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RESUMO

O tambaqui (Colossoma macropomum) é uma das principais espécies nativas para a
piscicultura brasileira, apresentando um ótimo padrão de crescimento e alta
produtividade, fato que torna abundante a sua oferta no mercado consumidor. C.
macropomum foi a primeira espécie de peixe amazônico que atraiu um número
relativamente grande de pesquisadores, pois, ele incorpora em uma única espécie, a
maioria dos problemas que precisam ser resolvidos para se manejar a pesca e ao
mesmo tempo desenvolver a aqüicultura. Lectinas são proteínas ou glicoproteínas
que reconhecem carboidratos com alto grau de especificidade através de sítios de
ligação. As lectinas estão envolvidas na imunidade inata, sendo por isso,
consideradas como a primeira linha de defesa imunológica dos peixes. Essas
proteínas versáteis têm sido encontradas em ovos, muco da pele e também no soro
de peixes. Neste trabalho, a lectina do soro de tambaqui foi purificada parcialmente
através de precipitação com sulfato de amônio. A fração 0-50% (F0-50) apresentou
maior atividade hemaglutinante específica e foi escolhida para as próximas etapas
de purificação. F0-50 reconheceu especificamente os carboidratos fucose, galactose
e metil-α-D-galactose. Em seguida F0-50 foi submetida à Con A Separose 4B; o
material adsorvido e eluído foi submetido à DEAE Sepharose. Todas as etapas
foram acompanhadas por medidas da atividade hemaglutinante, dosagem de
proteínas e eletroforese nativa ácida e na presença de SDS. Frações e lectina
parcialmente purificada foram caracterizadas também quanto à estabilidade térmica,
dependência de íons e pH. A lectina parcialmente purificada do soro do tambaqui é
uma proteína ácida, termoestável, com atividade independente de cálcio, que
reconhece os monossacarídeos fucose, galactose e metil-α-D-galactose, podendo,
portanto, ser incluída na família das fucolectinas.

Palavras Chave: Tambaqui; Colossoma macropomum; Purificação; Lectinas;
Imunidade.
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Abstract

Tambaqui (Colossoma macropomum) is one of the main native species of Brazilian
pisciculture, showing a good pattern of growth and high productivity, which makes its
abundant supply in the consumer market. C. macropomum was the first species of
Amazonian fish that attracted a relatively large number of researchers, since it
incorporates in a single species, the majority of problems that need to be solved to
manage the fishery while to develop aquaculture. The lectins are involved in innate
immunity and are therefore regarded as the first line of immune defense of fish.
These versatile proteins have been found in eggs, skin mucus and fish serum. In the
presente work, the tambaqui serum lectin was partially purified by ammonium sulfate
precipitation. The fraction 0-50% (F0-50) showed higher specific hemagglutinating
activy and was chosen for next purification steps. F0-50 specifically recognized the
carbohydrate fuccose, galactose and methyl-α-D-galactose. F0-50 was submitted to
Con A Separose 4B; the adsorbed and eluted material was subjected to DEAE
Sepharose. All steps were followed by measurements of hemagglutinating activity,
determination of proteins, acidic native electrophoresis and in the presence of SDS.
Fractions and partially purified lectin were also characterized about thermal stability,
ion dependence and pH values. The partially purified tambaqui serum lectin is an
acidic protein, thermostable, with calcium independent activity, that recognizes the
monosaccharides fuccose, galactose and methyl-α-D-galactose, and can therefore
be included in the family of fucolectins.

Keywords: Tambaqui; Colossoma macropomum; Purification; Lectins; Imunity.
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1 INTRODUÇÃO: LECTINAS

1.1 Breve Histórico

Em 1884 Bruylants e Venneman demonstraram que a toxicidade das

sementes de Abrus precatorius devia-se a uma fração protéica, denominada Abrina,

que podia ser precipitada com álcool a partir de um extrato aquoso da semente

(MOREIRA et al., 1991). Quatro anos depois, em 1888, Peter Hermann Stillmark, da

Universidade Dorpat (agora Universidade de Tartu na Estônia), apresentou sua tese

de doutorado intitulada “Ueber Ricin, ein giftiges Ferment aus den Samen Von

Ricinus comm. L. und einigen anderen Euphorbiaceen”, que se referia à descoberta

de uma proteína também tóxica presente no feijão castor, denominada Ricina, a qual

tinha a propriedade de aglutinar células do sangue. Este evento é

internacionalmente conhecido como o nascimento de um novo ramo na ciência

chamado de lectinologia (KENNEDY et al., 1995; GABOR et al., 2001; BIES et al.,

2004).

Paul Ehrlich, um médico cientista, usou a Abrina e a Ricina, em seus estudos

imunológicos na última década de 1800 (LIS e SHARON, 1991). William Boyd e

Elizabeth Shapleigh em 1954 nomearam este novo grupo de proteínas de Lectinas,

do latim, Lectus (escolhido, selecionado), para focar sua propriedade geral de

aglutinar seletivamente grupos sanguíneos, bem como tipos celulares específicos

(BOYD e SHAPLEIGH, 1954; KENNEDY et al., 1995; MATSUI et al., 2001).

Lectinas são, portanto, definidas como um grupo de proteínas ou

glicoproteínas que não são anticorpos nem enzimas e possuem a habilidade de se

ligar especificamente a mono ou oligossacarídeos sem alterar sua estrutura

(GOLDSTEIN e PORETZ, 1986; VIJAYAN e CHANDRA, 1999; SATO et al., 2000;

SOUZA et al., 2001; DUTTA et al, 2005). Segundo Peumans e Van Damme (1995)

estas proteínas devem possuir pelo menos um domínio de ligação não catalítico

para carboidratos. Lectinas têm também, a habilidade de se ligar a resíduos de

açúcares, através de sítio(s) de ligação a carboidrato, os quais podem estar

conjugados com lipídeos ou proteínas, precipitando glicoconjugados em solução

(GOLDSTEIN et al.1980; VORNHOLT et al., 2007).

Inicialmente, o estudo de lectinas era focado apenas em plantas, em meados

do século XX foi quando se tornou evidente que lectinas também são distribuídas no
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reino animal (PROBSTMEIER e PESHEVA, 1999). Em 1974, Stockert et al.

publicaram um artigo descrevendo uma aglutinina para eritrócitos humanos

encontrada em fígado de coelho. Esta “lectina hepática mamífera”, como ele a

chamou, foi aclamada “a primeira lectina de origem mamífera”. Lectinas animais,

incluindo lectinas mamíferas, foram conhecidas ao mesmo tempo, ou antes, que

lectinas de plantas, embora o contexto de sua descoberta tenha sido um tanto

diferente, algumas foram descobertas muito antes de sua identificação como

proteínas ligantes a carboidratos (KILPATRICK, 2000).

Mais historicamente significante, no entanto, foi o artigo de Mitchell e Reichert

em 1886 (Apud KILPATRICK, 2002) descrevendo o estudo sobre veneno de

cascavel, contendo uma descrição explícita da aglutinação, apesar do termo lectina

não ter sido usado. Este artigo foi publicado 2 anos antes da primeira descrição de

Herman Stillmark da atividade de lectina de planta (KILPATRICK e GREEN, 1992).

Mitchell, na verdade, observou a atividade de lectinas de veneno de cascavel antes

de 1860. Deste modo, pode-se concluir que Silas Weir Mitchell (Figura 1) foi o

primeiro pesquisador a observar atividade de lectina animal, e provavelmente o

primeiro a observar atividade de lectina por si (KILPATRICK, 2002).

Figura 1: Silas Weir Mitchell (1829-1914), primeiro

pesquisador a observar atividade de lectina animal.
Fonte:www.collphyphil.org/find_aid/hist/histswm1.htm

www.collphyphil.org/find_aid/hist/histswm1.htm
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Em 1902, Flexner e Noguchi, da Universidade da Pensilvânia, baseados na

descrição de Mitchell e Stewart da aglutinação de células vermelhas do sangue por

veneno de cobra publicaram um estudo detalhado da aglutinação e lise de eritrócitos

e leucócitos por uma variedade de venenos de cobra. Eles atribuíram a atividade

aglutinante a “intermediários sanguíneos”, ou a fatores similares a anticorpos

(KILPATRICK, 2002)

Centenas de lectinas são, atualmente, bem caracterizadas, e o número de

isolamento das mesmas vem crescendo muito rápido; elas têm sido isoladas de

plantas, animais e microorganismos (LIS e SHARON, 1991, VORNHOLT et al.,

2007).

Devido à habilidade dessas proteínas de se ligar a carboidratos, cada ligação

pode resultar em uma variedade de efeitos biológicos (MACHUKA et al., 1999) os

quais atraem cada vez mais o interesse da comunidade científica (SATO et al.,

2000; KONOZY et al., 2002; MONZO et al., 2007).

1.2 Detecção

As lectinas podem se ligar a açúcares livres ou à resíduos de carboidratos, de

polissacarídeos, glicoproteínas ou glicolipídios, onde podem estar livres ou ligados à

membrana da célula (MONZO et al., 2007). A presença de lectinas é principalmente

revelada através de um ensaio de hemaglutinação (Figura 2), que utiliza uma

diluição seriada da lectina antes da incubação com eritrócitos (COELHO e SILVA,

2000; PAJIC et al., 2002). Os eritrócitos utilizados para este ensaio podem ser

humanos ou de animais, tratados enzimaticamente (tripsina, papaína, entre outras)

ou quimicamente (glutaraldeído ou formaldeído) aumentando ou não a sensibilidade

das células à lectina (CORREIA e COELHO, 1995; COELHO e SILVA, 2000; MO et

al., 2000).

1.3 Especificidade

Os carboidratos específicos podem se ligar às lectinas através de ligações de

hidrogênio, coordenações metálicas, interações de Van der Walls e interações

hidrofóbicas (SCHWARTZ el al., 1993; DRICKAMER e TAYLOR, 1998). A

especificidade de uma lectina tem sido analisada através de ensaios de inibição da
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atividade hemaglutinante (Figura 3), utilizando para isto diferentes soluções de

carboidrato ligante (GABOR et al., 2001; OTTA et al., 2002).

Figura 2: Representação esquemática da hemaglutinação de eritrócitos por lectinas.

1.4 Classificação

Segundo Peumans e Van Damme (1995) lectinas de plantas foram

classificadas de acordo com sua estrutura geral em merolectinas, hololectinas,

quimerolectinas e superlectinas (Figura 4). Merolectinas consistem de apenas um

domínio de ligação a carboidrato e devido a seu caráter monovalente são incapazes

de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células. Hololectinas também consistem

exclusivamente de domínios de reconhecimento a carboidrato, mas possuem pelo

menos dois domínios de ligação e estes podem ser idênticos ou muito similares. As

hololectinas podem ser di ou multivalentes e assim podem aglutinar células e

precipitar glicoconjugados. As superlectinas são compostas de no mínimo dois

domínios de ligação a carboidrato e, diferente das hololectinas, os domínios de

ligação a carboidrato não são idênticos ou similares reconhecendo açúcares

estruturalmente diferentes.
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Figura 3: Representação esquemática da inibição da hemaglutinação de

eritrócitos por lectinas, em presença de carboidratos.

Ao contrário das merolectinas, das holo e das superlectinas, as

quimerolectinas não consistem exclusivamente de domínios de reconhecimento a

carboidrato (Carbohydrate Recognition Domain – CRD), mas são formadas por

domínio de ligação a carboidratos e outro domínio que possui uma atividade

catalítica ou outra atividade biológica que deve agir independente do CRD. As

quimerolectinas comportam-se como mero ou hololectinas dependendo do número

de sítios de ligação a carboidrato. As lectinas ainda podem ser classificadas, de

acordo com o carboidrato a que preferencialmente se ligam (NOMURA et al., 1998;

PEUMANS e VAN DAMME, 1995; RABINOVICH et al., 1999, SUZUKI et al., 2003).
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Figura 4: Representação esquemática de quatro tipos de lectinas de plantas: merolectinas,

hololectinas, quimerolectinas e superlectinas, segundo a classificação de PEUMANS & VAN

DAMME (1995).

O reconhecimento de carboidratos por lectinas é mediado por CRD, baseado

na estrutura do CRD, na seqüência primária e no requerimento de íons divalentes,

as lectinas animais são classificadas em várias famílias: tipo-C (DAY, 1994; OURTH

et al., 2008), tipo-S ou galectina (BARONDES et al., 1994; KASAI e HIRABAYASHI,

1996, FUKUMORI et al., 2007), tipo-P (KORNFELD, 1922), tipo-I (POWELL e

VARKI, 1995), proteína ligante à heparina (MARGALIT et al., 1993) ou pentraxina

(STEEL e WHITEHEAD, 1994; GEWURZ et al., 1995), lectinas ligantes de ramnose

(TATENO et al., 2002a; WATANABE et al., 2009), tipo-F ou fucolectinas (ODOM,

2004; ODOM e VASTA, 2006, CAMMARATA et al., 2007, ARGAYOSA e. LEE, 2009;

SALERNO et al., 2009), entre outras. As famílias de lectinas mais freqüentemente

caracterizadas em peixes são tipo-C, tipo-S, lectinas ligantes à ramnose e tipo-F.
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1.4.1 Lectina tipo-C

As lectinas tipo-C representam uma superfamília que compartilham a

característica de possuir um domínio de ligação a carboidrato que liga o íon cálcio

(Ca2+), o C-type lectin-like domain (CTLD) (DRICKAMER, 1996). Essas lectinas

estão agrupadas em três famílias: as lectinas endocíticas, as colectinas e as

selectinas (LIS & SHARON, 1991).

As lectinas endocíticas funcionam como receptor de membrana com

diferentes especificidades como N-acetilgalactosaminas, galactose e manose-

específica. As lectinas endocíticas do tipo II são proteínas transmembranais,

constituídas de um domínio citoplasmático N-terminal, um domínio de membrana e

uma região C-terminal composta pelo CRD (LIS & SHARON, 1991). As lectinas

manose-específicas, encontradas na superfície de macrófagos, diferem das outras

lectinas endocíticas por apresentarem uma proteína transmembranar do tipo I, a

extremidade C-terminal da lectina encontra-se no citoplasma da célula e a

extremidade N-terminal fora da célula. Além disso, a parte extracelular desta

molécula apresenta três domínios, um domínio rico em cisteínas, uma região similar

a do tipo II com o domínio fibronectina e um CRD (DRICKAMER, 1996).

As colectinas possuem uma função similar às galectinas, porém diferem no

mecanismo, que é realizado por MBP’s (Mannose Binding Protein) no soro e fígado

de mamíferos. Estas lectinas ligam-se em oligomanosídios de microorganismos

infectantes, causando ativação do sistema complemento sem a participação de

anticorpos, e subseqüente lise de patógenos (LIS & SHARON, 1991).

As selectinas formam outra família de lectinas tipo-C que participam do papel

de interação de açúcar com lectina no reconhecimento biológico. As selectinas

mediam a adesão dos leucócitos em circulação para células endoteliais do sangue,

um pré-requisito para a migração dos leucócitos para os tecidos. Este controle

regula o tráfego do leucócito para os sítios inflamatórios e a migração dos linfócitos

para os órgãos linfóides. As selectinas são divididas em três tipos: as selectinas – L

(90-110kDa), selectinas – E (115kDa), selectinas – P(140kDa).
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1.4.2 Tipo-S ou Galectina

Galectinas representam uma das principais famílias de lectinas de origem

animal, estão presentes em uma ampla gama de tecidos animais e participam de

diversos processos biológicos, tais como modulação da resposta imune (OFFNER et

al., 1990), regulação do crescimento celular (YAMAOKA et al., 1991) e indução e

regulação da apoptose (PERILLO et al., 1995). As galectinas têm várias

características em comum tais como atividade independente de cálcio (Ca2+),

especificidade para β-galactosídeos e possuem pontes dissulfeto (KILPATRICK,

2000).

Baseado na seqüência de aminoácidos, quatorze membros da família de

galectinas têm sido identificados e classificados em três subgrupos (KASAI e

HIRABAYASHI, 1996):

a) Prototipo (galectinas 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13 e 14)

b) Quimera (galectina 3)

c) Tandem repeat (galectinas 4, 6, 8, 9 e 12)

Todos estes subgrupos contêm um CRD altamente conservado (DUMIC et al.,

2006). As galectinas do tipo prototipo contém um CRD por subunidade e são,

usualmente, homodímeros de subunidades ligadas não-covalentemente

(RABINOVICH et al., 1999; AHMED et al, 2004). Em contraste, galectina do tipo

quimera são monômeros com um CRD C-terminal similar ao prototipo, e este está

conectado a um domínio N-terminal rico em glicina e prolina (KISHORE et al., 1997;

AHMED et al., 2004). A galectina tandem repeat é formada por uma única cadeia

polipeptídica que forma dois distintos CRD, conectados por repetições de 7-10

aminoácidos com uma seqüência consenso (KISHORE et al., 1997; RABINOVICH et

al., 1999; DUMIC et al., 2006).

1.4.3 Lectinas ligantes a L-Ramnose (RBLs)

Recentemente uma nova família de lectinas, as lectinas ligantes à L-ramnose

(RBLs) foi proposta baseado em sua característica de especificidade de ligação a

carboidrato e estrutura molecular, que consiste em dois ou três CRD homólogos em

tandem de cerca de 95 resíduos de aminoácidos (TATENO et al., 1998; HOSONO et

al., 1993). As RBLs são classificadas em 5 subgrupos baseado na arquitetura do seu
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domínio, atividade hemaglutinante para eritrócitos humanos e especificidade ao

carboidrato (NITTA et al., 2007). Estas proteínas têm sido isoladas de vários tipos de

peixes e invertebrados e interagem com vários tipos de bactérias. Sugere-se

também estarem envolvidas em reações inflamatórias por funcionarem como

agentes de reconhecimento e tráfico de células para sítios de inflamação bem como

ativar a cascata inflamatória pela regulação da expressão de citocinas (WATANABE

et al., 2009).

RBLs tem uma variedade de funções em ovos de peixes, tais como

prevenção de poliespermia, regulação do metabolismo de carboidrato e mitogênese

(TATENO et al., 2002a); desempenham também um importante papel como

proteínas de reconhecimento padrão (PRP) na imunidade inata, aglutinam bactérias

Gram-negativas e Gram-positivas por reconhecer a estrutura de lipopolissacarídeo

(LPS) e ácido lipoteicóico (LTA) em sua superfície, respectivamente (TATENO et al.,

2002b; SHIINA et al., 2002). RBLs são principalmente localizadas em tecidos

relatados com o sistema imune, tais como muco de células de brânquias, células

caliciformes do intestino, baço, trombócitos, linfócitos, monócitos e neutrófilos

(TATENO et al., 2002c; WATANABE et al., 2008), sugerindo que RBLs estão

envolvidas na imunidade inata e na reação inflamatória (WATANABE et al., 2009),

em Oncorhynchus mykiss (truta arco-íris) RBLs estão presentes nos grânulos

corticais em ovos não fertilizados e são liberados para o espaço peri-vitelínico logo

após a fertilização (TATENO et al., 2002c).

1.4.4 Tipo-F ou Fucolectinas

Recentemente, uma nova família de lectinas que ligam especificamente os

carboidratos L-fucose e D-galactose foi identificada (ODOM, 2004; BIANCHET et al.,

2002) e descrita como moléculas de reconhecimento imune em ambos procariotos e

eucariotos, incluindo vertebrados e invertebrados (ODOM e VASTA, 2006). Essas

lectinas foram nomeadas por Honda et al. (2000) de “Fucolectinas” e são

caracterizadas por serem não-glicosiladas e cálcio (Ca2+) independentes

(CAMMARATA et al., 2001). As lectinas tipo-F apresentam um motivo de ligação ao

cálcio (BIANCHET et al., 2002).

Em algumas espécies o domínio de ligação pode ser associado com outros

domínios estruturais incluindo pentraxina, outros domínios de lectinas tais como,

lectina tipo-C (ODOM e VASTA, 2006). Uma observação comum nesta família de
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lectinas é a expansão de CRD tandem repeats que parecem ser um exclusivo modo

de diversificação evidente em espécies teleósteas (CAMMARATA et al., 2007).

As fucolectinas têm sido detectadas em procariotos e eucariotos, em tecidos e

fluidos de espécies vertebradas e invertebradas (HONDA et al., 2000). Em peixes

teleósteos, membros bem caracterizados desta família são lectinas do soro de

Anguilla japonica (HONDA et al., 2000), Dicentrarchus labrax (CAMMARATA et al.,

2001), Anguilla anguilla (BIANCHET et al., 2002), Morone saxatilis (ODOM e VASTA,

2006), Sparus aurata (CAMMARATA et al., 2007) e Oreochromis niloticus L.

(ARGAYOSA e LEE, 2009).

Apesar das lectinas tipo-F terem seu papel caracterizado como mediadoras

do reconhecimento molecular na imunidade inata, até o presente momento os

mecanismos detalhados de sua atividade ainda não foram bem elucidados.

1.5 Papel Biológico e Distribuição na Natureza

As variedades de lectinas com características e especificidades a

carboidratos distintos vêm despertando um amplo interesse da comunidade

científica, tanto para utilização em processos médicos, como também para

aplicações biotecnológicas destas proteínas purificadas, tendo em vista um melhor

entendimento da participação das lectinas no sistema imunológico de organismos

vertebrados e invertebrados (EWART et al., 2001; COMINETTI et al., 2002; MONZO

et al., 2007). Devido à sua propriedade de ligar carboidratos em superfícies

celulares, desempenham papel importante em eventos celulares como aglutinação,

proliferação celular, opsonização, transdução de sinal, metástases e apoptoses

(TASUMI et al., 2002; NAUTA et al., 2004; TATENO et al., 2002a, MACIEL et al.,

2004, DUTTA et al., 2005; TSUTSUI et al., 2006b, LITMAN et al., 2007).

São utilizadas também na caracterização de diferentes estágios de

desenvolvimento de parasita (KENNEDY et al., 1995) estimulação mitogênica

(MACIEL et al., 2004), para detectar componentes de carboidratos presentes em

superfícies de células normais e cancerígenas (SHARON e LIS, 1993; BELTRÃO et

al., 2003; KOMATH et al., 2006). Estas proteínas podem ser também usadas para a

produção dos chamados medicamentos inteligentes que diferem dos tradicionais por

atuarem em células específicas do organismo evitando efeitos colaterais, do tipo
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provocado pela quimioterapia (CLARK et al., 2000; TORCHILIN et al., 2001,

WOODLEY, 2001).

Lectinas de plantas foram reconhecidas por inibir a replicação de HIV em

cultura de células linfocíticas, bem como inibir a fusão do vírus à célula (HAMMAR et

al., 1989; MATSUI et al.,1990; BALZARINI et al., 1991), também funcionam como

potentes inibidoras de coronavírus associados com sérias doenças respiratórias

(KEYAERTS, et al., 2007). Atividade anti-HIV também foi encontrada para uma

galectina do invertebrado Chaetopterus variopedatus (WANG et al., 2006) e para a

lectina n-acetyl-glicosamina específica de Serpula vermicularis (MOLCHANOVA et

al., 2007).

O reconhecimento de carboidratos, expostos na superfície celular de

patógenos potenciais, por lectinas é considerado um componente chave da resposta

imune inata em animais (HOLMSKOV et al., 2003; MCGREAL et al., 2004). Em

mamíferos, assim como em peixes, uma das vias de ativação do sistema

complemento é a via das lectinas, ativada por uma lectina que liga o carboidrato

manose (MBL) presentes nos microorganismos (IKEDA et al., 1987; MATSUSHITA e

FUJITA, 1995; HOLLAND e LAMBRIS, 2002). Por outro lado, algumas lectinas

funcionam como agentes de reconhecimento e tráfico para promover o

extravasamento de células para os locais de inflamação no sistema imune adquirido

(WATANABE et al., 2009). Lectinas com afinidade para galactose parecem ter um

papel importante na modulação da resposta imune em peixes (YOUSIF et al., 1994;

MISTRY et al., 2001; KURATA e HATAI, 2002).

Em vertebrados, o papel de lectinas como mediadores do reconhecimento

entre o próprio e o não-próprio no início do desenvolvimento e na imunidade inata

tem sido bem documentado (KILPATRICK, 2002; MATSUSHITA et al., 1996). O

reconhecimento do não-próprio é a primeira linha de defesa imunológica (YU et al.,

2002) sendo mediado por um grupo de proteínas denominadas Receptores de

Reconhecimento Padrão (PRRs), as lectinas são consideradas um dos mais

importantes PRRs. (BROWN et al., 2007). O crescente estudo sugere também, que

lectinas são proteínas de defesa que podem proteger contra ataques de predadores

como vírus, fungos e bactérias (CAVADA et al., 1998; RATANAPO et al., 2001;

SACCHETTINI et al., 2001, TSUTSUI et al., 2006a).

Essas moléculas versáteis estão distribuídas extensamente em diversos

organismos incluindo bactérias, fungos, plantas, vertebrados e invertebrados
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(TSUTSUI et al, 2006a; LIENER et al, 1986, YOUNG et al., 2007). No reino das

plantas, as sementes de leguminosas constituem a principal fonte de lectinas, mas

estas também são abundantes em tecidos vegetais tais como: raiz, folha, talo,

vagem, frutas, flores e casca (COELHO e SILVA, 2000; WU et al., 2000; COUTIÑO-

RODRÍGUEZ et al., 2001).

1.5.1 Lectinas em Peixes

O sistema imune inato tem recebido crescente atenção como sendo de

grande importância no estudo de resistência a doenças em peixes (MAGNADOTTIR,

2006; WHYTE, 2007). O motivo é basicamente a ineficiência intrínseca da resposta

imune adquirida devido ao seu estado evolutivo e natureza pecilotérmica. Isso

resulta em um repertório limitado de anticorpos, afinidade de maturação e de

memória e uma lenta proliferação linfocitária. A resposta imunológica adquirida do

peixe é, portanto, lenta (até 12 semanas) em comparação com a temperatura

instantânea e relativamente independente da resposta imune inata (ALEXANDER e

INGRAM, 1992; ELLIS, 2001).

O sistema imune de peixes ao contrário de vertebrados superiores é

comparativamente simples e diferenciado. Os maiores órgãos linfomielóides dos

peixes são timo, rim e baço (PRESS e EVENSEN, 1999; MULERO et al., 2007).

Acreditava-se que os teleósteos sintetizavam apenas uma classe de

imunoglobulinas, a IgM, no entanto, a presença de outros isotipos de Ig como IgD,

quimeras IgT/IgZ e IgM–IgZ também tem sido registrada em uma grande variedade

de espécies (ELCOMBE et al., 1985; BAG et al., 2008), IgD em Ictalurus punctatus

(WILSON et al., 1997; BENGTEN et al., 2002), Salmo salar (HORDVIK et al., 1999),

Gadus morhua (STENVIK e JORGENSEN, 2000), Paralichthys olivaceus (HIRONO

et al., 2003; SRISAPOOME et al., 2004) e IgT/IgZ em Siniperca chuatsi, Danio rerio,

e Oncorhynchus mykiss (SAKAI e SAVAN, 2004; TIAN et al., 2009). Além destes

isotipos de Ig, quimera IgM–IgZ é também relatada em Cyprinus carpio (SAVAN et

al., 2005). Várias proteínas agem na resposta imune inata de peixe (EWART et al,

2001), algumas têm sido bem caracterizadas, incluindo as proteínas antimicrobianas

bem como a lisozima (HANCOCK e LEHRER, 1998; JIMÉNEZ-CANTIZANO et al.,

2008).
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Recentemente, pesquisas veterinárias e médicas descobriram que as lectinas

estão envolvidas na imunidade inata (RUSSELL & LUMSDEN, 2005; KUBITZA e

KUBITZA, 2004; TSOI et al., 2004; CASTELLANA et al., 2007) sendo por isso

consideradas como a primeira linha de defesa imunológica dos peixes. Segundo

Ewart et al. (2001), essas lectinas podem se ligar a um conjunto de estruturas de

carboidratos na superfície celular de microorganismos (bactéria, vírus, levedura e

protozoário parasitário) mediando um efeito antibacteriano, ou atuando pela

destruição direta via complemento através de um complexo de ataque da membrana

lítica, ou promovendo fagocitose.

A descoberta de lectinas em peixes adicionou uma nova dimensão na biologia

e imunologia dos peixes. Desde então, lectinas têm sido isoladas a partir dos ovos,

muco da pele, plasma e também do soro de várias espécies de peixes (JENSEN et

al., 1997; OTTINGER et al., 1999; HONDA et al., 2000; FOCK et al., 2001;

CAMMARATA et al., 2001; BUCHMANN e LINDENSTROM, 2002; DONG et al.,

2004; TASUMI et al., 2004; JIMBO et al, 2007). Entre alguns tipos de lectina animal,

galectina compreende uma das maiores famílias e são bastante encontradas em

peixes como Conger myriaster, Arius thalassinus e Oncorhynchus mykiss

(INAGAWA et al., 2001; NAKAMURA et al., 2001; SUZUKI et al., 2003; FUKUMORI

et al., 2007). Têm sido encontradas também lectinas tipo-C (BAYNE et al., 2001,

NIKOLAKOPOULOU e ZARKADIS, 2006, OURTH et al., 2008), MBL

(NIKOLAKOPOULOU e ZARCADIS, 2006), lectina que reconhece L-ramnose

(OKAMOTO et al., 2005, WATANABE et al., 2009) e fucolectinas, lectinas que

reconhecem fucose e galactose (HONDA, 2000; ODOM, 2004; ODOM e VASTA,

2006; CAMMARATA et al., 2007; ARGAYOSA e. LEE, 2009; SALERNO et al.,

2009).

A importância fisiológica e imunológica das lectinas em peixe ainda não está

bem esclarecida (NAKAMURA et at., 2001), embora pouco se saiba sobre seu

significado biológico, parecem desempenhar papéis importantes na fertilização, na

morfogênese e na defesa contra microorganismos (ALEXANDER e INGRAM, 1992;

ARASON, 1996; EWART et al., 2001; DONG et al., 2004; TASUMI et al., 2004).
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1.6 Peixe Tambaqui (Colossoma macropomum)

1.6.1 Características Gerais

O tambaqui, Colossoma macropomum, Cuvier, 1818, uma das espécies

aquáticas de maior expressão na alimentação da Região Norte, apresenta ampla

distribuição nos rios desta região (VAL e ALMEIDA-VAL, 1995). Nas últimas

décadas, vem se tornando uma das principais espécies nativas para a piscicultura

brasileira, apresentando um ótimo padrão de crescimento e produtividade, fato que

torna abundante a sua oferta no mercado consumidor. Esta espécie conta também

com grande interesse de piscicultores de outros países da América do Sul, devido à

sua rusticidade, qualidade da carne e o fato de poder chegar a 1 m de comprimento

total e 30 kg de peso corporal no seu ambiente natural (GOUDING e CARVALHO,

1982). É o segundo maior peixe de escamas nas águas sul-americanas, perdendo

apenas para o gigante pirarucu (Arapaima gigas). Essas características fazem do C.

macropomum a terceira espécie mais cultivada no Brasil e a mais cultivada na região

amazônica.

Apesar de seu cultivo ser possível em todo o Brasil, o risco de alta

mortalidade durante os meses de inverno tem desencorajado o cultivo nos estado

das regiões Sul e Sudeste, particularmente, em locais onde as águas podem atingir

temperaturas abaixo de 17 ºC (KUBITZA e KUBITZA, 2004); a temperatura ideal é

em torno dos 25 ºC a 30 ºC (SILVA e GURGEL, 1999). Desse modo, o cultivo do

tambaqui tem se concentrado nas regiões Norte, Nordeste e Centro Oeste do País,

onde além do clima favorável, o tambaqui desfruta de grande aceitação no mercado

(KUBITZA e KUBITZA, 2004).

O tambaqui (Figura 5), da palavra tupi tãba’ki, que significa resíduo de ostra

(tãba – concha, ki – amontoado), foi a primeira espécie de peixe amazônico que

atraiu um número relativamente grande de pesquisadores, como engenheiros de

pesca, biólogos, fisiologistas e aqüicultores, pois ele incorpora, em uma única

espécie, a maioria dos problemas que precisam ser resolvidos para se manejar a

pesca e ao mesmo tempo desenvolver a aqüicultura.
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Figura 5: Peixe tambaqui (Colossoma macropomum).

A idade média na qual o tambaqui atinge a maturidade sexual é de 3 a 4

anos. O tambaqui é um peixe reofílico, portanto não desova naturalmente em

cativeiro; peixes dessa natureza precisam vencer as correntezas dos cursos de água

para maturar as suas gônadas, fenômeno denominado piracema (PROENÇA e

BITTENCOURT, 1994). Na região Nordeste, a reprodução do tambaqui ocorre do

período de outubro a março, sendo observada uma maior concentração das desovas

no período de novembro a fevereiro (KUBITZA e KUBITZA, 2004).

Comparando com a maioria das outras espécies de peixes amazônicos, o

tambaqui possui lábios muito carnosos; possui dentes molares afiados e fortes

(Figura 6). Esta característica permite que a alimentação do tambaqui seja onívora e

as preferências dietéticas do tambaqui mudam do zooplâncton às sementes e frutas

conforme o peixe cresce. Adultos e subadultos continuam comendo zooplâncton,

mas este item alimentar progressivamente se torna secundário. O tambaqui possui

muitos rastros branquiais e o número destes rastros aumenta à medida que o peixe

cresce. As estruturas altamente desenvolvidas dos rastros branquiais são

associadas com a filtragem de zooplâncton (LIMA e GOULDINNG, 1998).
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Figura 6: Dentição do tambaqui adulto.
Fonte: Lima e Goulding,1998.

1.6.2 Doenças em tambaqui

Doenças são o maior problema que a aqüicultura enfrenta atualmente, pois é

prejudicial para sua rentabilidade (DUNHAM, 2009), portanto, a proteção contra

doenças é primordial para a aqüicultura e a resistência à doenças é também uma

questão de bem-estar animal. Até o momento nenhuma doença endêmica foi

registrada para o tambaqui cultivado ou silvestre, e isto tem contribuído para sua

reputação de ser uma espécie robusta (LIMA e GOULDING, 1998). É de extrema

importância investir no controle de doenças e isto pode ser alcançado através de

medidas preventivas, tais como manutenção de estoques não infectados, dietas

apropriadas para que os peixes estejam bem nutridos e deste modo mais resistentes

à doenças, prescindindo, assim, do uso de remédios. O completo isolamento de

adultos e jovens é provavelmente o maior passo que poderia ser dado para reduzir o

parasitismo (THATCHER, 1991).

Condições ambientais extremas, a idade e o estresse são os principais

fatores determinantes da prevalência de doenças. Em geral peixes jovens são os

mais suscetíveis, uma vez que não tiveram tempo de criar resistência. O estresse

comumente causado por mau manuseio, excesso da população, alimentação

inadequada, ou uma combinação destes fatores também aumentam muito as

chances de parasitismo intenso (LIMA e GOULDING, 1998).

O número de macroparasitas registrados para o tambaqui é relativamente

pequeno, quando comparado com o total para as espécies de peixes das regiões

temperadas (WOOTTON, 1992). A sardinha, o esturjão e algumas espécies de

pescadas são atacados por mais do que o dobro da quantidade de macroparasitas
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registrados até agora para o tambaqui (CHOUDHURY e DICK, 1993; THONEY,

1993). As infecções do tambaqui por microparasitos, como fungos, bactérias e

protozoários, foram menos estudados.

1.7 Purificação de lectinas

Para a purificação de lectinas em diferentes fontes tem sido realizada, como

primeiro passo, a preparação de extratos com solução salina ou tampão

(KAWAGISHI et al., 2001). Após a extração, muitos extratos com atividade lectínica

são submetidos a purificações parciais através de técnicas convencionais para

proteínas, incluindo fracionamento salino com sulfato de amônio e diálise exaustiva

(COELHO e SILVA, 2000). O uso de técnicas cromatográficas é bastante comum

para a purificação de lectinas; vários métodos cromatográficos podem ser usados

para que se possa obter um elevado grau de pureza (CORREIA e COELHO, 1995).

A pureza de uma proteína é estabelecida a partir de parâmetros que, quando

analisados em conjunto (eletroforese, cromatografia e outros), vão definir o grau de

pureza em que as preparações lectínicas se encontram.
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2 JUSTIFICATIVA

Operações em aqüicultura esforçam-se para produzir peixes saudáveis

através de recursos que sejam economicamente e biologicamente eficientes. Por

esta razão, a prevenção de doenças é muito importante tanto para os piscicultores

da Região, como também para a indústria. Muitas vacinas têm sido desenvolvidas, a

nutrição dos peixes tem melhorado, com o objetivo de reduzir significativamente o

impacto de doenças na aqüicultura. Contudo, pouco se conhece a respeito da

imunidade dos peixes.

O Brasil possui, talvez, a maior e mais variada ictiofauna do planeta. Só na

Bacia Amazônica brasileira calcula-se que existam cerca de 2.000 espécies de

peixes. Muitas destas espécies são de extrema importância para alimentação, e,

absolutamente, nenhum estudo completo foi realizado com lectinas de peixe da

Região Norte e Nordeste do Brasil (região tropical).

O tambaqui é uma das espécies aquáticas de maior expressão na

alimentação da Região Norte, e nas últimas décadas vem se tornando uma das

principais espécies nativas para a piscicultura brasileira, devido ao seu ótimo padrão

de crescimento e produtividade, fato que torna abundante a sua oferta no mercado

consumidor. Deste modo, o tambaqui foi o peixe de escolha para a nossa pesquisa.

Com a purificação e caracterização da(s) lectina(s) presente(s) no soro de tambaqui

novas ferramentas estarão disponíveis para uma melhor compreensão do sistema

imune de peixes, o que permitirá a ampliação do desenvolvimento de aplicações

para a prevenção de doenças.

Os resultados terão um enorme potencial para uso na aqüicultura, visando

aumentar a resistência dos peixes a uma determinada doença economicamente

importante a fim de facilitar o manejo do tambaqui, melhorando, em última instância,

a rentabilidade dos piscicultores da Região.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Purificar e caracterizar lectinas presentes no soro do tambaqui (Colossoma

macropomum).

3.2 Objetivos Específicos

● Pré-purificar por fracionamento com sulfato de amônio o soro do tambaqui (C.

macropomum);

● determinar o perfil da atividade hemaglutinante (AH) das diferentes frações

obtidas;

● caracterizar a fração de maior rendimento por eletroforese, estabilidade térmica e

influência de íons;

● isolar a lectina do soro do tambaqui (C. macropomum), a partir da fração de maior

rendimento utilizando métodos cromatográficos;

● caracterizar a fração eluída por eletroforese e especificidade a carboidratos.
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4 CAPÍTULO I

PURIFICATION AND PARTIAL CHARACTERIZATION OF THE LECTIN(S)
PRESENT IN THE SERUM OF AMAZON FISH TAMBAQUI (Colossoma

macropomum, CUVIER, 1888)
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L.B.3; Correia, M.T.S.1 and Coelho, L.C.B.B.1.

1- Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Ciências Biológicas, Departamento de Bioquímica, Av. Prof. Moraes Rego, s/n,

University City, Recife, Pernambuco, Brazil, CEP: 0670-420. 2- Universidade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de
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Abstract

Animal lectins are a diverse group of proteins that recognize and bind specifically to carbohydrates.

These proteins have a significant role in the immune responses of host; they bind specifically to

carbohydrate molecules expressed on pathogens and help their opsonization and phagocytosis. The

tambaqui (Colossoma macropomum, CUVIER, 1818) is a native fish from the Amazon Region, and it

is one of the most important species in Brazilian pisciculture, presenting an excellent pattern of

growing and high productivity. In the presente work, the tambaqui serum lectin was partially purified

in three steps, saline precipitation of ammonium sulfate, affinity chromatography in Con A Sepharose

4B and ion exchange chromatography in DEAE Sepharose. Resulting in a partial purification of

tambaqui serum lectin, an acidic protein able to recognize galactose and fuccose, being member of the

fucolectin group.

Keywords: Colossoma macropomum; Lectin; Tambaqui; Purification; Fucolectin.

4.1. Introduction

Lectins are proteins capable to bind specifically to carbohydrates expressed over cellular

surface. Initially, these proteins were identified in plants but nowadays it is well known that they are

broadly distributed in nature, including eukaryotic and prokaryotic organisms (Sato et al., 2000; Sun et

al., 2008). Due to their ability to specifically recognize certain sugars on the surface of

microorganisms, it has been suggested that animal lectins are involved in a variety of biological

processes including the immune innate response through induction of bacterial agglutination or, like
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opsonins, by the increase of microorganism phagocytosis by hemocyts (Jimbo et al., 2007; Sun et al.,

2008, Watanabe et al., 2009). Fish lectins have been isolated from serum, plasma, mucus, skin and

eggs (Honda et al., 2000; Jimbo et al., 2007). It seems that these lectins have an important role in

fertilization, morphogenesis and embryogenesis, in addition to their role on the defense against

microorganisms (Dutta et al., 2005, Ourth et al., 2008).

Tambaqui (Colossoma macropomum) is one of the most important fish species used as food

by the population of the Northern Region of Brazil, showing a broad distribution along the rivers of

this region (Val & Almeida-Val, 1995). In the last decades, this fish has become one of the major

native species in the Brazilian aquaculture, presenting an excellent pattern of growing and high

productivity, turning abundant its offer in the consumer market. This species has also aroused a high

interest in the fish breeders of other Latin American countries, due to its rusticity, meat quality, being

able to achieve 1 m length and 30 kg of body mass within its natural environment (Gouding &

Carvalho, 1982). The main goal of the present work was to partially purify and characterize the lectins

present in the tambaqui serum.

4.2. Material and methods

4.2.1. Blood collecting and serum separation

The tambaqui blood collecting was performed in the Continental Aquaculture Station Prof.

Johei Koike, Departamento de Pesca da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). The

blood from an adult tambaqui was collected using a 5 mL syringe (1.20 x 40 18G-1, BD Precision

Galide) through its caudal vein. After blood coagulation, the serum was removed with the aid of a

Pasteur pipette being centrifuged at 1300 x g by 5 min at 4 0C and kept at -20 0C until the moment to

be used.

4.2.2. Hemagglutinating activity (HA)

The HA was established following the work of Correia and Coelho (1995). For to verify if the

HA is altered front of distinct salt concentrations was performed the evaluation of HA in the presence
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of distinct concentrations of NaCl, ranging from 0.01 M to 0.1M, using rabbit erythrocytes. In order to

establish the specific hemagglutinating activity (SHA), a quantitative evaluation of proteins was

performed for all samples according to Bradford (1976).

4.2.3. Effect of pH and calcium on the bioactivity of the lectin

For determination of pH stability, a preparation of the serum with several buffers (citrate

phosphate, sodium phosphate, HCl-Tris) was performed with distinct molarities (0.01 M, 0.1 M, 0.2 M

and 0.4 M) and pH values (4.5 to 8.5). Following incubation, the hemagglutination assays were

performed. To determine calcium (Ca2+) dependence, the lectin was incubated in PBS (saline

phosphate buffer) containing 25 mM EDTA overnight. Aliquots of the lectin solution were incubated

with different concentrations of calcium (Ca2+) in PBS and placed in 96 well microtiter plates and

incubated overnight at room temperature. Following incubation, the pre-treated glutaradehylde

erythrocytes were introduced into each well and the hemagglutination titres were determined.

4.2.4. Carbohydrate specificity, ions and thermal stability

The evaluation of hemagglutinating activity inhibition (HAI) against carbohydrates (200 mM

to 1.56 mM), ions and thermal stability (40, 50, 60, 70, 80 and 90 0C, 30 min) was performed

according to Correia and Coelho (1995). The influence of ions over the HA was established with the

ions solutions: CaCl2, MgCl2 and MnCl2 (40 to 0.625 mM).

4.2.5. Purification of tambaqui serum lectin

The serum was precipitated with ammonium sulphate with 0-50% (F0-50) and 50-80% (F50-

80) saturation according to Green and Hughens (1955). The fractions and final supernatant (FS80)

were dialyzed extensively against Tris buffered saline (TBS, 20 mM Tris-HCl 150 mM NaCl 20 mM

CaCl2, pH 8,0); HA and concentration proteins were obtained from these fractions. F0-50 showed

maximum activity. The protein fraction was further loaded onto a ConA Sepharose 4B (Sigma, St.

Louis) column (3mL) pre-equilibrated with 10 mM CaCl2 and 10 mM MnCl2 solutions. The column

was eluted with equilibrating buffer containing 200 mM α-methyl glucose. Active fractions were

pooled and dialyzed against TBS. This fraction was further purified by DEAE-Sepharose Fast Flow
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(GE Healthcare, Canada) column chromatography. Proteins were eluted in a step wise manner from

150 to 500 mM NaCl. The fraction showing activity was pooled and the protein concentration was

estimated (Bradford, 1976). The homogeneity of the protein was checked by 7.5% native PAGE.

4.2.6.Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)

PAGE were performed for native and acid proteins according to Davis (1964), SDS-PAGE at

7.5% was performed according to Laemmli (1970) in denaturing or reducing and denaturing

conditions.

4.3. Results

4.3.1. Effect of pH, calcium and salinity on the bioactivity of the lectin

There was no difference in HA for the serum diluted in distinct tested buffers with distinct

molarities and pH values (to see item 2.3) The HA was not changed with in the salt concentrations

(0,01 to 0,1M). The addition of CaCl2 or EDTA to individual sera did not significantly affect the HA.

4.3.2 Ammonium sulphate precipitation

F0-50 presented the highest HA (Table 1). SDS-PAGE under reducing conditions revealed

differences among the fractions. F50-80 and FS80 showed less bands (Figure 1). However, F0-50 was

chosen to continue with the purification process because showed highest specific hemagglutinating

activity (SHA).

Table 1-Ammonium sulphate precipitation of tambaqui serum.
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Fig. 1. Reducing SDS-PAGE 7.5%.
Analysis of serum and fractions.

4.3.3.Determination of the thermal stability and evaluation of the HA in the presence of

ions

The HA of the serum and F0-50 decreased from 40 0C being totally abolished after heating at 70

and 60 0C (table 2), respectively. The tested ions (Ca2+, Mg2+ and Mn2+) did not affect the HA from

serum and fractions.

Table 2-Thermal stability of serum and F0-50
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4.3.4. Hemagglutinating Activity Inhibition (HAI)

Fraction 0-50% was partially inhibited by sugars D-fuccose, D-galactose, metil--D-

galactopyranoside, D-raffinose, lactose and by glycoproteins from rabbit serum and fetuin. A

summary of the inhibiton profile is given in Table 3.

Table 3-Hemagglutination activity inhibition (HAI) with sugars and glycoproteins.

Saccharides IAH (Title-1)

D-glucose NI

D-Fuccose 16

D-Galactose 32

Mannose NI

Metil--D-manopiranoside NI

Metil---D-glicopiranosíde NI

Xilose NI

N-acetil-D-glucosamine NI

Arabinose NI

Trealose NI

Frutose NI

Metil--D-galactopiranoside 8

N-acetilmannosamine NI

D-glicuronic Acid NI

L-Rhamnose NI

Dissacharides IAH (Title-1)

Sacarose NI

Lactose 128

Maltose NI

D-cellobiose NI

Trissacarides IAH (Title-1)

D-raffinose 64

Glycoproteins IAH (Title-1)

Ovalbumin NI

Fetuin 128

Fetalbovine serum NI

Rabbit serum 64

Casein NI

Peroxidase NI

NI, not inhibitory at a concentration of
200 mM for sugar and 1 mg/mL for
glycoproteins.
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4.3.5. Purification of the tambaqui serum lectin

The tambaqui serum lectin was purified the by three step purification process: ammonium

sulphate precipitation, affinity chomatography on Con A Sepharose 4B (Sigma) using α-methyl

glucose followed by íon exchange chromatography with DEAE-Sepharose Fast Flow (GE Healthcare)

column. In each step was estimated the SHA and native acid proteins electrophoresis evaluating the

level of purification (Table 4 and Figure 2).

Table 4 Purification of tambaqui serum lectin.

Fig. 2. Native acid PAGE (7.5%), serum and fractions (A), Con A-

Sepharose fraction (B) and DEAE Sepharose fraction (C).
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In ammonium sulphate precipitation, the fraction 0-50% showed highest SHA and, therefore,

was the fraction chosen to next steps. Con A Sepharose column presented two peaks with activity

(Figure 3A). The fraction adsorved and eluted showing maximum activity was pooled and further

purified by DEAE-Sepharose column chromatography (Figure 3B); the 200 mM fraction showing

activity was pooled and the protein homogeneity was evaluated by 7.5% native PAGE (Figure 2C).

4.4. Discussion

In this study, a lectin from serum of the tambaqui Amazon fish Colossoma macropomum was

partially purified and characterized. Recently, a novel family of fuccose-binding lectins was identified

by Honda et al. (2000). These lectins possess characteristic L-fuccose and D-Galactose-binding and

calcium-binding sequence motifs. (Bianchet et al., 2002). The F-lectin sequence motif has a wide

phylogenetic distribution being found in eubacteria, mollusks, arthropods, echinoderms, fish, and

amphibians, but appears to be absent from protozoa, fungi, nematodes, ascidians and amniotes such as

Fig. 3 (A) Profile of Con A Sepharose 4B cromatography, eluted with 200 mM α-methyl glucosamine in TBS

showed a peak with activity. (B) Profile of DEAE Sepharose cromatography eluted with 150 to 500 mM NaCl

showed a peak with activity.in 200 mM.
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birds and mammals (Odom and Vasta, 2006). In some species, the F-type carbohydrate-binding

domain may be associated with other lectin domains such as C-type lectin (Odom and Vasta, 2006).

Teleost fishes present unique features, such as the dependence of the acquired

immunity from the temperature and some limitations in antibody diversity, then some researchers

suggested that the innate immune functions are much more important in these fishes than in other

homeothermal animals (Kubitza & Kubitza, 2004).

Probably the greatest difficulty in isolating the tambaqui serum lectin was due to the fact that

in teleost fish there are multiple F-lectin isoforms, such as in Anguilla japonica (Honda et al., 2000),

Anguilla anguilla (Bianchet et al., 2002), and Morone saxatilis (Odom and Vasta, 2006), the induction

of this lectins upon inflammatory challenge, together with the observation that fuccose and fuccose

derivatives such as colitose, may be present on the surface of microbial pathogens, suggest a role as

recognition factors in innate immune functions (Laemmli 1970; Listinsky et al., 1998).

Several chromatographic methods were available in the purification process of

tambaqui fish serum lectin (affinity, ion exchange and molecular sieve) through distinct types of

matrices (Guar gel; Sepharose 6B; Asialofetuin-Sepharose 4B; fetuin-Sepharose 4B; Cramoll

Sepharose 4B; Sephadex G-25, G-50, G-75, G-100; CM-Cellulose; DEAE-Cellulose; Mono S HR 5/5;

Mono Q HR 10/10; Hitrap SP XL; Con A Sepharose 4B; DEAE Sepharose fast flow) to find an

efficient method in which the lectin hemagglutinating activity could be mantained.

The tambaqui serum lectin has several similar features to the serum lectin from Indian

catfish Clarias batrachus (Dutta el al, 2005), and ConA Sepharose 4B followed by ion exchange

chromatography on DEAE Sepharose were also used to tambaqui lectin purification steps. The saline

fractionation of tambaqui serum was effective to select the protein of interest, since F0-50 showed the

highest yield. Tambaqui lectin had no affinity for α-methyl glucose or α-methyl mannose but did bind

to Con A; then fish serum lectin might have α-methyl glucose or α-methyl mannose like motifs for

binding to Con A, suggesting therefore that it is a glycoprotein.

From all ion exchange assayed matrices the lectin did not lose its activity on DEAE-Sepharose

Fast Flow, which provided an adequate environment for the partial purification of tambaqui serum
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lectin, resulting in a peak in activity. This result may be inferred to the features of the matrix, a weak

anion exchanger; strong anion exchanger matrices may destroy protein structure or make column

desorption difficult. Although tambaqui is a freshwater fish, the HA of its serum was not affected by

high concentrations of NaCl. Similar results were obtained with A. japonica, a catadrome fish that

adapts well in both, saltwater and freshwater (Suzuki et al., 2003; Martinho et al., 2007). This is an

important feature to this particular fish since it spends part of its lifecycle in freshwater and another

part in saltwater, and, consequently, its proteins are very tolerant to salinity change. The HA of

tambaqui serum lectin have shown to be stable for the pH values tested (4.5 to 8.5); this was also

observed for the C. batrachus serum lectin (Dutta et al, 2005) and Spaurus aurata serum lectin

(Cammarata et al., 2007). Tambaqui pH stability may be due to changes in pH of water from its

natural environment (Amazon region) which range from 4.0 to 7.0 (Science and Culture, 2003).

Similar to S. aurata lectin, the tambaqui serum lectin showed good thermal stability and does

not require calcium for binding to cells. However, it is not conclusive the presence or absence of a C

type CDR motif in tambaqui serum lectin and further research is warranted to include it as a C type

lectin. HAI of tambaqui serum lectin by fuccose and galactose independent of Ca++ suggests that this

lectin is included in the already identified family of fuccolectins (Honda et al., 2000; Cammaratta et

al., 2007). Calcium appears to serve as a role in stabilizing the fold in F-lectins (Bianchet et al., 2002)

and is not affected by chelation. As a matter of fact, the lectin activity of tambaqui lingered active until

70 0C showing a certain degree of resistance of these proteins to high temperatures, despite the fact

that tambaqui lives in relative warm waters.

The loss of ions during the purification process may cause a disturbance in the protein

structure, leading to a loss of HA (Kennedy et al., 1995). No alteration was detected neither in the

lectin activity of serum nor in the tambaqui serum fractions despite of their incubations with ions.

Maybe, the tambaqui serum lectin CRD recognizes the carbohydrate in an ion independent manner

(Suzuki et al., 2003).

Finally in the present paper it can be concluded that the tambaqui Amazon fish presents acidic

thermo-stable serum lectins from the fucolectin family according with carbohydrate specificity.
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Analysis of the functional aspects of the Colossoma macropomum F-type lectin in innate immunity are

now in progress.

In the near future the authors intend to totally purify and characterize the lectin(s) from the

tambaqui serum. The physiologic role of these lectins will be better understood, in the hope of

improving the general comprehension of the immune system of the fishes; it is essential to understand

the protective mechanisms involved in their immunity to successfully manage disease incidents in the

aquaculture environment and implement disease prevention strategies for increased disease resistance.
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5 CONCLUSÕES

 A lectina do soro de tambaqui foi purificada e caracterizada parcialmente;

 A proteína apresentou caráter ácido e mostrou-se termoestável;

 A Atividade Hemaglutinante da lectina não depende do íon cálcio;

 A lectina foi capaz de reconhecer os carboidratos fucose e galactose;

 A lectina apresenta características de Fucolectina.
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