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RESUMO

O tambaqui (Colossoma macropomum) € uma das principais espécies nativas para a
piscicultura brasileira, apresentando um Otimo padrdo de crescimento e alta
produtividade, fato que torna abundante a sua oferta no mercado consumidor. C.
macropomum foi a primeira espécie de peixe amazbnico que atraiu um namero
relativamente grande de pesquisadores, pois, ele incorpora em uma Unica espécie, a
maioria dos problemas que precisam ser resolvidos para se manejar a pesca e ao
mesmo tempo desenvolver a aquicultura. Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas
gue reconhecem carboidratos com alto grau de especificidade através de sitios de
ligagdo. As lectinas estdo envolvidas na imunidade inata, sendo por isso,
consideradas como a primeira linha de defesa imunolégica dos peixes. Essas
proteinas versateis tém 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 precipitacdo com sulfato de amonio. A fracdo 0-50% (F0-50) apresentou
maior atividade hemaglutinante especifica e foi escolhida para as proximas etapas
de purificagdo. FO-50 reconheceu especificamente os carboidratos fucose, galactose
e metil-a-D-galactose. Em seguida FO0-50 foi submetida a Con A Separose 4B; o
material adsorvido e eluido foi submetido a DEAE Sepharose. Todas as etapas
foram acompanhadas por medidas da atividade hemaglutinante, dosagem de
proteinas e eletroforese nativa acida e na presenca de SDS. Fracbes e lectina
parcialmente purificada foram caracterizadas também quanto a estabilidade térmica,
dependéncia de ions e pH. A lectina parcialmente purificada do soro do tambaqui é
uma proteina acida, termoestavel, com atividade independente de célcio, que
reconhece 0os monossacarideos fucose, galactose e metil-a-D-galactose, podendo,
portanto, ser incluida na familia das fucolectinas.

Palavras Chave: Tambaqui; Colossoma macropomum; Purificacdo; 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. FO-50 specifically recognized the
carbohydrate fuccose, galactose and methyl-a-D-galactose. FO-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-a-D-galactose, and can therefore
be included in the family of fucolectins.

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

1.1 Breve Historico

Em 1884 Bruylants e Venneman demonstraram que a toxicidade das
sementes de Abrus precatorius devia-se a uma fracédo protéica, denominada Abrina,
gue podia ser precipitada com alcool 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 Estdnia), 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 a descoberta
de uma proteina também toxica presente no feijdo 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 ciéncia
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
imunoldgicos na ultima década de 1800 (LIS e SHARON, 1991). William Boyd e
Elizabeth Shapleigh em 1954 nomearam este novo grupo de proteinas de Lectinas,
do latim, Lectus (escolhido, selecionado), para focar sua propriedade geral de
aglutinar seletivamente grupos sanguineos, bem como tipos celulares especificos
(BOYD e SHAPLEIGH, 1954; KENNEDY et al., 1995; MATSUI et al., 2001).

Lectinas sao, portanto, definidas como um grupo de proteinas ou
glicoproteinas que ndo sdo anticorpos nem enzimas e possuem a habilidade de se
ligar especificamente a mono ou oligossacarideos 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 proteinas devem possuir pelo menos um dominio de ligacdo ndo catalitico
para carboidratos. Lectinas tém também, a habilidade de se ligar a residuos de
aclcares, através de sitio(s) de ligacdo a carboidrato, os quais podem estar
conjugados com lipideos ou proteinas, precipitando glicoconjugados em solugéo
(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 séao distribuidas no
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reino animal (PROBSTMEIER e PESHEVA, 1999). Em 1974, Stockert et al.
publicaram um artigo descrevendo uma aglutinina para eritrocitos humanos
encontrada em figado de coelho. Esta “lectina hepatica mamifera”, como ele a
chamou, foi aclamada “a primeira lectina de origem mamifera”. Lectinas animais,
incluindo lectinas mamiferas, 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 identificagdo como
proteinas 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 descri¢cdo explicita da aglutinacao, apesar do termo lectina
nao ter sido usado. Este artigo foi publicado 2 anos antes da primeira descricdo 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 Pensilvania, baseados na
descricdo de Mitchell e Stewart da aglutinacdo de células vermelhas do sangue por
veneno de cobra publicaram um estudo detalhado da aglutinacéo e lise de eritrécitos
e leucocitos por uma variedade de venenos de cobra. Eles atribuiram a atividade
aglutinante a “intermediarios sanguineos”, ou a fatores similares a anticorpos
(KILPATRICK, 2002)

Centenas de lectinas sdo, atualmente, bem caracterizadas, e o namero de
isolamento das mesmas vem crescendo muito rapido; elas tém sido isoladas de
plantas, animais e microorganismos (LIS e SHARON, 1991, VORNHOLT et al.,
2007).

Devido a habilidade dessas proteinas de se ligar a carboidratos, cada ligacédo
pode resultar em uma variedade de efeitos biolégicos (MACHUKA et al., 1999) os
guais atraem cada vez mais o interesse da comunidade cientifica (SATO et al.,
2000; KONOZY et al., 2002; MONZO et al., 2007).

1.2 Deteccao

As lectinas podem se ligar a acucares livres ou a residuos de carboidratos, de
polissacarideos, glicoproteinas ou glicolipidios, onde podem estar livres ou ligados a
membrana da célula (MONZO et al., 2007). A presenca de lectinas € principalmente
revelada através de um ensaio de hemaglutinacdo (Figura 2), que utiliza uma
diluicdo seriada da lectina antes da incubag¢do com eritrocitos (COELHO e SILVA,
2000; PAJIC et al.,, 2002). Os eritrécitos utilizados para este ensaio podem ser
humanos ou de animais, tratados enzimaticamente (tripsina, papaina, entre outras)
ou quimicamente (glutaraldeido ou formaldeido) aumentando ou nédo a sensibilidade
das células a lectina (CORREIA e COELHO, 1995; COELHO e SILVA, 2000; MO et
al., 2000).

1.3 Especificidade

Os carboidratos especificos podem se ligar as lectinas através de ligacdes de
hidrogénio, coordenacdes metdlicas, interacdes de Van der Walls e interacdes
hidrofébicas (SCHWARTZ el al.,, 1993; DRICKAMER e TAYLOR, 1998). A
especificidade de uma lectina tem sido analisada através de ensaios de inibicdo da
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atividade hemaglutinante (Figura 3), utilizando para isto diferentes solucdes de
carboidrato ligante (GABOR et al., 2001; OTTA et al., 2002).

X Carboidrato de
membrana do
eritrocito

Bezerma, R.F.

Figura 2: Representacdo esquematica da hemaglutinacédo de eritrécitos por lectinas.

1.4 Classificagdo

Segundo Peumans e Van Damme (1995) lectinas de plantas foram
classificadas de acordo com sua estrutura geral em merolectinas, hololectinas,
guimerolectinas e superlectinas (Figura 4). Merolectinas consistem de apenas um
dominio de ligagdo a carboidrato e devido a seu carater monovalente sdo incapazes
de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células. Hololectinas também consistem
exclusivamente de dominios de reconhecimento a carboidrato, mas possuem pelo
menos dois dominios de ligacdo e estes podem ser idénticos ou muito similares. As
hololectinas podem ser di ou multivalentes e assim podem aglutinar células e
precipitar glicoconjugados. As superlectinas sdo compostas de no minimo dois
dominios de ligacdo a carboidrato e, diferente das hololectinas, os dominios de
ligacdo a carboidrato ndo sdo idénticos ou similares reconhecendo acUcares

estruturalmente diferentes.



Bezerra, RF. Purificag8o e Caracterizagdo Parcial...

competidor \? /
$

ke

Bezema, R.F.

Entrocito

Figura 3: Representacdo esquematica da inibicdo da hemaglutinacdo de

eritrcitos por lectinas, em presenca de carboidratos.

Ao contrario das merolectinas, das holo e das superlectinas, as
qguimerolectinas ndo consistem exclusivamente de dominios de reconhecimento a
carboidrato (Carbohydrate Recognition Domain — CRD), mas séo formadas por
dominio de ligacdo a carboidratos e outro dominio que possui uma atividade
catalitica ou outra atividade bioldégica que deve agir independente do CRD. As
quimerolectinas comportam-se como mero ou hololectinas dependendo do numero
de sitios de ligacdo 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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Merolectinas Hololectinas
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o catalitico Carboidrato X J\ _ i
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\ 3

Figura 4: Representacdo esquematica de quatro tipos de lectinas de plantas: merolectinas,
hololectinas, quimerolectinas e superlectinas, segundo a classificagdo de PEUMANS & VAN
DAMME (1995).

O reconhecimento de carboidratos por lectinas € mediado por CRD, baseado
na estrutura do CRD, na sequéncia primaria e no requerimento de ions divalentes,
as lectinas animais séo classificadas em varias familias: 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-l (POWELL e
VARKI, 1995), proteina ligante a 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 familias de lectinas mais freqientemente

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

As lectinas tipo-C representam uma superfamilia que compartiiham a
caracteristica de possuir um dominio de ligacdo a carboidrato que liga o ion célcio
(Ca?"), o C-type lectin-like domain (CTLD) (DRICKAMER, 1996). Essas lectinas
estdo agrupadas em trés familias: as lectinas endociticas, as colectinas e as
selectinas (LIS & SHARON, 1991).

As lectinas endociticas funcionam como receptor de membrana com
diferentes especificidades como N-acetilgalactosaminas, galactose e manose-
especifica. As lectinas endociticas do tipo Il sdo proteinas transmembranais,
constituidas de um dominio citoplasmatico N-terminal, um dominio de membrana e
uma regidao C-terminal composta pelo CRD (LIS & SHARON, 1991). As lectinas
manose-especificas, encontradas na superficie de macrofagos, diferem das outras
lectinas endociticas por apresentarem uma proteina 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 trés dominios, um dominio rico em cisteinas, uma regido similar
a do tipo Il com o dominio fibronectina e um CRD (DRICKAMER, 1996).

As colectinas possuem uma funcdo similar as galectinas, porém diferem no
mecanismo, que é realizado por MBP’s (Mannose Binding Protein) no soro e figado
de mamiferos. Estas lectinas ligam-se em oligomanosidios de microorganismos
infectantes, causando ativacdo do sistema complemento sem a participacdo de
anticorpos, e subsequente lise de patégenos (LIS & SHARON, 1991).

As selectinas formam outra familia de lectinas tipo-C que participam do papel
de interacdo de acucar com lectina no reconhecimento biolégico. As selectinas
mediam a adesao dos leucdcitos em circulacdo para células endoteliais do sangue,
um pré-requisito para a migracdo dos leucdcitos para os tecidos. Este controle
regula o trafego do leucdcito para os sitios inflamatorios e a migracao dos linfécitos
para os orgaos linfoides. As selectinas sdo divididas em trés 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 familias de lectinas de origem
animal, estdo presentes em uma ampla gama de tecidos animais e participam de
diversos processos bioldgicos, tais como modulagéo da resposta imune (OFFNER et
al., 1990), regulacdo do crescimento celular (YAMAOKA et al., 1991) e indugéo e
regulacdo da apoptose (PERILLO et al., 1995). As galectinas tém varias
caracteristicas em comum tais como atividade independente de calcio (Ca®"),
especificidade para [-galactosideos e possuem pontes dissulfeto (KILPATRICK,
2000).

Baseado na sequéncia de aminoacidos, quatorze membros da familia de
galectinas tém sido identificados e classificados em trés 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 contém um CRD altamente conservado (DUMIC et al.,
2006). As galectinas do tipo prototipo contém um CRD por subunidade e s&o,
usualmente, homodimeros de subunidades ligadas nao-covalentemente
(RABINOVICH et al., 1999; AHMED et al, 2004). Em contraste, galectina do tipo
guimera sdo mondmeros com um CRD C-terminal similar ao prototipo, e este esta
conectado a um dominio N-terminal rico em glicina e prolina (KISHORE et al., 1997,
AHMED et al., 2004). A galectina tandem repeat é formada por uma Unica cadeia
polipeptidica que forma dois distintos CRD, conectados por repeticbes de 7-10
aminoacidos com uma seqiéncia 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 familia de lectinas, as lectinas ligantes a L-ramnose
(RBLs) foi proposta baseado em sua caracteristica de especificidade de ligagdo a
carboidrato e estrutura molecular, que consiste em dois ou trés CRD homdlogos em
tandem de cerca de 95 residuos de amino&cidos (TATENO et al., 1998; HOSONO et

al., 1993). As RBLs sdo classificadas em 5 subgrupos baseado na arquitetura do seu
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dominio, atividade hemaglutinante para eritrocitos humanos e especificidade ao
carboidrato (NITTA et al., 2007). Estas proteinas tém sido isoladas de varios tipos de
peixes e invertebrados e interagem com varios tipos de bactérias. Sugere-se
também estarem envolvidas em reagbes inflamatorias por funcionarem como
agentes de reconhecimento e trafico de células para sitios de inflamacdo bem como
ativar a cascata inflamatoria pela regulacdo da expressao de citocinas (WATANABE
et al., 2009).

RBLs tem uma variedade de funcdes em ovos de peixes, tais como
prevencdo de poliespermia, regulacdo do metabolismo de carboidrato e mitogénese
(TATENO et al., 2002a); desempenham também um importante papel como
proteinas de reconhecimento padréo (PRP) na imunidade inata, aglutinam bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas por reconhecer a estrutura de lipopolissacarideo
(LPS) e acido lipoteicdico (LTA) em sua superficie, respectivamente (TATENO et al.,
2002b; SHIINA et al.,, 2002). RBLs sé&o principalmente localizadas em tecidos
relatados com o sistema imune, tais como muco de células de branquias, células
caliciformes do intestino, baco, trombdcitos, linfécitos, mondcitos e neutréfilos
(TATENO et al., 2002c; WATANABE et al., 2008), sugerindo que RBLs estédo
envolvidas na imunidade inata e na reacao inflamatéria (WATANABE et al., 2009),
em Oncorhynchus mykiss (truta arco-iris) RBLs estdo presentes nos granulos
corticais em ovos nao fertilizados e sao liberados para o espaco peri-vitelinico logo
apos a fertilizacdo (TATENO et al., 2002c).

1.4.4 Tipo-F ou Fucolectinas

Recentemente, uma nova familia 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 sé&o

caracterizadas por serem nao-glicosiladas e calcio (Ca*")

independentes
(CAMMARATA et al., 2001). As lectinas tipo-F apresentam um motivo de ligacdo ao
célcio (BIANCHET et al., 2002).

Em algumas espécies o dominio de ligacdo pode ser associado com outros
dominios estruturais incluindo pentraxina, outros dominios de lectinas tais como,

lectina tipo-C (ODOM e VASTA, 2006). Uma observacdo comum nesta familia de
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lectinas € a expansdo de CRD tandem repeats que parecem ser um exclusivo modo
de diversificacdo evidente em espécies teledsteas (CAMMARATA et al., 2007).

As fucolectinas tém sido detectadas em procariotos e eucariotos, em tecidos e
fluidos de espécies vertebradas e invertebradas (HONDA et al., 2000). Em peixes
teledsteos, membros bem caracterizados desta familia sdo 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 0S

mecanismos detalhados de sua atividade ainda nao foram bem elucidados.

1.5 Papel Bioldgico e Distribuicdo na Natureza

As variedades de lectinas com caracteristicas e especificidades a
carboidratos distintos vém despertando um amplo interesse da comunidade
cientifica, tanto para utilizacdo em processos médicos, como também para
aplicacdes biotecnolégicas destas proteinas purificadas, tendo em vista um melhor
entendimento da participacdo das lectinas no sistema imunoldgico de organismos
vertebrados e invertebrados (EWART et al., 2001; COMINETTI et al., 2002; MONZO
et al., 2007). Devido a sua propriedade de ligar carboidratos em superficies
celulares, desempenham papel importante em eventos celulares como aglutinacao,
proliferacdo celular, opsonizacdo, transducdo de sinal, metastases 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).

Sdo utilizadas também na caracterizacdo de diferentes estagios de
desenvolvimento de parasita (KENNEDY et al.,, 1995) estimulagdo mitogénica
(MACIEL et al., 2004), para detectar componentes de carboidratos presentes em
superficies de células normais e cancerigenas (SHARON e LIS, 1993; BELTRAO et
al., 2003; KOMATH et al., 2006). Estas proteinas podem ser também usadas para a
producdo dos chamados medicamentos inteligentes que diferem dos tradicionais por
atuarem em células especificas 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 replicagdo de HIV em
cultura de células linfociticas, bem como inibir a fus&o do virus a célula (HAMMAR et
al., 1989; MATSUI et al.,1990; BALZARINI et al., 1991), também funcionam como
potentes inibidoras de coronavirus associados com sérias doencas respiratorias
(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 especifica de Serpula vermicularis (MOLCHANOVA et
al., 2007).

O reconhecimento de carboidratos, expostos na superficie celular de
patégenos potenciais, por lectinas é considerado um componente chave da resposta
imune inata em animais (HOLMSKOV et al., 2003; MCGREAL et al.,, 2004). Em
mamiferos, assim como em peixes, uma das vias de ativacdo do sistema
complemento € 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 trafico para promover o
extravasamento de células para os locais de inflamac¢éo no sistema imune adquirido
(WATANABE et al., 2009). Lectinas com afinidade para galactose parecem ter um
papel importante na modulacdo 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 préprio e o ndo-préprio no inicio do desenvolvimento e na imunidade inata
tem sido bem documentado (KILPATRICK, 2002; MATSUSHITA et al.,, 1996). O
reconhecimento do ndo-préoprio é a primeira linha de defesa imunolégica (YU et al.,
2002) sendo mediado por um grupo de proteinas denominadas Receptores de
Reconhecimento Padrdo (PRRs), as lectinas sdo consideradas um dos mais
importantes PRRs. (BROWN et al., 2007). O crescente estudo sugere também, que
lectinas sé@o proteinas de defesa que podem proteger contra ataques de predadores
como virus, fungos e bactérias (CAVADA et al., 1998; RATANAPO et al., 2001;
SACCHETTINI et al., 2001, TSUTSUI et al., 2006a).

Essas moléculas versateis estdo distribuidas 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 sdo abundantes em tecidos vegetais tais como: raiz, folha, talo,
vagem, frutas, flores e casca (COELHO e SILVA, 2000; WU et al., 2000; COUTINO-
RODRIGUEZ et al., 2001).

1.5.1 Lectinas em Peixes

O sistema imune inato tem recebido crescente atencdo como sendo de
grande importancia no estudo de resisténcia a doencgas em peixes (MAGNADOTTIR,
2006; WHYTE, 2007). O motivo é basicamente a ineficiéncia intrinseca da resposta
imune adquirida devido ao seu estado evolutivo e natureza pecilotérmica. Isso
resulta em um repertério limitado de anticorpos, afinidade de maturacdo e de
memoéria e uma lenta proliferacdo linfocitaria. A resposta imunolégica adquirida do
peixe €, portanto, lenta (até 12 semanas) em comparacdo com a temperatura
instantanea e relativamente independente da resposta imune inata (ALEXANDER e
INGRAM, 1992; ELLIS, 2001).

O sistema imune de peixes ao contrario de vertebrados superiores €
comparativamente simples e diferenciado. Os maiores 6rgéos linfomieldides dos
peixes sdo timo, rim e baco (PRESS e EVENSEN, 1999; MULERO et al., 2007).
Acreditava-se que o0s teledsteos sintetizavam apenas uma classe de
imunoglobulinas, a IgM, no entanto, a presenca de outros isotipos de Ig como IgD,
guimeras 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). Varias proteinas agem na resposta imune inata de peixe (EWART et al,
2001), algumas tém sido bem caracterizadas, incluindo as proteinas antimicrobianas
bem como a lisozima (HANCOCK e LEHRER, 1998; JIMENEZ-CANTIZANO et al.,
2008).
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Recentemente, pesquisas veterinarias e médicas descobriram que as lectinas
estdo 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 imunolégica dos peixes. Segundo
Ewart et al. (2001), essas lectinas podem se ligar a um conjunto de estruturas de
carboidratos na superficie celular de microorganismos (bactéria, virus, levedura e
protozoario parasitario) mediando um efeito antibacteriano, ou atuando pela
destruicdo direta via complemento através de um complexo de ataque da membrana
litica, ou promovendo fagocitose.

A descoberta de lectinas em peixes adicionou uma nova dimensao na biologia
e imunologia dos peixes. Desde entdo, lectinas tém sido isoladas a partir dos ovos,
muco da pele, plasma e também do soro de varias 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 familias e sdo 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). Tém 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 importancia fisiolodgica e imunoldgica das lectinas em peixe ainda ndo esta
bem esclarecida (NAKAMURA et at., 2001), embora pouco se saiba sobre seu
significado biologico, parecem desempenhar papéis importantes na fertilizacdo, na
morfogénese 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 Caracteristicas Gerais

O tambaqui, Colossoma macropomum, Cuvier, 1818, uma das espécies
aquaticas de maior expressdo na alimentacdo da Regido Norte, apresenta ampla
distribuicdo nos rios desta regido (VAL e ALMEIDA-VAL, 1995). Nas dultimas
décadas, vem se tornando uma das principais espécies nativas para a piscicultura
brasileira, apresentando um 6étimo padrao 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 paises da América do Sul, devido a
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). E o segundo maior peixe de escamas nas aguas sul-americanas, perdendo
apenas para o gigante pirarucu (Arapaima gigas). Essas caracteristicas fazem do C.
macropomum a terceira espécie mais cultivada no Brasil e a mais cultivada na regido
amazonica.

Apesar de seu cultivo ser possivel em todo o Brasil, o risco de alta
mortalidade durante os meses de inverno tem desencorajado o cultivo nos estado
das regifes Sul e Sudeste, particularmente, em locais onde as aguas podem atingir
temperaturas abaixo de 17 °C (KUBITZA e KUBITZA, 2004); a temperatura ideal é
em torno dos 25 °C a 30 °C (SILVA e GURGEL, 1999). Desse modo, o cultivo do
tambaqui tem se concentrado nas regides Norte, Nordeste e Centro Oeste do Pais,
onde além do clima favoravel, o tambaqui desfruta de grande aceitacdo no mercado
(KUBITZA e KUBITZA, 2004).

O tambaqui (Figura 5), da palavra tupi tdba’ki, que significa residuo de ostra
(tdba — concha, ki — amontoado), foi a primeira espécie de peixe amazbnico que
atraiu um numero relativamente grande de pesquisadores, como engenheiros de
pesca, biologos, fisiologistas e aquicultores, pois ele incorpora, em uma unica
espécie, a maioria dos problemas que precisam ser resolvidos para se manejar a

pesca e a0 mesmo tempo desenvolver a aquicultura.
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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 reofilico, portanto ndo desova naturalmente em
cativeiro; peixes dessa natureza precisam vencer as correntezas dos cursos de agua
para maturar as suas gbnadas, fendmeno denominado piracema (PROENCA e
BITTENCOURT, 1994). Na regido Nordeste, a reprodugcdo do tambaqui ocorre do
periodo de outubro a margo, sendo observada uma maior concentracédo das desovas
no periodo de novembro a fevereiro (KUBITZA e KUBITZA, 2004).

Comparando com a maioria das outras espécies de peixes amazbnicos, 0
tambaqui possui labios muito carnosos; possui dentes molares afiados e fortes
(Figura 6). Esta caracteristica permite que a alimentacdo do tambaqui seja onivora e
as preferéncias dietéticas do tambaqui mudam do zooplancton as sementes e frutas
conforme o peixe cresce. Adultos e subadultos continuam comendo zooplancton,
mas este item alimentar progressivamente se torna secundario. O tambaqui possui
muitos rastros branquiais e o nimero destes rastros aumenta a medida que o peixe
cresce. As estruturas altamente desenvolvidas dos rastros branquiais séo
associadas com a filtragem de zooplancton (LIMA e GOULDINNG, 1998).
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Figura 6: Denticdo do tambaqui adulto.
Fonte: Lima e Goulding,1998.

1.6.2 Doencas em tambaqui

Doencas sdo 0 maior problema que a aquicultura enfrenta atualmente, pois é
prejudicial para sua rentabilidade (DUNHAM, 2009), portanto, a protecdo contra
doencas é primordial para a aquicultura e a resisténcia a doencas é também uma
questdo de bem-estar animal. Até o momento nenhuma doenca endémica foi
registrada para o tambaqui cultivado ou silvestre, e isto tem contribuido para sua
reputacdo de ser uma espécie robusta (LIMA e GOULDING, 1998). E de extrema
importancia investir no controle de doencas e isto pode ser alcancado através de
medidas preventivas, tais como manutencdo de estoques nao infectados, dietas
apropriadas para que o0s peixes estejam bem nutridos e deste modo mais resistentes
a doencas, prescindindo, assim, do uso de remédios. O completo isolamento de
adultos e jovens € provavelmente o maior passo que poderia ser dado para reduzir o
parasitismo (THATCHER, 1991).

Condigbes ambientais extremas, a idade e o estresse sdo 0s principais
fatores determinantes da prevaléncia de doencas. Em geral peixes jovens sao os
mais suscetiveis, uma vez que nédo tiveram tempo de criar resisténcia. O estresse
comumente causado por mau manuseio, excesso da populacdo, alimentacao
inadequada, ou uma combinacdo destes fatores também aumentam muito as
chances de parasitismo intenso (LIMA e GOULDING, 1998).

O numero de macroparasitas registrados para o tambaqui é relativamente
pequeno, quando comparado com o total para as espécies de peixes das regides
temperadas (WOOTTON, 1992). A sardinha, o esturjdo e algumas espécies de
pescadas sao 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 infec¢cbes do tambaqui por microparasitos, como fungos, bactérias e

protozoarios, foram menos estudados.

1.7 Purificacéo de lectinas

Para a purificacdo de lectinas em diferentes fontes tem sido realizada, como
primeiro passo, a preparacdo de extratos com solugdo salina ou tampéo
(KAWAGISHI et al., 2001). Apés a extragdo, muitos extratos com atividade lectinica
sdo submetidos a purificacdes parciais através de técnicas convencionais para
proteinas, incluindo fracionamento salino com sulfato de amonio e dialise exaustiva
(COELHO e SILVA, 2000). O uso de técnicas cromatograficas é bastante comum
para a purificacdo de lectinas; varios métodos cromatograficos podem ser usados
para que se possa obter um elevado grau de pureza (CORREIA e COELHO, 1995).

A pureza de uma proteina é estabelecida a partir de parametros que, quando
analisados em conjunto (eletroforese, cromatografia e outros), vao definir o grau de

pureza em que as preparacdes lectinicas se encontram.
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2 JUSTIFICATIVA

Operagcbdes em aquicultura esforcam-se para produzir peixes saudaveis
através de recursos que sejam economicamente e biologicamente eficientes. Por
esta razdo, a prevencao de doencas é muito importante tanto para os piscicultores
da Regido, como também para a industria. Muitas vacinas tém sido desenvolvidas, a
nutricdo dos peixes tem melhorado, com o objetivo de reduzir significativamente o
impacto de doengas na aquicultura. Contudo, pouco se conhece a respeito da
imunidade dos peixes.

O Brasil possui, talvez, a maior e mais variada ictiofauna do planeta. S6 na
Bacia Amazodnica brasileira calcula-se que existam cerca de 2.000 espécies de
peixes. Muitas destas espécies sdo de extrema importancia para alimentacéo, e,
absolutamente, nenhum estudo completo foi realizado com lectinas de peixe da
Regido Norte e Nordeste do Brasil (regido tropical).

O tambaqui € uma das espécies agquaticas de maior expressdo na
alimentacdo da Regido Norte, e nas ultimas décadas vem se tornando uma das
principais espécies nativas para a piscicultura brasileira, devido ao seu étimo padréo
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 purificacdo e caracterizacao da(s) lectina(s) presente(s) no soro de tambaqui
novas ferramentas estardo disponiveis para uma melhor compreensdo do sistema
imune de peixes, 0 que permitira a ampliacdo do desenvolvimento de aplicacdes
para a prevencao de doencas.

Os resultados terdo um enorme potencial para uso na aquicultura, visando
aumentar a resisténcia dos peixes a uma determinada doenga economicamente
importante a fim de facilitar o manejo do tambaqui, melhorando, em ultima instancia,

a rentabilidade dos piscicultores da Regido.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Purificar e caracterizar lectinas presentes no soro do tambaqui (Colossoma

macropomum).

3.2 Objetivos Especificos

e Pré-purificar por fracionamento com sulfato de aménio o soro do tambaqui (C.
macropomum);

e determinar o perfil da atividade hemaglutinante (AH) das diferentes fracOes
obtidas;

e caracterizar a fracdo de maior rendimento por eletroforese, estabilidade térmica e
influéncia de ions;

e isolar a lectina do soro do tambaqui (C. macropomum), a partir da fracdo de maior
rendimento utilizando métodos cromatograficos;

e caracterizar a fracdo eluida por eletroforese e especificidade a carboidratos.
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Abstract

Animal lectins are a diverse group of proteins that recognize and bind specificaly to carbohydrates.
These proteins have a significant role in the immune responses of host; they bind specificaly to
carbohydrate molecules expressed on pathogens and help their opsonization and phagocytosis. The
tambagui (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 partialy 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
tambagui serum lectin, an acidic protein able to recognize galactose and fuccose, being member of the

fucolectin group.

Keywor ds: 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
a., 2008). Due to their ability to specificaly 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



Bezerra, RF. Purificacéo e Caracterizacédo Parcial... >
opsonins, by the increase of microorganism phagocytosis by hemocyts (Jimbo et a., 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; Jmbo 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 a., 2005, Ourth et al., 2008).

Tambagui (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 (Va & Almeida-Val, 1995). In the last decades, this fish has become one of the major
native species in the Brazilian aguaculture, 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 partialy purify and characterize the lectins

present in the tambagui 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 Rura de Pernambuco (UFRPE). The
blood from an adult tambagui was collected using a 5 mL syringe (1.20 x 40 18G™, 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 °C and kept at -20 °C 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 atered 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, HCI-Tris) was performed with distinct molarities (0.01 M, 0.1 M, 0.2M
and 0.4 M) and pH values (4.5 to 8.5). Following incubation, the hemagglutination assays were
performed. To determine calcium (Ca’) dependence, the lectin was incubated in PBS (sdine
phosphate buffer) containing 25 mM EDTA overnight. Aliquots of the lectin solution were incubated
with different concentrations of calcium (Ca®") 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 hemaggl utination 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 °C, 30 min) was performed
according to Correia and Coelho (1995). The influence of ions over the HA was established with the

ions solutions: CaCl,, MgCl, and MnCl; (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 diayzed extensively against Tris buffered saline (TBS, 20 mM Tris-HCI 150 mM NaCl 20 mM
CaCl,, pH 8,0); HA and concentration proteins were obtained from these fractions. FO-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 CaCl, and 10 mM MnCl, solutions The column
was eluted with equilibrating buffer containing 200 mM a-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. Reaults

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 CaCl, or EDTA to individual seradid not significantly affect the HA.

4.3.2 Ammonium sul phate precipitation
FO-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, FO-50 was
chosen to continue with the purification process because showed highest specific hemagglutinating
activity (SHA).

Table 1-Ammonium sul phate precipitation of tambaqui serum.

Samples HA(title') Protein(mg/mL) SHA

Serum 2048 37.82 54.15
F0-50% 2048 34.03 60.18
F50-80% 4 14.4 0.27
FS80 0 0.57 0

HA: Hemagglutinating  Activity; SHA:  Specific
Hemagglutinating Activity.
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Fig. 1. Reducing SDS-PAGE 7.5%.
Analysis of serum and fractions.
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4.3.3.Determination of the thermal stability and evaluation of the HA in the presence of

ions

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

and 60 °C (table 2), respectively. The tested ions (Ca**, Mg® and Mn®") did not affect the HA from

serum and fractions.

Table 2-Thermal stability of serum and FO-50

HA (Title )
Temperature Serum F0-50

30 2048 2048
40 1024 512
50 512 32
60 8 0
70 0 0

0 0
90 0 0

100 0 0
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4.3.4. Hemagglutinating Activity Inhibition (HAI)
Fraction 0-50% was partially inhibited by sugars D-fuccose, D-galactose, metil-o-D-
gaactopyranoside, D-raffinose, lactose and by glycoproteins from rabbit serum and fetuin. A

summary of theinhibiton profileis givenin Table 3.

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

D-glucose Sacarose

D-Fuccose 16 Lactose 128
D-Galactose 32 Maltose NI
Mannose NI D-cellobiose NI

M etil-a-D-manopiranoside NI _-
M etil--o-D-glicopiranoside NI D-raffinose 64
N-acetil-D-glucosamine NI Ovalbumin NI
Arabinose NI Fetuin 128
Trealose NI Fetal bovine serum NI
Frutose NI Rabbit serum 64

M etil-a-D-galactopiranoside 8 Casein NI
N-acetilmannosamine NI Peroxidase NI
D-glicuronic Acid NI NI, not inhibitory at a concentration of

200 mM for sugar and 1 mg/mL for
L-Rhamnose NI 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 a-methyl
glucose followed by ion exchange chromatography with DEAE-Sepharose Fast Flow (GE Healthcare)
column. In each step was estimated the SHA and native acid proteins el ectrophoresis evaluating the

level of purification (Table 4 and Figure 2).

Table 4 Purification of tambagui serum lectin.

Serum 2048

37.82 54.15
Fraction
0-50% 2048 34.03 60.18
ConA
Sept 64 0.979 65.37
DEAE
Sept 8 0.285 28.07
HA: Hemagglutinanting Activity; SHA: Specific
Hemagglutinanting Activity.

e

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).
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Fig. 3 (A) Profile of Con A Sepharose 4B cromatography, eluted with 200 mM a-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.

4.4. Discussion

In this study, a lectin from serum of the tambagui Amazon fish Colossoma macropomum was
partialy 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
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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 V asta, 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
homeathermal animals (Kubitza & Kubitza, 2004).

Probably the greatest difficulty in isolating the tambagui 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 a., 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
tambagui fish serum lectin (affinity, ion exchange and molecular sieve) through distinct types of
matrices (Guar gel; Sepharose 6B; Asiaofetuin-Sepharose 4B; fetuin-Sepharose 4B; Cramoll
Sepharose 4B; Sephadex G-25, G-50, G-75, G-100; CM-Cdllulose; DEAE-Céllulose; Mono SHR 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 tambagui serum lectin has several similar features to the serum lectin from Indian
catfish Clarias batrachus (Dutta el a, 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 FO-50 showed the
highest yield. Tambaqui lectin had no affinity for a-methyl glucose or a-methyl mannose but did bind
to Con A; then fish serum lectin might have a-methyl glucose or a-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 tambagui 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 tambagui 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 a., 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 a, 2005) and Spaurus aurata serum lectin
(Cammarata et d., 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 tambagui 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 aready identified family of fuccolectins (Honda et al., 2000; Cammaratta et
al., 2007). Calcium appears to serve as arole in stabilizing the fold in F-lectins (Bianchet et a., 2002)
and is not affected by chelation. As amatter of fact, the lectin activity of tambaqui lingered active until
70 °C showing a certain degree of resistance of these proteins to high temperatures, despite the fact
that tambaqui livesin 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 ateration was detected neither in the
lectin activity of serum nor in the tambaqui serum fractions despite of their incubations with ions.
Maybe, the tambagui serum lectin CRD recognizes the carbohydrate in an ion independent manner
(Suzuki et a., 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 essentia 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.

Acknowledgements

The authors express their gratitude to the Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnol 6gico (CNPq) for research grants and fellowship (LCBBC).

References

Bianchet, M.A.; Odom, EW.; Vagta, G.R.; Amzel, L.M., 2002. A novel fuccose recognition fold
involved in innate immunity. Nat. Struct. Biol., 9, 628-34.

Bradford, M.M., 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of
protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem., 72, 248-254.

Cammarata, M., Benenati, G., Odom, E., Salerno, G., Vizzini, A., Vasta, G.R., 2007. Isolation and
characterization of afish F-type lectin from gilt head bream (Sparus aurata) serum. BBA, 1770, 150-
155.

Correia, M. T. S,, Coelho, L. C. B. B., 1995. Purification of a glucose/mannose specific lectin, isoform
1, from seeds of Cratylia mollis Mart. (camaratu bean). Appl. Biochem. Biotech., 55, 261-273.

Davis, B. J., 1964. Disc eletrophoresis |I: methods and applications to human serum protein. Ann. of
the new York Acad. of Science, 121, 404-427.

Dutta, S., Sinha, B., Bhattacharya, B., Chatterjee, B., Mazumder, S., 2005. Characterization of a
galactose binding serum lectin from the Indian catfish, Clarias batrachus: Possible involvement of
fish lectinsin differential recognition of pathogens. Comp. Biochem. and Physiol., 141, 76-84.

Green, A. A., Hughes, W. L., 1955. Protein fraction on the basis of solubility in aqueous solutions of
salts and organics solvents. In: Colowick, S. and Kaplan, N. — Methodsin Enzymol. New York, Acad.,
pp. 67-90.

Gouding, M., Carvalho, M.L., 1982. Life history and management of the tambaqui, (Colossoma
macroporum, Characidae): an important Amazonian food fish. Rev. Brasileirade Zool. 1, 107-133.



45
Bezerra, RF. Purificacéo e Caracterizacédo Parcial...

Honda, S., Kashiwagi, M. Miyamoto, K., Takeis, Y., Hirose, S., 2000. Multiplicity Structures, and
Endocrine and Exocrine Nature of Edl Fuccose-binding Lectins. The J. of Biol. Chemistry, 275(42),
33151-33157.

Kennedy, J.F., Paiva, P.M.G., Correia, M.T.S., Cavalcante, M.S.M., Coelho, L.C.B.B., 1995. Lectins,
versatile proteins of recognition: areview. Carbohydrate Polimers, 26, 219-230.

Kubitza, F., Kubitza, L.M.M., 2004. Principais Parasitoses e Doencas dos Peixes Cultivados. 4th ed.
Colecao Piscicultura Avancada, Acquaimagem Press, Jundiai-SP.

Jmbo, M., Usui, R, Sakai, R.,, Muramoto, K., Kamiya, H., 2007. Purification, cloning and
characterization of egg lectins from the teleost Tribolodon brandti. Comp. Biochem. and Physiol., Part
B 147, 164-171.

Laemmli, U.K., 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T, Nature, 227, 680-685.

Listinsky, J., Siegal, P., Listinsky, M., 1998. A potentially critical molecule in pathol ogic processes
including neoplasia, Am. J. Clin. Pathol. 110, 425-440.

Martinho, F., Leitdo, R., Viegas, |., Dolbeth, M., Neto, JM., Cabral, H.N., Pardal, M.A, 2007. The
influence of an extreme drought event in the fish community of a southern Europe temperate estuary.
Estuarine, Coastal and Shelf Science, 20, 1-10.

Odom, E. & Vasta, G.R., 2006. Characterization of a binary tandem domain F-type lectin from striped
bass (Morone saxatilis), J. Biol. Chem., 281, 1698-1713.

Ourth, D.D., Rose, W., Siefkes, M.J., 2008. Isolation of mannose-binding C-type lectin from sea
lamprey (Petromyzon marinus) plasma and binding to Aeromonas salmonicida. Veterinary Immunol.
and Immunopathology, 126, 407-12.

Sato, Y., Murakami, M., Miyazawa, K., Hri, K., 2000. Purification and characterization of a novel
lectin from a freshwater cyanobacterium, Oscilatoria agardhii. Comp. Biochem. and Physiol. Part B,
125, 169-177.

Science and Culture, 2003. Gestdo das aguas. Revista da Sociedade Brasileira para 0 Progresso da
Ciéncia. Y ear 55th, n°4.

Suzuki, Y., Tasumi, S, Tsutsui, S., Okamoto, M., Suetake, H., 2003. Molecular diversity of skin
mucus lectinsin fish. Comp. Biochem. and Physiol. Part B: Biochem. and Mol. Biol. 136(4), 723-730.

Sun, J., Wang, L., Wang, B., Guo, Z., Liu, M., Jiang, J., Tao, R., Zhang, R., 2008. Purification and
characterization of a natura lectin from the plasma of the shrimp Fenneropenaeus chinensis. Fish &
Shellfish Immunol. , 25, 290-297.

vd, A.L., AlmeidaVal, V.M.F., 1995. Fishes of amazon and their environment: Physiologica and
Biological Aspects. Springer Verlag.

Watanabe, Y., Tateno, H., Nakamura-Tsuruta, S., Kominami, J., Hirabayashi, J.,, Nakamura, O.,
Watanabe, T., Kamiya, H., Naganuma, T., Ogawa, T., Naude, R.J., Muramoto, K., 2009. The function
of rhamnose-binding lectin in innate immunity by restricted binding to Gb3. DPC Dev. and Comp.
Immunol. 33, 187-197.



46
Bezerra, RF. Purificacéo e Caracterizacédo Parcial...

5 CONCLUSOES

¢ Alectina do soro de tambaqui foi purificada e caracterizada parcialmente;
e A proteina apresentou carater acido e mostrou-se termoestavel;

e A Atividade Hemaglutinante da lectina ndo depende do ion célcio;

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

e A lectina apresenta caracteristicas de Fucolectina.
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