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RESUMO

Em 2050, a populagdo mundial devera atingir 9,5 bilhdes de habitantes e frente a esse
crescimento a producdo de proteina animal precisara expandir para atender ao consumo dessa
populacdo. A principal atividade da piscicultura, no Brasil, € o cultivo de peixes de dgua doce,
sendo a espécie mais criada, na regido Norte, o tambaqui (Colossoma macropomum), pelas
suas caracteristicas econdmicas, seu sabor e rusticidade. No entanto, um dos entraves
encontrados na piscicultura ¢ a manutengao da sanidade animal, pois, por exemplo, bactérias e
parasitas intestinais podem gerar grandes perdas econOmicas por causarem morbidade e
mortalidade na criagdo. Este trabalho ¢ a continuag@o do projeto de Mestrado cujos resultados
foram a relacdo dos principais agentes infecciosos, estudados pela comunidade cientifica, que
acometem o tambaqui, € o desenvolvimento de um protocolo para o isolamento das
imunoglobulinas totais séricas de tambaqui, purificar e comparar os métodos de obtencdo de
imunoglobulinas séricas de Tambaqui a fim de auxiliarmos no desenvolvimento de
ferramentas para a elucidagdo da efetividade de futuras vacinas e kits de diagnostico.
Avaliamos a precipitacdo com acido caprilico (AC), sulfato de amonio (SAS) e a combinagao
de ambos os métodos, seguida de cromatografia de exclusdo molecular e afinidade. O AC, em
pH 5, mostrou-se mais eficiente na purificacdo, especialmente ao ser purificado apds as
colunas Superdex 200, Sephacryl 200 e Superose 6. A combina¢ao de AC e SAS, bem como a
cromatografia de afinidade, ndo obtiveram resultados satisfatorios. Os resultados obtidos
contribuem para o desenvolvimento de ferramentas diagndsticas e de controle de doengas em
piscicultura. Como conclusdo, as descobertas desta pesquisa representam um passo crucial
para o isolamento e caracterizagdo de imunoglobulinas séricas, o que auxiliard no
desenvolvimento de ferramentas para diagnostico e controle de doencas na piscicultura do

tambaqui.

Palavras-chave: Sanidade, Piscicultura, Imunoglobulinas séricas, Colossoma

macropomunt.
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CAPITULO I

Revisao de literatura: Desvendando a Imunidade Humoral dos Peixes
Teleosteos: Avancos e Aplicagoes.

Rafael Luckwu de Sousai2, e Maria Cristina dos Santos Sobreira de Sampaio.

1Programa de Pds-graduagao em Imunologia Bésica e Aplicada, Instituto de Ciéncias
Biolégicas, Universidade Federal do Amazonas, Manaus, AM, Brasil.

2Laboratorio de Imunoquimica, Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias

Biologicas,
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INTRODUCAO

Qual o interesse em conhecer as imunoglobulinas sanguineas?

Os peixes teledsteos representam o maior € o mais diversificado grupo de vertebrados,
encontrados nos ecossistemas aquaticos e sdo fonte de alimento em todo o planeta. A
ascensdo da aquicultura e os crescentes desafios ambientais tornam a compreensdo da

imunidade dos peixes fundamental para garantir a demanda de alimentos da populacao.

As imunoglobulinas (Ig), também conhecidas como anticorpos, sdo
componentes-chave do sistema imune humoral dos peixes, pois fornecem protecdo, atuando,
principalmente, na neutralizacdo de patogenos invasores (Uribe et al., 2011). Ao estudar a
estrutura e funcao das Igs dos peixes, podemos obter informagdes valiosas sobre os
mecanismos exercidos € os componentes que participam nas respostas imunes contra os
variados tipos de agentes patogénicos. Um conhecimento essencial para os desenvolvimentos
de vacinas e de imunoterapias eficazes, além de imunodiagnosticos adaptados para cada

espécie de peixe (Magnadottir, 2006).

Os passos iniciais no estudo das imunoglobulinas séricas de peixes sdo o isolamento, a
purificacdo e a caracterizacdo destas proteinas. Amostras de Ig purificadas permitem aos
pesquisadores realizar analises aprofundadas da estrutura dos anticorpos, caracteristicas de
ligacdo e interagdes com patogenos (Scapigliati et al., 1999). Embora as técnicas de
purificagdo de imunoglobulinas de mamiferos estejam bem estabelecidas, as caracteristicas
distintas das Igs de peixes requerem o desenvolvimento de protocolos de purificagdo

especificos e otimizados (Castro et al., 2013).

O desenvolvimento dos métodos eficazes de purificacio em peixes teledsteos ¢ de
suma importancia devido a presenca de distintas classes de imunoglobulinas (Magnadéttir,
2006), que se apresentam em baixas concentragdes séricas, quando comparadas as de

mamiferos (Castro et al., 2013).

A purificacdo e andlise bem sucedidas de imunoglobulinas de peixes teledsteos
prometem melhorar o controle de doengas na aquicultura, melhorar a satde e o bem-estar dos
peixes e, em ultima analise, contribuir para um abastecimento alimentar global mais

sustentavel e seguro.

Descricio da composicio bioquimica do soro e a importancia desses constituintes para a
imunidade dos peixes

O soro de peixes constitui uma mistura complexa de proteinas, lipidios, carboidratos e
outros compostos essenciais que participam de diversos processos fisiologicos. Este ambiente

fluido desempenha um papel vital na defesa imunologica desses animais. As imunoglobulinas
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representam uma classe significativa de proteinas séricas envolvidas na resposta imune inata e
adaptativa. Por exemplo, a IgM presente na corrente sanguinea antes de qualquer estimulagdo
antigénica ¢ liberada pelos linfocitos do tipo B1 da imunidade inata. Essas glicoproteinas
reconhecem antigenos com estruturas conservadas e vitais apresentados por patdgenos
invasores, facilitando sua neutralizagdo no organismo do peixe (SAAVEDRA, 2013).

Além das imunoglobulinas, o soro dos peixes contém uma série de componentes da
imunidade inata, dentre os quais destacam-se as proteinas do Sistema Complemento. Os
componentes do Sistema Complemento podem ser ativados em trés principais vias: a
Classica, a Alternativa e a das Lectinas. As trés vias levam a clivagem de C3, uma proteina
central, resultando na gera¢do de fragmentos C3a e C3b (MERLE et al., 2015). C3b se liga
covalentemente a superficie do patégeno, atua como uma opsonina que facilita a fagocitose
por leucocitos que possuem receptores de complemento (CR) ou inicia a ativagdo da via
Alternativa (NAIK ¢ HARRISON, 2013). O Sistema Complemento também esta envolvido
na geragdo de anafilatoxinas (C3a e C5a) que iniciam reagdes inflamatdrias ao induzir
quimiotaxia de células fagociticas e ativar a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias e
quimiocinas (GASQUE, 2004; SARMA e WARD, 2011). Portanto, as trés vias, apds ativacao,
podem lisar diretamente os patdgenos, com a formagdo do complexo de ataque a membrana
(MAC); atrair células fagociticas e desencadear respostas inflamatorias pela formagdo das
anafilatoxinas, além de outras funcdes, que ja foram bem definidas em mamiferos

(BOSHRA, 2006).

O soro também contém proteinas de fase aguda como a MBL (Mannose Binding
Lectin) — a sua concentracdo aumenta rapidamente durante a infec¢do ou inflamagao, podem
reconhecer padrdes especificos de carboidratos encontrados em superficies microbianas
(BOSHRA, 2006) e ativar a via das Lectinas do Sistema Complemento. Outra proteina de fase
aguda ¢ a proteina C reativa, conhecida por sua capacidade de se ligar aos patdgenos e atuar
como opsonina ou ativar o Sistema Complemento. Além disso, enzimas como proteases e
antiproteases estdo presentes no soro, controlando processos inflamatorios e prevenindo danos
excessivos aos tecidos (SAAVEDRA, 2013; NAKAYASU, 2002). A lisozima, outra proteina
sérica abundante, apresenta agdo enzimatica ao lisar as paredes celulares bacterianas,

proporcionando defesa antimicrobiana (SAAVEDRA, 2013).

Os componentes inatos fornecem uma primeira linha de defesa de amplo espectro e
funcionam sinergicamente com a resposta adaptativa. Compreender a interacdao entre estes
constituintes do soro continua a ser crucial para elucidar os mecanismos imunologicos

empregados pelos peixes teledsteis.
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Nos peixes teledsteos ja foram descritos trés isotipos de imunoglobulinas: IgM, IgD e
IgT/IgZ. O isotipo predominante no soro destes peixes ¢ a IgM, essencial para iniciar a
resposta imune primaria. As fungdes da IgD permanecem menos compreendidas, mas
provavelmente estdo envolvidas na imunidade de mucosa (SAAVEDRA, 2013). IgT/IgZ, um
isotipo especifico de peixes, desempenha um papel significativo na imunidade da mucosa

intestinal (DANILOVA, 2005).

A abundancia de varios componentes imunoldgicos no soro dos peixes varia entre as
espécies e em seus estagios de desenvolvimento. Por exemplo, durante as fases iniciais de
desenvolvimento, os peixes dependem fortemente de mecanismos imunes inatos. A medida
que amadurecem, o seu sistema imune adaptativo se desenvolve, resultando no aumento da
producgdo de imunoglobulinas. Portanto, variagdes dependentes da idade, no perfil bioquimico
do soro de peixes, merecem consideracio ao estudar a imunidade desses animais

(SAAVEDRA, 2013).

Fatores ambientais influenciam profundamente a composi¢ao bioquimica do soro de
peixes e a sua eficacia imunologica. As variacdes de temperatura afetam diretamente as taxas
metabolicas e, posteriormente, a producdo de componentes imunologicos, assim como,
parametros de qualidade da 4dgua, como salinidade ou niveis de poluigdo, podem modular as
respostas imunologicas. Esses fatores podem levar a imunossupressdo ou ao aumento da
atividade imunoldgica, dependendo da natureza e da gravidade do estressor ambiental

(COSTA et al. 2019).

Historico da descoberta das imunoglobulinas no soro dos peixes

A 1dentificacdo e caracterizagdao de imunoglobulinas (Ig) em peixes marca um capitulo
significativo na histéria da imunologia comparativa. Estudos iniciais no final da década de
1960 forneceram as primeiras evidéncias da presenca de moléculas semelhantes a anticorpos
no soro de peixes (CLEM e SIGEL, 1963). Essa pesquisa historica preparou o terreno para
décadas de investigagcdo intensiva sobre a estrutura, fun¢do e evolugdo das imunoglobulinas

de peixes.

Ao longo das décadas de 70 e 80, do século XX, estudos cruciais avangaram nossa
compreensdo da diversidade e caracteristicas das Ig de peixes. Os pesquisadores, na época,
descobriram que os peixes teledsteos possuem uma classe distinta de imunoglobulina,
conhecida como IgM, que exibe uma estrutura tetramérica semelhante a I[gM de mamiferos
(ACTON et al., 1971; CLEM e MCLEAN, 1975). Estudos com foco em espécies como o

bagre-do-canal (Ictalurus punctatus), a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e a carpa
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(Cyprinus carpio) revelaram a presenca de moléculas de Ig com massas moleculares

estimadas em aproximadamente 700-900 kDa (LOBB e CLEM, 1981; WARR et al., 1991).

Investigacdes posteriores revelaram a heterogeneidade da IgM de peixes teledsteos.
Pesquisas na década de 1990 demonstraram a existéncia de pelo menos duas isoformas
distintas de IgM em varias espécies (BENGTEN et al., 1991; HORDVIK et al., 1992). Essas
isoformas, frequentemente chamadas de IgM secretada ou IgM ligadas 8 membrana de células
B, na forma monomérica como um receptor -BCR- (SUNYER, 2013), permitiram
compreender suas implicagdes evolutivas e suas diferengas funcionais, nas linhagens dos

peixes.

A progressdao historica da pesquisa sobre imunoglobulinas de peixes revela uma
mudanga gradual na compreensdo. Enquanto os estudos iniciais se concentraram
principalmente nas semelhancas estruturais da IgM entre as espécies de vertebrados,
investigacdes subsequentes destacaram a complexidade e as adaptacdes Unicas presentes no
sistema imunologico dos peixes. Essa mudanca de perspectiva alimentou novas pesquisas
sobre os distintos papéis desempenhados por diferentes isoformas de Ig na imunidade dos

peixes.

As bases estabelecidas por essas descobertas histéricas moldam diretamente as
técnicas contemporaneas de purificacdo de imunoglobulinas na area da Bioquimica. O
refinamento de metodologias como precipitagcdo de proteinas, cromatografia de afinidade e
cromatografia de exclusdo por tamanho agora permite o isolamento e caracterizagao eficientes
de classes e isoformas especificas de Ig expressas de uma variedade de espécies de peixes
(ESTEVE-GASSENT et al., 2016; SOLEM e STENVIK, 2016). Esses avangos tém
implicagdes significativas para campos como a aquicultura, no qual as Ig purificadas servem
como ferramentas poderosas para diagnosticos, desenvolvimento de vacinas e estudo das

respostas imunes dos peixes contra patdogenos.
Os Anticorpos e seus Papéis Sistémicos

Os trés isotipos de imunoglobulinas: IgM, IgD e IgT/IgZ exibem papéis e
distribui¢des distintas no sistema imunoldgico dos peixes, com varios graus de compreensao.

A abordagem abaixo € relacionada ao soro.

IgM: A imunoglobulina IgM ¢ predominante encontrada em teledsteos, com concentragdes
séricas variando de 0,6 a 16 mg/mL, dependendo da espécie e de fatores como temperatura da
agua e estimulacdo imune (SOLEM; STENVIK, 2006). Em trutas arco iris (Oncorhynchus
mykiss), a concentracdo sérica de IgM ¢é cerca de 2,5 mg/mL (ZHANG et al., 2010). No

entanto, a [gM também ¢ encontrada em outros fluidos corporais, como bile (LOBB e CLEM,
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1981), e em tecidos mucosos, incluindo intestino, branquias, pele, faringe e cavidade nasal
(SOLEM e STENVIK, 2006; ZHANG et al., 2010; XU et al., 2016). As concentragoes de
IgM nesses tecidos sdo consideravelmente mais baixas do que no soro, por exemplo, 0 muco
intestinal de truta apresenta cerca de 0,075 mg/mL, enquanto o muco cutdneo, branquial,
faringeo e nasal as concentragdes sdo de 0,0046 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,072 mg/mL e 0,28
mg/mL, respectivamente (SOLEM e STENVIK, 2006; ZHANG et al., 2010; XU et al., 2016).
A IgM também estd presente no muco da pele da sargo-de-dente (Archosargus
probatocephalus), com concentragdes entre 8-90 ug/mL (SALINAS et al., 2011). Além disso,
a IgM ¢ encontrada em 6rgdos linfoéides, como rim anterior, bago e timo (ROMANO et al.,
1997; ROMBOUT et al., 1993; SCAPIGLIATI et al., 1996). Estruturalmente, a IgM dos
teledsteos geralmente se apresenta como um tetramero com peso molecular entre 700 e 800
kDa (LOBB e CLEM, 1981; SALINAS et al., 2011; ELCOMBE et al., 1985; ZHANG et al.,
2010). No entanto, no muco da pele da sargo-de-dente, uma parte da IgM € encontrada como
dimeros e mondmeros ligados ndao covalentemente a uma proteina, possivelmente o

componente secretor do receptor de imunoglobulinas poliméricas (SALINAS et al., 2011).

Desempenha o papel crucial na imunidade inata e na adaptativa em peixes, com
funcdes efetoras que incluem a ativacdo do Sistema Complemento, opsonizagdo,
neutralizacdo e aglutinagdo (PARRA et al., 2013; YE et al., 2013). Atua no revestimento de
bactérias em mucosas, embora com menor predominancia que a IgT (XU et al., 2013). Sua
concentracdo no soro aumenta em resposta a infec¢des parasitarias, demonstrando seu

importante papel na resposta imune contra esses patogenos (ZHANG et al., 2010).

IgD: A imunoglobulina IgD ¢ encontrada em baixas concentra¢des no soro de teledsteos,
variando de 2 a 80 pyg/mL (PARRA et al., 2016). Em trutas arco-iris, a concentracao sérica
especifica ¢ de 0,004 mg/mL (ZHANG et al., 2010). Além do soro, a IgD também esta
presente, em concentracdes ainda menores, no muco de diferentes locais da mucosa, como as

branquias (XU et al., 2016).

A IgD ¢ encontrada em duas formas: ligada & membrana de células B e secretada
(PARRA et al., 2016). Células B IgD+ sdo encontradas tanto em tecidos linfoides sistémicos
quanto mucosos (EDHOLM et al, 2010; PERDIGUERO et al, 2019), e a IgD
frequentemente ¢ co-expressa com IgM nesses linfocitos (XU et al., 2016). Populagdes unicas
de cé¢lulas B IgM-/IgD+ também foram identificadas em bagre-do-canal (Ictalurus punctatus)

e truta europeia (Salmo trutta) (EDHOLM et al., 2010; PERDIGUERO et al., 2019).
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Estudos sugerem que essa imunoglobulina pode atuar como uma molécula de reconhecimento
de padrdes (PARRA et al., 2016; SUNYER, 2013) e participar da homeostase da microbiota
(XU et al., 2016; PERDIGUERO et al., 2019). No bagre (Ictalurus punctatus), a IgD pode
funcionar como um receptor de reconhecimento de padrdes, pois sua forma secretada nao
possui uma regiao variavel (SUNYER, 2013). Em contraste, a IgD secretada na truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) possui uma regido variavel, indicando um possivel papel no
reconhecimento adaptativo de antigenos (SUNYER, 2013). Apesar de poder revestir parte da
microbiota comensal em tecidos da mucosa, a participagdo da IgD nesse processo ¢
significativamente menor do que a da IgT (YU et al., 2019). A IgD parece nao estar envolvida
na imunidade especifica em branquias e mucosa faringea de trutas arco-iris durante infec¢des
parasitarias (XU et al., 2016; KONG et al., 2019). Contudo, células B IgD+ IgM- secretam
IgD reativas a microbiota comensal no intestino e branquias, mas niao na pele de trutas

europeias (Oncorhynchus mykiss), sugerindo um papel na homeostase da mucosa

(PEDIGUERO et al., 2019).

Investigacoes sobre IgT/IgZ: A imunoglobulina IgT também conhecida como IgZ em
algumas espécies, apresenta concentragdes séricas que variam entre 0,004 mg/mL a 4 mg/mL
em trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (ZHANG et al., 2010; PARRA et al., 2016). No
entanto, ¢ nos tecidos mucosos que a IgT demonstra sua importancia, com concentragdes
atingindo 7 mg/mL no intestino de trutas arco-iris (ZHANG et al., 2010). Outros locais da
mucosa, como pele (0,31 mg/mL), branquias (1,55 mg/mL), nasofaringe (1,7 mg/mL) e muco
nasal e faringeo (3,46 mg/mL), também apresentam IgT, embora em concentragdes menores

(XU et al., 2016).

A localizagdo predominante da IgT ¢ em tecidos mucosos, com células B IgT+ sendo
abundantes no intestino, branquias, pele e nasofaringe (ZHANG et al., 2010; SAVAN et al.,
2005; YU et al., 2020). Essa imunoglobulina ¢ encontrada tanto na forma monomérica, com
peso molecular de 180 kDa no soro, quanto na forma multimérica, com 4-5 monomeros

associados nao covalentemente no muco intestinal (ZHANG et al., 2010; SUNYER, 2013).

A IgT ¢ considerada uma imunoglobulina especializada em imunidade de mucosa em
teledsteos, similar a IgA em mamiferos (ZHANG et al., 2010). Sua fungdo principal ¢
proteger a mucosa, revestindo a microbiota comensal e controlando a proliferagdo de
patogenos (YU et al., 2020). A importancia da IgT na homeostase da microbiota ¢ evidente,
pois sua deplegao resulta em disbiose, proliferacdo de patdogenos e danos aos tecidos (XU et

al., 2020). Estudos demonstraram a capacidade da IgT em controlar o parasita
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Ichthyophthirius multifiliis em branquias de trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (XU et al.,
2016). A IgT também ¢ alvo promissor para o desenvolvimento de vacinas em peixes, com a
imunizacdo oral induzindo respostas de IgT no intestino (BALLESTEROS et al., 2013;
MAGADAN et al., 2019). Para exercer suas fungdes no limen intestinal, a IgT presente na
mucosa da truta interage com um receptor de imunoglobulina polimérica, o que permite seu
transporte para este local (SUNYER, 2013). Em resumo, a IgT ¢ uma imunoglobulina
fundamental para a imunidade de mucosa em teledsteos, desempenhando um papel vital na

homeostase da microbiota e na defesa contra patdgenos.

METODOLOGIA

A fim de realizar uma revisao abrangente das técnicas de purificacao e isolamento das
imunoglobulinas de peixes teleosteos, trés buscas sistematicas foram conduzidas, uma em trés
bases de dados cientificas de destaque: PubMed, Science Direct e Google Scholar, usando as
palavras chave "Isolamento imunoglobulina peixe" com o periodo de pesquisa abrangendo os
artigos publicados de 1963 a fevereiro de 2024. Uma busca sistematizada na base de dados,
Science Direct, usando a palavra chave "Teleost Complement Immunology", sem filtro de
periodo de tempo mas com filtro para somente artigos de revisdo. E outra busca sistematizada
na base de dados Science Direct, usando a palavra chave, "Antibody teleost", sem filtro de
periodo a fim de buscar referéncias relacionadas ao sistema imune em amplo aspecto. Os
critérios de inclusdo foram restritos a artigos de pesquisa originais com foco na purificagao e
isolamento de imunoglobulinas de peixes teledsteos. Artigos de revisdo, estudos envolvendo
espécies de peixes ndo teledsteos e pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de anticorpos

monoclonais, anticorpos policlonais ou vacinas foram excluidos.

Apo6s a selecdo dos artigos, todos foram processados utilizando a ferramenta online
ilovepdf. Os pdf's foram convertidos em formatos legiveis por OCR (Reconhecimento Otico
de Caracteres). Etapa crucial para as ferramentas de [A generativa multimodal avangadas do

Google lerem os dados dos pdf antigos.

Com os artigos em formato adequado (OCR), foram empregadas as ferramentas
Gemini versdo 1.5 PRO e gemini Advanced para agilizar a analise de dados e a geracdo de
texto. Essas ferramentas sofisticadas de IA, atualmente acessiveis por assinatura (Gemini
Advanced) e via plataforma de testes (Gemini versao 1.5 PRO), facilitaram a extragao
eficiente de informagdes pertinentes e a geragdo de rascunhos de texto iniciais para posterior
comparacdo com o texto do autor e aprimoramento. Posteriormente, foi conduzido um

rigoroso processo de revisdo, para verificar meticulosamente a relagao contetdo referéncias.
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A fim de fornecer uma visdo abrangente dos métodos utilizados ao longo dos anos e
das caracteristicas das imunoglobulinas purificadas, os dados extraidos dos artigos
selecionados pela palavra chave "Isolamento imunoglobulina peixe", foram compilados em

duas tabelas (Tabelas 1 e 2), disponiveis como material suplementar.

A Tabela 1 organiza os estudos de acordo com a espécie de peixe teledsteo, classe de
imunoglobulina purificada, material de origem (soro), método de purificagcdo utilizado e
referéncia cientifica original. Ja& a Tabela 2 detalha as caracteristicas moleculares das
imunoglobulinas purificadas, incluindo a massa molecular, tamanho das cadeias pesada e
leve, estrutura da molécula e métodos de caracterizagdo empregados (SDS-PAGE, Western
Blot, Dot-Blot, ELISA, etc.). Ambas as tabelas estdo organizadas cronologicamente,

permitindo tracar a evolugao historica das técnicas e descobertas nesse campo de pesquisa.

Uma visao geral dos métodos comumente usados na purificacido de anticorpos nos peixes
teledsteos

Para facilitar a conducao das pesquisas, varios métodos de purificagdo de anticorpos
de soros de peixes ja foram desenvolvidos e refinados ao longo dos anos. Abaixo temos os
métodos, seus principios fundamentais e suas aplica¢des histdricas na pesquisa de imunologia

dos peixes.

Os métodos de Precipitacio:

Precipitacio com sulfato de amoénio: Essa é uma técnica classica que se baseia na
solubilidade diferencial das proteinas em concentragdes variadas de sal. Ao aumentar
gradualmente a concentragdo de sulfato de amonio, diferentes fracdes proteicas, incluindo as
imunoglobulinas, precipitam-se a partir da solugdo (SOOD et al., 2007). Esse método ¢é
frequentemente utilizado como uma etapa inicial para a concentracdo de imunoglobulinas

antes de purificacdes posteriores.

Precipitacdo com acido caprilico: De forma semelhante a precipitagio com sulfato de
amonio, esse método utiliza o acido caprilico para precipitar proteinas séricas que nao sejam
imunoglobulinas, deixando as imunoglobulinas no sobrenadante (ATANASSOV & BOTEYV,
1988). Essa técnica ¢ especialmente 1til para espécies de peixes cujas imunoglobulinas sejam

sensiveis a altas concentragdes de sal.
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Os métodos Cromatograficos:

Cromatografia de filtracio em gel: Essa técnica separa proteinas com base no seu tamanho
e forma. Uma coluna preenchida com granulos porosos permite a penetragdo de moléculas
menores com eluicdo posterior, enquanto moléculas maiores, como a IgM, sdo excluidas,
sendo eluidas mais cedo (HAVARSTEIN et al., 1988). Esse método ¢ frequentemente

utilizado junto com outras técnicas para alcangar um grau maior de pureza.

Cromatografia de troca ionica: Esse método separa as proteinas de acordo com suas cargas.
Proteinas com cargas diferentes se ligam a resina carregada com afinidades variadas e podem
ser eluidas alterando-se o pH ou a concentragdo de sal da solugdo tampao (ROMBOUT et al.,
1993). Essa técnica € particularmente util para a separagcdo de diferentes isotipos ou subtipos

de imunoglobulinas com cargas variadas.

Cromatografia de afinidade: Essa ¢ uma técnica altamente especifica que se vale da
afinidade de ligacao de um anticorpo ao seu antigeno ou da ligacdo de uma imunoglobulina a
um ligante especifico. O ligante, como o antigeno, a Proteina A ou a proteina ligante de
manana, ¢ imobilizado em um suporte sélido. A imunoglobulina de interesse ¢ seletivamente
retida e posteriormente eluida (KOFOD et al., 1994). Esse método ¢ amplamente empregado

para a obtencao de preparacdes de imunoglobulinas altamente purificadas.
Outros Métodos

Imunoprecipitacdo: Essa técnica utiliza a ligagdo especifica de um anticorpo ao seu antigeno
para isolar o antigeno de uma mistura complexa. O anticorpo ¢ imobilizado em um suporte
solido e o antigeno ¢ retido de forma seletiva, sendo eluido posteriormente (ISRAELSSON et
al., 1991). Esse método ¢ frequentemente utilizado para isolar e caracterizar antigenos

especificos reconhecidos por anticorpos de peixes.

Gel de eletroeluicao: Essa técnica isola proteinas de géis de poliacrilamida apds separagdo
eletroforética. A banda de proteinas de interesse ¢ retirada do gel e a proteina ¢ eluida
utilizando-se um campo elétrico (BABU et al., 2008). Esse método ¢ 1til para isolar pequenas

quantidades de proteinas altamente purificadas.

A aplicacio historica dos métodos de purificacio

Os primeiros estudos sobre as imunoglobulinas do soro dos peixes frequentemente
baseavam-se na precipitacdo com sulfato de amonio e a cromatografia de filtragdo em gel para

isolar e parcialmente caracterizar a [gM (MARCHALONIS, 1971; CISAR & FRYER, 1974).
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A medida que a pesquisa avangou, a cromatografia de afinidade usando Proteina A ou
antigenos especificos se tornou amplamente adotada na obtengdo de preparagdes de IgM
altamente purificadas (LOBB & CLEM, 1981; SCAPIGLIATI et al., 1996). Técnicas como a
cromatografia de afinidade por proteina ligante de manana e a separacao imunomagnética tém
sido empregadas para isolar e caracterizar diferentes isotipos e subtipos de imunoglobulinas,
assim como populagdes especificas de leucocitos (PETTERSEN et al., 1995; CROSBIE &
NOWAK, 2002).

As vantagens e as desvantagens dos métodos

Cada método de purificacdo baseia-se em principios especificos da bioquimica de
proteinas. Métodos de precipitacdo exploram a solubilidade diferencial de proteinas em
condi¢des variadas de sal ou pH. Métodos cromatograficos separam proteinas com base em
seu tamanho, carga ou afinidade de ligacdo a ligantes especificos. Outras técnicas, como a
imunoprecipitacao e gel de eletroeluigdo, utilizam a ligagao especifica de anticorpos com seus

antigenos, ou a mobilidade eletroforética de proteinas para alcangar a purificacdo.

Cada método de purificagao de anticorpos apresenta um conjunto Unico de vantagens e
desvantagens que os pesquisadores devem considerar ao escolher a técnica mais apropriada
para suas necessidades especificas (disposicdo de materiais, como solugdes e colunas de
afinidade e exclusdo, em sua localidade para a realizacdo das purificacdes). Essa resposta ird
discutir os pontos positivos e negativos de varios métodos comumente usados em pesquisa de

imunologia em peixes.

Precipitacio com sulfato de amoénio: Esse método ¢ simples, barato e eficiente para
concentrar imunoglobulinas em grandes volumes de soro (SOOD et al., 2007). Porém, esse
método pode coprecipitar outras proteinas do soro, exigindo etapas adicionais de purificagdo
para atingir alta pureza. Além disso, altas concentracdes de sal podem potencialmente

desnaturar ou alterar a estrutura de algumas imunoglobulinas.

Precipitacdo com acido caprilico: Essa técnica ¢ mais branda que a precipitagdo com sulfato
de amoénio e adequada para imunoglobulinas de peixe sensiveis a altas concentragdes de sal

(ATANASSOV & BOTEV, 1988). No entanto, pode ndo ser tdo eficiente quanto a

precipitacdo com sulfato de amonio na remocao de todas as proteinas contaminantes.

Cromatografia de filtracdo em gel: Esse método ¢ brando e eficaz para separar proteinas
com base no tamanho, tornando-o adequado para isolar imunoglobulinas intactas
(HAVARSTEIN et al., 1988). Entretanto, pode ter uma resolu¢do menor do que outras

técnicas cromatograficas, potencialmente levando a picos sobrepostos e pureza reduzida.
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Cromatografia de troca ionica: Essa técnica oferece alta resolucdo e ¢ eficaz na separacao
de isotipos ou subtipos diferentes de imunoglobulinas com cargas variadas (ROMBOUT et
al., 1993). Porém, essa metodologia demanda um ajuste fino e cuidadoso das condi¢des do
tampao para uma separacdo ideal e pode nao ser adequada para todas as imunoglobulinas de

peixes.

Cromatografia de afinidade: Esse método fornece a mais alta pureza e especificidade para o
isolamento de imunoglobulinas (KOFOD et al., 1994). Entretanto, ele exige a disponibilidade
de ligantes ou anticorpos especificos, que podem nao estar prontamente disponiveis para todas
as espécies de peixes. Adicionalmente, o custo de resinas de afinidade pode ser relativamente

alto.
Outros métodos

Imunoprecipitacio: Essa técnica ¢ altamente especifica para isolar e caracterizar antigenos
reconhecidos por anticorpos de peixe (ISRAELSSON et al., 1991). No entanto, essa
metodologia exige a disponibilidade de anticorpos especificos e pode nao ser adequada para o

isolamento de grandes quantidades de antigenos.

Gel de eletroeluicao: Esse método ¢ 1util para isolar pequenas quantidades de proteinas
altamente purificadas de géis de poliacrilamida (BABU et al., 2008). Porém, esse método

consome tempo e pode ndo ser adequado para purificagcdes em grande escala.
Consideracoes para a escolha do método

A escolha do método de purificagdo depende de varios fatores, incluindo a pureza
desejada, o rendimento, e as aplicacoes posteriores das imunoglobulinas isoladas.
Pesquisadores devem também considerar a disponibilidade de recursos, como anticorpos
especificos ou resinas de afinidade, e o potencial impacto do processo de purificacdo na
estrutura ¢ fungdo das imunoglobulinas, além dos objetivos de pesquisa especificos ¢ dos

recursos disponiveis.

Uso em Ciéncias Basicas

Entendendo as relacoes filogenéticas: O estudo da estrutura e funcdo das imunoglobulinas
em diferentes espécies de peixes, fornecem informagdes sobre a historia evolutiva e a
diversificagdo do sistema imune nos vertebrados (MARCHALONIS, 1971). Comparando
sequéncias de genes de imunoglobulinas e estruturas de proteinas, os pesquisadores podem
inferir relacdes filogenéticas e tragar os caminhos evolutivos de diferentes linhagens de

peixes.
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Elucidando o desenvolvimento do sistema imune: Investigar a ontogenia das
imunoglobulinas em peixes nos ajuda a entender como o sistema imune se desenvolve e
amadurece desde os estdgios iniciais de vida até a fase adulta (FUDA et al., 1991). Esse

conhecimento € crucial para determinar o momento ideal para a vacinagdo e outras

intervengdes imunomoduladoras.

Explorando mecanismos da resposta imune: Estudar as interacdes entre imunoglobulinas
de peixe e os antigenos langa luz sobre os mecanismos de reconhecimento imunologico,
producao de anticorpos e fungdes efetoras do sistema imune (MOCHIDA et al., 1994). Esse
conhecimento ¢ essencial para o entendimento sobre como os peixes se defendem contra

patogenos e para o desenvolvimento de estratégias para o aprimoramento da resposta imune.

Uso em Ciéncias Aplicadas

Desenvolvimento de ferramentas de imunodiagndstico: Imunoglobulinas de peixes
purificadas s3o essenciais para a producdo de anticorpos especificos € o desenvolvimento de
imunoensaios, como ELISA e Western blotting, para deteccao de patdgenos e monitoramento
das respostas imunes em peixes (SCAPIGLIATI et al., 1996). Essas ferramentas sdo cruciais
para diagnostico de doengas, desenvolvimento de vacinas e estudos epidemiologicos na

aquicultura.

Desenvolvimento e avaliagido de vacinas: O estudo da resposta imune humoral a antigenos
especificos ajuda os pesquisadores a desenvolver e avaliar vacinas para peixes (CROSBIE &
NOWAK, 2002). Analisando os titulos dos anticorpos e as especificidades, pesquisadores
podem avaliar a eficacia das vacinas e otimizar os protocolos de vacinagdo para diferentes

espécies de peixes e patdgenos.

Imunoestimulacio e imunomodulag¢iao: Compreender os mecanismos das respostas imunes
dos peixes permite aos pesquisadores desenvolver imunoestimulantes e agentes
imunomoduladores que podem aumentar a imunidade dos peixes e sua resisténcia a doengas
(RAUTA et al., 2013). Essas intervengdes podem ser ferramentas valiosas para melhorar a

saude dos peixes e reduzir perdas devido a doengas infecciosas na aquicultura.

Conservacdo de espécies de peixes em extincdo: Estudar o status imunoldgico das
populagcdes de peixes em extingdo pode fornecer informagdes valiosas para os esforgos de

conservacdo. Ao avaliar os niveis e especificidades de imunoglobulinas, os pesquisadores
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podem identificar populagdes em risco de surtos de doengas e desenvolver estratégias para

protegé-las (DAS et al., 2011).

O estudo das imunoglobulinas do soro dos peixes teledsteos tem amplas aplicagdes
nas ciéncias basicas e aplicadas. Contribuindo para a nossa compreensao dos processos
biologicos fundamentais, como a evolugdo, a imunidade, desempenhando um papel crucial no
desenvolvimento de aplicacdes praticas para a aquicultura, como na sanidade animal.
Conforme a pesquisa em imunologia de peixes avanca, podemos esperar progressos
adicionais na nossa compreensao das imunoglobulinas e suas aplicacdes na promog¢do de

peixes mais saudaveis nos cultivos dos piscicultores.

CONCLUSAO

Ao longo desta revisdo, realizamos uma jornada e pesquisa em imunoglobulinas de
peixes teledsteos, desde as descobertas iniciais até as aplicagdes contemporaneas na
aquicultura. A elucidagdo da estrutura, funcao e diversidade das imunoglobulinas de peixes
tem sido fundamental para a nossa compreensdo da complexa rede de defesa humoral que
protege esses vertebrados aquaticos dos patogenos.

A otimizacdo e o desenvolvimento continuo de métodos de purificacdo de
imunoglobulinas permanecem cruciais para o avanco da nossa compreensao da imunidade dos
peixes. A busca por técnicas mais eficientes, sensiveis e especificas, capazes de isolar
diferentes isotipos e subtipos de imunoglobulinas, abrird novas portas para a investigagdo de
suas fungdes distintas e interagdes complexas.

A aplicacdo do conhecimento adquirido sobre as imunoglobulinas de peixes tem
implicagdes significativas para a saude e sustentabilidade da aquicultura. O desenvolvimento
de vacinas eficazes, imunoestimulantes e imunoterapias baseadas em imunoglobulinas tem o
potencial de revolucionar o manejo de doengas na aquicultura, reduzindo a dependéncia de
antibioticos e promovendo o bem-estar dos peixes. Além de servir como ferramentas valiosas
para o monitoramento da satide dos peixes, a deteccao precoce de patogenos e a avaliacao da
eficacia das intervengdes imunologicas.

Em ultima andlise, a pesquisa em imunoglobulinas de peixes teledsteos ndo apenas
aprofunda nossa compreensdao da biologia fundamental desses organismos, mas também
contribui para o desenvolvimento de solugdes praticas para os desafios enfrentados pela
aquicultura e pela conservacio dos ecossistemas aquaticos. A medida que continuamos a
desvendar os mistérios da imunidade humoral dos peixes, podemos esperar um futuro
promissor para a saude, o bem-estar e a sustentabilidade das populagdes de peixes em todo o

mundo.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Espécie de Classe de Ig | Material | Método de Referéncia
peixe teleosteo |purificada | usado purifica¢io
(soro) utilizado
Neoceratodus Proteinas Soro Aplicacdo sequencial %AgggALON
forsterl semelhantes as de eletroforese zonal ’
imunoglobulinas em amido e filtragdo
em gel em St-phadex
G-200
Paddle fish - - Extragdo com ACTON et al.,
Polyodon spathula cloroférmio e 1970
metanol,
Gar fish cromatografia de
Lepiosteus osseus troca i6nica e
filtragdo em gel
(Sephadex G-200)
Paddle fish Macroglobulinas | Soro ACTON et al.,
Polyodon spathula DEAE-Sephadex 1971
Sephadex G-200
Jetalurus punciaius Macroglobulinas | Soro Cromatografia de ACTON et al.,
p do tipo IgM troca i6nica em 1971
Lepisosteus osseus DEAE Sephadex
(A-50)
Polyodon spathula
Filtragdo em gel em
Sephadex G-200
Filtragdo em gel em
Sepharose 6B
Coho salmon Macroglobulina Soro Sephadex G-200 CISAR and
17S composta por FRYER, 1974
Oncorhynchus
kisutch quatro
subunidades do
tipo IgM
Gold fish IgM Soro - WARR and
Carassius auratus MARCHALON
IS, 1977
Pacific hagfish Semelhante a IgM | Soro Sephacryl S-200 RAISON et. al,
Eptatretus stouti Sephadex G-200 1978
Cromatografia de
troca idnica
Ratfish IgM Soro Sepharose 68 CLERX et al.,
Callorhynchus Sephadex G-200 1980
callorhynchus
Pike IgM Soro Sephadex G-200 SANCHEZ et
Esox lucius Sephacryl S-200 7. 1980
Sepharose 6B-CL v
Catfish Semelhante a IgM | Soro Cromatografia de LOBB and
Ictalurus punctatus troca anidnica CLEM, 1982

Cromatografia de
filtragdo em gel
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https://paperpile.com/c/xA4Guo/lsXb
https://paperpile.com/c/xA4Guo/lsXb
https://paperpile.com/c/xA4Guo/liO6
https://paperpile.com/c/xA4Guo/liO6
https://paperpile.com/c/xA4Guo/mPlF
https://paperpile.com/c/xA4Guo/mPlF
https://paperpile.com/c/xA4Guo/24rI
https://paperpile.com/c/xA4Guo/24rI
https://paperpile.com/c/xA4Guo/74Vl
https://paperpile.com/c/xA4Guo/74Vl
https://paperpile.com/c/xA4Guo/vq3G
https://paperpile.com/c/xA4Guo/vq3G
https://paperpile.com/c/xA4Guo/vq3G
https://paperpile.com/c/xA4Guo/30kp
https://paperpile.com/c/xA4Guo/30kp
https://paperpile.com/c/xA4Guo/tgL1
https://paperpile.com/c/xA4Guo/tgL1
https://paperpile.com/c/xA4Guo/PpYD
https://paperpile.com/c/xA4Guo/tgL1
https://paperpile.com/c/xA4Guo/tgL1
https://paperpile.com/c/xA4Guo/PpYD
https://paperpile.com/c/xA4Guo/vhgv
https://paperpile.com/c/xA4Guo/vhgv

Chun salmon IgM Soro Cromatografia de KOBAYASHI et
Oncorhynchus keta troca i6nica al., 1982
DEAE-cellulose
Sepharose 6B
Sephadex G-200
Brown bull head - Soro Sephadex G-200 ISBELL and
Ictalurus nebulosus PAULEY, 1983
Carp - Soro DNP-lysine-Sepharo | WETZEL and
Goldfish se CHARLEMAG
Tench NE, 1985
(consta apenas o AH-Sepharose
nome genérico) 4B-carbodiimid-peni
cillin-G-sodium
Sephadex G-25
Hagfish - Soro Sephadex G-200 TOMONAGA
Eptatretus burgeri and
HAGIWARA,
1985
Channel catfish IgM Soro Sepharose 6B PHILLIPS and
Ictalurus punctatus DEAE-Sephacel OURTH, 1986
Channel catfish Cocficiente de Soro Sephadex G-200 OURTH, 1986
Ictalurus punctatus | sedimentagdo 14S
(Proteina 14S)
Coeficiente de
sedimentagéo 7S
(Proteina 7S)
Carp Semelhante a IgM | Soro LKB Ultragel ATANASSOV
Cyprinus carpio Sepharose 6B and BOTEYV,
1988
Atlantic salmon IgM Soro Sistema HAVARSTEIN
Salmo salar cromatografico etal., 1988
FPLC
Superose 6
Coluna de troca
anidnica Mono Q
Sephacryl S-200
Rainbow trout - Soro Cromatografia de SAN(;HEZ and
Oncorhynchus afinidade DOMINGUEZ,
mykiss Sepharose 4B 1991
S-300
Cod IgM Soro Sephacryl S-300 HR | PILSTROM and
Gadus morhua Sephacryl S-400 HR | PETERSSON,
1991)
Rainbow trout - Soro Sepharose 4B SANQHEZ and
Oncorhynchus S-300 DOMINGUEZ,
mykiss 1991
Masu salmon IgM Soro Sulfato de amoénio FUDA et al.,
Oncorhynchus DEAE Celulose 1991
masou (DE-52, Whatman)
Atlantic cod IgM Soro Sepharose ISRAELSON et
Gadus morhua al., 1991
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https://paperpile.com/c/xA4Guo/dyUo
https://paperpile.com/c/xA4Guo/dyUo
https://paperpile.com/c/xA4Guo/Fqwa
https://paperpile.com/c/xA4Guo/Fqwa
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wlBo
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wlBo
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wlBo
https://paperpile.com/c/xA4Guo/9yZi
https://paperpile.com/c/xA4Guo/9yZi
https://paperpile.com/c/xA4Guo/9yZi
https://paperpile.com/c/xA4Guo/9yZi
https://paperpile.com/c/xA4Guo/FWtj
https://paperpile.com/c/xA4Guo/FWtj
https://paperpile.com/c/xA4Guo/fgOx
https://paperpile.com/c/xA4Guo/vIei
https://paperpile.com/c/xA4Guo/vIei
https://paperpile.com/c/xA4Guo/vIei
https://paperpile.com/c/xA4Guo/GwPE
https://paperpile.com/c/xA4Guo/GwPE
https://paperpile.com/c/xA4Guo/3Hox
https://paperpile.com/c/xA4Guo/3Hox
https://paperpile.com/c/xA4Guo/3Hox
https://paperpile.com/c/xA4Guo/bUQL
https://paperpile.com/c/xA4Guo/bUQL
https://paperpile.com/c/xA4Guo/bUQL
https://paperpile.com/c/xA4Guo/3Hox
https://paperpile.com/c/xA4Guo/3Hox
https://paperpile.com/c/xA4Guo/3Hox
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/mMlI
https://paperpile.com/c/xA4Guo/mMlI

Channel catfish IgM Soro DEAE-Sephacel OURTH et. al.,
Ictalurus punctatus Sepharose 6B 1991
Rainbow trout IgM Soro Sepharose com OLESEN et. al.,
Proteina A 1991
Salmo salar IgM Soro CM Afti Gel Blue MAGNADOTT
(Bio-Rad IR and
Laboratories) GUDMUNDSD
Sulfato de Amonio OTTIR, 1992
Sephacryl S-300
Chum salmon IgM Soro Sepharose 6B FUDA,
Oncorhynchus keta Sepharose 4B Hirotoshi et al.,
1992
European perch Ig Soro Sepharose 4B WHITTINGTO,
Perca fluviatilis ativada com brometo | 1993
de cianogénio
Coluna de troca
ionica
DEAE-Sepharose
CL-6B
Carpa IgM Soro Sulfato de Amoénio ROMBOUT et
Cyprinus carpio DEAE-Cellulose al., 1993
Sephacryl S-300
Coluna C26/100
Oreochromis aureus | IgM Soro Sepharose com SMITH et al.,
Proteina A 1993)
CL-4B
Sephacryl S-300
Rainbow trout IgM Soro Sepharose 4B ESTEVEZ et
Oncorhynchus MemSepe1010 al., 1993
mykiss Proteina A
Turbot Semelhante a IgM | Soro S-400 KOFOD et al.,
Scophthalmus S-300 1994
maximus
Tilapia IgM Soro Sepharose 4B MOCHIDA et
Oreochromis DEAE-Sephacel al., 1994
niloticus
Carpa IgM Soro Sulfato de Amoénio SUZUKI et al.,
Cyprinus carpio 1994
DEAE-Toyopearl
6508
Toyopearl HW 65
Sepharose com
Proteina A
CL-4B
Sepharose 4B
ativada com brometo
de cianogénio
Atlantic salmon IgM Soro Coluna Superose 6 PETTERSEN et
Salmo salar al., 1995

Coluna de troca
aniénica Mono Q

Coluna HiTrap
Proteina G
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https://paperpile.com/c/xA4Guo/CN2x
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/CN2x
https://paperpile.com/c/xA4Guo/CN2x
https://paperpile.com/c/xA4Guo/h3LX
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/h3LX
https://paperpile.com/c/xA4Guo/h3LX
https://paperpile.com/c/xA4Guo/cFk8
https://paperpile.com/c/xA4Guo/cFk8
https://paperpile.com/c/xA4Guo/cFk8
https://paperpile.com/c/xA4Guo/cFk8
https://paperpile.com/c/xA4Guo/BcBc
https://paperpile.com/c/xA4Guo/BcBc
https://paperpile.com/c/xA4Guo/BcBc
https://paperpile.com/c/xA4Guo/rN2m
https://paperpile.com/c/xA4Guo/rN2m
https://paperpile.com/c/xA4Guo/hPFy
https://paperpile.com/c/xA4Guo/hPFy
https://paperpile.com/c/xA4Guo/mqCv
https://paperpile.com/c/xA4Guo/mqCv
https://paperpile.com/c/xA4Guo/oQJK
https://paperpile.com/c/xA4Guo/oQJK
https://paperpile.com/c/xA4Guo/yWUC
https://paperpile.com/c/xA4Guo/yWUC
https://paperpile.com/c/xA4Guo/8Kot
https://paperpile.com/c/xA4Guo/8Kot
https://paperpile.com/c/xA4Guo/Xo70
https://paperpile.com/c/xA4Guo/Xo70
https://paperpile.com/c/xA4Guo/qTqz
https://paperpile.com/c/xA4Guo/qTqz

Atlantic salmon IgM Soro Filtragdo em gel e MELINGEN et
Salmo salar troca anidnica da al., 1995

Pharmacia (sem

nomes de colunas)
Seabass Semelhante a IgM | Soro Superose 6PG BOURMAUD
Dicentrarchus labrax etal., 1995

Superose 6B
Seabass IgM Soro Sepharose 4B com SCAPIGLIATI
Dicentrarchus labrax Proteina A etal., 1996
Sturgeon IgM Soro Sulfato de Aménio | ADKISON et
Acipenser DEAE Sepharose al., 1996
transmontanus

Coluna Sephacryl

S-300 superfina

Sepharose 6B-100
Flounder IgM Soro Sephacryl S-300 BANG et al.,
Paralichthys 1996
olivaceus Coluna de

hidroxiapatita
Atlantic salmon IgM Soro Coluna Superose 6 MAGNAD et al,
Salmo salar (HR10/30, 1996

Pharmacia)
Rainbow trout Ig Soro Matriz SZALAl et al.,
Oncohynchus mykiss cromatografica de 1996

troca i6nica

Sephacryl S-200 HR

(resina ABX)
Barramundi Ig Soro Cromatografia de BRYANT et al.,
Lates calcarifer afinidade com 1999

anticorpo anti-BSA
Oreochromis IgM Soro Sepharose CL 6-B RAJAVARTHIN
mossambicus DEAE-Sephacel Tetal, 2000
Bluefin tuna Ig Soro Sephacryl HR 300 WATTS et. al.,
Thunnus maccoyii 2001
castelnau
Snapper Ig Soro Kit de cromatografia | MORRISON
Pagrus auratus de afinidade com and NOWAK,

Proteina A, affi-gel, | 2001

acoplado a esferas de

agarose
Brevoortia patronus | Semelhante a IgM | Soro Sephacryl-400 SHELBY et. al.,

2002

Barramundi Ig Soro Proteina A CROSBIE and
Lates calcarifer Sepharose S-300 NOWAK, 2002
blonch
Carp Ig Soro Esferas de agarose CHOI et. al.,
Cyprinus carpio L. acopladas a Proteina | 2002

A ou Proteina G
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https://paperpile.com/c/xA4Guo/KTpj
https://paperpile.com/c/xA4Guo/KTpj
https://paperpile.com/c/xA4Guo/gE8X
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/gE8X
https://paperpile.com/c/xA4Guo/ZP98
https://paperpile.com/c/xA4Guo/ZP98
https://paperpile.com/c/xA4Guo/ZrGT
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/ZrGT
https://paperpile.com/c/xA4Guo/SCZi
https://paperpile.com/c/xA4Guo/SCZi
https://paperpile.com/c/xA4Guo/QL2g
https://paperpile.com/c/xA4Guo/QL2g
https://paperpile.com/c/xA4Guo/tiDh
https://paperpile.com/c/xA4Guo/tiDh
https://paperpile.com/c/xA4Guo/xy6O
https://paperpile.com/c/xA4Guo/xy6O
https://paperpile.com/c/xA4Guo/GLxN
https://paperpile.com/c/xA4Guo/GLxN
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/GLxN
https://paperpile.com/c/xA4Guo/oF9M
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/oF9M
https://paperpile.com/c/xA4Guo/oF9M
https://paperpile.com/c/xA4Guo/1eFp
https://paperpile.com/c/xA4Guo/1eFp
https://paperpile.com/c/xA4Guo/1eFp
https://paperpile.com/c/xA4Guo/78sq
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/78sq
https://paperpile.com/c/xA4Guo/iexz
https://paperpile.com/c/xA4Guo/iexz
https://paperpile.com/c/xA4Guo/YSsB
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/YSsB

Trematomus IgM Soro Cromatografia PUCCI et. al.,
bernacchii Liquida de Alta 2003

Pressao (FPLC) em
Trematomus pennellii uma coluna Bio-Prep

SE-1000/17
Trematomus newnesi
Gymnodraco
acuticeps
Anarhichas minor
Flounder Ig Soro IgG-Sepharose 4B BROMAGE et
Paralichthys al., 2004
olivaceus
STRIPED BASS IgM Soro Sephacryl S300 BEELEN et al.,
MORONE SAXATILIS 2004
BARRAMUNDI
LATES CALCARIFER
MOZAMBIQUE TILAPIA
OREOCHROMIS
MOSSAMBICUS
NILE TILAPIA
OREOCHROMIS
NILOTICUS
ATLANTIC SALMON
SALMO SALAR
RAmNBOW TROUT
ONCORHYNCHUS MYKISS
Pseudoplatystoma Ig Soro Coluna Poly-Prep JANG et al.,
corruscans Econo-Pac com gel | 2004

azul DEAE Affi-Gel
Pseudoplatystoma
fasciatum (1.)
Gouper fish Ig Soro Coluna de Sepharose | SHIN et al.,
Epinephelus coioides A 2006
Black rockfish Ig Soro Troca Anibnica com | (NAKAMURA
Sebastes schlegeli Proteina A e IgG de | et al., 2006)
higendorf Cabra
Neoditrema IgM Soro Sephacryl S300 CHENG et al.,
ransonneti 16/60 2006

Sistema HR Bio

Logic (Bio-Rad,

EUA)

Ultrafiltragao

(Ultra-free Bio-Max
100k, Millipore,
EUA)

Superose 6HR 10/30

34


https://paperpile.com/c/xA4Guo/D5zo
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/D5zo
https://paperpile.com/c/xA4Guo/D5zo
https://paperpile.com/c/xA4Guo/ktlJ
https://paperpile.com/c/xA4Guo/ktlJ
https://paperpile.com/c/xA4Guo/1tuX
https://paperpile.com/c/xA4Guo/1tuX
https://paperpile.com/c/xA4Guo/r5Ru
https://paperpile.com/c/xA4Guo/r5Ru
https://paperpile.com/c/xA4Guo/v6xD
https://paperpile.com/c/xA4Guo/v6xD
https://paperpile.com/c/xA4Guo/PWN5
https://paperpile.com/c/xA4Guo/PWN5
https://paperpile.com/c/xA4Guo/AT8Z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/AT8Z

Cyprinus carpio 1. Ig Soro Sephacryl S300 VESELY et al.,
2006
Clarias gariepinus Ig Soro Sephacryl S300 RATHORE et
al., 2006
Coluna Hitrap para
dessalinizagdo
Cyprinus carpio Ig Soro BSA-CL agarose SOOD et al.,
2007
Clarias gariepinus Ig Soro BSA-CL agarose Ll et al., 2007
(burchell, 1822)
Bloch Ig Soro BSA-CL agarose SOOD et. al.,
Channa striatus 2008
Barramundi IgM Soro Sepharose 4B ligada | CHOUDHURYa
Lates calcarifer a BSA nd PANI, 2011
Bloch Ig Soro - RAUTA et al.,
Channa striata 2013
Olive barb IgM Soro BSA-Sepharose 4B | DAS et al., 2014
Puntius sarana
Silver catfish Semelhante a IgM | Soro Sepharose 4B KREUTZ et al.,
rhamdia quelen ativada com CNBre |2016)
cruz-ligada com
BSA paraa
purificacdo de IgM
Pacu IgM Soro Coluna de afinidade | FARIAS ez al.,
Piaractus para proteina de 2018
mesopotamicus ligagdo a manose
(MBP)
Siberian sturgeons Ig Soro - YEKTASERES
Acipenser baerii HT et. al., 2018
Acipenser stellatus
Clarias gariepinus IgM Soro Coluna de matriz VERMA et. al.,
(burchell, 1822) trocadora de anions | 7018
QAE-Sephadex A-50
Coluna de Ultrogel
AcA34
Agarose ativada com
CNBr
Coluna de agarose
com Proteina A
Striped catfish Ig Soro Esferas de agarose GALAGARZA
Pangasius com anti-IgG de etal.,2019
hypophthalmus camundongo em
uma coluna de vidro
Giant grouper Ig Soro Coluna com esferas | LI et al., 2021
Epinephelus absorventes de
lanceolatus Proteina A
MabDirect
HiPrep 16/60
pré-equilibrado
Coluna Sephacryl
S-200 HR
Indian major carp IgM Soro Coluna de agarose KHANDIGE et
Cirrhinus mrigal BSA-CL al., 2022
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https://paperpile.com/c/xA4Guo/RVhf
https://paperpile.com/c/xA4Guo/RVhf
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https://paperpile.com/c/xA4Guo/TiZ2
https://paperpile.com/c/xA4Guo/7muV
https://paperpile.com/c/xA4Guo/7muV
https://paperpile.com/c/xA4Guo/Ghmy
https://paperpile.com/c/xA4Guo/xM0p
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/xM0p
https://paperpile.com/c/xA4Guo/xM0p
https://paperpile.com/c/xA4Guo/AsPi
https://paperpile.com/c/xA4Guo/AsPi
https://paperpile.com/c/xA4Guo/LLRg
https://paperpile.com/c/xA4Guo/LLRg
https://paperpile.com/c/xA4Guo/1L5O
https://paperpile.com/c/xA4Guo/lSiT
https://paperpile.com/c/xA4Guo/lSiT
https://paperpile.com/c/xA4Guo/5RsA
https://paperpile.com/c/xA4Guo/5RsA
https://paperpile.com/c/xA4Guo/6xUS
https://paperpile.com/c/xA4Guo/6xUS
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/6xUS
https://paperpile.com/c/xA4Guo/W5XN
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/W5XN
https://paperpile.com/c/xA4Guo/230O
https://paperpile.com/c/xA4Guo/230O
https://paperpile.com/c/xA4Guo/LIIu
https://paperpile.com/c/xA4Guo/naD6
https://paperpile.com/c/xA4Guo/naD6

Tilapia
Oreochromis
niloticus

IgM

Soro

Sephadex G-200

DIAS et. al.,
2023

Tabela 1. Classe de anticorpo purificado de diferentes espécies de peixes teledsteos; Ig=
Imunoglobulina. A purificagdo foi realizada com soro obtido de diversas espécies de peixes
teledsteos. Os métodos de purificacdo e referéncias de cada trabalho.
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https://paperpile.com/c/xA4Guo/K5Zv
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https://paperpile.com/c/xA4Guo/K5Zv

Espécie Classe de Ig | Massa Cadeia Estrutura | Caracterizacio Referéncia
purificada | molecular |pesada/ SDS-PAGE/
(kDa) Cadeia WB/Sequenciamento
leve (kDa)
Neoceratodus . - . SDS-PAGE MARCHALO
forsterl Proteinas Immunoglobuli | - NIS. 1969
semelhantes a n light chains ’
imunoglobulinas (23kD)
19.4S immunoglobuli
598 n heavy chains
(70kD)
Paddle fish - Paddle fish Paddle fish - - ACTON et al.,
Polyodon spathula 1970
630 kD H=72kD
Gar fish L=23kD
Lepiosteus osseus
Gar fish Gar fish
600 kD H=72kD
L=23kD
Paddle fish Macroglobulina | 662 kD H=58,1 kD - - ACTON et al.,
Polyodon spathula 1971
L=22 kD
Tetalurus punctatus Macroglobulinas | 600-630 kD H=70kD - - ACTON et al.,
p do tipo IgM 1971
Lepisosteus osseus L=23kD
Polyodon spathula
Coho salmon Macroglobulina | 189 kD H=75kD - - CISAR and
Oncorhynchus 17S composta FRYER, 1974
hisutch por quatro L=26 kD
subunidades do
tipo IgM
Gold fish IgM - H=84 kD - SDS-PAGE WARR and
Carassius auratus MARCHALO
L="74 kD NIS, 1977
Pacific hagfish ISeliI/Ilelhante a Ilrél(r)nlzllgoglobuhn - - SDS-PAGE (II(A11957(£\I et.
Eptatretus stouti & @
Ratfish Semelhante a 960 kD H=712kD Pentamérico SDS-PAGE CLERX et al.,
Callorhynchus IgM AU-PAGE (Alkaline Urea) 1980
callorhynchus L=23kD SDS-DATD-PAGE
Pike IgM 651-638 kD H=72-70 kD - SDS-PAGE SANCHEZ et
Esox lucius
1., 1980
L=122,5kD “
Catfish Semelhante a 720 kD H=70kD Tetramérico - LOBB and
Ictalurus punctatus | IgM CLEM, 1982
L=25kD
Chun salmon IgM 730 kD H=72kD Tetramérico SDS-PAGE KOBAYASHI
Oncorhynchus keta 560 kD AU-PAGE etal., 1982
360 kD L=23kD
190 kD
Brown bull head - 600-584 kD H= 50,5 kD - - ISBELL and

Ictalurus nebulosus

PAULEY, 1983

37



https://paperpile.com/c/xA4Guo/lsXb
https://paperpile.com/c/xA4Guo/lsXb
https://paperpile.com/c/xA4Guo/liO6
https://paperpile.com/c/xA4Guo/liO6
https://paperpile.com/c/xA4Guo/mPlF
https://paperpile.com/c/xA4Guo/mPlF
https://paperpile.com/c/xA4Guo/24rI
https://paperpile.com/c/xA4Guo/24rI
https://paperpile.com/c/xA4Guo/74Vl
https://paperpile.com/c/xA4Guo/74Vl
https://paperpile.com/c/xA4Guo/vq3G
https://paperpile.com/c/xA4Guo/vq3G
https://paperpile.com/c/xA4Guo/vq3G
https://paperpile.com/c/xA4Guo/30kp
https://paperpile.com/c/xA4Guo/30kp
https://paperpile.com/c/xA4Guo/tgL1
https://paperpile.com/c/xA4Guo/tgL1
https://paperpile.com/c/xA4Guo/PpYD
https://paperpile.com/c/xA4Guo/tgL1
https://paperpile.com/c/xA4Guo/tgL1
https://paperpile.com/c/xA4Guo/PpYD
https://paperpile.com/c/xA4Guo/vhgv
https://paperpile.com/c/xA4Guo/vhgv
https://paperpile.com/c/xA4Guo/dyUo
https://paperpile.com/c/xA4Guo/dyUo
https://paperpile.com/c/xA4Guo/Fqwa
https://paperpile.com/c/xA4Guo/Fqwa

L=22,5kD

Carp - - - - SDS-PAGE WETZEL and
Goldfish CHARLEMA
Tench GNE, 1985
(consta apenas o
nome genérico)
hagfish - 160-150 kD H=68 kD - SDS-PAGE TOMONAGA
eptatretus burgeri 160-90 kD and
L=25-22 kD HAGIWARA,
1985
Channel catfish Semelhante a 775 kD - - - PHILLIPS and
Ictalurus punctatus | IgM OURTH, 1986
Channel catfish Coeficiente de 775 kD H=72kD Tetramérico SDS-PAGE OURTH, 1986
Ictalurus punctatus | sedimentagéo
14S (Proteina L=23kD
14S)
Coeficiente de
sedimentacdo 7S
(Proteina 7S)
Carp Semelhante a 669 kD - - - ATANASSOV
Cyprinus carpio IgM and BOTEY,
1988
Atlantic salmon Semelhante a ~800 kD H=72kD - SDS-PAGE HAVARSTEI
Salmo salar IgM Netal., 1988
L=27 kD
Rainbow trout - 540 kD - Tetramérico SDS-PAGE SANCHEZ
Oncorhynchus 360 kD Dimérico and
mykiss 180 kD Monomérico DOMINGUEZ
, 1991
Cod IgM 821-882 kD H=81kD Tetramérico SDS-PAGE, Western Blot PILSTROM
Gadus morhua and
L=27,5kD PETERSSON,
1991
Rainbow trout - 700 kD H=58 kD Tetramérico SDS-PAGE, Sequenciamento | SANCHEZ
Oncorhynchus 540 kD and
mykiss 360 kD L=26kD DOMINGUEZ
180 kD L=24kD , 1991
Masu salmon IgM - - - - (FUDA et al.,
Oncorhynchus 1991)
masou
Atlantic cod IgM - - - SDS-PAGE ISRAELSON
Gadus morhua etal., 1991
Channel catfish IgM - - - SDS-PAGE, Western Blot OURTH et. al.,
Ictalurus punctatus 1991
Rainbow trout IgM - - - - OLESEN et.
Oncorhynchus al., 1991
mykiss
Atlantic salmon IgM - - Tetramérico SDS-PAGE MAGNADOT
Salmo salar TIR and
GUDMUNDS
DOTTIR, 1992
Chum salmon Semelhante a 494 kD H=61 and 51,5 | Tetramérico SDS-PAGE, Sequenciamento | FUDA et al.,
Oncorhynchus keta | IgM 150 kD kD Monomérico 1992
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https://paperpile.com/c/xA4Guo/wlBo
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wlBo
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wlBo
https://paperpile.com/c/xA4Guo/9yZi
https://paperpile.com/c/xA4Guo/9yZi
https://paperpile.com/c/xA4Guo/9yZi
https://paperpile.com/c/xA4Guo/9yZi
https://paperpile.com/c/xA4Guo/FWtj
https://paperpile.com/c/xA4Guo/FWtj
https://paperpile.com/c/xA4Guo/fgOx
https://paperpile.com/c/xA4Guo/vIei
https://paperpile.com/c/xA4Guo/vIei
https://paperpile.com/c/xA4Guo/vIei
https://paperpile.com/c/xA4Guo/GwPE
https://paperpile.com/c/xA4Guo/GwPE
https://paperpile.com/c/xA4Guo/3Hox
https://paperpile.com/c/xA4Guo/3Hox
https://paperpile.com/c/xA4Guo/3Hox
https://paperpile.com/c/xA4Guo/3Hox
https://paperpile.com/c/xA4Guo/bUQL
https://paperpile.com/c/xA4Guo/bUQL
https://paperpile.com/c/xA4Guo/bUQL
https://paperpile.com/c/xA4Guo/bUQL
https://paperpile.com/c/xA4Guo/3Hox
https://paperpile.com/c/xA4Guo/3Hox
https://paperpile.com/c/xA4Guo/3Hox
https://paperpile.com/c/xA4Guo/3Hox
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/mMlI
https://paperpile.com/c/xA4Guo/mMlI
https://paperpile.com/c/xA4Guo/CN2x
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/CN2x
https://paperpile.com/c/xA4Guo/CN2x
https://paperpile.com/c/xA4Guo/h3LX
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/h3LX
https://paperpile.com/c/xA4Guo/cFk8
https://paperpile.com/c/xA4Guo/cFk8
https://paperpile.com/c/xA4Guo/cFk8
https://paperpile.com/c/xA4Guo/cFk8
https://paperpile.com/c/xA4Guo/BcBc
https://paperpile.com/c/xA4Guo/BcBc

L=13

European perch Ig 800-730 H=72 Tetramérico SDS-PAGE WHITTINGT
Perca fluviatilis 600 L=30-27 Trimérico 0, 1993
390 L=28 Dimérico
255-210 Monomérico
220
185
150
Carpa IgM 760 kD H=70kD Tetramérico SDS-PAGE, Western Blot ROMBOUT et
Cyprinus carpio 380 kD Dimérico al., 1993
190 kD L=25kD Monomérico
Oreochromis aureus | Semelhante a 788-780 kD H=77kD - SDS-PAGE SMITH et al.,
IgM 1993
L=21,5and
20,5 kD
Rainbow trout IgM 900 kD H=70kD Tetramérico SDS-PAGE ESTEVEZ et
Oncorhynchus 160 kD Monomérico al., 1993
mykiss L=25kD
Turbot Semelhante a 900-800 kD H=79 kD Tetramérico SDS-PAGE, Western Blot KOFOD et al.,
Scophthalmus IgM 500-400 kD Dimérico 1994
maximus L=29 and 27
kD
97 kD and 57
kD are Unknow
proteins
(Secretory or
Complement-re
lated factor?)
Tilapia IgM 760 kD - - SDS-PAGE, Western Blot MOCHIDA et
Oreochromis al., 1994
niloticus
Carpa IgM 500-300 kD (egg) | H=75 kD - SDS-PAGE, Western Blot SUZUKI et al.,
Cyprinus carpio (serum) 1994
H= 68 kD (egg)
Atlantic salmon IgM - H=80 kD - SDS-PAGE, ELISA, PETTERSEN
Salmo salar WESTERN BLOTTING etal., 1995
Atlantic salmon 1gM - - - - MELINGEN et
Salmo salar al., 1995
Seabass Semelhante a 883 kD - - SDS-PAGE BOURMAUD
Dicentrarchus IgM etal., 1995
labrax
Seabass IgM 800 kD H=78 kD Tetramérico SDS-PAGE, Western Blot SCAPIGLIATI
Dicentrarchus etal., 1996
labrax L=27kD
Sturgeon IgM 850-870 kD H=73kD Tetramérico SDS-PAGE, Western Blot ADKISON et
Acipenser 170 kD Monomérico al., 1996
transmontanus 30 kD L=30-27 kD
Flounder IgM 720 kD H= 69 and 68 Tetramérico SDS-PAGE, Western Blot BANG et al.,
Paralichthys 540/360 kD kD Trimérico ou 1996
olivaceus 230 kD Dimérico
L=24 and 22
kD
L=26 and 22
kD
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https://paperpile.com/c/xA4Guo/rN2m
https://paperpile.com/c/xA4Guo/rN2m
https://paperpile.com/c/xA4Guo/hPFy
https://paperpile.com/c/xA4Guo/hPFy
https://paperpile.com/c/xA4Guo/mqCv
https://paperpile.com/c/xA4Guo/mqCv
https://paperpile.com/c/xA4Guo/oQJK
https://paperpile.com/c/xA4Guo/oQJK
https://paperpile.com/c/xA4Guo/yWUC
https://paperpile.com/c/xA4Guo/yWUC
https://paperpile.com/c/xA4Guo/8Kot
https://paperpile.com/c/xA4Guo/8Kot
https://paperpile.com/c/xA4Guo/Xo70
https://paperpile.com/c/xA4Guo/Xo70
https://paperpile.com/c/xA4Guo/qTqz
https://paperpile.com/c/xA4Guo/qTqz
https://paperpile.com/c/xA4Guo/KTpj
https://paperpile.com/c/xA4Guo/KTpj
https://paperpile.com/c/xA4Guo/gE8X
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/gE8X
https://paperpile.com/c/xA4Guo/ZP98
https://paperpile.com/c/xA4Guo/ZP98
https://paperpile.com/c/xA4Guo/ZrGT
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/ZrGT
https://paperpile.com/c/xA4Guo/SCZi
https://paperpile.com/c/xA4Guo/SCZi

Atlantic salmon IgM - H=72 kD - SDS-PAGE MAGNAD et
Salmo salar L=26,5kD al, 1996)
Rainbow trout Ig 200 kD H=78 kD - SDS-PAGE, Western Blot (SZALAI et
Oncohynchus 70 kD L=32,3kD al., 1996)
mykiss 40 kD L=27,5kD
Barramundi Ig 768 kD H=70kD Tetramérico SDS-PAGE, Sequenciamento | BRYANT et
Lates calcarifer 210 kD L=27kD Monomérico al., 1999
Oreochromis IgM 900 kD H=90 kD - SDS-PAGE RAJAVARTHI
mossambicus L=30kD Nl et al.,, 2000
Bluefin tuna Ig 845 kD H=71,2kD Tetramérico SDS-PAGE WATTS, et.
Thunnus maccoyii 778 kD H= 74,6 kD Monomérico al., 2001
castelnau 180 kD L=28 kD
168 kD L=29kD
Snapper Ig 880 kD H=71,8kD - SDS-PAGE MORRISON
Pagrus auratus 575 kD H= 67,7 kD and NOWAK,
250 kD L=30,2kD 2001
L=29kD
Brevoortia patronus | Semelhante a 850 kD H=76 kD - SDS-PAGE, Western Blot SHELBY et.
IgM L=27kD al., 2002
Barramundi Ig 929 kD H=86 Tetramérico SDS-PAGE, ELISA CROSBIE and
Lates calcarifer L=24kD NOWAK, 2002
blonch
Carp IgG 220 kD H=82kD - SDS-PAGE, ELISA CHOI et. al.,
Cyprinus carpio I. H=50kD 2002
L=25kD
Trematomus IgM 830 H=179 Tetramérico SDS-PAGE, PUCCI et. al.,
bernacchii 400 H=76 Dimérico IMUNOBLOTTING, ELISA | 2003
200 H=74 Monomérico
Trematomus
pennellii L=25
Trematomus
newnesi
Gymnodraco
acuticeps
Anarhichas minor
Flounder Ig - H=77 - SDS-PAGE, Western Blot BROMAGE et
Paralichthys H=72 al., 2004
olivaceus L=28
L=26
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https://paperpile.com/c/xA4Guo/QL2g
https://paperpile.com/c/xA4Guo/QL2g
https://paperpile.com/c/xA4Guo/tiDh
https://paperpile.com/c/xA4Guo/tiDh
https://paperpile.com/c/xA4Guo/xy6O
https://paperpile.com/c/xA4Guo/xy6O
https://paperpile.com/c/xA4Guo/GLxN
https://paperpile.com/c/xA4Guo/GLxN
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/GLxN
https://paperpile.com/c/xA4Guo/oF9M
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/oF9M
https://paperpile.com/c/xA4Guo/1eFp
https://paperpile.com/c/xA4Guo/1eFp
https://paperpile.com/c/xA4Guo/1eFp
https://paperpile.com/c/xA4Guo/78sq
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/78sq
https://paperpile.com/c/xA4Guo/iexz
https://paperpile.com/c/xA4Guo/iexz
https://paperpile.com/c/xA4Guo/YSsB
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/YSsB
https://paperpile.com/c/xA4Guo/D5zo
https://paperpile.com/c/xA4Guo/wU0z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/D5zo
https://paperpile.com/c/xA4Guo/D5zo
https://paperpile.com/c/xA4Guo/ktlJ
https://paperpile.com/c/xA4Guo/ktlJ

STRIPED BASS Ig Oreochromis H=95 Tetramérico SDS-PAGE BEELEN et
MORONE SAXATILIS mossambicus H=85 Trimérico al., 2004
H=75 Dimérico
BARRAMUNDI 800 L=25 Monomérico
LATES CALCARIFER 700
600
MOZAMBIQUE TILAPIA 400
OREOCHROMIS 200
MOSSAMBICUS
Lates calcarifer
NILE TILAPIA
OREOCHROMIS 800
NILOTICUS 600
500
400
ATLANTIC SALMON 200
SALMO SALAR
MORONE SAXATILIS
RAmNBOW TROUT
ONCORHYNCHUS 800
MYKISS 600
400
200
OREOCHROMIS
NILOTICUS
800
700
600
400
200
SALMO SALAR
800
600
500
400
200
Pseudoplatystoma Ig 780 H=70kD - SDS-PAGE, ELISA, JANG et al.,
corruscans L=27kD WESTERN BLOTTING 2004
Pseudoplatystoma
fasciatum (1.)
Gouper fish Ig - H=78 kD - SDS-PAGE SHIN et al.,
Epinephelus L=27kD 2006
coioides
Black rockfish Ig - H=70kD - SDS-PAGE NAKAMURA
Sebastes schlegeli L=25kD et al., 2006
higendorf
H (?)=97kD
L (?)=23kD
Neoditrema IgM 820 kD H=82kD - SDS-PAGE CHENG et al.,
ransonneti L=24kD WESTERN BLOTTING 2006
Cyprinus carpio 1. Ig - H=70kD - SDS-PAGE, ELISA, VESELY et al.,
L=25kD WESTERN BLOTTING 2006
Clarias gariepinus | Semelhante a 840 kD H= 74,8 kD Tetramérico SDS-PAGE RATHORE et
IgM 204 kD L=27,2kD Monomérico al., 2006
Cyprinus carpio Ig 820 kD H=73,7kD Tetramérico SDS-PAGE SOOD et al.,
198 kD L=25,3kD Monomérico 2007
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https://paperpile.com/c/xA4Guo/1tuX
https://paperpile.com/c/xA4Guo/1tuX
https://paperpile.com/c/xA4Guo/r5Ru
https://paperpile.com/c/xA4Guo/r5Ru
https://paperpile.com/c/xA4Guo/v6xD
https://paperpile.com/c/xA4Guo/v6xD
https://paperpile.com/c/xA4Guo/PWN5
https://paperpile.com/c/xA4Guo/PWN5
https://paperpile.com/c/xA4Guo/AT8Z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/AT8Z
https://paperpile.com/c/xA4Guo/RVhf
https://paperpile.com/c/xA4Guo/RVhf
https://paperpile.com/c/xA4Guo/TiZ2
https://paperpile.com/c/xA4Guo/TiZ2
https://paperpile.com/c/xA4Guo/7muV
https://paperpile.com/c/xA4Guo/7muV

Clarias gariepinus | Ig 840 kD H=74,8 kD - SDS-PAGE Ll et al., 2007
(burchell, 1822) L=272kD
Bloch Ig 820 kD H=70,4 kD Tetramérico SDS-PAGE SOOD et. al.,
Channa striatus 191 kD L=253kD Monomérico 2008
Barramundi Semelhante a 896 kD H=83 kD Tetramérico SDS-PAGE CHOUDHUR
Lates calcarifer IgM 860 kD L=27kD Dimérico Y and PANI,
420 kD Monomérico 2011
205 kD
Bloch Ig 896 H=72kD - SDS-PAGE, ELISA RAUTA et al.,
Channa striata L=27kD 2013
Olive barb IgM 879 H= 88 kD - SDS-PAGE, Western Blot DAS et al.,
Puntius sarana L=26 kD 2014
Silver catfish Semelhante a - H=75kD - SDS-PAGE, ELISA, KREUTZ et
rhamdia quelen IgM L=28kD WESTERN BLOTTING, al., 2016
DOT BLOT

Pacu IgM - H=72kD - SDS-PAGE, ELISA, FARIAS et al.,
Piaractus L=26 kD WESTERN BLOTTING 2018
mesopotamicus
Siberian sturgeons | Ig - H=70kD - SDS-PAGE YEKTASERE
Acipenser baerii L=27kD SHT et. al.,
Acipenser stellatus 2018

L=27,5kD

(BAERI

STELLATUS)
Clarias gariepinus | IgM 890 H=74,5 kD - SDS-PAGE, WESTERN VERMA et.
(burchell, 1822) L=30,5kD BLOTTING, DOT-BLOT al. 2018

L=29,5kD °
Striped catfish Ig 760 H=70kD Tetramérico SDS-PAGE, ELISA GALAGARZA
Pangasius L=25kD etal.,2019
hypophthalmus
Giant grouper Ig - H=80 - SDS-PAGE LL A.etal.,
Epinephelus H=40 2021
lanceolatus L=25

L=30
Indian major carp IgM 900 H=90 Tetramérico SDS-PAGE, ELISA, KHANDIGE et
Cirrhinus mrigal L=30 WESTERN BLOTTING al., 2022
Tilapia 1gM 850 H= 81 Tetramérico SDS-PAGE, ELISA DIAS et. al.,
Oreochromis L=40 2023
niloticus

Tabela 2. Classe de anticorpo purificado de diferentes espécies de peixes teleosteos; Ig=
Imunoglobulina. A massa molecular da(s) imunoglobulina(s) encontrada(s). A massa
molecular das imunoglobulinas ap6s o processo de reducdo das cadeias leves e pesadas. A
conformacdo da imunoglobulina relatada. Métodos de analises das purificagdes encontradas
nos estudos. E as referéncias dos trabalhos na ultima coluna.
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https://paperpile.com/c/xA4Guo/xM0p
https://paperpile.com/c/xA4Guo/AsPi
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https://paperpile.com/c/xA4Guo/1L5O
https://paperpile.com/c/xA4Guo/1L5O
https://paperpile.com/c/xA4Guo/lSiT
https://paperpile.com/c/xA4Guo/lSiT
https://paperpile.com/c/xA4Guo/5RsA
https://paperpile.com/c/xA4Guo/5RsA
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INTRODUCAO

A espécie Colossoma macropomum

O tambaqui (Colossoma macropomum), um peixe teledsteo de grande porte (até 1 m e
30 kg) e ampla distribuicdo na América do Sul, ¢ um dos representantes mais importantes da
ordem Characiformes. Essa ordem, exclusiva de ambientes de d4gua doce, apresenta sua maior
diversidade na regido Neotropical (NELSON et al., 2010; MALABARBA et al., 2014). O
tambaqui, especificamente, ¢ nativo das bacias Amazonica e Orinoco (GOULDING, 1980;
GOULDING & CARVALHO, 1982; NOVOA et al., 1984; NOVOA, 1990) e pode ser

encontrado também em outros paises como Cuba e Panama (REIS et al., 2003).

Devido ao seu tamanho e sabor, o tambaqui possui grande valor comercial, sendo a
espécie nativa mais cultivada em varios estados do Brasil como, Rondonia e Roraima (PEIXE
BR, 2024) desempenhando um papel crucial na economia de cidades como Manaus
(ARAUJO AND GOULDING, 1998). O potencial econdmico de consumo para as espécies
amazoOnicas regionais ¢ forte, somente em uma feira, o Feirdo do Pescado, em 2024, do
Governo do Estado, que ocorreu nos dias 27 a 29 de Margo de 2024, foram comercializadas
117 toneladas de peixes, movimentando 2,8 milhdes segundo a Agéncia de Desenvolvimento
Sustentavel do Amazonas (ADS). Interessante notar que, apesar de ser uma unica espécie, o
tambaqui recebe diversos nomes populares ao longo de sua distribuicdo geografica, como

cachama na Venezuela e pacu na Bolivia (REIS et al., 2003).
A relevancia economica da espécie para o Brasil

Hoje, a maior producao de tambaqui encontra-se na regido do Vale do Jamari (RO) e o
peixe nativo mais exportado ¢ o tambaqui, sendo 72% destinado ao Peru, gerando 798 mil
dolares em 2023. Um crescimento importante de 809% de 2022 a 2023 (PEIXE BR, 2024).
Em 2023, a produgdo de peixes no Brasil foi de 887.029 toneladas, um crescimento de 3,1%
se comparado a 2022, sendo o peixe mais cultivado no Brasil a tilapia, Oreochromis niloticus,
com 579.080 toneladas, representando 65,3% da produgdo nacional, € em seguida vem os
peixes nativos com 29,7% da producdo nacional (263.479 toneladas). Os maiores produtores
de peixes nativos, no Brasil, estdo na regido Norte, sendo Rondonia o maior produtor com
56.500 toneladas de peixes nativos, Mato Grosso em segundo lugar com 40.500 toneladas e o
Amazonas em quinto lugar com 20.500 toneladas. De 2014 a 2023 o setor no Brasil cresceu

53,25%, de 578.800 t para 887.029 t (PEIXE BR, 2024).

Proteina animal sustentavel
O aumento populacional projetado para as proximas décadas, com a populacao

mundial atingindo 9,1 bilhdes de pessoas em 2050 (SOARES, 2019), intensificara a demanda
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por alimentos, incluindo proteinas de origem animal. Essa crescente demanda, especialmente
em paises em desenvolvimento (SOARES, 2019), exige atengdo especial a producdo de
alimentos de forma sustentavel e segura. Nesse contexto, a piscicultura, ou aquicultura, surge
como uma alternativa promissora para suprir a necessidade global por proteina animal, com
menor impacto ambiental em comparagao a pecudria tradicional (FERREIRA et al., 2023).

A producdo aquicola global deve crescer 10% na proxima década, impulsionada
principalmente pela China (OECD; FAO, 2023). Esse aumento se dara, em grande parte, por
meio de ganhos de produtividade e avancos tecnoldgicos relacionados a planejamento
espacial, melhoramento genético, alimentagdo ¢ manejo de doengas (OECD; FAO, 2023).

As projecdes indicam que o consumo de pescado continuard a crescer, mas a um ritmo
mais lento do que na década anterior (OECD; FAO, 2023). A FAO estima que a producao
aquicola sera responsavel por quase dois tercos do fornecimento global de pescado até 2030
(FERREIRA et al., 2023), o que evidencia o papel fundamental da aquicultura na seguranca
alimentar global.

A sanidade animal na aquicultura ¢ um fator critico para o sucesso dessa atividade.
Assim como na pecudria, a intensificagdo da produg¢do aquicola aumenta o risco de
disseminagdo de doencas. Por exemplo, o aparecimento de Klebsiella pneumoniae na
producdo de tilapias no Sudeste do Brasil (Rio Parana, Sao Paulo) (VANECI-SILVA et al.,
2022). A Klebsiella pneumoniae encontrada foi alvo de pesquisas, pois esteve presente em um
surto que matou 90 mil peixes em 4 dias e € um importante vetor de genes de resisténcia a
antimicrobianos, o que acaba sendo um risco potencial para a saude publica (VANECI-SILVA
et al., 2022). Os autores sugerem a implementacao de sistemas de vigilancia sanitaria. Um dos
sistemas que tém a capacidade de auxiliar o produtor rural a separar o estoque infectado e
evitar a disseminacao da doencga na propriedade, minimizando perdas economicas, ¢ o teste de
diagnostico preciso e rapido conhecido como Imunoensaio de fluxo lateral (LFIA) (SHYAM
et al., 2022). Com um imunoensaio de fluxo lateral o diagnostico ndo necessitaria de mao de
obra qualificada como acontece nos métodos de diagndsticos convencionais de nivel
laboratorial. Exemplo de um Imunoensaio de fluxo lateral em desenvolvimento no Brasil para
a tilapia, ¢ o projeto de mestrado do Paulo Roberto de Oliveira, intitulado "Franciselose em
tildpia: desafios no diagndstico e perspectivas para a saude aqudtica no Brasil” com o
objetivo de detectar rapidamente a Francisella orientalis, causadora de grandes prejuizos na
tilapicultura brasileira, em parceria com o hub de inovacdo tecnoldgica AptaHub

(CANALRURAL, 2024).
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O primeiro passo para o desenvolvimento de um imunoensaio ¢ o entendimento sobre
para quais patdgenos o imunoensaio ajudard a prevenir surtos de doengas, qual a letalidade
dos surtos e a sua frequéncia. Para o Tambaqui uma revisdo sistemdtica sobre os agentes
patogénicos que o acometem foram relatados em uma revisdo sistematica de literatura
intitulada, Infectious agents and parasites that affect tambaqui (Colossoma macropomum)
and treatments used to control these pathogens: a systematic review, um passo importante
para o entendimento de quais patogenos foram relatados para a espécie Colossoma
macropomum (SOUSA et al. 2020).

A FAO destaca a necessidade de aprimorarmos as nossas praticas de manejo, investir
em tecnologias para prevencdo e controle de doengas e promover o uso responsavel de
antibioticos na aquicultura, visando garantir a sustentabilidade da producdo (FERREIRA et
al., 2023).

O investimento em pesquisa, inovagdo tecnoldgica e boas praticas de manejo serdo
muito importantes para o crescimento sustentavel da producdo aquicola brasileira, o que
contribuird para a seguranga alimentar e o desenvolvimento socioecondomico do pais.

As imunoglobulinas plasmaticas

As imunoglobulinas (anticorpos), principais componentes da imunidade humoral,
participam nas respostas imunes neutralizando os agentes patogénicos e sdo produzidas pelos

plasmoblastos e plasmocitos, que sao células B (ou linfocitos B) diferenciadas.

As classes e subclasses de imunoglobulinas podem variar nos vertebrados superiores.
Por exemplo, os humanos possuem cinco classes de imunoglobulinas: IgM, IgG, IgA, IgD e
IgE sendo que a IgA e a IgG apresentam subclasses como IgAl, IgA2, 1gGl, 1gG2, IgG3 e
IgG4, respectivamente. J4, nos peixes teledsteos, foram identificados os isotipos IgM, IgD e

IgT ou IgZ.

O mondmero de imunoglobulina ¢ constituido por duas cadeias pesadas e duas leves
unidas por ligagdes dissulfidicas. A IgM, a primeira a ser isolada, ¢ a imunoglobulina
funcionalmente mais conservada e presente em todos os vertebrados mandibulados
(Gnatostomados) (SECOMBES et al. 2012). Em salmonideos, ao analisar o plasma por
eletroforese nao redutora e desnaturante, foram identificados quatro isotipos de IgM: a
monomeérica (200 kDa), dimérica (400 kDa), trimérica (600 kDa) e tetramera (800 kDa)
(BROMAGE et al., 2004).

Essa diversidade estrutural da IgM pode estar relacionada com as suas fungdes

desempenhadas (KAATTARI et al., 1998; YONG-AN; PIN, 2002; SECOMBES et al., 2012).
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A IgM pode ser encontrada no plasma dos peixes em altas concentragdes e exercer a agdo de

receptores de reconhecimento de padroes (PRR) — por reconhecerem padroes moleculares

associados aos patogenos (PAMP) (MAGNADOTTIR et al., 2010; SECOMBES et al. 2012).

Os linfocitos B de peixes aparentam ter atividades fagociticas, contra particulas de
antigenos, indicando a possibilidade dessas células desempenharem diversas fung¢des, além de

produtoras de imunoglobulinas (LI et al. 2006; SECOMBES et al. 2012).

A segunda imunoglobulina a ser identificada foi a IgD no grupo de peixes com
nadadeiras (‘catfish’) (WILSON et al. 1997). A IgD esté presente como uma proteina integral
de membrana com massa molecular de 125 kDa e no soro com 370 ¢ 400 kDa. Quando a
imunoglobulina com massa molecular de 370 kDa, passa pelo processo de reducdo sao
originados cadeias pesadas com massa molecular de 165 kDa e cadeias leves com 25 kDa e
uma outra isoforma monomérica com 250 kDa sendo a cadeia pesada com 100 kDa e a leve

com 25 kDa (RAMIREZ-GOMEZ et al., 2012).

A IgT e a IgZ foram nomeadas diferentemente do convencional por terem sido
isoladas em truta (Oncorhynchus mykiss) e em zebrafish (Danio rerio) respectivamente.
Apesar, de ambas imunoglobulinas apresentarem homologia em quatro regides constantes
(HU; XIANG; SHAO, 2010), possuem aspectos gendmicos diferentes quanto a organizacao e
localizagao (DANILOVA et al., 2005; HU; XIANG; SHAO, 2010).

A IgT e a IgZ sdo expressas durante o desenvolvimento embriondrio (DANILOVA et
al., 2005; HU; XIANG; SHAO, 2010). Em peixes adultos a IgT ¢ expressada em varios
tecidos e a IgZ ¢ limitada ao tecido linféide primério (HU; XIANG; SHAO, 2010). A IgT ¢
uma classe primitiva de imunoglobulina especializada na imunidade de mucosa, apresentando
as massas moleculares de 180 kDa com cadeias pesadas de 75 kDa e leves de 25 kDa

(ZHANG et al., 2010).

Na literatura cientifica podem ser encontradas informagdes sobre imunoglobulinas
i1soladas e caracterizadas de peixes teledsteis ndo nativos do Brasil. No entanto, o isolamento e
a caracterizagdo das imunoglobulinas sdo passos importantes para o desenvolvimento de
ferramentas como as anti-imunoglobulinas usadas nos imunodiagndsticos, como em

Imunoensaios ja desenvolvidos para outros peixes (SHYAM et al., 2022).
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REFERENCIAL TEORICO

O referencial tedrico deste projeto foi desenvolvido com os dados de isolamentos e
purificacdes de imunoglobulinas séricas de peixes teledsteos da revisao de literatura, com
abrangéncia do ano de 1963 a 2024. A revisdo de literatura ¢ o Capitulo 1 desta tese de

doutorado.
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JUSTIFICATIVA

A elucidagao da estrutura e funcdo das imunoglobulinas séricas em Colossoma
macropomum (tambaqui) constituird um avango para as estratégias de saude e manejo na
piscicultura. A caracterizagdo das imunoglobulinas, essenciais para a resposta imune humoral,
permitirdo a identificagdo de novos biomarcadores e o desenvolvimento de novas ferramentas

diagnosticas e profilaticas.

A aquicultura intensiva, embora fundamental para a seguranca alimentar global, acaba
expondo os peixes a uma série de patdgenos ambientais quando em altas densidades de
estocagem, podendo resultar em perdas econdmicas substanciais. A compreensao da resposta
imune do tambaqui frente a esses agentes infecciosos ¢, portanto, muito importante para a
economia regional. Ao elucidarmos os mecanismos moleculares subjacentes a interagao
antigeno-anticorpo no tambaqui, poderemos projetar ferramentas de estudos histopatologicos
importantes para a elucidacdo das interagdes dos patogenos com o sistema imune dessa

espécie de peixe.

Além das implicagdes para a producdo aquicola, o estudo contribuird para o campo da
imunologia comparada. A comparagdo das imunoglobulinas do tambaqui com as de outros
teledsteos podera revelar novas percepgdes sobre a evolugdo do sistema imune adaptativo e os

Seus mecanismos.

Em conclusado, a caracterizacdo das imunoglobulinas do tambaqui representa um passo
fundamental para a promog¢do da satde e do bem-estar dos peixes, além de contribuir para o
avanco do conhecimento cientifico na area da Imunologia. Os resultados obtidos poderdo ser
aplicados tanto na aquicultura, como no desenvolvimento de ferramentas para a elucidagdo
das doencas na pesquisa basica, o que consequentemente podera abrir novos horizontes para a

pesquisa aplicada.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar os diferentes métodos de isolamento de proteinas para a purificagao de

imunoglobulinas.

Objetivos Especificos
A. Isolar as imunoglobulinas séricas com 4acido caprilico, sulfato de amodnio e acido
caprilico mais sulfato de amonio;
B. Purificar as proteinas em colunas de afinidade;
C. Avaliar a metodologia de isolamento das imunoglobulinas em colunas de afinidade de
proteinas A e G;
D. Avaliar a metodologia de isolamento das imunoglobulinas em colunas de

cromatografia de exclusao molecular.
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MATERIAL E METODOS

Tipo de Estudo
Trata-se de estudo descritivo e retrospectivo, a fim de descrever as imunoglobulinas

presentes na corrente sanguinea do Colossoma macropomum.

E ¢ uma continuacdo do projeto de mestrado intitulado “Desenvolvimento de uma
startup e de ferramentas para diagndsticos de doencas endémicas de tambaqui (Colossoma

macropomum)’.

O estudo obteve amostras de plasma de Tambaqui cedidas por piscicultores e por
projeto em desenvolvimento na EMBRAPA Amazdnia Ocidental com aprovagdo pelo Comité

de Etica no Uso de Animais de n.04/2022.

Local do Estudo
O estudo foi desenvolvido no laboratério de Imunoquimica, no Departamento de
Parasitologia, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal do Amazonas

(UFAM) e na Fundagao Ezequiel Dias em Minas Gerais.

A obtencdo do plasma de Tambaqui, o isolamento inicial com acido caprilico e sulfato
de amonia foram desenvolvidos no Amazonas e a purificacdo em colunas de afinidade e
exclusao foram todas realizadas Belo Horizonte, Minas Gerais, na Diretoria de Pesquisa e
Desenvolvimento da Fundacdao Ezequiel Dias sob a orientagdo da Professora Doutora

Consuelo Latorre Fortes Dias e auxilio da pesquisadora Paula Ladeira Ortolani.

Populaciao do Estudo
A populacdo do estudo foi composta de Tambaquis com média de peso de

aproximadamente 500 a 2000 gramas.

Amostragem

A amostragem foi ndo probabilistica: buscou-se obter o maior niimero possivel de
amostras de soro de Tambaqui. A obten¢do das amostras dependeu da viabilidade dos
colaboradores de laboratério e dos piscicultores estarem dispostos a doarem o plasma

gratuitamente.

Critérios de Elegibilidade

Critérios de inclusdo: Tambaquis saudaveis.
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Critérios de exclusdo: Tambaquis que ndo passaram por uma coleta de sangue ha duas

semanas desde a coleta anterior.

Procedimentos de coleta de plasma de Tambaqui

Os peixes foram anestesiados com Eugenol 10% (1ml/L) em seguida os tambaquis
foram colocados em uma mesa, e com uma seringa de SmL com a agulha heparinizada foram
retirados os volumes de sangue e armazenados em frascos de microtubos e em seguida foi
realizado dois pools em até dois tubos falcon de 15 mL ou 50 mL a depender da

disponibilidade de peixes e quantidade de plasma obtido na coleta.

Purificacdo das imunoglobulinas com Acido Caprilico

A purificacdo das imunoglobulinas presentes no plasma de tambaqui foi realizada
pelo método descrito por Steinbuch e Aundran (1969) e modificado por Dos- Santos e
colaboradores (1989) e por DE VASCONCELLOS DIAS et al., (2015). Trés tubos contendo
10 mL/tubo de plasma foram utilizados e os pH das amostras foram ajustados de 6 para 5,0,
com o acido acético 0,1 M. Apds aferidos os pH, nas amostras foram adicionados, gota a gota,
o 4cido caprilico (Merck, Darmstadt) na concentracdo final de 8,7 %, sob agitacdo com a
barra de agitagdo magnética por 30 minutos em um Béquer, a temperatura ambiente com a
finalidade de precipitar todas as proteinas ¢ manter as imunoglobulinas na fase liquida

(sobrenadantes).

Purificacio das imunoglobulinas com sulfato de amonio

Volumes iguais de plasma e Sulfato de Amonio saturado liquido filtrado pH7 sdo
adicionados lentamente por gotejamento em um frasco de vidro, béquer, fora da geladeira.
Apos o gotejamento, o recipiente foi armazenado na geladeira sob agitagao por 15 horas. Em
seguida a amostra foi transferida para tubos cOnicos cuja finalidade sera a centrifugacdo a
3000 RPM. O liquido sobrenadante foi desprezado. Adicionou-se PBS 1X com volume de
10% ou 50% do volume inicial da amostra e a parte solida foi ressuspendida e

homogeneizada. As purificagdes foram baseadas na referéncia (LI et al. 2007).

Dialise pos purificacio com acido caprilico e ou sulfato de amonio

O saco de dialise foi hidratado com agua destilada por 10 minutos ¢ em seguida a
amostra de soro purificada ressuspendida foi adicionada ao saco. A amostra foi dialisada em
temperatura de 10°C e a cada 4 horas e a solu¢do de diélise foi trocada. Ao final do processo a

amostra fica praticamente transparente.
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Liofilizacio

Como procedimento as amostras de plasma de Tambaqui apds os processos de
purificacdo e didlise, foram congeladas em -20° C e enviadas para o Laboratorio de
Cromatografia e Espectrometria de Massas da UFAM para liofilizagdo (modelo Alpha 1-2 LD
Plus (Christ), para manter as caracteristicas bioquimicas durante o transporte. Apos a

liofizagdo as amostras eram enviadas para Belo Horizonte, via Correios (Sedex) para a

Fundacao Ezequiel Dias (FUNED).
Cromatografia molecular de exclusio

Superdex 200

Superdex 200 HR 10/300 GL (GE HealthCare Bioscience AB, Upsalla, Sweden). A
corrida foi feita em HPLC Akta Purifier 10 (GE HealthCare Bioscience AB, Upsalla,
Sweden), mantido em sala condicionada (25 °C). A coluna foi previamente calibrada com 7
proteinas de massa molecular conhecida, em volume de 200 pl: Blue dextran (2000 kDa),
thyreoglobulin (669 kDa), ferritin (440 kDa), catalase (230 kDa), aldolase (158 kDa),
ovoalbumin (43 kDa) e RNAse (13.7 kDa). Utilizou-se tanto uma mistura desses padroes
quanto as proteinas individualmente, de forma a certificar dos volumes de retengdo de cada

uma. O tampao de elui¢cdo foi1 TRIS 0.1 M pH 8.0, sob fluxo de 0,5 ml/min.

O plasma liofilizado foi reconstituido ao seu volume original com H,0 gelada. Apds
microcentrifugacdo a 14,000rpm sob refrigeracdo, a amostra foi mantida em banho de gelo até

sua aplicacdo na coluna cromatografica.

Sephacryl s200

Para o fracionamento de maior volume de plasma, foram utilizadas duas colunas de
vidro ligadas em série (d=1.6 cm, h=100 cm, com cerca de 180 cm 3 cada, vol total 360 cm 3)
contendo Sephacryl S200 (GE HealthCare Bioscience AB, Upsalla, Sweden). As massas
moleculares dos componentes eluidos dessa coluna foram estimadas por comparagdo com o0s

volumes de retencao da coluna Superdex 200 calibrada.

Tanto a corrida quanto a coleta de fragcdes (3 ml/fracdo) foram feitas sob refrigera¢do
em geladeira, com tampao de elui¢gdo TRIS 0.1 M pH 8.0, sob fluxo de 30 ml/h. O volume de

amostra aplicada ndo ultrapassou 2% do volume total da coluna.
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Superose 6

Amostras processadas em Sephacryl S200 foram aplicadas em coluna Superose 6 HR

10/30 acoplada ao Akta Purifier 10 (GE HealthCare Bioscience AB, Upsalla, Sweden).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a inexisténcia de estudos prévios sobre o isolamento de imunoglobulinas
séricas de Tambaqui, buscamos estudos sobre este tema em outras espécies de peixes
teledsteos na literatura cientifica. Mais detalhes, sobre os artigos disponiveis de isolamento de

imunoglobulinas de peixes teledsteos, na revisao de literatura (vide capitulo I).

Nas tabelas abaixo podemos visualizar as colunas mais frequentemente usadas no

isolamento de imunoglobulinas de peixes teledsteos encontrados na revisdo de literatura:

COLUNAS USOS EM ARTIGOS COLUNAS USOS EM ARTIGOS COLUNAS USOS EM ARTIGOS
CIENTIFICOS CIENTIFICOS CIENTIFICOS
SEPHADEX G200 14 PROTEINA A 12 DEAE (CELULOSE; 4
, _ SEPHAROSE CL 6B;
SEPHAROSE 6 BSA-CL AGAROSE 4 TOYO PEARL 65
08)

SEPHACRYL S300
SUPEROSE 6

MBP SEPHAROSE
BSA SEPHAROSE

2

4B Tabela 5. Colunas de Troca idnica.

AGAROSE A-5M 1

SEPHACRYL S200

SEPHAROSE 4B
ECONOPAC IG 1

w & B2 B2 O O

SEPHACRYL S400

IGG SEPHAROSE 1
LKB ULTRAGEL 1

ACA 34 COLUNAS USOS EM ARTIGOS
: CIENTIFICOS

BIOPREP ) Tabela 4. Colunas de Afinidade. -

SE-1000/17 COLUNA CM 1

Tabela 3. Colunas de Exclusdo
molecular.

Dentre as colunas de proteina de afinidade usadas para o isolamento de
imunoglobulinas, temos a coluna de proteina de afinidade do tipo A devido a sua afinidade
para imunoglobulinas de vérias espécies. Essa coluna ja foi usada na purificacdo de
imunoglobulinas de Truta arco iris, Ancorhynchus mykiss, (ESTEVEZ et al., 1993), de Sea
bass, Dicentrarchus labrax, (SCAPIGLIATI et al., 1996), de Snaper, Pagrus auratus,
(MORRISON AND NOWAK, 2001) de Barramundi, Lates calcarifer Bloch, (CROSBIC
AND NOWAK, 2002), de Black rockfish, Sebastes schlegeli Higendorf, (SHIN et al., 2006)
de Grouper, Epinephelus coioides, (CHENG et al., 2006), de African catfish, Clarias
gariepinus, (VERMA et al., 2018) e de Giant grouper, Epinephelus lanceolatus, (LI et al.,
2021) e na dissertagio de mestrado (SOUSA, 2019) usamos a purificagio com o Acido
caprilico e a coluna de proteina G de bancada e obtivemos alguns resultados preliminares a
serem posteriormente analisados no doutorado com o plasma de Tambaqui, por isso,
comecamos as analises com o plasma de Tambaqui pés Acido Caprilico pH5 (AC), nas

colunas de afinidade do tipo A ¢ G.

Tabela 6. Coluna de Troca Catidnica.
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Ambas as colunas A (Fig 1) e G (Fig 2) obtiveram baixa resolugdo com picos sem

defini¢do, em seguida testamos aumentar o volume da amostra de soro e passamos na coluna

de proteina G e o resultado foram picos pequenos sem definigdo.

Proteina A soro pos caprilico desalinizado em NAP25 001
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Fig 1. Perfil cromatografico de amostra de plasma de tambaqui AC em coluna de afinidade de
Proteina A.
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Perfil cromatografico de ppt cam acida caprifico de saro de tambagqui em
Pratema G agarose convencional,

Amostra - 1 mldil 1:5 com tampia fosfates pH 7.0. A seta aporta para a troca
de tampao para giicina 0.1 M pH 8.0. Coleta 1 mWfracao,

Fig 2. Perfil cromatografico de amostra de plasma de tambaqui AC em coluna de afinidade de
Proteina G.
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Os picos obtidos nas colunas de afinidade A e G foram passados na coluna C4 de
fase reversa e dessalinizadora (Fig 3) a fim de podermos passar as amostras na Espectrometria

de massa, porém os resultados da Espectrometria de massas foi inconclusivo (dados nao

mostrados).
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Fig 3. Perfil cromatografico de amostra de plasma de tambaqui AC em coluna de fase reversa
C4.
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Fig 4. Perfil cromatografico de amostra de plasma de tambaqui AC em coluna de fase reversa
Cs.



Outro teste conduzido foi passar a amostra de Soro pés Acido Caprilico pHS na
coluna de dessalinizacdo NAP (coluna com troca de tampdes de base aquosa) e aplicarmos o
eluato na coluna de proteina A. Obtivemos picos pequenos ¢ irregulares. A seguir a amostra
passou na coluna C8 (Fig 4) para testarmos outra coluna de dessalinizacdo de mesma
finalidade que a C4. Porém, estdvamos verificando se os resultados poderiam estar
relacionados a problemas com a coluna C4. Apos passar a amostra na coluna C8, enviamos

para a Espectrometria e os resultados foram os mesmos da coluna C4, inconclusivos.

Achamos que as colunas de afinidade ndo estavam dando resultados satisfatorios, por
isso, decidimos rever o nosso processo de isolamento e purificagdo do Plasma de Tambaqui.
Dessa maneira partimos para uma fase, mais exploratoria, onde buscamos comparar os

resultados de purificacdo do plasma e colunas de exclusao molecular.

O principal objetivo da fase exploratdria, foi analisar como o Plasma de Tambaqui, se
comportaria nas colunas de exclusdo molecular: Superdex 200 HR10/30 (coluna analitica),
Sephacryl S200 (coluna preparativa), Sephacryl S400 ¢ Superose 6 HR10/30, tendo em

vista que as colunas de afinidade nao nos deram bons resultados (picos de boa resolucao).

As escolhas das colunas de exclusdo molecular também foram baseadas na literatura
cientifica. A coluna de exclusdo molecular Sephacryl S200, ja foi usada para purificar
imunoglobulinas de Pacific hagfish, Eptatretus stoutii, (RAISON et al, 1978), de Pike, Esox
Lucius, (CLERX et al., 1980) de Salmao do Atlantico, Salmo Salar, (SIGVE HAVARSTEIN
et al., 1988), de Truta arcoiris, Ancorhynchus mykiss, (SZALAI et al., 1996) e de Giant
grouper, Epinephelus lanceolatus, (LI et al., 2021).

A coluna Sephacryl S400 ja foi usada em Cod, Gadus morhua, (PILSTROM AND
PETERSSON, 1991) em Turbot, Scophthalmus maximus, (KOFOD et al., 1994) e Gulf
Menhaden, Brevoortia patronus, (SHELBY et al., 2002).

E a coluna Superose 6 ja foi usada para purificar imunoglobulinas de Salmao do
Atlantico, Salmo Salar, (SIGVE HAVARSTEIN et al., 1988) (PETTERSEN ef al., 1995) e de
Seabass, Dicentrarchus labrax, ( BOURMAUD et al., 1995).
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Para o comeco da fase exploratoria nas colunas de exclusdao, foram analisados e
selecionados trés métodos de isolamento de imunoglobulinas, a fim de compararmos os
plasmas com os trés métodos de purificagdo. Purificamos os plasmas de Tambaqui com trés
métodos de purificagido: Acido Caprilico em pHS5, Sulfato de Amonio e Acido Caprilico mais
Sulfato de Amonio. Em seguida, passamos as amostras na coluna Superdex 200 HR10/30

(coluna analitica).

A amostra purificada com Acido Caprilico (Fig 5) em comparagdo com Sulfato de
Amonio (Fig 6) obtiveram resultados diferentes e possivelmente o termo correto seja
complementares (Fig 7) pois os picos da amostra pos Acido Caprilico mostraram proteinas

com predominancia de baixa massa molecular e um pico de alta massa molecular (Fig 5).

2000
669
440
230
158

mAU

Fig 5. Perfil cromatografico de amostra de plasma de tambaqui AC em Superdex 200
HR10/30. Volume total da coluna 24 ml. Fluxo 0.5 ml/min. Tampao Tris 0.1 M pH 8.0. As
linhas continuas em vermelho mostram os volumes de eluicdo corrigidos (pela curva de

regressao) das proteinas padrdo e as respectivas massas moleculares ( em KDa).
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Fig 6. Perfil cromatografico de amostra de plasma de Colossoma macropomum SAS em
Superdex 200 HR10/30. Volume total da coluna 24 ml. Fluxo 0.5 ml/min. Tampao Tris 0.1 M
pH 8.0. As linhas continuas em vermelho mostram os volumes de elui¢cdo corrigidos (pela

curva de regressao) das proteinas padrdo e as respectivas massas moleculares (em KDa).

Mais dados interessantes foram obtidos nas figuras 5 e 6. Na figura 5 o pico de maior
massa molecular tem proteinas que variam de 158 a 48 kD em massa molecular. Em alguns
peixes teledsteos, imunoglobulinas de conformacdo monomérica de massa molecular
semelhante, j4 foram isoladas, sdo eles: Eptatretus Burgeri, com massa 160-150 kD e
160-90kD (KOBAYASHI, et al., 1985); Oncorhynchus keta, com massa 150 kD (FUDA et
al., 1992); Perca fluviatilis, com massa 150 kD (WHITTNGTON, 1993); Acipenser
transmontanus, com massa 170 kD (ADKISON et al. 1996); Thunnus Maccoyii, com 168 kD
(WATTS et al., 2001).

Na Fig 6 os trés picos também apresentaram uma variacdo de massas moleculares
(pico 1, 2000-665kD; pico 2, 669-230, pico 3, 158-43) semelhantes a varias conformagdes
(pentamérica, tetrdmera, trimérica, dimérica e monomérica) de imunoglobulinas encontradas
em outras espécies de peixes teledsteos como em Oncohynchus keta, com massas de 730 kD,
560 kD, 494 kD, 360 kD, 190 kD, 150 kD (FUDA et al., 1992; KOBAYASHI et al., 1982);
Ictalurus nebulosus, com massas de 600 e 584 kD (ISBELL AND PAULEY, 1983); Rainbow
trout, com massas de 900 kD, 700 kD, 540 kD, 360 kD, 180 kD e 160 kD (ESTEVEZ et al.,
1993; SANCHEZ AND DOMINGUEZ, 1991); Oreochromis mossambicus com massa de 900
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kD (RAJAVARTHINI et al., 2000); Cirrhinus mrigal com massa de 900 kD (KHANDIGE et
al., 2022) e Oreochromis niloticus com massa de 850 kD (DIAS et al., 2023).

Fig 7. Superposicdo de perfis cromatograficos de amostras de plasma de Colossoma
macropomum SAS e AC recém reconstituidas em Superdex 200 HR10/30. Vermelho -
amostra AC; azul - amostra SAS. Volume total da coluna 24 ml. Fluxo 0.5 ml/min. Tampao

Tris 0.1 M pH 8.0.

J& a amostra purificada com o Sulfato de Amdnio, apresentou picos de proteinas de
apenas altas massas moleculares (Fig 6) e a amostra que passou pelo isolamento com Acido
Caprilico e Sulfato de Amdnio nao apresentou resultados satisfatorios, tendo em vista que os
picos foram de baixa resolugdo e sem uma predominancia por proteinas de alta massa e baixa

massa molecular (Fig 8), como acontece em comparagao as figuras 5 e 6.

2000

669
440
230
158
13.7

Superdex 200 10300GL 005
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Fig 8. Perfil cromatografico de amostra de plasma de Colossoma macropmum purificada com
SAS e AC, em Superdex 200 HR10/30. Volume total da coluna 24 ml. Fluxo 0.5 ml/min.
Tampao Tris 0.1 M pH 8.0. As linhas continuas em vermelho mostram os volumes de elui¢ao
corrigidos (pela curva de regressiao) das proteinas padrdo e as respectivas massas moleculares

(em KDa).

A fim de obtermos melhores resolugdes dos picos obtidos em nossos resultados
atuais (Fig 5, 6 e 8) e podermos aplicar uma maior quantidade de amostra do que na coluna
analitica Superdex 200 HR10/30 seguimos com as amostras na coluna preparativa Sephacryl

S200, utilizando duas colunas ligadas em série.
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Fig 9. Perfil cromatografico de amostra de plasma de Colossoma macropomum AC em
Sephacryl S200. Duas colunas em série com volume total de 360 cm?®. Tampao TRIS 0.1 M
pH 8.0. Fluxo 12 ml/h. Os volumes de eluicdo estdo aproximados devido a variagdo no

volume das fragdes (entre 2.5 e 3 ml).
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Fig 10. Perfil cromatografico de amostra de plasma de Colossoma macropomum SAS+AC em

Sephacryl 200 HR10/30. Duas colunas em série com volume total de 360 cm?. Tampao TRIS
0.1 M pH 8.0.

A amostra pés Acido Caprilico pH5 obteve trés picos de boa resolugio (Fig 9) ¢ a
amostra Acido Caprilico mais sulfato de aménio dois picos de baixa resolugdo (Fig 10). A
amostra pés Sulfato de Amoénio foi passada na coluna Sephacryl S400 e nao na Sephacryl
S200 como nas outras purificagdes, pois os picos obtidos anteriormente com o Sulfato de
Amonio foram de alta massa molecular e a Sephacryl S200 ¢ similar em resolugdo a
Superdex 200 HR10/30, o que poderia acabar nos dando a mesma resolu¢do e uso de
amostra. O resultado foi uma pior resolugdo tendo em vista que os trés picos obtidos

anteriormente se uniram em um so pico (Fig 11).
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Fig 11. Perfil cromatografico de amostra de plasma de Colossoma macropomum SAS em
Sephacryl 400. Dimensdes da coluna d=1.6 cm, h=100 cm, vol cerca de 180 ¢cm®. Tampao

TRIS 0.1 M pH 8.0. Fluxo 12 ml/h. B.

Em seguida os picos das amostras pos Acido Caprilico e pos Acido Caprilico mais
sulfato de Amonio foram passados na coluna de exclusdao molecular Superose 6 HR10/30.
Como resultado a amostra pos Acido Caprilico obteve um resultado de alta resolugao (Fig 12)
semelhante ao encontrado no artigo de Nakamura e colaboradores (2006) de isolamento de
imunoglobulina de ovéario da espécie de teledsteo, Neoditrema ransonneti (NAKAMURA et
al., 2006) (Fig 13). O resultado da amostra pos Acido Caprilico mais Sulfato de Aménio foi
de baixa resolucdo e ndo conclusivo para uma proteina especifica (Fig 14). E a amostra de

Sulfato de Amonio ainda ndo foi testada na coluna de exclusdo Superose 6 HR10/30.
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Superose 6 Amostra F 3 vezes concentrada 001

Fig 12. Perfil cromatografico de P1 da Sephacryl S200, de plasma previamente processado
com AC, em Superose 6. Tampao 0.1 M TRIS pH 8.0. Fluxo 0.5 ml/min.

Sepharose 6 soro 200ul 001

P2

Fig 14. Perfil cromatografico de P1 da Sephacryl S200 eluida de plasma de Colossoma
macropomum processado com SAS+AC. Tampao 0.1 M TRIS pH 8.0. Fluxo 0.5 ml/min.
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Fig 15. Resumo de todos os resultados cromatograficos obtidos com as colunas de exclusao
molecular deste capitulo de tese. Superose 6 mostra os perfis mais purificados, porém nao
conclusivos para anticorpos ainda. S30 necessarios novos experimentos para continuar o

delineamento experimental.

CONCLUSOES

e (O tambaqui apresentou diferencas nos processos de purificagdo das imunoglobulinas
séricas.

e A purificagio do plasma de Tambaqui com o Acido Caprilico tende a isolar proteinas de
altas e baixas massas moleculares.

e A purificagdo do plasma de Tambaqui com o Sulfato de Amoénio tende a isolar proteinas
de altas massas moleculares.

e Apesar dos perfis de purificagio de Acido Caprilico e Sulfato de Aménio serem
complementares em relagdo as massas das proteinas isoladas, a realizacdo de ambos os
processos de purificagdo em uma mesma amostra de plasma ndo resulta em um
isolamento com boa resolucdo nos picos cromatograficos, o que o torna um processo de
purificagdo ndo recomendavel.

e A hemodlise do soro do Tambaqui apds a coleta no peixe afeta o perfil de proteinas
purificadas, demonstrando que a hemdlise ndo ¢ recomendada no momento de coleta de

sangue.
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e A melhor padronizacao de purificagdo para as imunoglobulinas do tambaqui até esse
estudo é, Acido caprilico pH5 + coluna Superdex 200 + Sephacryl 200 + Superose 6.

e O resultado obtido na coluna de exclusdo molecular Superose 6 foi um pico de alta
resolugdo cuja analise em gel nativo com redugdo necessita ser padronizada para
averiguarmos se sua composi¢ao corresponde a IgM de alta massa molecular semelhante

a encontrada na literatura cientifica em outros peixes teledsteos.
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