semelhantes as
encontradas por outros autores, para imunoglobulinas, em diferentes espécies de peixes 6sseos e
cartilaginosos.

Palavras-Chave: Tambaqui, Arraia de 4&gua doce, Bacia Amazonica, Peixes Amazonicos.
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Abstract

Immunoglobulins are proteins that neutralize infectious agents or their toxins. They are produced and
secreted by plasma cells, which are differentiated B lymphocytes. Although they have been studied in
various species for a some time, there is a shortage of data on these proteins in fish from the Amazon
region, as most research in this field involves bony and cartilaginous saltwater fish. In this study
immunoglobulins from the freshwater stingray Plesiotrygon iwamae (Chondrichthyes -
Potamotrygonidae), a representative of cartilaginous fish, and tambaqui (Colossoma macropomum,
Osteichthyes - Characidae), a representative of bony fish, were isolated using caprylic acid and
partially characterized. Blood samples were collected from anesthetized animals in the presence of
heparin, and plasmas were obtained by centrifugation. The pH of the plasma samples was adjusted to
5.0 with acetic acid, and caprylic acid was added to precipitate plasma proteins other than
immunoglobulins. The purity of the immunoglobulins was determined by sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) in samples with and without reduction. The protein
bands observed in the purified samples from C. macropomum had molecular weights of approximately
30, 40, 45-60, 70, 190 and 230 kDa, while those observed in the purified samples from P. iwamae had
molecular weights of approximately 19, 27 and 57 kDa. After reduction of the samples with 2-
mercaptoethanol, lower-molecular-weight bands were revealed, suggesting that the proteins isolated
with caprylic acid are immunoglobulins. The molecular weights of these bands were similar to those
found by other authors for immunoglobulins in different species of bony and cartilaginous fish.

Keywords: “Tambaqui”, freshwater stingray, Amazon basin, Amazonian fish.

1. Introducéo

O Sistema Imune é o conjunto de
Orgdos, células e biomoléculas que
desempenham as fungbes de vigilancia e
homeostase dos organismos. As
imunoglobulinas, também denominadas de
anticorpos, sdo proteinas encontradas na
membrana plasmatica de linfécitos B (B1, B,
BZM - Zona Marginal do Bago) ou secretadas
por essas células diferenciadas em
plasmoblastos ou plasmdcitos (KENNEDY,
2010). Essas proteinas atuam como receptores
de antigenos, quando presentes na membrana
dessas células ou, quando secretadas,
neutralizando agentes infecciosos ou seus
produtos ou, ainda, marcando antigenos para
serem eliminados pelos demais componentes
do sistema imune (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 a possivel
presenga de receptores (“cadeias laterais”), nas
células, capazes de reconhecer os antigenos e,
apés a interacdo, produzir moléculas

denominadas de anticorpos. Em 1920, a teoria
de Ehrlich comecou a ser mais aceita, apos 0s
resultados obtidos por Michael Heidelberger e
de Oswald Avery, os quais demonstraram que
0s antigenos eram precipitados por anticorpos
e, que estes, eram de origem proteica (VAN
EPPS, 2006). Em 1930, a analise detalhada da
interacdo do antigeno com o seu anticorpo foi
realizada por John Marrack (MARRACK,
1938). O principal avanco ocorreu em 1940,
guando Linus Pauling confirmou a teoria
proposta por Ehrlich, mostrando que as
interacbes entre antigenos e anticorpos
dependiam mais da conformagdo quimica do
gue de sua composicdo. Astrid Fagreaus, em
1948, observou que os linfocitos B,
transformados em células plasmaticas, eram 0s
responsaveis pela producdo de anticorpos
(SMITH et al., 2004).

A descoberta da cadeia leve, no inicio
da década de 1960, por Gerald Edelman
(EDELMAN; GALLY, 1962), foi importante
para a elucidagéo estrutural das
imunoglobulinas. Nesta pesquisa, Gerald
demonstrou que os anticorpos sdo proteinas
formadas por cadeias leves e pesadas unidas
por pontes dissulfeto. A estrutura de um
monémero de imunoglobulina lembra o
formato da letra “Y”, com duas regifes de
ligagdes ao antigeno (Fab) e uma cristalizavel
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e constante (Fc) que se liga aos receptores de
células ou interagem com outros elementos do
sistema imune para eliminagcdo do antigeno.
Essas regides, Fab e Fc, foram caracterizadas
por Rodney Porter, na mesma época da
descoberta da cadeia leve. Assim, Gerald e
Rodney elucidaram a estrutura completa de
aminoacidos da imunoglobulina da classe G
(1gG) e, por isso receberam, em 1972, o
Prémio Nobel de Medicina (RAJU, 1999).

Atualmente, sabe-se que as
imunoglobulinas surgiram nos vertebrados
desprovidos de aparelho maxilo-mandibular,
0s Agnatos (BOEHM et al., 2012). No entanto,
imunoglobulinas produzidas pela
recombinagdo génica “VDJ” s6 foram
encontradas nos  primeiros  vertebrados
mandibulados, (gnatostomados) (TAKEZAKI
et al., 2003), os placodermos, de acordo com
descobertas feitas no final do século passado
(SCHLUTER et al., 1999). Essa recombinag&o
(vDJ) favoreceu a criagio da grande
diversidade de imunoglobulinas (as secretadas
e as de receptores de linfocitos B) e de
receptores de células T, componentes do
sistema imune adaptativo (PANCER et al.,
2004; ALDER et al., 2005; SAHA et al.,
2010). Os primeiros representantes com esse
maquinario genético (VDJ) foram os peixes
cartilaginosos (por exemplo: tubardes, arraias e
guimeras), seguidos pelos peixes 06sseos
(salmonideos, bagres, tambaqui, dentre outros)
(FLAJNIK, 2010).

Os métodos pelos quais as
imunoglobulinas tém sido isoladas do soro
abrangem as cromatografias por afinidade,
métodos com é&cido caprilico e sulfato de
amonio. As purificacbes por cromatografia de
afinidade podem ser realizadas em colunas
contendo  substancias  que  interagem
seletivamente com o produto a ser isolado, ou
com as proteinas bacterianas estafilocécica A e
estreptococica G, que se ligam as
imunoglobulinas e ndo com as demais
proteinas séricas (BERGMANN-LEITNER et
al, 2008). O método de purificagdo com o
acido caprilico ocorre em virtude da
precipitacdo de proteinas séricas na presenga
desse acido graxo em concentracdes e pH
adequados, por mecanismos nédo
completamente  elucidados,  preservando
seletivamente as imunoglobulinas como
sobrenadante, com alto grau de purificacdo
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(MORAIS; MASSALDI, 2012). O uso do
acido 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 0s
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 j& foram
realizados utilizando tal metodologia com a
finalidade de purificar parcial ou totalmente as
imunoglobulinas (ATANASSOV; BOTEV,
1988; OGDEN; LEUNG, 1988; PEROSA et
al., 1990).

Vérias classes de imunoglobulinas de
peixes cartilaginosos ja foram isoladas, por
exemplo, IgM, IgW (também conhecida como
IgX ou IgNARC) e IgNAR, que é um receptor
de antigeno formado, apenas, por duas cadeias
pesadas (SMITH et al., 2012; FEIGE et al.,
2014). Tais classes foram descritas tanto
ligadas & membrana celular ou como
secretadas no plasma (DOOLEY; FLAJINIK,
2006; SMITH et al., 2012). Nos peixes 0sseos,
ja foram identificadas IgM, IgD, IgT/IgZ
(SALINAS et al., 2011; ZHANG et al., 2011,
ZIMMERMAN et al., 2011), sendo a maioria
dos estudos realizada em peixes marinhos
(GUO et al.,, 2009; VELIKOVSKY et al.,
2009). Whittington  (1993) caracterizou
parcialmente as imunoglobulinas da perca
europeia (Perca fluviatilis L.), identificando
uma populagdo de imunoglobulinas de alto
peso molecular (HMW) variando entre 730-
800 kDa, com caracteristicas de tetramero e
uma populacdo de baixo peso molecular
(LMW) variando entre 220, 180 e 125 kDa.
Bagchi e colaboradores (2010) purificaram
com sulfato de amonio e caracterizaram IgM
do bagre indiano (Clarias batrachus). A
presenca de IgM com diferentes massas
moleculares (189, 55 e 27 kDa) e que foram
confirmadas quando o anti-lgM de C.
batrachus foi utilizado.

Em outro estudo, Morrison e Nowak
(2001) avaliaram as imunoglobulinas da
espécie Pagrus auratus, purificadas pelo
método de cromatografia por afinidade com
proteina estafilocdcica A, e as amostras obtidas
foram analisadas em SDS-PAGE sem e com
reducdo. Sem reducdo, foi encontrada uma
classe de imunoglobulina 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 e colaboradores (1984) analisaram
amostras da arraia marinha Raja kenojei e
identificaram duas classes de imunoglobulinas,
uma IgM com massa molecular de 840 kDa e a
outra com 320 kDa, utilizando SDS-PAGE.

Pelo exposto ha uma grande
guantidade de estudos mostrando as diferentes
classes de imunoglobulinas isoladas de peixes,
sendo a grande maioria dessas pesquisas
realizadas com peixes 6sse0s ou cartilaginosos
marinhos (DIAZ et al., 1998, ANDERSON et
al., 1999; GRUNOW et al., 2013), e pouca
com espécies de agua doce, mas nao foram
encontradas referéncias sobre imunoglobulinas
de peixes Amazonicos. Portanto, o presente
trabalho teve por finalidade isolar, pelo método
do &cido caprilico, e verificar a presenca de
imunoglobulinas de dois representantes da
superclasse Gnathostomata, comuns na Regido
Amazodnica: a arraia de agua doce Plesiotrygon
iwamae, representante dos Chondrichtyes
(cartilaginosos) e o tambaqui, Colossoma
macropomum, representante dos Osteichtyes
(Gsse0s).

2. Material e Método
Levantamento bibliografico - foram
utilizadas as palavras-chaves: Plesiotrygon

iwamae; Colossoma macropomum;
“immunoglobulin;  IgM; IgT; antibody;
antibodies; freshwater stingrays;

elasmobranchs; ray; fish; immune system”, nos
bancos de dados SciVerse, Scopus, Pubmed,
Scirus para o periodo de janeiro de 1987 a
novembro de 2014.

Coleta das amostras de sangue do
tambaqui, Colossoma macropomum - 0S
espécimes foram coletados dos tanques de
criacdo provenientes do Instituto de Pesquisas
da Amazbnia (INPA), Manaus, Amazonas,
Brasil, com auxilio de uma peneira (seis
juvenis) e com malhadeira (cinco adultos). Os
animais foram anestesiados e, para isso, foram
transferidos para tanques contendo Eugenol, na
concentragao de SOuL/L (juvenis) e de 80uL/L
(adultos). Apo6s a confirmacdo do efeito
anestésico, pela flutuacdo lateral, os individuos
foram pesados e tiveram amostras de sangue
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colhidas da veia caudal, na presenca de
heparina (Liquemine, Roche®). As amostras de
sangue foram mantidas em geladeira a 4°C, por
24 horas e depois, centrifugadas a 6.000rpm, a
25°C, por 5 minutos, para a obtencdo dos
plasmas. As amostras individuais de plasmas
foram armazenadas a -20° C, até o0 momento do
uso.

Coleta da amostra de sangue de
Plesiotrygon iwamae -. Os animais foram
coletados no Lago do Janauacad, municipio de
Manaquiri (03° 51° S/ 55° 59°W), situado a
cerca de 60 km a sudoeste da cidade de
Manaus, na margem direita do Rio Solimdes,
Amazonas, Brasil com permissdo do IBAMA/
SISBIO 22055-2. Amostras de sangue das
arraias foram obtidas por meio de puncdo
cardiaca, com seringas individuais contendo
heparina, de dez  animais  adultos.
Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas a 3.500 rpm, durante 5 minutos,
a temperatura ambiente e os sobrenadantes
(plasma) separados e estocados em freezer -
20°C até o uso.

Purificacéo 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 (1989). O pH das
amostras de plasmas foi aferido para 5,0 com
acido acético 0,1M e, entdo, adicionou-se o
acido caprilico (Merck, Darmstadt) na
concentracdo final de 87%, sob agita¢éo por 30
minutos, a temperatura ambiente. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas por 15
minutos a 14.000 rpm e os sobrenadantes
foram filtrados em uma membrana de 0,45 pm
(Millipore Corporation, Bedford, MA 01730) e
estocados a -20°C, até 0 momento do uso.

Andlise 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
presenga de dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE), conforme protocolo wusado em
Laemmli (1970). Trinta microlitros de cada
amostra foram aplicados sobre o gel de
empilhamento a 5% de acrilamida e a
separacao das proteinas foi realizada no gel de
corrida com concentracdo de 7,5% de
acrilamida, sob condicdes redutoras e ndo-



redutoras. Antes da eletroforese, as amostras
foram misturadas na proporcdo de 1:1 (v/v)
com os respectivos tampfes de amostra na
presenca (amostras reduzidas) ou ndo de 2-
mercaptoetanol.  Miosina  (205kD),  B-
galactosidase (121kD), Albumina (86kD),
Ovalbumina (50,7kD), Anidrase carbdnica
(33,6kD), Inibidor soja tripsina (27,8kD),
Lisozima (19,4kD) e Aprotinina (7,4kD) (Bio
Rad Prestained Marker, Standards Broad
Range, USA) foram usadas como marcadores
de massa molecular. Os géis foram corados
com Coomassie brilhante Blue (Bio-Rad).

3. Resultados e Discussao

Levantamento bibliografico — Para o
periodo de janeiro de 1987 a novembro de
2014, como esperado, ndo foram encontradas
referéncias bibliogréaficas quanto a purificacao
ou caracterizacdo de imunoglobulinas de
Colossoma macropomum ou de Plesiotrygon
iwamae. A revisdo buscou dados sobre
espécies de peixes 6sseos e cartilaginosos cujas
imunoglobulinas ja tenham sido isoladas e/ou
caracterizadas a fim de fornecer informac6es
para discusséo dos resultados.

Massas moleculares do plasma de
Colossoma macropomum - A analise do SDS-
PAGE (Figura 1) revela que as amostras de
plasma de individuos adultos e juvenis
apresentaram reducdo no numero de bandas
ap6s a purificagdo com 4&cido caprilico,
indicando que houve precipitacdo de proteinas
do soro e ndo de imunoglobulinas. Observou-
se que ao fazer a reducdo com 2-
mercaptoetanol, o ndmero de bandas
aumentou, com uma diminuicdo das massas
moleculares identificadas.

As bandas encontradas ap6s a
purificacdo pelo acido caprilico foram
semelhantes em ambos os grupos, tanto dos
adultos quanto dos juvenis, sem a reducdo
(Figura 1), com massas de 230 kDa, 190 kDa,
70 kDa*, 60-45 kDa, 40 kDa, 30 kDa*.
(*encontradas no grupo dos animais adultos e
Nndo nos juvenis).

As bandas das amostras dos juvenis
com reducdo diferiram das do grupo de
animais juvenis 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, apds a
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reducdo da amostra purificada pelo &cido
caprilico, o resultado foi similar aos obtidos
com as amostras dos animais juvenis, com o
acréscimo de bandas de aproximadamente 34
kDa e 32 kDa (Figura 1). Tais achados indicam
que as imunoglobulinas isoladas, na presenga
de 2-mercaptoetanol, tiveram suas cadeias

pesadas dissociadas das cadeias leves.
1 2 3 4 5 6 7 8 MM

Figura 1 - Gel de eletroforese com amostras de
Colossoma macropomum: 1) amostra purificada
com &cido caprilico do grupo adulto sem reducéo;
2) amostra integra do plasma do grupo adulto sem
reducdo; 3) amostra purificada com acido caprilico
do grupo adulto com reducdo; 4) amostra integra do
plasma do grupo adulto com redugdo; 5) amostra
purificada com 4acido caprilico do grupo juvenil
sem reducdo; 6) amostra integra do plasma do
grupo juvenil sem redugdo; 7) amostra purificada
com &cido caprilico do grupo juvenil com reducao;
8) amostras integras do plasma do grupo juvenil
com redugdo; MM) massa molecular (BioRad®).

Resultados  semelhantes  foram
encontrados em outras espéecies de peixes
teledsteos.  Latris lineata apresentou
imunoglobulinas integras com massa
acima de 205 kDa e ap0s a dissociacdo das
cadeias pesadas das cadeias leves,
observou-se  bandas  proteicas  de
aproximadamente 86 kDa e 28 kDa,
respectivamente (COVELLO et al., 2009).
A perca europeia (Perca fluviatilis L.),
apresenta imunoglobulinas com cadeias
leves na faixa de 27-28 kDa e pesadas de
72 kDa (WHITTINGTON, 1993), e
Scyliorhinus canicula apresenta
imunoglobulinas com cadeias pesadas de
70 kDa e leves de 25 kDa, com uma massa
molecular de 160-200 kDa sem a reducéo



pelo 2-mercaptoetanol (LLOYD-EVANS,
1993).

Massas moleculares do plasma de
Plesiotrygon iwamae - No SDS-PAGE
(Figura 2), foi identificada uma reducéo no
namero de bandas apds a precipitacdo com
0 é&cido caprilico, similar ao resultado
obtido com as amostras de Colossoma
macropomum (Figura 1), demonstrando
que houve precipitacdo das proteinas
plasmaticas, exceto as imunoglobulinas.

o
MM 3 4

TAKDa S

205 kDa

121 kDa
86 kDa

50,7 kDa

rs .

33,6 kDa

27,8 kDa

19,4 kDa

Figura 2 - Gel de eletroforese com amostras de
Plesiotrygon iwamae. MM) massa molecular
BioRad®; 1) amostras integras do plasma sem
reducdo; 2) amostras integras do plasma com
reducdo; 3) amostras purificadas com o &cido
caprilico sem reducdo; 4) amostras purificadas com
0 &cido caprilico com reducéo.

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

Ao comparar a amostra precipitada
pelo &cido caprilico sem reducdo com a
amostra reduzida pelo 2-mercaptoetanol,
evidenciou-se o0 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 anéalise preliminar, tem uma
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massa molecular de aproximadamente 54 kDa.
Houve também o surgimento de bandas mais
fortes proximo as faixas de 23 e 30 kDa.

Essa mudanca no perfil eletroforético
também foi detectada nas amostras integras de
plasma, com e sem reducdo, sendo compativel
com a acdo do 2-mercaptoetanol sobre
imunoglobulinas de dissociar as cadeias
pesadas das cadeias leves. Corroboramos 0s
resultados para Plesiotrygon iwamae aos
encontrados na literatura para peixes
cartilaginosos. A arraia Raja kenojei possui
anticorpos com uma cadeia pesada de
aproximadamente 45-50 kDa, assim como uma
massa de 320 kDa antes da dissociacdo das
cadeias pesadas das leves (KOBAYASHI et
al., 1984). A espécie Clamydoselachus
anguineus possui imunoglobulinas com massas
de 900 kDa, 300 kDa e 150 kDa, que guando
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
guantificadas e apresentaram cadeias pesadas
de 50 e 72 kDa e leves de 23 kDa (FULLER et
al., 1978).

Concluséo

Os resultados encontrados  sdo
consistentes com o0s dados presentes na
literatura. Houve uma reducdo do nimero de
bandas proteicas ap6s 0 uso do &cido caprilico,
nas amostras de plasmas e a dissociagdo das
cadeias leves e pesadas apos a utilizagdo do 2-
mercaptoetanol, que age quebrando as ligacGes
entre as essas cadeias das imunoglobulinas.
Isso indica que o &cido caprilico foi capaz de
isolar as imunoglobulinas das amostras de
plasma apds a precipitacdo das outras proteinas
plasmaticas.

Mais estudos estdo em andamento a
fim de complementar o0s  resultados
encontrados por esta pesquisa, de modo que as
imunoglobulinas isoladas pelo uso do &cido
caprilico possam ser devidamente
caracterizadas, tanto em massa molecular
quanto em sua composi¢do de aminoacidos.
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