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Resumo - Exposi¢des a fatores quimicos, biologicos elsicds (estresse) na aquicultura intensiva
tendem a diminuir a resisténcia dos peixes as @senQbjetivou-se relacionar o isolamento de
mucopolissacarideos (conhecidos como proteoglicanB€5) extraidos da pele da carpa comum
Cyprinus carpiocomo uma ferramenta indicativa de estado nutraienbarreira fisica de resisténcia
dos animais. Inicialmente, os PG foram extraidas papaina bruta em tampéao acetato de sodio 0,1 M
(pH 5,0) contendo cisteina 5 mM e EDTA 5 mM, segudr cromatografia de troca iénica do extrato
total em coluna de DEAE-celulose utilizando um graté de NaCl. Em seguida, as fracOes obtidas
foram analisadas quanto em composi¢cao quimicaefpasollvel total e aglcar total) e submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 0,5%. A técniceeffoiente na extracdo dos PG e o perfil
cromatogréfico indicou a separacdo de cinco difesfracdes de glicosaminoglicanos (GAGS) (F I;
FIl; FIUI; FIV e F V), eluidas nas concentrac@ds 0,50; 0,75; 1,00; 1,25 e 1,50 M de NaCl,
respectivamente, revelando, por eletroforese, lsaudifarentes entre si em densidades em cargas
negativas. Desta forma, a técnica utilizada fdi paira isolar GAGs da pele d& carpio sugerindo
uma possivel ferramenta de parametro imunoldgico.

Palavras-chave: piscicultur&yprinus carpio digestdo proleolitica, glicosaminoglicanos, sigtede
defesa.

EXTRACTION OF MUCOPOLYSACCHARIDES FROM THE SKIN OF T HE COMMUN CARP : AN AUXILIARY
TOOL FOR IMMUNOLOGICAL PARAMETER  ?

Abstract - Exposures to chemical, physical and/or bioldgfaators (stress) in intensive aquaculture
trend to decrease the resistance of fishes to s#isedt was objected to relate the isolation of
mucopolysaccharides (known as proteoglycans - B@aaed from the skin of the common carp
Cyprinus carpioas an indicated tool of nutritional and resistapbgsical obstacle status of animals.
Initially, PG were extracted with crude papain i1 M sodium acetate buffer (pH 5.0) containing
5 mM cysteine and 5 mM EDTA, followed by ion exchanchromatography on a DEAE-cellulose
column using a NaCl gradient. Then, the obtainadtions were analyzed as in chemical composition
(total soluble protein and total sugar), and sutaditto 0.5% agarose gel electrophoresis. The
technique was efficient on PG extraction, and theomatographic profile showed five different
fractions separation of glycosaminoglycans (GAGS)I( F Il, F lll, F IV and F V) eluted at
concentrations of 0.50, 0.75, 1.00, 1.25 and 1.58f MaCl, respectively, revealing, by electroph@es
mobility of distinct bands by charge density. Thing technique used was useful to isolate GAGs from
the skin ofC. carpioas a possible immunological parameter tool.

Key-words: fish culture, Cyprinus carpio proteolytic digestion, glycosaminoglycans, de&ens
mechanism.
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INTRODUCAO

A China € o maior produtor mundial de pescado, idegde Peru, Estados Unidos, Japao e
Indonésia, segundo estatisticas da Fao (2003) ém 20aquicultura no Brasil, por sua vez, desponta
com crescimentos de 30% ao ano (Fao, 1999), serchrpa comumyprinus carpi9 uma das
especies de peixes cultivadas no Pais (Moetigd, 2001).

Sistemas de manejo intensivo no cultivo de orgamésaguaticos, por outro lado, favorecem o
aparecimento de doencas quando expostos a elemadns de estresse de natureza quimica, fisica
e/ou bioldgica. Elevadas densidades de estocagg@mesanca de grandes quantidades de alimento e
dejetos dos animais elevam os niveis de matérénarg e bactérias, prejudicando a qualidade de agua
e causando doencas (Vadstein, 1997), bem commttazarejuizos para o crescimento, reproducao,
saude, sobrevivéncia e qualidade dos peixes (kayb203). Também a utilizacdo de equipamentos
contaminados (tanques de transporte, redes, pbgddes, roupas de trabalho etc), favorece a
transmissdo de patdgenos e parasitas aos anieigai€omo por via oral (alimento e agua ingerida),
pele e branquias, vetores, narinas e anus (Kukitabitza, 1999), comprometendo as estratégias de
tratamento. Desta forma, a conjuncdo desses fatevasa diminuicdo da imunidade dos peixes,
quando expostos, também a tratamentos profildteme o uso indiscriminado de antibidticos,
induzindo, ndo apenas a selecdo de linhagens tiéribaaesistentes e riscos ambientais, mas também
a transferéncia dessa resisténcia para bactésasiadas a populacdo humana, comumente chamada
de resisténcia cruzada (Figueireeibal, 2008a). A introducdo e dispersdo de espécieScasdde
peixes ameagam 0S ecossistemas aquaticos e asgigsilde espécies nativas, gerando impactos
ambientais, econdmicos, sociais ou culturais (@skg 2010).

A imunidade dos organismos aquéticos é ainda peutendida, envolvendo um conjunto de
barreiras e mecanismos fisicos, quimicos ou celsilde um ser vivo capaz que prevenir ou combater
agressodes de origem fisica, quimica ou biolégioggnientes do ambiente que os cercam (Figueiredo
et al, 2008b). Em contribuicdo, diversos compostos mestimulantes derivados de plantas, algas
marinhas etc, (Dugencet al, 2003; Fariaset al, 2004; Rodriguest al, 2009a) e as vacinas
(Figueiredoet al, 2009), tém sido empregados na prevencao dossstee enfermidades em peixes,
respectivamente, de maneira manter o estado débeguhomeostéatico (Tavares-Dias & Moraes,
2004).

Os peixes dispdem de mecanismos de defesa divesendp assim conhecidos como nao

especificos (inatos do préprio animal ou espéciesgecificos (ligados a imunidade dos peixes e
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adquiridas ao longo de sua vida e exposi¢cdes g@adé e parasitas). Considerado uma das principais
barreiras de defesa contra organismos patogérocosico também possui a propriedade de reduzir o
atrito do corpo do peixe com a agua, facilitandm apenas sua natacao, mas também contribuindo na
funcdo osmorregulatoria do animal (Kubitza & Kuhijt2999).

O muco de superficie contém diversos compostos claotnas, lactoferrinas, lisozimas,
componentes do sistema complemento, peptideosargitanos, imunoglobulina M e pentraxinas que
inibem ou dificultam a infeccdo e disseminacdo dgenos (Figueiredet al, 2008b), enquanto
aquele conhecido como mucopolissacarideo se faemteena pele, o qual encontra-se, na sua grande
maioria, na forma de agregados complexos denomsénddoproteoglicanos. Nos vertebrados, essas
macromoléculas estdo representadas por acuUcarégadas chamados de glicosaminoglicanos
(GAGS), dos quais os galactosaminoglicanos, cotidraulfato (CS) e dermatam sulfato (DS), e os
glucosaminoglicanos, heparina (HEP) e acido hiale (este ultimo nao-sulfatado), sdo os mais
conhecidos (Kjellén & Lindahl, 1991). Esses polkiss&deos também sdo conhecidos por apresentarem
atividades anticoagulante e antitrombotica (Satzal, 2007), despertando assim grande interesse nas
ciéncias médicas.

De forma a contribuir com os estudos sobre os n&oas de defesa envolvidos em peixes, a
proposta deste trabalho foi extrair GAGs da peleal@a comum(C. carpiq e relaciona-los como
possiveis parametros de avaliacdo para o diagondspiarente da condicdo de estado nutricional e

defesa fisica desses animais.

MATERIALE METODOS
REMOCAO DA PELE DO MUSCULO

Um exemplar adulto de carpa-comu@yprinus carpig LINNAEUS, 1758), foi doado de uma
fazenda de cultivo comercial e a pesquisa deseidkolvo laboratério de Carboidratos e Lectinas
(CARBOLEC) do Departamento de Bioquimica e Bioldgi@lecular, Universidade Federal do Ceara.
A remocédo da pele do musculo do peixe foi realizalavés do uso de bisturi, sendo em seguida,
lavada com &gua destilada, seca em estufa a 4Qradtd 48 horas, cortada em pequenos pedacgos e

armazenada em frasco fechado para posterior eatdng@GAGS totais.

EXTRACAO DOS GAGs
Os GAGs totais foram obtidos através da combindedduas metodologias (Farietsal, 2000;

Souzaet al, 2007), como mostradas na figura 1. Inicialmeatpele desidratada ao sol foi hidratada
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com 80 mL de tampao acetato de sdédio 0,1 M (AcNejgc Quimica) (pH 5,0) contendo cisteina 5
mM (Sigma Chemical) e EDTA 5 Mm (QEEL). Em seguiftaam adicionados 30% de papaina bruta
(Vetec Quimica), sendo a mistura incubada em bamma (MARCONI, modelo MA 159) a 60 °C
por 48 horas. Apés incubacgédo, o material foi filtracentrifugado (8.000 g; 4 °C; 30 min.) e, ao
sobrenadante, adicionados 3,5 mL de uma soluc&todko cetilpiridinio (CCP) (Sigma Chemical) a
10% para precipitacdo dos GAGs (25 °C; 72 h). @ipitado foi lavado com 200 mL de CCP 0,05%,
dissolvido em 100 mL de NaCl 2 M: etanol absolul®Q; 15; v/v) e submetido a uma nova
precipitacdo através da adicdo de 80 mL de etdsdlato (4 °C; 24 h). Logo ap0s a precipitacédo, o
material assim obtido foi centrifugado, submetidduas lavagens com 100 mL de etanol 80% e uma
outra lavagem com etanol absoluto (100 mL), e fnegte seco em estufa (MARCONI, modelo MA
035) &40 °C por 48 h.

CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM COLUNA DE DEAE-CELUOSE

O extrato total foi submetido a uma cromatograéardca idnica em coluna de DEAE-celulose
(Sigma Chemical) percolada como mesmo tampao dagéxt (AcNa) até a completa remocao dos
polissacarideos néo retidos, seguido do fraciontomads GAGs por eluicdo com 0 mesmo tampao de
equilibrio contendo concentractes diferentes delN@GO0; 0,75; 1,00; 1,25 e 1,50 M). As fracbes
obtidas foram monitoradas através da propriedadeamenatica usando o azul 1,9-dimetilmetileno
(ADM) (Sigma-Aldrich) segundo Farndalet al (1986) em espectrofotometro a 525 nm
(AMERSHAM BIOSCIENCES ULTROSPEC 1100). Em seguidges fracbes de GAGs foram
concentradas por liofilizacéo e as solucdes prejparmantidas sob refrigeracéo a 4°C.

ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

As fracoes metacromaticas de GAGs [y obtidas do fracionamento em DEAE-celulose foram
aplicadas no gel preparado em tampao 1,3-acetatoirtbpropano 0,05 M (Aldrich) (pH 5,0). A
corrida foi realizada utilizando-se voltagem conttg110 V) durante 60°C. Apoés a corrida, os GAG
presentes no gel foram fixados com uma solucal-detil-N,N,N-brometo de trimetilamonio a 0,1%
(Vetec Quimica) por 24 horas. Em seguida, o gekcévado com azul de toluidina a 0,1% (Vetec
Quimica) e descorado com uma solucdo contendo letdnsoluto, dgua destilada e acido acético
concentrado (4,95: 4,95: 0,1; v/v/v), segundo Mibt& Dietrich (1976).
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ANALISES QUIMICAS

O conteudo de carboidrato total (CT) das fracoesiéberminado pelo método do fenol-acido
sulfarico por Duboist al. (1956), utilizando a galactose para a obtencémudaa padrdo. O contetido
de proteinas totais soluveis (PTS) foi estimadm peétodo descrito por Bradford (1976) usando

albumina sérica bovina como padréo.

PELE DESIDRATADA

HIDRATACAO (tampé&o acetato de sodio 0,1 M (pH St@jisteina 5 mM + EDTA5 mM)
DIGESTAO (30% de papaina bruta; 8D; 48 h)

FILTRACAO
Centrifugacgéo (2.965 g; 30 min.; 10°C)
PRECIPITACAO (CCP 10%; 2%C; 24 h)
Centrifugacéo (2.965 g; 30 min.; 10°C)
LAVAGEM (CCP 0,05%)

l Centrifugacgéo (2.965 g; 30 min.; 10°C)

PRECIPITADO SOBRENADANTE
(descartado)

DISSOLUCAO (NaCl 2 M: Etanol absoluto, 100: 15; v/v)

PRECIPITACAO (Etanol absoluto,*€; 24 h)
| Centrifugacdo (2.965 g; 30 min.; 10°C)

PRECIPITADO SOBRENADANTE
(descartado)

LAVAGENS (2%, etanol 80%; X, etanol absoluto)
Centrifugacgéo (2.965 g; 30 min.; 10°C)
SECAGEM (40°C; 48 h)

GLICOSAMINOGLICANOS (GAGS)

Figura - 1. Fluxograma de obtencdo dos GAGs presentes naaelarpa-comunCyprinus carpio

RESULTADOS E DISCUSSAO
A aquicultura comercial € atualmente responsavel peaior fonte de proteina de origem animal,

atendendo aproximadamente um bilhdo de pessoasimdomA competitividade no mercado interno e
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externo vem se comportando proporcional ao cresdonda atividade. O controle sanitario da
producdo também tem sido amplamente recomendado éomma legal e obrigatéria por 6rgaos
governamentais de fiscalizac&do. Tal certificacdo t®mo objetivo monitorar, controlar e informar a
ocorréncia de doencas em aquicultura (Figueirededl, 2008).

O manejo inadequado geralmente propicia aos peixesa série de problemas nutricionais, bem
como susceptibilidade a diferentes enfermidadesrigem infecciosa e parasitaria (Martins, 1998). A
busca de novas ferramentas que auxiliem na methopieensdo da imunidade inata em peixes (muco,
escamas, pele, mecanismos fisiologicos e hormonbé) como estratégias de avaliagdo desses
parametros imunoldgicos, principalmente quando rgarasmos aquaticos sdo expostos a condi¢des
adversas de cultivo (m& nutricdo, variacdes naidpdd de agua, inadequada condicdo sanitéria,
infestacdes por parasitas e patdégenos, alta delesidens cultivos etc), sdo extremamente importantes

com o crescimento da aquicultura no mundo.

EXTRAGAO E FRACIONAMENTO DOS GAGs EM COLUNA DE TROCAONICA DEAE-CELULOSE

A utilizacdo da digestdo enzimatica de proteinasepaimas proteoliticas (papaina) na extracédo
e/ou assim como de CCP na concentracdo por peagdpitde polissacarideos sulfatados (PS) vem
sendo bastante utilizada em organismos aquatigigscdmo peixes e algas marinhas. Por exemplo, o
glicosaminoglicano CS e outros compostos contemamgaminas semelhantes a grupos HEP ou HS
foram obtidos e fracionados por precipitacdo comCQRe guelras da carpa-comu@ carpio
(Wassermaret al, 1972); precipitacdes de DS, CS e acido hiale@dfdram obtidas da carpa indiana
Labeo rohita(Sikder & Das, 1979); DS e CS foram extraidosppkdes das espécies de raias marinhas,
Dasyatis americaneD. guttatg e Aetobatus narinarie da espécie de raia de dgua ddamotrygon
motoro(Delliaset al, 2004); DS, CS e HS do tecido muscular do bacaBalus morhua peixe lobo
Anarhichas mino(Tinghoet al, 2005) e DS da pele da enguia elétEéactrophorus electricupativa
do Rio Amazonas (Sous al, 2007).

Na extracdo de PS presentes em algas marinhagrtasdempregando a enzima papaina, bem
como o CCP para a concentragdo por precipitacaseslesompostos, podemos citar a obtencéo de
galactanas sulfatadas das espécies de algas vasBeltnyocladia occidentaligFariaset al, 2000),
Gelidium crinale(Pereireet al, 2005) eHalymenia pseudofloresigRodrigueset al,, 2009b), e fucanas

sulfatadas da alga marinhavariegata(Rodrigueset al, 2009a).
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Neste trabalho, o emprego da enzima papaina dusaetdracdo e CCP na precipitacdo dos
GAGs presentes na pele @e carpiodemonstrou-se eficiente. A purificagdo dos potias@eos por
cromatografia de troca idnica em coluna de DEARHosE resultou na separagédo de cinco diferentes
fracbes de GAGs (F I; F II; F 1II; F IV e F V) ellds nas concentracdes de 0,50; 0,75; 1,00; 1,Z0e 1
M de NaCl, respectivamente (Figura 2). A maior roetmasia foi observada na fracdo F I, eluida
com 0,75 M de NaCl, seguida das fracbes F Il € ELIOO e 1,25 M), respectivamente. Desta forma, a
resina de troca ibnica mostrou-se eficiente nadresmento dessas macromoléculas, o que denota que

a especie estugada é rica em GAGs na pele.
c
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Figura - 2. Cromatografia de troca ibnica em coluna de DEAKkHose do extrato total de GAGs da
pele da carpa-comunCyprinus carpio A coluna foi equilibrada com tampao AcNa. Os GAGs
adsorvidos no gel foram eluidos com o tampdo Acbl@endo NaCl em concentracdes diferentes
(0,50; 0,75; 1,0; 1,25 e 1,50 Mm[J m) propriedade metacromatica (GAGRL{ ®m) gradiente salino
(stepwise).

Embora as vacinas e os imunoestimulantes, produ@®sgem no sistema imune contra diversas
enfermidades, sejam, de uma maneira geral, efesesbmente as defesas inespecificas do organismo
ndo sao capazes de evitar a grande variedadeatgdel. Tal fato é justificado devido a capacidade
que os patogenos tém de driblar a imunidade inatasem, causar doencas ao hospedeiro. Para melhor
alcancar melhores repostas nos tratamentos costrdo@ncas, sem causar selecdo microbiana e
esiduabilidade nos animais com o0 uso de antibigtipor exemplo, deve-se, sobretudo, conhecer as

defesas naturais dos organismos aquaticos (Figwetel, 2009).
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Os mucopolissacarideos (proteoglicanos) sdo eram¥rnas cartilagens, na pele e no liquido
sinovial (Menezes, 1991). As funcdes dos GAGs estfarionadas com a resisténcia a infecgdes
(Warren & Granham, 1950), controle de 4gua e dits) cicatrizacado (Dorfman, 1958), atividade
anticoagulante (Colburn & Buonassi, 1982), divigA@rescimento celular (Dietrich, 1984), dentre
outras. Nos peixes, o muco promove defesa congan@mos patogénicos devido a sua acdo
neutralizante, bactericida e fungicida, sendo sodygédo regulada por mecanismos hormonais, a qual
vem a aumentar durante a infestacdo por parasit@xmosicdo dos peixes a aguas com pH &cido (<
5,5) ou alcalino (> 10). Desta forma, uma nutrigidanceada é requisito basico para a producéo
normal de muco nos animais durante eventos que guamm estresse (despescas, transporte,
reproducdo etc), enquanto o inadequado manejoéigiep com produtos quimicos (antibidticos e
formalina) e aqueles de agbes oxidativa (permartgade potassio, peroxido de hidrogénio e cloro),
podem resultar na destruicAo da camada protetorenwd®, favorecendo a agdo de parasitas e
patdgenos (Kubitza & Kubitza, 1999).

ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

As fracdes F II, F lll e F IV, ao serem submetidasprocedimento eletroforético, mostraram um
perfil migratoério bastante similar entre si (FiguBx No entanto, a F Il revelou a presenca de
componentes distintos durante sua mobilidade ébeética, quando comparada as fragées F Il e F IV.
A mistura de GAGs encontrada na F Il sugere difsgemmarcantes na densidade de cargas negativas
dessas moléculas. A banda metacromatica que afpeseenor mobilidade no gel foi mais carregada
quando comparada as duas outras obtidas na F ffag@es F Ill e F IV, por sua vez, indicaram um

alto grau de resolucao, quando bandas homogérestamte carregadas foram obtidas no gel.

FII. FIIL FIV ~ Origem
Figura - 3. Revelacédo das fracdes (F II; F Il e F IV) de GA@or eletroforese em gel de agarose da
carpa-comumcyprinus carpio As fragdes foram coradas com azul de toluidifdl &o.
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Normalmente, o DS é o GAG predominante na peleedtelvrados marinhos (Bau, 1998; Bad,
2003; Delliaset al, 2004; Nandinet al, 2005; Souzat al, 2007), enquanto o CS e HS ocorrem em
baixas concentracdes em outras espécies de p8iRés (1998). Sikder e Das (1979) isolaram uma
mistura de GAG (DS, CS e é&cido hialurénico) da eigpée carpa indiana rohita. Bau (1998) isolou
por protedlise seguida de precipitacdo por etanfbh@onamento por acetona o glicosaminoglicano
HEP das peles das espécies de peixes marinias thynnusGadus morhua Epinephalussp. Bau
(2003) relatou a presenca de DS na pele do &atsuwonus pelamis do CS em cartilagens de
nadadeira e coluna vertebral em dez espécies derdh HSs identificados em duas espécies de peixes
de regibes temperadas mostraram diferentes pragomd contelddo de sulfato entre o bacalhau do
Atlantico Gadus morhuz@omparado ao peixe lol#marhichas mino(Tingboret al, 2005).

Neste trabalho, a andlise por eletroforese revelma mistura de GAGs na fracédo F Il e a
ubiqlidade de fracdes de GAGs (F lll e F IV) isalsdia pele d€. carpio (Figura 3). Este fato
também vem a reforcar a elevada metacromasia eadama fracdo F 1l do perfil cromatogréafico em
DEAE-celulose (Figura 2). Desta forma, a identgéa do (s) GAG (s) presente (s) na peleCde

carpio sugere estudos posteriores.

CoMPOSICAO QUIMICA

A composicao quimica das fracdes de GAGs isoladapele deC. carpio estd mostrada na
tabela 1. O AT foi maior na F Ill, eluida com 180de sal, quando comparada as demais, enquanto
que o contetdo de PTS nédo foi mensurado na malasdracdes de GAGs (Tabela 1). O conteudo
traco de PTS obtido na F Il foi justificado pelaggnca das trés diferentes bandas observadasedarant

migracao eletroforética (Figura 3).

Tabela - 1. Acucares totais (AT) e proteina total soltvel (PT&s fracdes de GAGs obtidas por
cromatografia de troca ibnica (DEAE-celulose) daascomumCyprinus carpio

Fracoes NaCl (M) AT (%) PTS (%)
Fl 0,50 nd nd
Fll 0,75 21,30 tracos
F il 1,00 40,69 -
FIv 1,25 29,45 -
FV 1,50 nd nd

nd: ndo determinado e -: ndo detectado.
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Os GAGs séao heteropolissacarideos constituidosupidiades de acglcares formadas por uma
glicosamina ou galactosamina, um aciglucurdnico ow-idurdnico ou ainda galactose (Dietrieh
al., 1976; Medeirogt al, 1999; Delliast al, 2004).

Em suma, a caracterizagdo quimica do (s) GAG (9ersu posteriores investigacoes,
principalmente em estudos de atividades biolégicasjo esses compostos sdo também conhecidos
(Delliaset al., 2004; Souzat al, 2007). Embora que seja provocativa, a deteceésad moléculas por
emprego da técnica (extracdo e fracionamento) @oder a ser utilizada como uma ferramenta
adicional de fator de parédmetro de resposta desaefemunologica para peixes cultivados
comercialmente, haja vista o pouco conhecimentondaidade desses animais. Para tanto, bioensaios
utilizando diferentes espécies de peixes, com égmslos animais a diferentes situacdes de estresse
seriam indicados, de forma a melhor compreendepelbioldgico dos GAGs presentes nesse grupo

de vertebrados aquaticos.

CONCLUSAO

A extracdo de glicosaminoglicanos da pele da ceppadm (C. carpig, seguido por
cromatografia de troca ibnica em coluna de DEARHosk, revela, por eletroforese, moléculas
distintas entre si em densidade de cargas negasuaerindo assim estudos complementares de
caracterizacdo quimica. A utilizacdo desses paistdeos em diferentes modelos de atividades
bioldgicas também seria fortemente recomendadaditerse que a técnica em questdo poderia vir a

ser vantajosa em estudos sobre a imunidade ingdeixkes de interesse comercial.
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