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RESUMO

A BGBP é uma lipoglicoproteina plasméatica envolvida tanto no transporte de
lipideos quanto no sistema imune de crustaceos, reconhecendo
especificamente B-1,3-glicanas da parede celular de fungos. A ligacéo do
complexo BGBP-glicanas na superficie das células imunocompetentes
(hemdécitos) promove a adesdo celular e a exocitose de moléculas
imunolégicas, como as do sistema pro-fenoloxidase (proPO), que é um
importante mecanismo de defesa em crustaceos. O objetivo desse estudo foi
purificar e caracterizar a BGBP dos camarfes nativos Farfantepenaeus
paulensis e Litopenaeus schmitti, bem como avaliar a sua participa¢ao sobre
a ativacdo do sistema proPO e a sua capacidade aglutinante. A BGBP foi
purificada a partir do plasma através de precipitacdo por baixa forca idnica
seguida por cromatografia de troca anidnica. A fracao purificada de BGBP foi
eluida com NaCl 0,22 M e identificada por western blotting como uma
proteina monomérica de aproximadamente 100 kDa, reconhecida pelo anti-
BGBP policlonal de L. vannamei. A identidade da BGBP foi ainda confirmada
por espectrometria de massa, mostrando que os residuos idénticos da BGBP
dos camardes nativos cobriram 10% e 16%, respectivamente, da sequéncia
da BGBP de L. vannamei, demonstrando assim uma homologia relativa entre
a BGBP desses trés peneideos. A BGBP complexada a laminarina induziu
um aumento de 3 vezes na atividade especifica da PO (395,56+8,89 e
422,22+11,56 U/min/mg em F. paulenis e L. schmitti, respectivamente) em
relacdo a laminarina (148,44+26,67 e 113,33+30,89 U/min/mg) ou BGBP
isoladas (129,78+4,44 e 171,11+3,11 U/min/mg). No entanto, nenhuma
atividade serino-proteasica foi encontrada associada a essa ativacdo, néo
possibilitando a compreensdo do mecanismo pelo qual o complexo BGBP-
laminarina aumentou a ativacao do sistema proPO nesses animais. A BGBP
mostrou-se ainda capaz de aglutinar in vitro células de levedura,
demonstrando a sua especificidade por -1,3-glicanas e sugerindo tratar-se
de uma molécula bivalente com, no minimo, dois sitios de reconhecimento-
padrdo. Os resultados obtidos nesse estudo demonstram a relevante
participacdo da molécula no sistema imune desses camardes e representam
uma contribuicdo para um maior conhecimento do sistema imune dos
camardes marinhos nativos.

Palavras-chave: sistema imune; crustaceos; Farfantepenaeus paulensis;
Litopenaeus schmitti; proteinas de reconhecimento- padrdo (PRPs); proteina
gue se liga a B-1,3-glicanas (BGBP); sistema pré-fenoloxidase (proPO);

aglutinacao de leveduras.
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1. INTRODUCAO

Os crustaceos constituem um grupo zoolégico antigo e bem sucedido,
composto por mais de 42.000 espécies, sendo a maioria aquética. Dentre eles,
destacam-se os representantes da Ordem Decapoda, como as lagostas, lagostins,
caranguejos, siris e camardes, cujo interesse particular estd na alimentacdo humana
(BARRACCO et al., 2008).

A pesca indiscriminada vem ameacando a manutencdo dos estoques naturais
de crustaceos a nivel mundial. Dessa forma, o cultivo desses animais em cativeiro
representa uma alternativa para preservar essas populagdes, assim como para
fomentar o seu consumo para a alimentacdo humana. O cultivo de camardes
marinhos tem merecido especial destaque ndo somente por sua importancia
econdmica, mas também por sua contribuicdo a conservacao dos estoques naturais
de camardes, atualmente comprometidos pela pesca indiscriminada e destruicao
dos ecossistemas aquaticos.

Nas regifes brasileiras de clima subtropical, como o Sul e Sudeste, duas
espécies nativas apresentam potencial para cultivo. o camardo rosa
Farfantepenaeus paulensis e o branco Litopenaeus schmitti. Essas espécies
destacam-se por apresentarem melhor adaptacdo as condi¢des de cativeiro no Sul e
Sudeste brasileiro, onde a temperatura pode cair abaixo do nivel 6timo suportado
pela maioria das espécies de camardes (HENNIG; ANDREATTA, 1998).

O camardo rosa F. paulensis (PEREZ-FARFANTE; KENSLE, 1997) foi
cultivado nas regifes Sul e Sudeste do pais por cerca de 20 anos, porém, apesar
dos promissores resultados obtidos na reproducdo desses animais em cativeiro, a
atividade em escala comercial ndo se mostrou competitiva e foi abandonada no final
da década de 90 (R. E. ANDREATTA, comunicacdo pessoal). Em relacdo ao
camardo branco L. schmitti (PEREZ-FARFANTE; KENSLE, 1997), as tentativas de
cultivo no Brasil ocorreram nas décadas de 80 e 90, no entanto, a sua producédo em
escala comercial também ndo se mostrou competitiva e a pratica foi abandonada.
Em Cuba, no entanto, essa espécie foi amplamente cultivada em escala comercial,
em funcdo do desenvolvimento da tecnologia de cultivo voltada para a espécie
(JAIME; GALINDO, 2006).

A producédo de camardes marinhos em escala comercial requer a intensificacao

dos sistemas de cultivo, necessitando maiores investimentos e cuidados no manejo.



As restricbes mais frequentemente observadas em relagdo a essa préatica séo de
ordem ambiental (degradacdo do ambiente e agua impropria), nutricional e sanitaria
(KAUTSKY et al., 2000). Atualmente, as doencas infecciosas, em especial as
viroses, sdo consideradas o principal problema potencialmente devastador dos
cultivos e responsavel pelo refreamento na evolugcdo da atividade a nivel mundial
(ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008).

Os animais em cativeiro, ndo raro, sdo acometidos por enfermidades que
dizimam populacdes inteiras, causando prejuizos econdmicos e sociais, como 0
desemprego no setor. A exemplo disso tem-se o0 recente episddio ocorrido no
Estado de Santa Catarina, onde o virus da sindrome da mancha branca (WSSV; do
inglés, white spot syndrome virus) dizimou no ano de 2005 cerca de 75% do cultivo
do camardo exotico Litopenaeus vannamei (WINCLKER DA COSTA, 2006). No
Nordeste brasileiro, onde se concentra 95% da producdo nacional, o virus da
necrose muscular (IMNV; do inglés, infectious myonecrosis virus) também causou
SEérios prejuizos e incertezas sobre o futuro da atividade (NUNES et al., 2004).

Os crustaceos, assim como os demais invertebrados, apresentam apenas um
sistema imune inato ou natural. Esses animais sdo, portanto, desprovidos de um
sistema adaptativo e altamente especifico, que inclui a imensa variedade de
anticorpos especificos e células de memadria, como ocorre nos vertebrados. A falta
de um sistema imune adaptativo resulta, consequentemente, na impossibilidade de
se desenvolverem vacinas, diminuindo de forma substancial os meios de prevencéao
e controle de doencas nesses animais (BARRACCO et al.,, 2008). Essa limitacao
crucial faz com que as infeccbes por microrganismos patogénicos sejam
particularmente ameacadoras.

Apesar de contarem apenas com o0 sistema imune inato, 0S mecanismos
imunoldgicos desencadeados pelos crustaceos sdo extremamente rapidos e
eficientes, o que lhes permite resistir e eliminar, na maioria dos casos, uma
variedade de microrganismos e parasitas de seu organismo (vide revisdes de
SODERHALL; CERENIUS, 1998; BARRACCO et al., 2008). O sistema imune
desses animais estad intimamente ligado ao seu sangue ou hemolinfa, o qual
consiste de uma fracéo celular (hemaocitos) e de uma fracao liquida (plasma), onde
estdo dissolvidos os fatores humorais. As respostas imunes celulares e humorais
atuam em sinergismo, protegendo 0s crustaceos de invasdes e infeccdes

microbianas e parasitarias.



Os principais sistemas de defesa atualmente reconhecidos nos crustaceos sao:
(1) coagulacdo da hemolinfa; (2) melanizacdo mediada pelo sistema pro-
fenoloxidase; (3) reconhecimento e aglutinacdo celular mediada por lectinas; (4)
sistemas antibacterianos, antifungicos e antivirais mediados por peptideos, RNA de
interferéncia (RNAI) e por proteinas de reconhecimento-padrdo (PRPS); (5) producéo
de espécies reativas de oxigénio (ROIs) e de nitrogénio (RNIs); e (6) sistema
fagocitico e de encapsulamento (vide revisbes de IWANAGA; LEE, 2005;
BARRACCO et al., 2008).

Os crustaceos possuem na hemolinfa moléculas capazes de discriminar
eficientemente o “proprio” do “nao-proprio” e, assim, desencadear mecanismos que
resultem na neutralizacdo e/ou destruicdo dos microrganismos e parasitas
invasores. Essas reacbes sdo geralmente iniciadas pelo reconhecimento do agente
invasor por proteinas de reconhecimento-padrédo, presentes no hospedeiro. As
proteinas de reconhecimento-padrao (PRPs; do inglés, pattern-recognition proteins)
séo moléculas produzidas pelo hospedeiro, secretadas para o plasma ou localizadas
na superficie das células imunocompetentes (vide revisbes de LEE; SODERHALL,
2002; BARRACCO et al., 2008). Essas moléculas reconhecem e interagem com
padrées moleculares expressos exclusivamente na superficie de microrganismos e
parasitas, denominados PAMPs (do inglés, pathogen-associated molecular
patterns). Em invertebrados, os principais PAMPs reconhecidos por PRPs séo:
lipopolissacarideos (LPS) presentes na parede celular de bactérias Gram-negativas,
peptidoglicanas de bactérias Gram-positivas, B-1,3-glicanas de fungos e o dsRNA
(do inglés, double-stranded RNA) produzido durante a replicacdo de varios virus
(LEE; SODERHALL, 2002; BARRACCO et al., 2008).

Uma vez dentro do hospedeiro, os padrbes moleculares dos patdégenos sao
reconhecidos e se ligam a suas respectivas PRPs. Em crustaceos, tal interacéo
promove a ativacdo dos hemdcitos, desencadeando respostas imune-celulares, a
exocitose e/ou a producdo de moléculas imunoefetoras e/ou imunoreguladoras e,
ainda, modulando a expressédo de genes imunoldgicos especificos (BARRACCO et
al., 2008).

Algumas PRPs séo reconhecidas como sendo parte do sistema de ativacdo da
pré-fenoloxidase ou sistema proPO. Além dessas moléculas, esse sistema é
composto por varios zimégenos de proteases e pela proPO. O sistema proPO é tido

como um importante mecanismo de reconhecimento do ndo-préprio nos artropodes,



uma vez que € ativado por componentes da superficie de microrganismos e
representa, assim, uma das principais respostas imunoefetoras dos crustaceos (vide
revisdo CERENIUS; SODERHALL, 2004; BARRACCO et al., 2008).

A ativacdo da enzima inativa (proPO) para sua forma ativa (PO) ocorre pela
acao de serino-proteases, denominadas enzimas ativadoras da proPO (do inglés,
proPO-activating enzymes ou PPAES), as quais iniciam uma cascata proteolitica cujo
produto final € a melanina. Em crustaceos, uma PPAE batizada de ppA foi purificada
(ASPAN; SODERHALL, 1991) e posteriormente clonada (WANG et al., 2001) dos
hemdcitos do lagostim Pacifastacus leniusculus. A ppA é sintetizada e mantida como
um zimogeno (pré-ppA) nos granulos dos hemdcitos, sendo ativada apos a
exocitose concomitante a proPO, em decorréncia de uma injuria ou infeccéo
microbiana. Tal ativacdo ocorre através de clivagem proteolitica realizada por uma
protease ainda néo identificada (CERENIUS; SODERHALL, 2004).

Em relacdo ao papel imunologico do sistema proPO, sabe-se que essa via gera
transitoriamente moléculas altamente tdxicas, como as quinonas, hemiquinonas e
radicais livres, as quais apresentam atividade citotoOxica contra o0s patdégenos
invasores (NAPPI; OTTAVIANI, 2000). A melanina, per se, ndo € a molécula mais
importante durante o processo, sendo sim 0s compostos citotdxicos intermediarios e
os radicais livres produzidos, os verdadeiros imunoefetores (NAPPI; VASS, 1993).
No entanto, a melanina parece ter uma atividade fungistatica (CERENIUS;
SODERHALL, 2004), podendo ainda funcionar como scavenger de radicais livres
(NAPPI; VASS, 1993; NAPPI; OTTAVIANI, 2000), para minimizar os efeitos
deletérios dessas moléculas altamente tdxicas para o organismo do hospedeiro.
Sendo assim, a melanizacdo representa, mais especificamente, o final de um
potente processo imunoefetor desencadeado nos crustaceos (BARRACCO et al.,
2008).

Dentre as PRPs presentes em crustaceos, destaca-se a proteina que se liga a
B-1,3-glicanas, conhecida como BGBP (do inglés, #1,3-glucan binding protein). Essa
proteina é sintetizada no hepatopancreas desses animais (CERENIUS et al., 1994;
ROMO-FIGUEROA et al.,, 2004), sendo secretada e estando constitutivamente
presente na hemolinfa. A BGBP é reconhecida como uma lipoproteina de alta
densidade (HDL; do inglés, high density lipoprotein) envolvida simultaneamente no

transporte de lipideos e no reconhecimento do n&o-préprio, através da interacéo



com B-1,3-glicanas, que sdo carboidratos da parede celular de fungos (YEPIZ-
PLACENCIA et al., 1998).

A BGBP ja foi identificada no plasma de varios crustaceos, entre eles, nos
lagostins P. leniusculus (DUVIC; SODERHAL, 1990; CERENIUS et. al., 1994),
Astacus astacus e Procambarus clarkii (DUVIC; SODERHALL, 1993), no caranguejo
Carcinus maenas (THORNQVIST et al., 1994) e nos camardes Farfantepenaeus
californiensis (VARGAS-ALBORES et al., 1996), Litopenaeus stylirostris (VARGAS-
ALBORES et al., 1997) e L. vannamei (VARGAS-ALBORES et al., 1997; YEPIZ-
PLASCENCIA et al., 1998; JIMENEZ-VEGA et al., 2002; ROMO-FIGUEROA et al.,
2004). Essas moléculas foram caracterizadas como lipoglicoproteinas monoméricas
de 95 a 112 kDa. Em camardes, apresentam-se glicosiladas com residuos de agucar
contendo manose ou glicose e N-acetilglicosamina (VARGAS-ALBORES et al.,
1996; 1997), e possuem uma alta porcentagem de lipideos (aproximadamente 50%),
sendo os fosfolipideos a classe predominante (RUIZ-VERDUGO et al., 1997).

Essas proteinas apresentam ainda dominios semelhantes as glucanases
bacterianas, porém sem atividade catalitica. Acredita-se que essas proteinas tenham
evoluido a partir de proteinas semelhantes as glucanases bacterianas e que,
durante a evolucdo, tenham perdido a atividade enzimatica. No entanto, a
propriedade de se ligar ao padrdo molecular foi conservada, garantindo assim a sua
participacdo no sistema imune desses animais (LEE et al., 2000). Além disso,
contém um motivo de adeséo celular RGD (Arg-Gly-Asp) o qual, provavelmente,
media a sua ligacdo a superficie dos hemdcitos (SRITUNYALUCKSANA;
SODERHALL, 2000).

Em lagostins, a interagcdo da BGBP com fB-glicanas leva a formacdo de um
complexo (BGBP-glicanas) que se liga a receptor(es) encontrado(s) na membrana
dos hemdcitos (DUVIC; SODERHALL, 1990; 1992). A partir dessa ligacéo observa-
se 0 processo de ativacdo celular, que resulta no espraiamento e degranulacéo
parcial dos hemdcitos granulares (BARRACCO et al., 1991), liberando varias
moléculas imunoldgicas, dentre elas as componentes do sistema proPO (CERENIUS
et al., 1994; VARGAS-ALBORES et al., 1996)

A presenca de sitios de ligacdo para o complexo BGBP-glicanas foi
demonstrada na superficie dos hemdcitos de P. leniusculus (BARRACCO et al.,

1991), sendo o receptor purificado e caracterizado como um heterodimero protéico



com subunidades de 230 e 90 kDa (DUVIC; SODERHALL, 1992). Curiosamente, a
interacdo da proteina com o hemadcito ocorre apenas quando a BGBP se encontra
complexada as [-1,3-glicanas. Estudos posteriores identificaram um receptor
superoxido dismutase (SOD) extracelular, ligada perifericamente a membrana
plasmatica, responséavel pela ligacdo a molécula de adesao celular, peroxinectina, e
também a PBGBP complexada as [-1,3-glicanas nos hemocitos do lagostim
(JOHANSSON et al., 1999).

O estudo de moleculas imunologicamente importantes, a exemplo da BGBP,
pode ser particularmente relevante para um maior entendimento do sistema imune
dos crustaceos e de sua capacidade em responder a injurias provocadas por
patégenos. Dessa forma, tais moléculas poderiam ser utilizadas futuramente como
ferramentas biol6gicas para auxiliar no diagnostico/controle das enfermidades,

contribuindo assim para o sucesso dos cultivos.

Em Santa Catarina, o cultivo de espécies nativas de peneideos foi substituido
(1998) pelo cultivo da espécie exotica L. vannamei. Esse fato ocorreu como
consequéncia da baixa conversdo alimentar e do longo ciclo de vida apresentados
pelas espécies nativas, 0 que resultava em um baixo rendimento econdmico
(SEIFFERT et al.,, 1998). L. vannamei, por sua vez, apresenta caracteristicas
zootécnicas propicias para 0 cativeiro, ainda que originalmente adaptado a
temperaturas mais altas, e representa atualmente o peneideo mais cultivado em
todo o mundo (FAO, 2007). Devido ao seu interesse econdmico, 0 sistema imune
dessa espécie € amplamente investigado por varios grupos a nivel internacional. Por
outro lado, é de suma importancia conhecer também os mecanismos de defesa

desencadeados pelas espécies nativas.

Atualmente é reconhecido que o aumento da mortalidade de L. vannamei por
WSSV esta fortemente associado as baixas temperaturas da agua nos cultivos
(RODRIGUEZ et al., 2003; GRANJA et al., 2006). Efetivamente, nos meses em que
ocorrem gquedas bruscas de temperatura registra-se uma maior incidéncia da doenca
em L. vannamei cultivados em Santa Catarina (S. WINCLKER DA COSTA,
comunicacdo pessoal). Supostamente, essas condicdes ambientais propiciam a
manifestacdo da doenca nessa espécie, melhor adaptada as temperaturas

superiores e cuja infecgcao pode se encontrar na forma latente.



Assim sendo, estudos sobre o sistema imune de espécies nativas, como F.
paulensis e L. schmitti, adaptadas as condi¢cdes ambientais locais, sdo de
fundamental importancia, pois elas poderiam vir a representar uma alternativa para
o cultivo de L. vannamei, o qual, embora munido de caracteristicas zootécnicas

superiores, encontra-se fortemente ameacado pelas viroses.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Purificar e caracterizar a proteina de reconhecimento-padréo (PRP) que se liga
a pB-1,3-glicanas (BGBP) do plasma dos camardes nativos Farfantepenaeus
paulensis e Litopenaeus schmitti, e avaliar a sua participacdo no sistema imune,
através da ativacdo do sistema proé-fenoloxidase (proPO) e da sua capacidade

aglutinante.

2.2 Objetivos especificos
1. Detectar e purificar a proteina que se liga a p-1,3-glicanas (BGBP) dos
camardes, atraves de precipitacdo por baixa forca ibnica seguida por cromatografia

de troca anidnica

2. Identificar o peso molecular da BGBP por SDS-PAGE e Western blot,

utilizando um anti-soro policlonal dirigido contra a BGBP de L. vannamei

3. Confirmar se a molécula purificada se trata da BGBP de F. paulensis e L.

schmitti, por espectrometria de massa (MALDI-TOF)

4. Avaliar a capacidade do complexo BGBP-glicanas de estimular e/ou
aumentar a ativacdo do sistema pro-fenoloxidase (proPO), no sobrenadante de

lisado de hemocitos

5. Avaliar a presenca de uma atividade serino-proteasica da BGBP e/ou do

complexo BGBP-glicanas relacionada a ativagéo do sistema proPO

6. Identificar a capacidade aglutinante da BGBP utilizando células da levedura

Saccharomyces cerevisiae



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Material biolégico

Nesse estudo foram utilizados camardes adultos e sub-adultos, de ambos os
sexos, aparentemente saudaveis e em fase de intermuda, das espécies nativas
Farfantepenaeus paulensis (Figura 1) e Litopenaeus schmitti (Figura 2). Os animais
foram coletados na regido de Santo Antdnio de Lisboa, na baia Norte da Ilha de
Santa Catarina, Floriandpolis (27°28°30“S; 48°33'4070).

Os camar@es foram transportados para o Laboratério de Imunologia Aplicada a
Aquicultura (LIAA, Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética,
UFSC) e acondicionados em aquarios de 40 | (n = 10) sob aeracdo constante (23 + 4

°C; salinidade 32-34 %), sendo alimentados uma vez ao dia com racao especifica.

Figura 1. Individuo adulto da espécie Farfantepenaeus paulensis. Barra=1 cm

Figura 2. Individuos sub-adultos da espécie Litopenaeus schmitti. Barra =1 cm



3.2 Coleta de hemolinfa

A hemolinfa foi extraida em pools de 10 animais por espécie através de puncao
direta da regido ventral, higienizada com &lcool 70%, utilizando-se uma seringa
estéril (1 ml) contendo solucao anticoagulante MAS (solucao de Alsever modificada:
citrato de soédio 27 mM, NaCl 336 mM, glicose 115 mM, EDTA 9 mM, pH 7,0;
RODRIGUEZ et al., 1995). Essa solucado foi previamente filtrada (0,22 um) e
acrescida de um cocktail de inibidores de proteases (Sigma; diluicdo 100x v/v).

A hemolinfa obtida (hemolinfa 2:1 MAS) foi centrifugada a 600 xg por 10 min a
4 °C. O sobrenadante (plasma) foi coletado e mantido no gelo para processos de
purificacdo protéica, enquanto o pellet celular foi utilizado para o preparo do
sobrenadante de lisado de hemdcitos (HLS; do inglés, hemocyte lysate supernatant).

3.3 Preparo do sobrenadante de lisado de hemécitos (HLS)

Os hemacitos foram lavados uma vez com MAS (500 xg por 5 min a 4 °C) e
ressuspendidos em 600 ul de tampéo cacodilato de sodio (cacodilato de sédio 10
mM, NaCl 330 mM, pH 7,5). A amostra foi entdo homogeneizada em aparelho
ultrasonicador durante trés intervalos de 7 s cada (22,5 kHz/50 W a 0 °C). Durante
esse procedimento a amostra foi mantida no gelo. A obtencédo do HLS foi realizada
através de centrifugacdo a 20.000 xg por 30 min a 4 °C e coleta do sobrenadante
(adaptado de PERAZZOLO et al., 2005).

3.4 Precipitagdo da BGBP por baixa forga idnica — etapa de pré-purificagéo

Uma fracdo enriqguecida da BGBP de ambas as espécies de camardes foi
obtida por precipitacédo por baixa forca idnica através de dialise overnight do plasma
contra agua destilada a 4 °C (adaptado de VARGAS-ALBORES et al., 1997). O
material precipitado na membrana de didlise foi entdo recuperado, centrifugado a
9.000 xg por 10 min a 4 °C e ressolubilizado em TBS (Tris 20 mM, NaCl 200 mM,
CaCl, 9,5 mM, KCI 5 mM, MgCl, 3 mM, pH 7,4), obtendo-se assim fracGes
enriquecidas de PGBP.

3.5 Purificagdo da BGBP por cromatografia de troca anidnica
A purificacdo da BGBP de ambas as espécies de camardes foi realizada em

colaboracdo com o Laboratério de Expressdo Génica e Interacdo DNA-Proteina,



Departamento de Bioquimica, UFSC, utilizando um sistema de cromatografia de fase
liquida de alta pressao (HPLC/FPLC Akta Amersham). Aliquotas de 5 ml das fracdes
enriquecidas de BGBP (1 mg/ml) foram previamente filtradas (0,22 ym), diluidas 2
vezes em tampao Tris 20 mM pH 7,4 (1:1 v/v) e aplicadas em coluna Resource Q (1
ml, Amersham Pharmacia Biotech) pré-equilibrada com mesmo tampao.

As proteinas aderidas na coluna foram eluidas por meio de um gradiente linear
de NacCl 0,10-0,35 M (em Tris 20 mM pH 7,4), recuperando-se aliquotas de 1 ml por
fracdo. As fracBes correspondentes aos picos protéicos (280 nm) foram coletadas e
concentradas 5 vezes por ultrafiltragdo (Amicon — Millipore; centrifugagdo a 3.500 xg
por 10 min a 4 °C). A presenca da BGBP foi verificada através de seu peso

molecular em SDS-PAGE e por imunodeteccgdo (Western blot).

3.6 Determinacéao da concentracdo protéica das amostras

A concentracdo protéica das fracbes enriquecidas e purificadas de BGBP,
plasma e HLS dos camardes foi estimada pelo método de Bradford, utilizando
albumina de soro bovino (BSA) como proteina padrdao (BRADFORD, 1976).

3.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Aliguotas de plasma ou PBGBP purificada (~50-120 pg, para perfis
eletroforéticos; 5 pg, para imunodetecgao) foram diluidas em tampao de amostra
(1:4 vlv; Tris-HCI 1 M pH 6,8, glicerol 50%, SDS 10%, azul de bromofenol 1%) e
aplicadas em cada pogo (25 pl/pogo) de um gel de poliacrilamida a 7,5%, sob
condi¢cbes redutoras e nado-redutoras, de acordo com LAEMMLI (1970). Para
condicdes redutoras, foi acrescido ao tampéo de amostra 3-mercaptoetanol 5% (-
ME 5%) e as amostras foram aquecidas por 5 min a 100 °C. A eletroforese foi
realizada em sistema vertical de minigel (Mini Protean lll, Bio-Rad) a 120 V, por
aproximadamente 90 min. As proteinas utilizadas como marcadores de peso
molecular em perfil eletroforético foram a miosina (196 kDa), B-galactosidase (128
kDa), BSA (84 kDa), anidrase carbénica (40 kDa) e inibidor de tripsina de soja (32
kDa) (Bio-Rad, marcador pré-corado). Para ensaios de eletrotransferéncia e Western
blot foram utilizadas como marcadores de peso molecular as proteinas miosina (205
kDa), B-galactosidase (116 kDa), fosforilase B (97 kDa), frutose 6-fosfato quinase
(84 kDa), BSA (66 kDa), desidrogenase glutamica (54 kDa) e ovalbumina (45 kDa)

(Sigma). Apés a eletroforese, as bandas protéicas foram coradas com azul de



Coomassie R-250 0,1% ou imediatamente transferidas para membrana de

nitrocelulose (Western blot).

3.8 Determinacao do peso molecular da BGBP

O peso molecular (PM) das proteinas separadas por eletroforese foi estimado a
partir do calculo do fator de retencdo (Rf; do inglés, retention factor), o qual é
baseado na relacdo entre a distancia percorrida pela amostra e aquela percorrida
pela frente de migragédo, como segue:

Rf = DP (distancia entre o depdsito e a proteina)
DT (distancia entre o deposito e a frente de migracao)

As proteinas utilizadas como marcadores de peso molecular foram depositadas
paralelamente as proteinas estudadas. Um grafico de regresséo linear do log do PM
das proteinas-padrdo em funcdo do log do seu respectivo Rf foi construido e

permitiu estimar o PM das proteinas estudadas.

3.9 Deteccéo e caracterizagédo da BGBP por Western Blot

A imunodeteccdo e caracterizacdo da BGBP de F. paulensis e L. schmitti foi
realizada utilizando-se um anti-soro policlonal dirigido contra a BGBP do camaréo L.
vannamei, gentilmente cedido pela Dra. Gloria Yépiz Plascencia do Laboratorio de
Biologia Molecular de Organismos Acuaticos,

Hermosillo, México (YEPIZ-PLASCENCIA et al., 2000). Apds
eletroforese, as proteinas separadas foram eletrotransferidas para membrana
Hybond (Amersham) utilizando o sistema Transblot (Bio-Rad; Tris 25 mM, glicina
192 mM, metanol 20%, pH 8,3). As membranas contendo as proteinas imobilizadas
(blots) foram saturadas com BSA 3% em PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM,
Na;HPO,4.7H,0 10 mM, KH,PO,4 1,76 mM, pH 7,4) por 4 h a 25 °C, sob agitacdo. A
seguir, as membranas foram lavadas 3 x 5 min com PBS acrescido de Tween 20
0,05% (PBS-T 0,05%) e incubadas com o anti-BGBP (1:10.000 em PBS-T 0,05%)
por 1 h a 25 °C, sob agitacdo. Apés a série de lavagens com PBS-T 0,3% (3 x 5
min), as membranas foram incubadas com o anticorpo secundario conjugado a
fosfatase alcalina (1:1.500 em PBS-T 0,3% acrescido de 0,5% de leite em pé
desnatado) por 45 min a 25 °C, sob agitacdo. Por fim, o complexo antigeno-
anticorpo foi revelado pela adicdo dos substratos enzimaticos Nitro Blue Tetrazolium
(NBT; 0,30 mg/ml) e 5-Bromo-4-Cloro-3-Indol-Fosfato (BCIP; 0,15 mg/ml) em Tris
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100 mM e MgSO, 5 mM, de acordo com protocolo preconizado para o reagente

(Sigma Fast).

3.10 Identificacdo de sequéncias aminoacidicas correspondentes a BGBP por
espectrometria de massa

A determinacdo de sequéncias aminoacidicas internas foi realizada por
espectrometria de massa (MALDI-TOF) em colaboracdo com o Laboratério de
Expressdo Génica e Interacdo DNA-Proteina. Uma vez purificada e identificada a
BGBP (SDS-PAGE e Western blot), as bandas protéicas correspondentes a proteina
de interesse foram excisadas e eluidas do gel para, em seguida, serem submetidas
a digestdo enzimatica com tripsina (WESTERMEIER; NAVEN, 2002). Os produtos
de digestdo foram analisados no Departamento de Bioquimica da Universidade
Federal do Parana, utilizando espectrémetro Ettan MALDI-TOF PRO.

A identificacdo dos fragmentos peptidicos obtidos foi realizada a seguir, a partir
da comparacdo de suas sequéncias aminoacidicas com outras disponiveis em
bancos de dados publicos, utilizando o programa Mascot (Matrix Science;
http://www.matrixscience.com). Os critérios para identificacdo positiva incluiram a
pontuacdo (scores) fornecida pelo programa e a porcentagem de cobertura das

sequéncias.

3.11 Acéo da BGBP sobre a ativagdo do sistema proPO

A ativacao do sistema proPO pela BGBP foi analisada utilizando-se amostras
purificadas de BGBP de ambas as espécies, F. paulensis e L. schmitti, segundo
protocolo adaptado de Duvic e Sdderhall (1990). Para tal, 50 pl de BGBP (~50 pg/ml)
foram incubados com mesmo volume de laminarina (B-1,3 e B-1,6-glicanas extraidas
da alga Laminaria digitata; Sigma; 1 mg/ml), em microplaca de 96 pocos, por 5 min a
25 °C e sob leve agitacéo, a fim de formar o complexo BGBP-glicanas. Aliquotas de
50 ul de HLS (~1,5 mg/ml) foram adicionadas e a mistura incubada por 5 min a 25
°C. Para esse ensaio a amostra de HLS foi acrescida de CaCl, 5 mM (concentracéo
final). Apdés a incubacédo, 50 pl do substrato enziméatico L-DOPA (3 mg/ml) foram
adicionados a cada poco e a formag¢do do pigmento vermelho-coral (DOPA-cromo)
foi monitorada a 490 nm nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 min, em leitora de

microplacas. O ensaio foi realizado em triplicata. Nos experimentos controle o



complexo BGBP-laminarina foi substituido por laminarina ou BGBP (controles
negativos) ou tripsina (1 mg/ml; controle positivo). A atividade especifica da PO foi
expressa em unidade de enzima a partir da variagdo da absorbancia, por minuto e
por miligrama de proteinas totais do HLS (U/min/mg) (SODERHALL; HALL, 1984).

3.12 Ensaio de atividade serino-proteadsica da BGBP

A atividade de serino-protease na fracdo purificada de BGBP foi avaliada
segundo protocolo adaptado de Perazzolo e Barracco (1997). Nesse ensaio foram
utilizados dois peptideos cromogénicos BAPNA (Na-benzoil-DL-arginina-p-
nitroanilida), sendo um deles substrato apenas para a tripsina (serino-protesase;
Sigma B4875) e o segundo, substrato para a tripsina e outras proteases (Sigma
B3133). Para tal, 50 ul de BGBP purificada (~50 pg/ml) foram depositados em pogos
de uma microplaca de fundo chato e incubados com mesmo volume de laminarina (1
mg/ml), por 15 min a 27 °C, sob leve agitacao, a fim de formar o complexo BGBP-
glicanas. Em seguida, 50 pl de HLS (~1,5 mg/ml) foram adicionados a um grupo de
replicatas, sendo ao outro acrescido tampéao cacodilato de sédio. Apds incubacéao
por 5 min a 25 °C, foram adicionados a essa mistura 50 pl de BAPNA 2,2 mM em
DMSO 10% (solubilizado em DMSO puro e posteriormente diluido em Tris 50 mM
pH 7,4 a 27 °C). Nos experimentos controle o complexo BGBP-laminarina foi
substituido por laminarina ou BGBP (controles negativos) ou tripsina (0,5 mg/mil;
controle positivo). A eventual liberacdo de p-nitroanilida, indicando a protedlise pela
BGBP-glicanas, foi determinada a 405 nm nos tempos 0, 10, 20, 30 e 40 min, em

leitora de microplacas a 27 °C. O ensaio foi realizado em triplicata.

3.13 Aglutinacéo de células de levedura mediada pela BGBP

Uma solucéo de leveduras liofilizadas Saccharomyces cerevisiae foi preparada
em salina estéril (0,5 mg/ml em NaCl 0,15 M) através de trés lavagens em NaCl
0,15M a 1000 xg por 10 min a 25 °C. As leveduras foram ressuspendidas em TBS
(Tris 20 mM, NaCl 200 mM, CaCl, 9,5 mM, KCI 5 mM, MgCl, 3 Mm, pH 7,4),
obtendo-se uma solucéo final de leveduras a 10’ células/ml (contagem em camara
de Neubauer, de modo semelhante a realizada para leucdcitos).

Aliquotas de 50 pl de BGBP purificada (~50 pg/ml) foram diluidas seriadamente

em tampdo TBS em poc¢os de uma microplaca (fundo em “U”) e incubadas com 50 pl



da suspensao de leveduras por 4 h a 25 °C, em camara Umida. Nos experimentos
controle a BGBP foi substituida por BSA (~50 pg/ml) ou pelo complexo BGBP-
laminarina. O complexo BGBP-laminarina foi previamente preparado a partir da
incubacgéo de BGBP purificada (~50 pg/ml) e com 0 mesmo volume de laminarina (1
mg/ml) em agitador circular de tubos por 10 min a 25 °C. A aglutinagdo das
leveduras foi monitorada em microscépio invertido (100x), a partir da observacao de
um padrao de aglutinacdo. Os ensaios foram realizados em duplicata.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Purificacdo e identificacdo da BGBP de Farfantepenaeus paulensis e
Litopenaeus schmitti

A BGBP de F. paulensis e L. schmitti foi purificada a partir do plasma dos
camardes em duas etapas consecutivas, por precipitacdo por baixa forca idGnica
(didlise) seguida por cromatografia de troca anibnica. Antes da realizacdo da etapa
de dialise, estudos preliminares identificaram a fracdo contendo BGBP através de
cromatografia de troca aniénica (gradiente linear NaCl 0-1 M), utilizando aliquotas de
plasma total. Contudo, tal fracdo, eluida com aproximadamente NaCl 0,17 M,
continha uma significativa contaminacdo pela proteina hemocianina (dados néo
apresentados).

A contaminacdo pela hemocianina observada nessa etapa inicial ndo é
surpreendente, uma vez que essa molécula corresponde a proteina mais abundante
na hemolinfa dos crustaceos, representando mais de 95% das proteinas totais do
plasma (SELLOS et al., 1997). Ela é responséavel pelo transporte de oxigénio e
aparentemente esta envolvida em respostas de defesa, através de suas atividades
fenoloxidasica e antimicrobiana (vide revisdo de DECKER; JAENICKE, 2004). Trata-
se de uma proteina hexamérica que pode se associar e formar agregados de
multiplas subunidades, resultando em um peso molecular de 450 (2x6) a 3900 (8x6)
kDa (HERSKOVITS, 1988). Em funcédo da alta concentracdo em que se apresenta
na hemolinfa de crustaceos, a hemocianina € comumente encontrada como
contaminante em diversos ensaios de purificacdo, incluindo fracbes derivadas de
cromatografia de troca ibnica, utilizando plasma de camardes (PERAZZOLO et al.,
2005).

O plasma de camarbes marinhos € composto por diversas moléculas
relacionadas aos processos de transporte de gases, defesa, digestdo e reproducéo
do organismo. Entretanto, as proteinas predominantes no plasma, usualmente
detectadas em SDS-PAGE, sdo a hemocianina (73 a 75 kDa) e a proteina de
coagulacdo (180 kDa) (FIGUEROA-SOTO et al.,, 1997). Tal perfil também foi
observado nesse estudo analisando amostras bastante diluidas de plasma de F.
paulensis e L. schmitti (Figura 3A). A BGBP, por sua vez, representa apenas cerca
de 1% das proteinas totais do plasma (RUIZ-VERDUGO et al., 1997), o que dificulta

a sua visualizacdo em SDS-PAGE de amostras diluidas de plasma.



Em vista desses resultados, empregou-se uma etapa prévia de purificagdo por
precipitacdo por baixa forca ibnica, a qual permitiu a obtencdo de fracdes
concentradas de BGBP e a reducido da contaminacdo por hemocianina. Por meio
dessa técnica, as proteinas plasméaticas foram submetidas a uma baixa forca i6nica
(didlise contra agua destilada), ocorrendo a precipitacdo daquelas que apresentam
um ponto isoelétrico (pl) préximo ao da solugéo utilizada (HARRIS, 1989). Dessa
forma, apenas as proteinas plasméaticas sensiveis a esse método precipitaram, no
caso a BGBP e parte da hemocianina (a maioria permaneceu em suspensado na
membrana), além de outras proteinas ndo identificadas (Figura 3B), demonstrando
tratar-se de uma etapa eficaz para a concentracdo e pré-purificagdo da PGBP a

partir do plasma de camardes.
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Figura 3. Perfil eletroforético em SDS-PAGE 7,5% (B-ME 5%) do plasma total (A) e da
fracao enriquecida de BGBP obtida por precipitagéo por baixa forca ibnica a partir do plasma
(B) de Farfantepenaeus paulensis (Fp) e Litopenaeus schmitti (Ls). As amostras de plasma
contém aproximadamente 50 pg de proteina total, enquanto as fra¢des enriquecidas contém
aproximadamente 100 ug no caso de F. paulensis e 120 pg de L. schmitti. (M) Marcadores
de peso molecular. Os asteriscos (*) indicam a BGBP (~100 kDa).




A presenca da BGBP de F. paulensis e L. schmitti na amostra resultante da
precipitagdo por baixa forga ionica pode ser reconhecida pela coloragdo amarelo-
alaranjada do precipitado, constatada também em F. californiensis (VARGAS-
ALBORES et al., 1996) e L. vannamei (VARGAS-ALBORES et al., 1997), utilizando
a mesma técnica. Essa coloracdo provavelmente é resultado da composicao lipidica
da molécula, descrita para a BGBP de outras espécies de camardes (YEPIZ-
PLASCENCIA et al., 1998). A coloracdo amarelo-alaranjada comumente observada
em lipoproteinas deve-se, principalmente, a presenca de carotendides e
hidrocarbonetos (RUIZ-VERDUGO et al., 1997). Dessa forma, pode-se sugerir a
presenca desses compostos também na BGBP de F. paulensis e L. schmitti, uma
vez que apresentaram coloracdo semelhante no precipitado resultante da técnica de
dialise.

Uma vez obtidas as amostras enriquecidas de BGBP, seguiu-se a etapa de
purificacdo por cromatografia de troca ibnica. Foi encontrado um perfil
cromatografico semelhante para a BGBP de F. paulensis (Figura 4A) e L. schmitti
(Figura 4B), apos eluicdo das proteinas com gradiente linear de NaCl 0,10-0,35 M.
As fracdes purificadas de BGBP de ambas as espécies de camardes foram eluidas
com NaCl 0,22 M (Figura 4; seta), enquanto a hemocianina foi eluida
posteriormente, com NaCl 0,30-0,35 M (Figura 4; barra).

Seguido a coleta das fracdes eluidas, as proteinas foram concentradas, suas
concentracfes determinadas e a pureza das amostras verificada por eletroforese em
gel de poliacrilaminda (SDS-PAGE 7,5%; B-ME 5%). Uma Unica banda protéica de
aproximadamente 100 kDa foi observada em condicdes redutoras (Figura 5A) e néo-
redutoras (dados nédo apresentados) em ambos os camardes. Esse resultado pode
sugerir que a BGBP de F. paulensis e L. schmitti corresponde a uma proteina

monomeérica.
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Figura 4. Purificagdo da BGBP de Farfantepenaeus paulensis (A) e Litopenaeus schmitti (B)
por cromatografia de troca anibnica. Aliquotas da fracao enriquecida de BGBP (5 mg) foram
aplicadas em coluna Resource Q e as proteinas eluidas com gradiente linear de NaCl 0,10-
0,35 M. As fragbes purificadas de BGBP foram eluidas com NaCl 0,22 M (seta). A barra (—)
indica fragdes contendo hemocianina.

A identificacdo dessa proteina foi feita pelo anticorpo policlonal anti-BGBP de L.
vannamei que reagiu fortemente tanto com uma Unica banda de ~100 kDa presente
no plasma (Figura 6A), quanto com a Unica proteina eluida com NaCl 0,22 M (Figura
6B), indicando efetivamente ser essa a BGBP de F. paulensis e L. schmitti,

respectivamente.
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Figura 5. (A) Perfil eletroforético em SDS-PAGE 7,5% (B-ME 5%) da BGBP purificada (50
Mg) de Farfantepenaeus paulensis (Fp) e Litopenaeus schmitti (Ls), por cromatografia de
troca anidnica. (M) Marcadores de peso molecular. (B) Curva de regressao linear utilizada
para estimar o peso molecular da BGBP purificada.
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Figura 6. Imunodeteccdo da BGBP de Farfantepenaeus paulensis (Fp) e Litopenaeus
schmitti (Ls) a partir de amostras de plasma (A) e fragbes de BGBP purificadas (B) por
cromatografia de troca anidnica, utilizando anti-BGBP (1:10.000) de Litopenaeus vannamei.
Cada poco contém aproximadamente 5 g de proteina total. O marcador de peso molecular
€ apresentado a direita.



O peso molecular estimado para a BGBP dessas espécies nativas (Figura 5B)
mostrou-se semelhante ao descrito para a BGBP de outras espécies de crustaceos,
ou seja, entre 95 e 112 kDa (DUVIC; SODERHAL, 1990; CERENIUS et al., 1994;
DUVIC; SODERHALL, 1993; THORNQVIST et al., 1994; VARGAS-ALBORES et al.,
1996; 1997; YEPIZ-PLASCENCIA et al., 1998; JIMENEZ-VEGA et al., 2002; ROMO-
FIGUEROA et al., 2004).

Observou-se, contudo, uma pequena diferenca na intensidade das bandas
identificadas por Western blot entre as amostras do plasma e das fracdes purificadas
(Figura 6), sendo levemente mais intensas nas Ultimas. Essa diferenca pode estar
relacionada a concentracdo da proteina nas amostras. Considerando que a BGBP
corresponde cerca de 1% das proteinas totais do plasma de camardes, o sinal
visualizado no plasma deveria se mostrar realmente menos intenso em comparacao
ao encontrado nas amostras purificadas e mais concentradas de BGBP (5 ug de
proteina). Esse fato também foi observado durante os proprios ensaios-teste do
anticorpo utilizado nesse trabalho (YEPIZ-PLASCENCIA et al., 2000).

Um resultado relevante encontrado no presente estudo diz respeito a alta
especificidade do anticorpo anti-3GBP de L. vannamei (YEPIZ-PLASCENCIA et al.,
2000), que mesmo sendo dirigido contra uma proteina de outra espécie e utilizado
em grandes diluicbes (1:10.000) foi ainda capaz de reconhecer de maneira
inequivoca a BGBP de outros dois peneideos nativos, F. paulensis e L. schmitti. Tal
constatacdo mostra tanto a alta monoespecificidade do anticorpo, quanto a
homologia significativa entre regides com sequéncias e estruturas provavelmente
muito semelhantes, entre as BGBP dessas trés espécies de camardes marinhos.

Essa hipotese foi ainda reforcada pelos resultados obtidos através da anélise
de identidade da BGBP dos camarfes nativos, por espectrometria de massa
(MALDI-TOF). Os produtos de digestdo obtidos da BGBP de F. paulensis e L.
schmitti apresentaram compatibilidade com algumas regides da sequéncia
aminoacidica deduzida de L. vannamei. A comparacdo dos peptideos com a
sequéncia identificada de L. vannamei mostrou que residuos idénticos da BGBP de
F. paulensis cobriram 10% da BGBP de L. vannamei (Figura 7), enquanto os de L.
schmitti cobriram 16% da mesma molécula (Figura 8). Esses resultados sé&o
relevantes, uma vez que a identificacdo da proteina dos camarfes nativos foi

realizada a partir da comparagdo da relagdo massa/carga (m/z) dos peptideos



obtidos com sequéncias aminoacidicas disponiveis em bancos de dados, onde
apenas a sequéncia da BGBP de L. vannamei apresentou homologia.

O reconhecimento, em ambas as espécies, de peptideos idénticos a estrutura
primaria da BGBP de L. vannamei indica, ainda, uma homologia e similaridade
relativas entre a BGBP desses peneideos. A andlise da proteina purificada por
espectrometria de massa, bem como os scores identificados durante a analise (147
e 237 para a BGBP de F. paulensis e L. schmitti, respectivamente), reforcam os

resultados encontrados por Western blot e indicam fortemente tratar-se da BGBP

desses camaroes.
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Figura 7. Estrutura primaria da BGBP de Litopenaeus vannamei. Residuos idénticos da
BGBP de Farfantepenaeus paulensis, obtidos a partir da digestdo com tripsina e analise em
MALDI-TOF, séo destacados em vermelho. A sequéncia N-terminal encontra-se sublinhada,
as sequéncias de clivagem R(K)/X/X/R(K) em negrito, os dominios semelhantes as
glucanases em italico e o motivo de adeséao celular RGD sublinhado por linha pontilhada.
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Figura 8. Estrutura primaria da BGBP de Litopenaeus vannamei. Residuos idénticos da
BGBP de Litopenaeus schmitti, obtidos a partir da digestdo com tripsina e analise em
MALDI-TOF, séo destacados em vermelho. A sequéncia N-terminal encontra-se sublinhada,
as sequéncias de clivagem R(K)/X/X/R(K) em negrito, os dominios semelhantes as
glucanases em italico e 0 motivo de adeséo celular RGD sublinhado por linha pontilhada.

Outro fato interessante sdo os valores mais altos de cobertura e score
encontrados na andlise dos peptideos da BGBP de L. schmitti, os quais podem
provavelmente estar relacionados com a maior proximidade filogenética desse
peneideo com a espécie comparada (L. vannamei). Por tratar-se de espécies de
mesmo género (Litopenaeus), tais moléculas devem compartilhar um maior nimero
de regides similares, refletida na maior homologia encontrada, quando comparado
com F. paulensis.

A BGBP de L. vannamei apresenta dominios e regides importantes envolvidos
na estrutura e na atividade biologica da proteina, os quais se mostram conservados
guando comparados a sequéncia aminoacidica deduzida de P. leniusculus (ROMO-
FIGUEROA et al., 2004). Dentre essas sequéncias, pode-se citar a regido N-terminal

(aminoacidos 198-222); o motivo RGD (aminoacidos 979-981) envolvido na adesao



celular; os dominios semelhantes as glucanases bacterianas (aminoacidos 653-673
e 1108-1128); e as sequéncias R(K)/X/X/R(K) (aminoacidos 186-189 e 1288-1291),
possiveis sitios de processamento proteolitico para a produgcédo da proteina madura
(Figuras 7 e 8). No entanto, a sequéncia e a localizacdo dos sitios de ligacdo as B-
1,3-glicanas e ao receptor do hemacito ainda néo foram determinadas.

No presente estudo, os residuos da BGBP de F. paulensis e L. schmitti
idénticos a sequéncia aminoacidica deduzida da BGBP de L. vannamei foram
analisados quanto a sua localizacao, a fim de verificar a presenca de regides e/ou
dominios conservados. Curiosamente, tanto em F. paulensis (aminoacidos 1335-
1347; Figura 7) quanto em L. schmitti (aminoacidos 1348-1364 e 1378-1403; Figura
8) foram encontrados peptideos localizados posteriormente a sequéncia RVRR
[R(K)/X/XIR(K)], considerada o possivel sitio de clivagem da regido C-terminal no
processamento da proteina madura (ROMO-FIGUEROA et al., 2004). A presenca e
o reconhecimento de produtos de digestdo da BGBP em regido posterior a essa
sequéncia poderiam indicar que a proteina madura ainda apresente em sua
estrutura a sequéncia que seria retirada durante o0 processo de maturacao,
contrariando assim o sugerido por Romo-Figueroa e colaboradores (2004). Estudos
futuros envolvendo o sequenciamento da regido C-terminal da proteina purificada de
F. paulensis e L. schmitti poderéo elucidar essa questao.

Foram identificados, ainda, duas regides aminoacidicas em L. schmitti
(aminoacidos 972-979 e 983-993) interceptando o motivo de adeséao celular RGD da
mostra-se altamente conservado, em moléculas envolvidas na adesdo celular e
nossos resultados sugerem fortemente que o mesmo também esteja presente na
sequéncia da BGBP de L. schmitti, como descrito em P. leniusculus e L. vannamei
(CERENIUS et al., 1994; ROMO-FIGUEROA et al., 2004).

Até o momento, apenas as sequéncias aminoacidicas da BGBP do lagostim P.
leniusculus (CERENIUS et al., 1994) e do camarédo L. vannamei (ROMO-FIGUEROA
et al., 2004) sao conhecidas (dedugao a partir do cDNA). A BGBP de L. vannamei
apresenta 54% de identidade com a de P. leniusculus (ROMO-FIGUEROA et al.,
2004). No entanto, néo foi observada similaridade entre os produtos de digestdo da
BGBP de F. paulensis e L. schmitti e a sequéncia aminoacidica deduzida da BGBP
do lagostim. Tal resultado indica que os fragmentos obtidos nas espécis nativas nao

correspondem as sequéncias da BGBP de L. vannamei idénticas (54%) aquela de P.



leniusculus. Além disso, pode-se inferir, como esperado, uma maior homologia entre
as BGBPs dos peneideos em relagdo a do lagostim. Esse resultado ndo é
surpreendente, uma vez que peneideos e lagostins, apesar de pertencerem a
mesma Ordem, apresentam diferencas fisiol6gicas fundamentais decorrentes, em
parte, dos seus respectivos habitats, além da distancia filogenética maior encontrada
entre esses animais em relacdo aos de mesma familia (Penaeidae). Ainda, enquanto
peneideos sdo animais marinhos, lagostins séo crustaceos de agua doce, o que ndo
seria surpreendente se evolutivamente esses animais desenvolvessem moléculas
funcionais estruturalmente distintas. Isso reflete na préatica que, embora a BGBP de
camarfes e lagostins sejam moléculas supostamente idénticas do ponto de vista
funcional (vide revisdo de VARGAS-ALBORES; YEPIZ-PLASCENCIA, 2000), elas
apresentam algumas diferencas estruturais como ja ficou demonstrado pela analise

de 54% de identidade, realizada por Romo-Figueroa e colaboradores (2004).

4.2 Participacado da BGBP no sistema imune de Farfantepenaeus paulensis e
Litopenaeus schmitti

Uma vez purificada e caracterizada parcialmente a BGBP de F. paulensis e L.
schmitti, essas foram utilizadas em ensaios funcionais, a fim de verificar a
participacdo das mesmas no sistema imune, atraves da ativacdo do sistema proPO

e da aglutinagao de células revestidas com B-glicanas (leveduras).

4.2.1 Ativacédo do sistema proPO

A participacao da BGBP de F. paulensis e L. schmitti na ativacdo do sistema
proPO desses animais foi verificada utilizando-se o sobrenadante do lisado de
hemdcitos (HLS), o qual contém as pro-formas enzimaticas (proPO e ppA) desse
sistema de defesa, entre outras moléculas imunoefetoras. Uma vez que o sistema
proPO de P. leniusculus e L. vannamei € somente ativado pelo complexo BGBP-
glicanas (DUVIC; SODERHALL, 1990; VARGAS-ALBORES et al., 1996), foram
entdo realizadas analises in vitro utilizando a BGBP complexada com laminarina (3-
1,3 e B-1,6-glicanas), a fim de verificar a ocorréncia do mesmo fendmeno nas duas
espécies nativas em estudo.

A BGBP quando incubada com laminarina (complexo BGBP-glicanas) foi capaz
de aumentar em cerca de 3 vezes a ativacdo do sistema proPO em F. paulenis
(395,56+8,89 U/min/mg) e em L. schmitti (422,22+11,56 U/min/mg) em relagdo a



incubagdo com BGBP ou laminarina ndo-complexadas (Figura 9). No entanto, a
atividade especifica da PO também foi induzida apenas pela laminarina
(148,44+26,67 e 113,33£30,89 U/min/mg) e pela BGBP (129,78+4,44 e 171,11+£3,11
U/min/mg) (Figura 9), apesar dessa indugdo ter sido menos expressiva que a

observada pelo complexo BGBP-laminarina.
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Figura 9. Atividade especifica da PO aos 5 min de reacdo, ap0s incubacdo do HLS com
BGBP de Farfantepenaeus paulensis e Litopenaeus schmitti complexada com laminarina.
Nos controles, utilizou-se somente laminarina (1 mg/ml) ou BGBP (~50 ug/ml). O ensaio foi
realizado em triplicata. Dados representam média + DP.

Classicamente é reconhecido que a BGBP per se ndo é capaz de induzir uma
ativacdo do sistema proPO em lagostim e que essa ativacdo seria exclusiva do
complexo BGBP-laminarina (DUVIC; SODERHALL, 1990). Contudo, Duvic e
Soderhall (1990) relataram que o sistema proPO do lagostim P. leniusculus era
parcialmente ativado tanto pela laminarina quanto pela BGBP isoladas em cerca de
4 vezes menos que o complexo BGBP-laminarina. No caso de camardes, em um
estudo com L. vannamei, Vargas-Albores e colaboradores (1996) mostraram que a
laminarina isolada foi também capaz de induzir a ativagdo do sistema proPO cerca
de 2 vezes menos em relacdo ao complexo BGBP-laminarina. J4 a ativacdo pela

BGBP sozinha nao foi verificada nesse estudo, dificultando assim maiores



comparagdes e a afirmagao de que a BGBP per se de fato ndo seja capaz de induzir
a ativagdo do sistema proPO nesses animais. Vale ressaltar que esses resultados
ndo sdo comentados por ambos 0s autores e nenhuma hipétese é levantada para
explicar tal fendbmeno.

O aumento da ativacdo do sistema proPO desencadeado pela laminarina e
BGBP nao-complexadas pode ser resultado da presenca no HLS de possiveis
moléculas e/ou receptores que em condi¢des in vitro ativariam o sistema de uma
forma ainda ndo conhecida.

No entanto, ainda que observado o leve aumento na ativacdo do sistema
proPO desencadeado pela laminarina e BGBP, a ativacdo 3 vezes superior induzida
pelo complexo BGBP-laminarina sugere que esse seja fundamental para uma
ativacao fortemente amplificada do sistema, como descrito para outras espécies de
crustaceos (DUVIC; SODERHALL, 1990; VARGAS-ALBORES et al., 1996). Sendo
assim, permanecem desconhecidas as causas para a ativacdo parcial do sistema
proPO dos camardes nativos pela laminarina ou BGBP ndo-complexadas e estudos
futuros devem ser realizados para elucidar essa questao.

Uma vez constatado o aumento da ativacao do sistema proPO pelo complexo
BGBP-laminarina e sabendo que esse sistema é ativado a partir de clivagens
consecutivas mediadas pela acdo de serino-proteases, foi entdo realizado um ensaio
funcional a fim de identificar a possivel atividade serino-proteasica desse complexo.
Paralelamente, verificou-se a presengca da mesma propriedade na BGBP isolada,
com o intuito de compreender a ativacao parcial do sistema proPO induzida por essa
proteina na forma nao-complexada. Esse ensaio poderia vir a identificar uma
participacéo da indireta BGBP e/ou do complexo BGBP-laminarina sobre a ativacéo
do sistema proPO, por meio da ativacdo, por exemplo, de serino-proteases
intracelulares.

No entanto, nenhuma atividade serino-protedsica foi observada em ambas as
amostras de F. paulensis e L. schmitti, seja na auséncia ou na presenca de HLS
(Tabela 1), sendo a clivagem do BAPNA observada apenas no controle positivo da

reacao (tripsina).



Tabela 1. Avaliacdo da atividade serino-proteasica da BGBP de Farfantepenaeus paulensis

e Litopenaeus schmitti, utilizando o peptideo cromogénico BAPNA (A= 405 nm).

F. paulensis 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min
BGBP 0,169+0,007 0,173+0,006 0,175+0,006 0,176+0,006 0,176+0,005
BGBP+HLS 0,180+0,005 0,192+0,006 0,193+0,005 0,195+0,005 0,196+0,006
BGBP+laminarina® 0,078+0,010 0,078+0,010 0,080+0,011 0,079+0,010 0,081+0,011
BGBP+laminarina®+HLS  0,252+0,016 0,256+0,010 0,254+0,008 0,249+0,008 0,245+0,006
Laminarina+HLS 0,147+0,012 0,170+0,016 0,172+0,017 0,170+0,017 0,170+0,018
Tripsina®+HLS 0,101+0,013 0,408+0,007 0,564+0,016 0,640+0,024 0,681+0,028

L. schmitti 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min
BGBP 0,128+0,017 0,130+0,017 0,131+0,018 0,131+0,018 0,131+0,017
BGBP+HLS 0,161+0,008 0,173+0,007 0,175+0,008 0,175+0,006 0,176+0,007
BGBP+laminarina® 0,094+0,006 0,098+0,006 0,100+0,006 0,102+0,006 0,102+0,006
BGBP+laminarina®+HLS  0,205+0,013 0,207+0,013 0,208+0,014 0,208+0,013 0,209+0,012
Laminarina+HLS 0,169+0,002 0,173+0,003 0,173+0,003 0,175+0,003 0,177+0,005
Tripsina®+HLS 0,209+0,012 0,860+0,047 1,326+0,048 1,600+0,038 1,759+0,034

#BGBP e laminarina foram incubadas previamente para formag&o do complexo BGBP-laminarina;

® Tripsina (serino-protease) corresponde ao controle positivo da reacao;

BAPNA (2,2 mM) (B4875, Sigma) foi adicionado a todas as amostras. O ensaio foi realizado em triplicata.
Dados representam média + DP.

Convém lembrar que nesse ensaio foram utilizados dois diferentes BAPNASs.
Os primeiros experimentos foram realizados empregando BAPNA B4875 (Sigma) o
gual atua como substrato especifico para a serino-protease tripsina. Nao se obtendo
nenhum resultado positivo a partir desse, utilizou-se entdo outro reagente BAPNA
(B3133; Sigma), que além de atuar como substrato para a tripsina pode também ser
clivado por outras proteases, nao se restringindo, assim, apenas a a¢ao de serino-
proteases. Todavia, de maneira semelhante, nenhuma atividade proteolitica foi
observada nas amostras de ambas as espécies (dados ndo apresentados),
sugerindo assim que os substratos utilizados possam nédo ser os mais adequados
para verificar o processo de clivagem pelas serino-proteases enddgenas presentes
no sistema, ou, ainda, que a ativacao do sistema proPO a partir do complexo BGBP-
glicanas requeira outras moléculas e/ou mecanismos ausentes em sistemas in vitro,
como o utilizado nesse estudo.

No entanto, diferentemente do presente estudo, uma atividade peptidasica do
complexo BGBP-laminarina foi reportada em P. leniusculus, mediante utilizacdo de
outro substrato cromogénico, o benzoil-lle-Glu-(piperidil)-Gly-Arg-p-nitroanilida
(DUVIC; SODERHALL, 1990). Nesse estudo ficou demonstrada a participacdo do

complexo na ativagao do sistema proPO, bem como o envolvimento do mesmo na



ativacdo de serino-proteases relacionadas. Além disso, nenhuma atividade
proteolitica foi encontrada na BGBP do lagostim, corroborando a necessidade da
presenca da laminarina complexada para que ocorra 0 desencadeamento dessa
resposta de defesa.

Em relagédo aos resultados encontrados no presente estudo, a participacao do
complexo BGBP-laminarina na ativacdo do sistema proPO de F. paulensis e L.
schmitti através de uma atividade proteasica permanecem inconclusivos. Ainda que
o complexo BGBP-laminarina tenha induzido a ativagdo do sistema proPO, néo foi
demonstrado nesse estudo que essa ativacao seja decorrente de atividade serino-
proteasica. Dessa forma, a participacdo da BGBP e/ou do complexo BGBP-
laminarina no sistema de ativacdo da proPO pode estar relacionada a outras
moléculas e/ou receptores imunologicos, ndo identificados nesse estudo e nao
acessados através das condicdes experimentais aqui realizadas. Portanto, o
mecanismo de ativagédo do sistema proPO pela agdo da GBP em F. paulensis e L.
schmitti permanece néo elucidado e estudos futuros deverédo ser realizados para

esclarecer essa questao.

4.2.2 Propriedade aglutinante da BGBP

A fim de verificar a presenca de propriedade aglutinante da BGBP de F.
paulensis e L. schmitti, uma vez que essa molécula se liga a carboidratos, foi
realizado um ensaio bioldgico utilizando células da levedura Saccharomyces
cerevisiae.

A BGBP de ambas as espécies de camarbes foi capaz de aglutinar
razoavelmente in vitro células de leveduras, como ilustrado na Figura 10. Observou-
se a formacéo de agregados celulares decorrentes da incubacéo das leveduras com
a BGBP purificada (Figura 10A e D), quando comparado aos controles (complexo
BGBP-laminarina ou BSA). No entanto, uma aglutinacdo de leveduras em menor
escala foi também encontrada no ensaio contendo o complexo BGBP-laminarina
(Figura 10B e E). Esse resultado se deve provavelmente a presenca de algumas
moléculas de BGBP livres, ou seja, que ndo se ligaram a laminarina durante a

incubacdo prévia necessaria para formacao do complexo.
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Figura 10. Aglutinacdo de células da levedura Saccharomyces cerevisiae (10° células/ml)
apos incubacdo com BGBP (~50 pg/ml) de Farfantepenaeus paulensis (A) e Litopenaeus
schmitti (D). Nos experimentos controle utilizou-se o complexo BGBP-laminarina (B) e (E) ou
BSA (C) e (F).

A superficie celular das leveduras € composta, dentre outros componentes, por
B-1,3-glicanas, carboidrato ligante da BGBP (DUVIC; SODERHALL, 1990; ROMO-
FIGUEROA et al., 2004). Logo, o reconhecimento e ligacdo da BGBP a [B-1,3-
glicanas, permite a aglutinacdo desses microrganismos.

Estudos prévios verificaram a capacidade aglutinante da BGBP de P.
leniusculus (DUVIC; SODERHALL, 1990) e L. vannamei (JIMENEZ-VEJA et al.,
2002), através de ensaios de hemaglutinacdo, nao utilizando leveduras, como em
nosso estudo. A hemaglutinacdo € resultado da acdo de lectinas/aglutininas, as
guais correspondem a PRPs plasmaticas capazes de se ligar especificamente a
carboidratos da superficie de diferentes células, causando sua aglutinacdo. Essa
propriedade deriva do fato dessas moléculas serem pelo menos bivalentes,
apresentando dois ou mais sitios de ligacdo (BARRACCO et al.,, 2008). Dessa

forma, o reconhecimento e ligacdo de aglutininas a carboidratos encontrados na



superficie de eritrocitos, como aclcares N-acetilados, causam a aglutinacdo dessas
células, caracterizando assim o processo de hemaglutinagéo.

A BGBP de P. leniusculus mostrou-se incapaz de aglutinar eritrécitos de
diferentes animais (coelho, galo e cavalo), semelhantemente ao encontrado para a
BGBP de L. vannamei que ndo aglutinou eritrécitos humanos ou de coelho. Apesar
de ndo promover a aglutinacdo de eritrocitos, tais resultados ndo descartaram a
possibilidade da BGBP se ligar as células, apresentando assim estrutura semelhante
a uma lectina monovalente (JIMENEZ-VEGA et al., 2002).

Esses resultados ndo séo de todo surpreendentes, uma vez que a verificagao
de hemaglutinacéo de eritrocitos poderia informar que a BGBP dos crustaceos, como
as lectinas, é capaz de reconhecer e se ligar a acucares de origem animal, além das
B-1,3-glicanas de fungos. No entanto, ambos os trabalhos apenas confirmaram a
especificidade dessa proteina, demonstrando que as B-1,3-glicanas correspondem
ao ligante da BGBP.

No presente estudo, os resultados demonstram a ocorréncia da ligacdo da
BGBP dos peneideos nativos com (-1,3-glicanas da superficie celular de leveduras,
refletida na aglutinacdo aqui observada. Pode-se sugerir, ainda, a presenca de pelo
menos dois sitios de ligacdo ao composto microbiano, estrutura essa considerada
requisito basico para induzir a aglutinagao. Sendo assim, a GBP de F. paulensis e
L. schmitti pode apresentar, portanto, uma estrutura no minimo bivalente semelhante
a encontrada em outras aglutininas (vide revisdo MARQUES; BARRACCO, 2000).

A ocorréncia de um terceiro sitio de ligacdo, esse destinado a interacdo do
complexo BGBP-glicanas a receptores dos hemdcitos, pode conferir & molécula a
propriedade de opsonina, facilitando o processo de fagocitose. Essa atividade ja foi
demonstrada para a BGBP de outros crustaceos, como P. leniusculus (CERENIUS
et al,, 1994) e C. maenas (THORNQVIST et al., 1994), as quais se mostraram
capazes de aumentar in vitro a fagocitose de leveduras pelos hemdcitos.

Em conclusao, os resultados obtidos no presente estudo indicam que a BGBP
de F. paulensis e L. schmitti € uma proteina monomeérica, com PM préximo a 100
kDa, sendo capaz de induzir de maneira expressiva a ativacdo do sistema proPO
apo6s complexada com B-1,3-glicanas. Além disso, foi mostrado pela primeria vez
gue essa molécula é capaz de reconhecer células de fungos (leveduras),
promovendo aglutinagao celular. Sendo assim, esse trabalho contribui para uma

maior compreensdo do sistema imune das espécies nativas de camardes com



potencial para cultivo no sul do Brasil, através do estudo dessa importante proteina
de reconhecimento-padrao, a BGBP, a qual podera, mediante estudos futuros, ser
utilizada como um imunomarcador para avaliar as condicbes de saude desses

animais.



5. CONCLUSOES

e A BGBP de Farfantepenaeus paulensis e Litopenaeus schmitti, foi purificada em
duas etapas, através da técnica de precipitacdo por baixa forca ibnica seguida de
cromatografia de troca anibnica, onde as fracdes purificadas foram eluidas com

aproximadamente NaCl 0,22 M.

e O anticorpo policlonal dirigido contra a BGBP de Litopenaeus vannamei
reconheceu de maneira inequivoca uma Unica banda protéica de 100 kDa, tanto no
plasma quanto na fracéo purificada de F. paulensis e L. schmitti, confirmando tratar-

se da BGBP desses peneideos.

e O peso molecular encontrado para a BGBP das espécies nativas F. paulensis e L.
schmitti (~100 kDa) apresentou-se semelhante ao descrito para outras espécies de

camardes marinhos.

e A analise por espectrometria de massa dos produtos de digestdao da BGBP de F.
paulensis e L. schmitti mostrou que residuos idénticos da BGBP de F. paulensis e L.
schmitti cobriram 10% e 16%, respectivamente, da sequéncia da BGBP de L.

vannamei, indicando uma homologia relativa entre a BGBP desses trés peneideos.

e O complexo BGBP-laminarina induziu um aumento de cerca de 3 vezes da
atividade da PO quando comparado ao aumento parcial induzido pela BGBP ou
laminarina ndo-complexadas, 0 que demonstra a participacdo desse complexo na

ativacao do sistema propO dos camardes nativos.

e Apesar da participacdo no sistema de ativacdo da proPO, néo foi encontrada uma
atividade serino-proteasica da BGBP ou do complexo BGBP-laminarina em ambas

as espécies estudadas.

e A BGBP demonstrou possuir capacidade aglutinante quando incubada com
leveduras Saccharomyces cerevisiae, 0 que sugere a presenca em sua estrutura, de

no minimo dois sitios de ligagdo ao padrao molecular, 3-1,3-glicanas.



6. PERPECTIVAS

O presente trabalho € parte integrante de um projeto maior que detectou outras
moléculas (PAM e PRPs) que participam do sistema de defesa de camardes
peneideos nativos. Esse projeto visa uma maior compreensdo do sistema imune
desses animais e de sua capacidade em responder a injarias provocadas por
patdgenos. Para tal, estudos posteriores devem ser conduzidos visando:

1. Verificar a presenca da sequéncia RVRR, possivel sitio de clivagem
envolvido no processamento da proteina madura, através do sequenciamento da

regido C-terminal da BGBP de Farfantepenaeus paulensis e Litopenaeus schmitti.

2. ldentificar a capacidade opsonizante da BGBP dos camarbes nativos

mediante ensaios de fagocitose de células da levedura Saccharomyces cerevisiae.

3. Analisar a expressao génica da PBGBP em camardes injetados com
fragmentos da parede celular de fungos (zimozana) ou com RNA dupla fita sintético

(Poly C:G ou Poly I:C), mimetizando infec¢des fungica e viral, respectivamente.

Além de contribuir para um maior conhecimento do sistema imune dos
camardes nativos, esses resultados poderdo, ainda, revelar o potencial dessa
molécula como ferramenta bioldgica para avaliar a saude dos camardes,

contribuindo assim para o sucesso dos cultivos.
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