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RESUMO

A alga marinha vermelha Gracilaria cornea foi analisada quanto & sua
composicéo quimica, apresentando, elevados teores de carboidratos, magnésio e
fosforo. O extrato bruto da alga aglutinou preferencialmente eritrécitos de galinha
tratados com tripsina e mostrou-se téxico para camundongos dentro de um
periodo de 24 horas por injecdo intraperitoneal (DL50 104mg/kg de peso
corpdreo do animal). O tratamento térmico do extrato bruto aboliu completamente
a atividade hemaglutinante a 50°C por 5 minutos e a atividade tdxica a 60°C por 5
minutos. O procedimento de purificacéo da toxina e da lectina foi conduzido por
aplicacédo do extrato bruto em cromatografia de interacéo hidrofébica em coluna de
Sepharose CL-4B seguido por cromatografia de filiracdo em gel de Sephadex
G-100. A toxina em estudo € uma glicoproteina que apresenta 36,8% de
carboidratos na sua estrutura, sendo considerada uma proteina dimérica com
massa molecular aparente de 71,56 kDa por filtracdo em gel de Sephadex G-100
e apresentando uma banda de massa molecular de 35,0 kDa sob condigbes
desnaturantes por PAGE-SDS em presenca de B-mercaptoetanol. A lectina
também é uma glicoproteina apresentando 52,30% de carboidratos, sendo
considerada uma proteina monomérica com massa molecular aparente de
56,4Kda por filtracdo em gel de Sephadex G-100 e 66,0 kDa em condigdes
desnaturantes em presenca de f-mercaptoetanol. A toxina € ativa para
camundongos (DL50 5,18mg/kg de peso corpéreo do animal) produzindo
convulsdes tdnico-clénicas e paralisia facial que antecedem a morte do animal. As
avaliacbes preliminares de atividade toxica do extrato total , da toxina e lectina
sobre o ciclo de vida do carrapato bovino B. microplus demonstraram que estas
fracbes protéicas afetaram algumas fases do ciclo de vida desse ectoparasita,

sendo mais acentuados os efeitos toxicos produzidos pelo extrato bruto e lectina.

Xiv
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ABSTRACT

The red marine alga Gracilaria cornea was analyzed in related to its
chemical composition, showing predominance in the carbohydrate, magnesium
and phosphorus. The crude extract of the alga agglutinated preferentially chicken
erythrocytes treated with tripsin and it showed to be toxic to mice within 24 hours
upon intraperitoneal injection (LD 50 104.0 mg/kg body weight). Thermal treatment
of the crude extract to 50°C for & minutes completely inactived the
haemagglutinating activity and to 60°C for 5 minutes the toxic activity. The
purification procedure of the toxin and of the lectin was realized by application of
the crude extract in hydrophobic interaction chromatography on column of Phenyl-
Sepharose CL-4B followed by gel filtration on Sephadex G-100 colunm. The
carbohydrate content of 36.8% suggests that the toxin is a glycoprotein. It showed
an molecular mass 71.56 kDa by gel filtration on Sephadex G-100 colunm and an
molecular mass of 35 kDa by SDS-PAGE in the presence of b-mercaptoetanol.
The lectin exhibited a single proteic band with apparent molecular mass of 56.4
kDa and under desnaturant conditions (SDS-PAGE in the presence de b-
mercaptoetanol) also exhibited a single proteic band with molecular mass of 66.0
kDa. Its carbohydrate content of 52.30% suggests that this protein is also a
glycoprotein. The toxin is active for mice (LD 50 5.18mg/kg body weight) producing
dyspnea, tonic-cldnics convulsions and flaccid paralysis prior to death of the
animal. The preliminary evaluations of the crude extract, lectin and toxin in the
control on the tick B. microplus demonstrated that these proteics fractions affected
the evolutionary cycle of the ectoparasite. The toxic effects of the crude extract and

lectin were shown to be more intense than those of the toxin.

XV
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1.1- ALGAS MARINHAS

1.1.1- Consideragdes Gerais

As algas séo taldfitas (plantas sem raizes, caules e folhas) que tém a
clorofila @ como seu pigmento fotossintético principal (LEE, 1997). Em relagdo ao
habitat, as algas sdo predominantemente aquaticas, sendo encontradas no mar,
em aguas estuarias, dulciolas e em superficies umidas. Sua distribuicdo
depende da temperatura e salinidade da agua, disponibilidade de luz solar,
correntes dos oceanos e das condi¢des fisicas e quimicas afins (RAVEN et al,,
1996).

" Em muitos ecossistemas aquaticos, as algas atuam como produtores
primarios na cadeia alimentar, sintetizando material organico a partir de diéxido
de carbono e agua e também o oxigénio necessario para o metabolismo dos
organismos consumidores (LEE, 1997). |

Embora pertencendo a varios grupos taxondmicos, as algas podem
ser grosseiramente separadas pelo tamanho em dois grandes grupos: as algas
microscépicas (microalgas) e as algas macroscopicas (macroalgas), com
dimensdes que variam de alguns milimetros a algumas dezenas de metros
(PANORAMA DA AQUICULTURA, maio/junho, 1897).

As algas marinhas, historicamente, vém sendo denominadas de
vegetais inferiores, devido a sua simplicidade de organizacdo, quando
comparadas a outros grupos de plantas, principalmente as vasculares (RAVEN
et al., 1996).

“ As algas macroscépicas, do ponto de vista botanico, sdo classificadas
de acordo com a estrutura fisica, funcéo e ciclo reprodut'ivo em: Chlorophyta
(algas verdes), Phaeophyta (algas pardas) e Rodophyta (algas vermelhas)
(RAVEN et al., 1996).

Segundo ROUND (1983), evolutivamente, as algas marinhas, por
apresentarem um historico féssil muito extenso, sdo consideradas como um
grupo a partir do qual todos os outros vegetais fotossintetizantes mais

LIMA, M. E.P. 2
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complexos, Criptégamas e, mais recentemente, Fanerégamas, se originaram.
Apesar da sua variedade nos aspectos morfologicos, citolégicos e reprodutivos,
seus mecanismos basicos e vias metabodlicas parecem ser similares aos demais
vegetais.

Reconhecidamente, as algas marinhas representam um dos maiores
biorecursos, existindo aproximadamente 150.000 espécies, dentre as quais mais
de 30.000 se encontram taxonomicamente classificadas (HARVEY, 1988).

1.1.2- Importancia Econémica

O valor de algas marinhas para o ambiente marinho é igualado
apenas ao seu valor para a sociedade, pelo fato de elas oferecerem um amplo
espectro de produtos e beneficios, com aplicacées na nutricdo, fertilizacao,
cosmética, farmacologia, processamento de alimentos e biotecnologia
(MORANO et al., 1991; BLUNDEN, 1991).

Em,,\:/irtude da persisténcia e toxicidade ambiental da maioria dos
pesticida?éihtéticos, vem sendo observado um maior interesse por compostos
naturais nas aplicagcbes agroguimicas. As algas marinhas, além de reguladoras
do crescimento de plantas, sdo também utilizadas para aumentar o rendimento
da colheita, reduzir a perda de frutos armazenados, melhorar a absorcdo dos
nutrientes e tornar saudavel a pastagem do gado através de sua aplicagdo no
tratamento do solo (HARVEY, 1988).

_ - As algas marinhas macroscopicas vém sendo utilizadas ha milénios
pelos povos orientais como parte importante de sua dieta alimentar. No entanto,
além de seu uso como alimento, as algas tém sido utilizadas como complemento
de ragbes, adubos sdlidos ou liquidos e como fontes de produtos quimicos
diversos, dentre os quais se destacam certas muscilagens conhecidas como
ficocoldides, ou coldides de algas. Estas Ultimas substancias sdo classificadas
em trés grupos basicos em funcdo de sua estrutura quimica e propriedades

reologicas: os agares (agar-agar) ou agaranas, as carragenanas, € os alginatos.

LIMA, M.E. P. 3
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Na TABELA 1 sio apresentados os usos desses principais ficocoldides
(PANORAMA DA AQUICULTURA, maio/junho, 1997).

Em paises ocidentais, algas marinhas séo utilizadas pela industria de
coldides como fontes de gelantes, espessantes ou aditivos estabilizantes para
alimentos (MABEAU ef al., 1992).

As algas marinhas vém sendo utilizadas ha milénios pelos povos
orientais como parte importante de sua dieta alimentar. Em alguns paises
ocidentais, as algas ja sdo consumidas regularmente como alimento, como é o
caso do Chile, onde algumas espécies s&o encontradas & venda em feiras e
mercados (PANORAMA DA AQUICULTURA, maio/junho, 1997). oo

A populagdo mundial, de acordo com dados estatisticos da ONU
(Unido das Nacdes Unidas), devera ulirapassar os seis bilhndes de habitantes.
Em contraste, o aumento na produc&o de gréos, que foi de 3% por ano entre
1950 e 1984, tem sido menor que 1% nos udltimos anos. Assim, fontes
alternativas de alimentos deverao ser usadas para a obten¢éo de nutrientes para
seres humanos e animais domésticos (PIMENTEL et al., 1997)

. Algas marinhas podem ser consideradas como uma fonte potencial de
nutrientes; visto que elas usualmente contém grandes quantidades de proteinas
e carboidratos (MABEAU et al., 1992; BENEVIDES et al., 1998a; RAMOS et al.,
1998). Além disso, elas tém altos teores de iodo, justificando a baixa incidéncia
de hipotiroidismo e bécio nas populagdes da costa asidtica (YAMAGATA &
YAMAGATA, 1972; ARASAKI & ARASAKI, 1983). Além disso, algumas algas
contém quantidades significantes de vitaminas A, B (tiamina), B, (riboflavina), C
e, especialmente, Bz (ERICSON & LEWIS, 1953; CHAPMAN, 1970; DARCY-
VRYLLON, 1993; PEREIRA, 2000). Algumas algas marinhas apresentam na sua
composi¢do de aminoacidos altos teores de arginina e grandes quantidades de
aminoacidos ndo essenciais, tais como, aspartico, glutamico, glicina e alanina
(MABEAU et al., 1992).

Ao estudarem algas marinhas pertencentes as familias Rhodomelaceae,
Gelidiaceae, Hipneaceae, Solieriaceae e Gracilariaceae, com relagédo aos seus
constituintes elementares, BENEVIDES et al, (1998°% verificaram que as

espeécies, Enantiocladia duperreyi, Amansia multifida, Hypnea musciformis,

LIMA, M. E.P. #
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TABELA 1 — Principais usos de coldides extraidos de algas marinhas.

Agar Carragenana Alginatos

Microbiologia (meio de cultura) X
Industria alimenticia (gelatina) X
Industria téxtil (seda, voil, tule rayon)
Revestimento filamentoso (tungsténio)

Industria fotografica

Couros finos

Adesivos especiais X

X X X X X X X

Espessante de molhos e sopas
Estabilizante anti-pretejamento de X
alimentos

. Geléias X

Laxantes X

pod

Suspensor (chocolate e antibidticos)

x

Emulsificantes

x

Cosmética (creme e sabdo)

X X X X

Cervejaria (clarificante, espuma) X

Vinho (clarificante) X

X

Inseticidas

b

Lindleo, couro e sedas artificiais
Polimento (suspensor)

Industria de papéis

Sorvetes

Industria de tintas

X
X
- T S S e A

Encapsulacéo (biotecnologia e medicina)
Eletroforese (agarose) X

Industria de laticinios X

Revestimento de eletrodos X

X

IndUstria de borracha

Medicina (sutura) X

Tabela adaptada do Panorama da Aquicultura (maio/junho, 1997)
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Solieria filiformis e Bryothamnion seaforthii apresentaram niveis protéicos que
variaram de 21,8% a 37,2%.

A composigdo de aminoacidos de algumas espécies de algas
marinhas nativas da costa nordeste do Brasil foi avaliada por RAMOS et al.
(1998). Os autores verificaram que a alga vermelha Amansia multifida é rica em
aminoacidos acidos e hidroxilados e pobre em metionina e cisteina, e que a alga
verde Caulerpa sertularioides apresenta grande conteldo de leucina e de
alanina, mas baixos niveis de aminoacidos sulfurados.

RAMOS et al. (2000), ao estudarem o contetdo de proteinas e seus
aminoacidos constituintes em quatorze espécies de algas marinhas do nordeste
do Brasil, observaram grande variagdo no contelido protéico entre as espécies
analisadas, variando de 2,3% (Corallina officinallis) a 25,6% (Amansia multifida).
As espécies Amansia multifida, Caulerpa sertularioides, Enantiocladia duperreyi,
Solieria filiformis e Vidalia obtusiloba apresentaram niveis protéicos (acima de
18%) comparaveis aos de algumas sementes de leguminosas. Elas
apresentaram  altos teores dos aminoacidos  aspartico/asparigina,
glutamico/glutamina, fenilalanina, tirosina e treonina e quantidade moderada do

residuo do aminoacido essencial metionina.

1.1.3- Atividades Biolégicas

Os registros do uso de substancias provenientes de organismos
marinhos e o conhecimento de suas propriedades datam de tempos remotos. Os
povos da india j& utilizavam estas substancias com finalidades terapéuticas e
selecionavam as espécies téxicas. Ha pelo menos mil anos atrés os chineses ja
empregavam o extrato da alga Laminaria japonicum como condimento para
incrementar o sabor e 0 aroma de certos alimentos. Mais tarde, o agente
responsavel por estas propriedades foi identificado como sendo o &cido
glutdmico, que também é um importante neurotransmissor no sistema nervoso
central (BASLOW, 1969).
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Através do aprimoramento dos métodos de “screening’ farmacoldgico,
o papel dos produtos naturais na descoberta de novas drogas tem aumentado
nos ultimos anos. Tal fato pode ser observado principaimente quando se trata de
produtos naturais marinhos, os quais mostram uma interessante diversidade de
estruturas quimicas novas com potentes atividades biologicas (KONIG &
WRIGHT, 1996).

jWII:E\MER et al. (1991) testaram o extrato bruto da alga marinha
vermelha Vidalia obtusiloba e verificaram uma potente inibic&o in vitro da enzima
fosfolipase A; (PLAz) de abelha. Através de uma posterior purificacdo e analise
quimica isolaram duas substancias que foram identificadas como vidalous A e B.
Tais substancias provocavam uma redugdo significativa de edema quando
aplicadas topicamente apds um agente indutor de inflamagéo e, em testes in
vitro, inibiram 96% da atividade PLA; na concentracéo de 1,6 ng/ml.

Algas marinhas pertencentes a 86 espécies coletadas na Inglaterra,
Canadé e Corea foram estudadas com relagéo a sua atividade antiviral. Varias
concentracdes de extratos alcodlicos das algas foram testados contra os virus
do herpes simples tipo 1 (HSV1) e "sindbis” (SINV). Destes, 11 extratos inibiram
ambos os virus e 22 outros foram ativos somente contra um dos virus, sendo
que apenas 2 destes extratos exibiram citotoxicidade nas concentracdes
testadas (KIM, ef al., 1997).

Extratos de 13 espécies de algas marinhas coreanas foram estudados
e exibiram atividade antiviral. Codium fragile foi ativa contra os virus do herpes
simples (HSV), “sindbis” (SINV) e polio. As espécies Enteromorpha linza,
Colpomenia bullosa, Scytosiphon lomentaria e Undaria pinnatifida foram ativas
contra o HSV e SINV, mas n&o contra o virus da polio. As outras 8 espécies
foram ativas contra o HSV ou o SINV (HUDSON et al., 1998).

SANTOS ef al. (1999) estudaram a atividade antiviral de extratos
aquosos das algas marinhas Ulva fasciata, Codiun decorticatum, Padina
gymnospora, Laminaria abyssalis, Sargassun vulgare, Pterocladia capilacea,
Hypnea musciformis e Vidalia obtusiloba, coletadas na costa do Brasil,
pertencentes as classes Phaeophyceae, Rodophyceae e Chlorophyceae, contra
0 HSV1, utilizando uma raca resistente ao acyclovir (andlogo da guanosina que
tem um notavel sucesso no tratamento de infec¢des pelo virus do herpes) e
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observou que todos os extratos foram capazes de inibir a propagacéo do virus
em concentragdes ndo toxicas de células HEp-2, sendo o extrato de Laminaria
abyssalis o mais potente inibidor.

Uma atividade anti-HIV é observada em extratos e compostos
isolados de algas marinas e cianobactérias. Estes compostos anti-HIV séo
também eficientes contra outros retrovirus, como o do herpes simples (HSV),
mas a quantidade de atividade antiviral varia com o composto e com o virus. A
maioria dos estudos tem focalizado os homo e heteropolissacaridios sulfatados.
Sulfoglicolipidios, carragenanas, fucoidan, sesquiterpenos, hidroquinonas e
outras classes de compostos com atividade anti-HIV isolados de algas tém
recebido menor atencdo. Observou-se nesses estudos que 0s
homopolissacaridios sdo mais potentes que os heteropolissacaridios e que o
grupo sulfato é necessario a presenca de atividade anti-HIV (SCHAEFFER &
KRYLOV, 2000). .« -« »

,/'I-ﬁél?ll-OKAJ et al. (1999) verificaram que a utilizacdo do extrato de
Enteromorpha prolifera, anterior ao tratamento com um iniciador ou promotor de
tumor, produziu uma significante supress@o contra tumorigénese de pele e, a
utilizacdo prévia do extrato seguido do tratamento com iniciador e promotor
também induziram uma forte supresséo contra a tumorigénese de pele. Como
um possivel principio ativo para a atividade anticarcinogénica do extrato, foi
proposta a acéo de um composto relacionado a clorofila, a pheophytina-a, a qual
foi recentemente identificada nos extratos dessa alga como uma substancia
antigenotodxica e que exibiu significante efeito supressivo no mesmo experimento
de tumorigénese.

Em experimentos in vifro com a alga marinha vermelha
Marginisporum crassissimum, HIROISHI ef al. (2001) observaram que os
extratos desta alga inibiram ndo somente o crescimento de varias linhagens de
células tumorais, como as B16-BL6 (células de melanoma em camundongo),
JYG-B (células de carcinoma mamario em camundongo) € JPL-1 (células de
carcinoma mamario em humanos), mas também a invasdo de células B16-BL6
em um sistema de cultura. Em experimentos in vivo, a metastase no pulméo de
células B16-BL6 inoculadas pela veia da cauda de camundongos B57BL/6J foi

inibida pela administracéo intraperitoneal de extratos da alga. Uma substancia
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efetiva, inibidora do crescimento de células B16-BL6 in vitro, foi parcialmente
purificada por cromatografias em colunas de filtragdo em gel e de interag&o
hidrofébica e mostrou-se sensivel ao tratamento térmico e & acdo enzimatica da
tripsina. A massa molecular da substancia foi determinada como sendo maior
que 100 kDa.

Os estudos de detecgcdo e isolamento das substancias ativas
presentes em algas marinhas tém se intensificado nos ultimos anos, tendo em
vista a enorme diversidade destes compostos e sua comprovada aplicabilidade
nas mais diferentes areas da pesquisa cientifica. O aproveitamento do potencial
biotecnolégico destes organismos devera contribuir para uma verdadeira
revolucdo no que se refere a obtencdo de substancias com propriedades

farmacolégicas e terapéuticas em geral.
1.2- LECTINAS

1.2.1- Consideragées Gerais

/,L/'éctinas sao encontradas em muitos organismos, desde virus e
bactérias até plantas e animais, embora a observagéo de sua larga ocorréncia
em animais superiores somente seria constatada com a descoberta das
selectinas (SHARON & LIS, 2001). — :

Léctinas (do latin, legere, selecionar ou escolher) sdo proteinas que
ligam mono ou oligossacarideos especifica e reversivelmente, mas sao
destituidas de atividade catalitica e, diferentemente dos anticorpos, ndo s&o
produtos de uma resposta imune (SHARON & LIS, 2001).

PEUMANS & VAN DAMME (1995), dividiram as lectinas em trés grupos
principais, onde: merolectinas - sdo proteinas pequenas que possuem
exclusivamente um Unico dominio ligante a carboidrato e portanto, s&o
incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células. Um tipico exemplo
de merolectina ja isolada é a lectina quitina-ligante do latex da seringueira

LIMA, M_E.P. 9



Ativid. bioldgica, purif. e caract. da lectina e toxina de 6. correa... Introdugdo

(Hevea brasiliensis) (VAN PARIJS ef al., 1991); hololectinas - sdo moléculas
protéicas que consistem de, no minimo, dois dominios idénticos ou bastante
homologos que se ligam ao mesmo carboidrato ou a agucares de estrutura
similar. Por serem multivalentes, as hololectinas sdo capazes de promover a
aglutinacdo de células e/ou precipitar glicoconjugados e, atualmente,
representam um dos grupos mais estudados de lectinas; quimerolectinas - séo
proteinas que possuem um ou mais dominios ligantes a carboidratos,
associado(s) a outro dominio distinto bem definido que possui atividade
enzimatica ou outra biolégica qualquer e sua acgéo independe do dominio ligante
a carboidrato. Como exemplos desse grupo, podemos citar as quitinases
pertencentes a classe | e as proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) do tipo
2.

Posteriormente, VAN DAMME ef al. (1998) sugeriram a inclus&o de mais
um grupo a esta classificacdo, o das superlectinas, um tipo especial de
quimerolectinas. Estas seriam proteinas de natureza quimérica, possuindo, no
minimo, dois dominios ligantes a carboidratos, que reconhecem diferentes
estruturas de acucares. Um exemplo da ocorréncia de superlectina pode ser
observado na lectina isolada de tulipa, TXLCI, que consiste de uma molécula que
apresenta um dominio ligante a manose e um dominio ligante a N-
acetilgalactosamina (GalNAc) (VAN DAMME ef al., 1998).

" As lectinas também podem apresentar caracteristicas distintas, como
€ o caso das lectinas de Abrus precatorius, abrina (HELLIN, 1991) e de Ricinus
communis, ricina (STILLMARK, 1888), que apresentam acentuadas atividades
toxicas, promovidas pela inativacéo dos ribossomos.

As lectinas formam um grupo heterogéneo de proteinas que
apresentam grande variedade em tamanho, estrutura e organizacdo molecular,
contudo apresentam em comum a capacidade de reconhecer e interagir com
sitios contendo glicoconjugados. Além disso, muitas delas pertencem a familias
de proteinas distintas com sequéncias e caracteristicas estruturais similares (LIS
& SHARON, 1%98)

~ Consideradas como sendo uma classe especial de proteinas
bioativaé, principalmente devido & sua capacidade de reconhecimento a

carboidratos e glicoconjugados, as lectinas, (também conhecidas como
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aglutininas ou hemaglutininas), sdo atualmente tidas como possiveis
ferramentas de elucidacéo da informagéo bioldgica contida nos agucares, tendo
em vista seu importante papel no reconhecimento celular (VAN DAMME et al.,
1998).

1.2.2- Lectinas em Algas Marinhas

1.2.2.1- Ocorréncia

O primeiro relato da ocorréncia de lectinas em algas marinhas foi feito
por BOYD et al. (1966), que estudaram 24 espécies de algas tropicais. O extrato
de Spyridia filamentosa aglutinou especificamente células do grupo sanguineo A,
enquanto seis espécies de algas pardas (Dictyota bartayresii, D. cervicornis, D.
divarticata, D. delicatula, Sargassum rigidulum e Padina vickersiae) e uma
especie de alga azul (Lynbya majuscula) aglutinaram eritrécitos dos grupos A e
O. Extratos da alga verde Codium isthmocladum e das algas pardas Turbinaria
turbinata e Sargassum natans foram inespecificos, aglutinando eritrécitos dos
grupos A, Be O.

O estudo de hemaglutininas em algas marinhas teve sequéncia
quando BLUNDEN & ROGERS (1975) utilizaram 105 extratos salinos,
preparados com algas secas e pulverizadas, oriundas da costa da Inglaterra e
pertencentes as classes Chlorophyceae, Phaeophyceae e Rhodophyceae. Foi
observado que 18 espécies continham aglutininas que reconheciam, de forma
n&o especifica, eritrocitos humanos dos grupos A, B e O. Entretanto, a espécie
Ptilota plumosa continha uma aglutinina com atividade anti-B.

Devido a fraca aglutinagcéo contra eritrécitos humanos por parte de
extratos de algas, ROGERS ef al. (1980) utilizaram suspensdes de eritrocitos a
2% contendo albumina ou pré-tratados com papaina, com o objetivo de expor
carboidratos e glicoconjugados presentes na membrana dos eritrécitos,
facilitando a aglutinag@o. Nesse trabalho, 49 espécies de algas marinhas verdes,
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vermelhas e pardas foram utilizadas, contudo detectou-se agiutinagdo somente
em 14 extratos. A adicéo de albumina ou o pré-tratamento com pronase causou
incremento na atividade hemaglutinante de todos os extratos, com excec¢éo do
da alga Diapse ptilota, cuja aglutinagéo diminuiu quando eritrécitos pré-tratados
com papaina foram utilizados.

HORI et al. (1981) encontraram atividade hemaglutinante em 14
extratos de algas marinhas, dentre as 53 espécies estudadas. Os autores
utilizaram eritrécitos de coelho, cavalo, ovelha, pato, galinha e do sistema
humano ABO.

FABREGAS et al. (1984), FABREGAS et al. (1985) e MUNOZ et al.
(1985) observaram que 100% dos extratos de algas verdes e vermelhas
testadas eram capazes de aglutinar eritrocitos de coelho, enquanto a aglutinagéo
de eritrocitos de outros animais € de hemacias humanas do sistema ABO era
mais fraca. Os autores constataram ainda que algumas das espécies de algas
estudadas perdiam sua capacidade de hemaglutinagcéo depois de estocadas a -
20°C por um periodo de seis meses.

Estudando a presenca de hemaglutininas em 31 espécies de algas
marinhas, HORI et al. (1988) observaram que quatro algas pardas, quatro algas
verdes e 19 algas vermelhas foram capazes de aglutinar pelo menos um tipo de
eritrécito, concluindo que as lectinas estdo amplamente distribuidas em algas
marinhas. Os autores observaram ainda que tais proteinas demonstraram uma
preferéncia por eritrocitos de coelho e de carneiro e que a aglutinagéo podia ser
incrementada através de um pré-tratamento destas células com pronase ou
tripsina. '

AINOUZ & SAMPAIO (1991), estudando a ocorréncia de lectinas em
algas marinhas do Nordeste do Brasil, verificaram que os extratos salinos de dez
espécies aglutinaram eritrécitos de coelho, enquanto sete, seis e quatro extratos
aglutinaram eritrécitos de galinha, boi e carneiro, respectivamente. Uma
aglutinag&o néo especifica de hemacias humanas foi observada para extratos de
duas algas vermelhas (Gracilaria ferox e Hypnea musciformis) e de uma alga
verde (Caulerpa cupressoiudes).

FREITAS et al. (1997) estudaram a ocorréncia de lectinas em 30

espécies de algas marinhas do litoral do Nordeste brasileiro, utilizando eritrécitos
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nativos e enzimaticamente tratados de coelho, galinha, carneiro e humanos. A
maioria dos extratos aglutinou pelo menos um dos eritrécitos testados. Eritrocitos
de carneiro e de coelho foram os mais satisfatérios para a detecgao da presenca
de lectinas.

Estudos de variagdo sazonal da atividade hemaglutinante frente a
diferentes eritrécitos (coelho, galinha e humano do sistema ABO) e da
composicdo quimica de Gracilaria domigensis e Gelidium pusillum foram
realizados recentemente e revelaram que a atividade hemaglutinante para G.
domigensis foi detectada somente no més de junho, enquanto que para a lectina
de G. pusillum foi observada durante o periodo de fevereiro até junho. A
composicdo quimica dos niveis de cinzas, carboidratos, lipidios e proteinas
apresentaram variacdes especificas ao longo do ano para ambas as espécies
analisadas (BENEVIDES et al., 1999).

Ao analisar os dados publicados sobre a presenca de lectinas em
algas marinhas, SAMPAIO (1997) constatou que apenas 700 espécies haviam
sido examinadas e que em cerca de 57% delas observou-se a presenca de
lectinas. Levando-se em consideracdo que na natureza existem muitos milhares
de espécies de algas, este numero representa apenas uma pequena parcela da
contribuigdo das algas marinhas para os estudos de deteccdo e isolamento de

lectinas.

1.2.2.2- Isolamento e Purificacéo

Os procedimentos de isolamento de lectinas de algas marinhas se
iniciam geralmente com a extracdo de proteinas sollveis do material biolégico,
com o uso de solugdes salinas tamponantes. Apds a obtencdo destes extratos
protéicos, essas proteinas sollveis passam por uma série de etapas que podem
se estender desde precipitagcdes salinas das mesmas, até emprego de variadas
colunas cromatograficas, sejam elas de filtracdo, troca idnica ou afinidade.

As cromatografias de troca ibnica tém se mostrado de grande

utilidade no processo de purificacdo de lectinas de algas, sendo geralmente
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utilizadas de forma isolada ou em combinagdo com outros procedimentos
cromatograficos. A lectina da alga marinha vermelha Ptilota serrata foi purificada
pela combinagio de processos cromatogréficos de troca idnica em gel de DEAE-
Sephacel e exclusdo molecular em Bio Gel P-100 (ROGERS et al., 1990).

AINOUZ et al. (1995) purificaram as lectinas das algas marinhas
vermelhas Bryothamnion seaforthii e B. triquetrum pela aplicacdo da fragéo
protéica de ambas em colunas cromatograficas de DEAE-celulose.

A lectina da alga marinha vermelha Solieria filiformis foi purificada por
cromatografia de troca idbnica em gel de DEAE-celulose, seguida de
procedimento cromatografico de afinidade em coluna de Manana-Sepharose CL-
4B (BENEVIDES et al., 1996).

KAKITA et al. (1997) isolaram a lectina da alga marinha vermelha
Gracilaria verrucosa pela combinacdo dos procedimentos cromatograficos de
troca idbnica em gel de DEAE-toyopearl 650M e filtragdo em gel em coluna de
G3000PWXx1.

Atualmente, ha uma acentuada tendéncia no uso das cromatografias
de afinidade para a purificacéo de lectinas de algas marinhas, tendo em vista a
maior praticidade por estas dispensadas, principalmente no tocante a redugio
do numero de etapas de purificagdo e ao fato destas apresentarem uma maior
seguranca na pureza do material obtido.

Lectinas de algas tém sido purificadas pelo uso de cromatografias de
afinidade usando o carboidrato ao qual a lectina se liga mais fortemente,
acoplado a uma matriz insoluvel, como a Sepharose 6B (ROGERS et al., 1986).

A lectina presente na alga marinha vermelha Gracilaria bursa-pastoris
foi isolada por cromatografia de afinidade em gel preparado pelo acoplamento de
manana de levedura ao “Formyl-Celulofine” (OKAMOTO et al., 1990).

SAMPAIQO et al. (1998) utilizaram a galactose presente na goma de
guar no processo de isolamento da lectina da alga marinha vermelha Ptilota
filicina.

BENEVIDES ef al. (1998a) usaram a a-lactose e COSTA et al. (1999)
utilizaram a manana de levedura em procedimentos cromatograficos de
afinidade para o isolamento de lectinas presentes nas algas marinhas vermelhas

Enantiocladia duperreyi e Amansia multifida, respectivamente.
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A lectina da alga marinha verde Caulerpa cupressoides foi purificada
por cromatografia de afinidade em gel de o-lactose-agarose, seguida de filtragao
em gel em Bio Gel P-100 (BENEVIDES et al., 2001).

OLIVEIRA et al. (2002) isolaram a lectina presente na alga marinha
vermelha Pterocladiella capilacea utilizando procedimento cromatografico de

afinidade em gel de goma de guar.

1.2.2.3- Caracteristicas Fisico-Quimicas

Lectinas de algas diferem das lectinas de vegetais superiores em
varias propriedades. Em geral, tém pequena massa molecular e n&o
reconhecem acucares simples, sendo mais especificas para oligossacarideos
complexos, em especial glicoproteinas. Além disso, muitas das lectinas de algas
marinhas ndo requerem cations divalentes para exercerem suas atividades
biolégicas (ROGERS & HORI 1993). Estas proteinas ocorrem principaimente na
forma monomeérica e tém uma alta proporcéo de aminoacidos acidos, com ponto
isoelétrico entre quatro e seis (SHIOMI et al., 1981, HORI ef al., 1990).

As lectinas das algas verdes Codium. adherens, C. effusum, C. capitatum
e C. platylobium, foram purificadas por ROGERS ef al. (1994) e os dados obtidos
por eletroforese em PAGE-SDS revelaram que todas as quatro lectinas
apresentavam massas aparentes entre 11 e 13 kDa e. n&o dependiam de
cations divalentes para exercerem suas atividades bioldgicas.

As lectinas das algas marinhas vermelhas Briothamnion seaforthii e B.
triquetrum, isoladas por AINOUZ et al. (1995), mostraram-se nao dependentes
de cations divalentes e ndo foram inibidas por agucares simples. Estas lectinas
apresentaram uma simples banda com mobilidade semelhante por PAGE-SDS e
massas moleculares estimadas por filtragdo em gel de 4,5 kDa e 3,5 kDa para
Briothamnion seaforthii e B. triquetrum, respectivamente.

BENEVIDES et al. (1996) isolaram uma lectina monomérica da alga
Solieria filiformis, com 1,5 % de sua composi¢cdo em agucar. Essa lectina foi

inibida pelas glicoproteinas manana de levedura, avidina, “‘egg white” e
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ovalbumina e, quando analisada por cromatografia de filtracdo em gel de
Superose 12-R (FPLC), revelou uma massa de 21,9 kDa, enquanto por PAGE-
SDS, apresentou uma massa molecular estimada em 29 kDa.

BENEVIDES et al. (1998b) isolaram uma aglutinina presente na alga
marinha vermelha Enantiocladia duperreyi. A lectina aglutinou preferencialmente
eritrécitos humanos do grupo O, sua atividade hemaglutinante apresentou
dependéncia por céations divalentes e foi inibida na presenca dos agucares
simples D-fucose, D-galactose e alguns de seus derivados e da glicoproteina
mucina de porco. A lectina apresentou uma massa molecular aparente de 24,7
kDa por filtracdo em gel e de 16,07 kDa por PAGE-SDS.

COSTA et al. (1999), estudando a alga marinha vermelha Amansia
multifida, observaram que a lectina presente nesta alga continha 2,9% em
acucar neutro e era inibida pelas glicoproteinas avidina, fetuina, “egg white” e
levedura de manana. A massa molecular dessa proteina foi estimada em 26,9
kDa por filtracdo em gel e em 24,5 por PAGE-SDS. A focalizac&o isoelétrica
detectou a presenca de cinco isolectinas com pl acido variando entre 5,4 e 6,2. A
analise de aminoacidos mostrou ser esta lectina rica em prolina, glicina e acido
aspartico e pobre em histidina e fenilalanina.

MELO (2000) estudando a alga marinha vermelha Vidalia obtusiloba
observou que a lectina purificada desta alga dependente do cation divalente
Ca™ para exercer sua atividade bioldgica e foi inibida pelos aclcares simples N-
acetilgalactosamina, D-galactosamina, D-galactose e a-lactose e pela
glicoproteina mucina. Esta proteina apresentou uma estrutura glicoprotéica
(43,16 % de carboidrato), sendo sua massa molecular aparente de 78,9 kDa
(filtracdo em gel de Sephadex G-100), tendo o procedimento de eletroforese
realizado em condi¢des nativas (PAGE) e desnaturante (PAGE-SDS) revelado
uma unica banda protéica com massa molecular de 59,6 kDa. Entretanto, sua
reducdo em presenca de [B-mercaptoetanol revelou a presenga de duas
diferentes subunidades protéicas com massas moleculares de 59,6 e 15,2 kDa.
A focalizac&o isoelétrica mostrou a presenga de uma uUnica banda protéica na
faixa acida de pH com valor de pl entre 4 e 5. A andlise da composicido de
aminoacidos da lectina purificada mostrou uma predominancia dos aminoacidos

Asp/Asn e Glu/GIn e do aminoacido hidrofdbico leucina. Uma aglutinina dimérica
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presente na alga verde Caulerpa cupressoides, com 11,05% de carboidrato em
sua composicéo, foi recentemente purificada. A lectina foi inibida por lactose €
alguns de seus derivados e pela glicoproteina mucina do estdmago do porco.
Sua massa molecular, determinada por filiragdo em gel, foi de 44,7 kDa,
enquanto por PAGE-SDS na presenca de B-mercaptoetanol foi de 23,2 kDa.
Apresentou uma predominancia de glicina, dos aminoacidos &cidicos glutamico e
aspartico e do aminoéacido hidroxilado serina em sua composicédo (BENEVIDES
et al., 2001).

A primeira lectina de alga a ter sua estrutura primaria definida através
de uma combinag&o dos métodos de degradagao de Edman e espectrometria de
massa, pertence a espécie de alga vermelha Bryothamnion triquetrum
(CALVETE et al, 2000). Sua estrutura, composta de 91 residuos de
aminoacidos, ndo se mostrou similar a nenhuma outra lectina de planta ou
animal. Os residucs de aminoacidos mais abundantes foram os de glicina e
serina.

HORI et al. (2000) determinaram a estrutura primaria de duas lectinas,
denominadas hypninas A-1 e A-2, isoladas da alga marinha vermelha Hypnea
Jjaponica, por degradacao de Edman. Ambas as aglutininas eram polipeptideos
de cadeia unica, compostas de 90 residuos de aminoacidos, incluindo quatro
meia-cisteinas envolvidas em duas ligacdes dissulfeto intracadeias. A estrutura
primaria das lectinas diferia com relagcdo a posicdo de trés residuos sendo:

Pro'®, Arg® e Phe® para hypnina A-1 e Leu'®, Ser”', Tyr® para hypnina A-2.

1.2.2.4- Propriedades Bioldgicas

Estudo envolvendo lectinas de algas marinhas tém tido um
substancial progresso ao logo dos ultimos 15 anos e padrdes de caracteristicas
comegam a aparecer. A maioria das lectinas de algas marinhas é de pequeno
tamanho quando comparadas com aquelas derivadas de plantas terrestres e

essa caracteristica pode fazer dessas proteinas moléculas mais apropriadas
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para o uso como misseis biologicos, pois 0 menor tamanho dessas moléculas
implicaria em uma menor reagéo antigénica (ROGERS & HORI, 1993).

E sabido que as caracteristicas de reconhecimento de estruturas de
acucares e glicoconjugados dessas proteinas, faz delas importantes ferramentas
para o reconhecimento e isolamento desses tipos moleculares, sejam eles
dissolvidos em solu¢des ou presentes em membranas bioldgicas.

A lectina da alga marinha verde Codium tomentosus foi usada para
diagnosticar poliformismo de glicoproteinas do soro humano, apés a focalizagéo
isoelétrica (FABREGAS et al., 1988). A lectina de Codium fragile tem sido usada
para estudar do conteudo de carboidratos presentes nos polissacarideos da
parede celular de Streptococus (CISAR et al., 1995).

Algumas lectinas de algas apresentaram a propriedade de estimular o
crescimento celular e também foram capazes de induzir o recrutamento de
neutréfilos durante o processo inflamatério. Assim, BIRD et al. (1993) verificaram
que as lectinas das algas Gracilaria tikvahiae, Ulva rigida e Gracilaria verrucosa
estimularam mitogénese em esplendcitos de camundongo, enquanto a
aglutininas de Gracilaria tikvahiae estimulou mitogénese em linfécitos humanos.
DALTON et al. (1995) observaram as lectinas das algas marinhas Chondria
dasyphylla, Rhodymenia pseudopalmata e Gracilaria sp., estimularam a
mitogénese em esplénécitos mmufih&‘,‘ enquanto as lectinas de Chondria
dasyphyila, Codium decorticatum, Gracilaria sp., Gracilaria tikvahiae e Gelidium
pusillum estimularam mitogénese em linfécitos humanos. LIMA et al. (1998)
estudaram a inducdo da transformacdo de linfécitos humanos pela lectina da
alga marinha vermelha Amansia multifida. A curva dose-dependente para células
mononucleares periféricas do sangue humanop (PBMC) foi estimulada pela
lectina em concentragdes relativamente baixas. Em valores elevados, observou-
se uma redugdo gradual da capacidade mitogénica, com o concomitante
aumento na concentracdo da lectina. O decréscimo na proliferagéo de linfécitos
foi bloqueado por avidina, mas nao por IL-2 ou outra lectina (Com Br) a
concentracdes estimulatérias. NEVES ef al. (2001) utilizando as lectinas das
algas marinhas vermelhas Amansia multifida, Bryothamnion seaforthii, B.
triguetrum e Gracilaria caudata verificaram que estas induziram a migragéo de
neutrofilos in vitro e in vivo. O influxo maximo de neutdfilos foi determinado pela
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lectina de B. triquetrum em ratos e pela lectina de A. multifida em camundongos.
Méaxima quimiotaxia de neutréfilos humanos foi obtida com a lectina de G.
caudata. Estas atividades n&o foram inibidas pelas glicoproteinas previamente
identificadas como sendo reconhecidas por estas lectinas. D-manose foi um forte
inibidor, especialmente da atividade da lectina de B. friquetrum in vivo e in vivo .

Lectinas de algas marinhas também foram utilizadas por Hori ef al.
(1986), como principal ferramenta para a pesquisa do cancer, para isso foram
utilizados os extratos de Boodlea coacta, Codium fragile, Carpopeltis flebelata,
Gracilaria bursa-pastoris e Solieria robusta onde verificaram que estes foram
capazes de aglutinar fortemente células do tipo FM3A de tumor de rato.

Lectinas isoladas das espécies de algas Cystoclonium purpureum,
Palmaria palmata, Monospora sp. e Agardhiella tenera, foram capazes de reagir
com células leucémicas de rato do tipo L5178Y, mas ndo reconheceram o tipo
L1210 (SHIOMI et al., 1979, KAMIYA et al., 1980, KAMIYA 1982a e 1982b).

Ainda com relacéo a interacéo de células com lectinas, a aglutinagéo
de alguns tipos de células bacterianas foi observada por HORI et al., (1986),
empregando algumag'jé‘ctihés de algas marinhas, onde células de Esherichia
coli foram aglutinadas pelas lectinas de Ulva pertusa, Codium fragile e Boodlea
coacta; células das bactérias Pseudomonas putida reagiram com as lectinas de
Ulva pertusa e Codium fragile e células de Flavobacterium sp. somente pela
lectina de Codium fragile.

A aplicacao de lectinas de algas marinhas em testes histoquimicos foi
relatada pela primeira vez para a alga Codium fragile por GRIFFIN ef al., (1995).
Os autores sugeriram como sistema modelo, o uso de conjugado lectina-ouro
coloidal ligado a membranas de eritrocitos humanos A; e prontamente
detectados por microscopia eletronica de transmissdo. As pequenas moléculas
de lectinas de C. fragile utilizadas neste teste apresentaram um facil acesso em
diferentes pontos da superficie das células de varios tecidos.

MATSUBARA ef al. (1996) mostraram que as lectinas isoladas das
algas marinhas Hypnea japonica, Boodlea coacta, Solieria robusta e Carpopeltis
flabellata, sédo capazes de inibir a agregacéo plaquetaria humana. Os autores
sugerem o uso destas lectinas na analise de glicoconjugados das membranas

plaquetéarias e como modelo de novos inibidores da agregacdo de plaquetas.

LIMA, M. E.P. 19



Ativid. biolégica, purif. e caract. da lectina e toxina de 6. correa... Introdugdo

VIANA ef al (2002) reportaram uma atividade antinociceptiva,
determinada pelos ensaios com formalina e da placa qutﬁté' em camundongos,
presente nos extratos protéicos das algas marinhas vermelhas Bryothamnion
seaforthii e B. triquetrum, precipitados com sulfato de amonio até 60% de
saturacdo (F 0/60) e contendo fragdes de carboidratos e lectinas. Nao somente
as F 0/60, mas também as lectinas de ambas as espécies inibiram
significativamente as contragbes abdominais induzidas por acido acético apds
administragdes por via ip. e oral. No teste com formalina, as lectinas (1 € 5
mg/kg, por via ip., € 5 a 20 mg/kg, por via oral) inibiram a primeira e segunda
fases (5 e 20 minutos, respectivamente) mas o efeito ocorreu
predominantemente na segunda fase. Os efeitos das lectinas foram total ou
parcialmente revertido com naloxone (2 mg/kg, por via sc.) na primeira e
segunda fases, respectivamente. Experimentos conduzidos com as lectinas na
auséncia e presencas de avidina (1 mg/kg, por via ip.) € D-manose (1 mg/kg, por
via ip.), mostraram que a avidina n&o interfere com o efeito da lectina de B.
seaforthii, mas parcialmente reverteu o efeito da lectina de B. triquetrum,
enquanto D-manose reverteu completamente os efeitos de ambas as lectinas.

O papel biolégico das lectinas de algas marinhas constitui uma area
de pesquisa ainda pouco explorada, onde investigacdes deverdo ser realizadas
para que se possa entender a verdadeira funcdo dessas moléculas nesses
organismos. A suposicao de que sua ocorréncia esta associada a algum papel
comum, foi levantada por HORI ef al. (1988), embora saibamos que evidéncias
adicionais devam ser obtidas para o total esclarecimento de suas funcdes.

1.3- SUBSTANCIAS TOXICAS E/OU ANTINUTRICIONAIS EM PLANTAS

Até o final do século XIX, acreditava-se que o efeito toxico de alguns
vegetais era consequéncia da contaminagdo de sementes por toxinas
bacterianas. Somente apds inumeras investigacbes, ficou estabelecida a
distingdo entre uma intoxicagdo de origem bacteriana daquela induzida por

componentes toxicos presentes nas sementes.
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Embora a toxicidade presente em vegetais esteja associada a
substancias de natureza quimica bastante diversificada, € sabida a ocorréncia
de compostos de carater protéico e que ocasionam efeitos bioldgicos adversos a
outros organismos.

WARDEN & WADDEL (1984) demonstraram que a toxicidade da
semente de Abrus precatorius era devida a uma fragcdo protéica obtida por
precipitacdo do extrato aquoso com alcool, denominada abrina. DIXSON (1887)
obteve, a partir de sementes de Ricinus comunis, uma fracdo altamente tdxica,
denominada ricina.

STILLMARK (1888) observou que extratos tdxicos de Ricinus
communis aglutinavam eritrécitos. Subsequentemente, trabalhos mostraram que
outras toxinas de vegetais, crotina (STILLMARK, 1888) e abrina (HELLIN, 1891)
também exibiam propriedades hemagiutinantes. Estas observacgdes levantaram
a hipétese de que o mecanismo de agdo tdxica dessas proteinas estivesse
associado as propriedades hemaglutinantes de seus extratos protéicos.
Entretanto, € sabido hoje que a atividade hemaglutinante esta associada a
lectina, enquanto a frac&o protéica tdxica apresenta fraca ou nenhuma atividade
hemaglutinante (OLSNES et al., 1974).

As proteinas téxicas de plantas existem na natureza como holotoxinas
e hemitoxinas. Holotoxinas (também referidas como proteinas inativadoras de
ribossomos de classe ll) incluem a ricina, abrina e lectina do visco e contém um
dominio ligante unido por ponte dissulfeto a um dominio enzimatico. As
hemitoxinas, como saporina e gelonina, contém um unico dominio enzimatico
(KREITMAN & PASTAN, 1998).

Além da ricina e da abrina, varias proteinas toxicas de vegetais sdo
conhecidas como proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) em decorréncia
da atividade inibitéria sobre a sintese protéica em células eucaridticas. Algumas
destas proteinas podem ligar-se e penetrar nas células, comportando-se como
uma das substancias mais téxicas conhecidas. Entretanto, a maioria delas é
incapaz de penetrar em células sadias, sendo, portanto, fracamente citotdxicas
(HARTLEY & CHADDOCH, 1996).

Alguns vegetais contém, ainda, outros fatores protéicos que sédo

potentes inibidores de enzimas digestivas como a tripsina, quimiotripsina, o-
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amilase ou lipase (LIENER, 1989; BELITZ & WEDER, 1990; NORTON, 1991
WHITAKER, 1997). Se consumidos esses inibidores de enzimas tém o potencial
para reduzir ou prevenir a digestdo de nutrientes e, possivelmente, prejudicar o
metabolismo do corpo, o crescimento e a saude (LIENER, 1989; GRANT et al,,
1998).

Pelo fato das proteinas serem nutrientes essenciais aos organismos
animal e humano, deve-se levar em consideracdo, além de seu conteudo e
biodisponibilidade de aminoacidos essenciais, sua toxicidade e/ou propriedades
antinutricionais (CARNOVALE et al., 1990; SGARBIERI, 1996).

A distingdo entre componentes téxicos e antinutricionais é que os
toxicos agem de forma aguda, produzindo lesées nos 6rgaos e tecidos, bem
como alteracges fisioldgicas que resultam em enfermidades, podendo, inclusive,
causar a morte de pessoas ou animais que os ingerem. Os componentes
antinutricionais, por sua vez, sado considerados aqueles que embora n&o causem
alteragcbes teciduais e fisioldégicas evidentes, atuam diminuindo a eficiéncia
metabdlica, interferindo com a utilizacéo dos nutrientes (SGARBIERI, 1996).

Além disso, o potencial de aplicagbes farmacologicas destas
proteinas tem estimulado continuos estudos envolvendo seu isolamento e
caracterizagdo. As investigagdes bioquimicas e biolégicas desses compostos
fornecem dados para o melhoramento das espécies, bem como a utilizagdo de
tais constituintes nas mais diversas areas tais como agricultura, medicina,
imunologia e toxicologia, entre outras (VASCONCELOS ef al., 1994).

1.3.1- Proteinas Inativadoras de Ribossomos (RIPs)

Proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) sdo um grupo de
proteinas cujo mecanismo de agdo consiste em inativar a sintese protéica
eucaridtica, interferindo em seu mecanismo de traducdo. Muitas RIPs de plantas
e bactérias exercem seus efeitos através de ligagcdo a subunidade ribossdmica

60S, na qual ela age como uma N-glicosidase, clivando especificamente a base
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adenina A-4324, resultando na incapacidade do ribossomo de se ligar ao fator
de elongagdo 2 e assim terminar a tradugéo (AU et al., 2000).

As RIPs s3o classificadas em dois grupos denominados tipo 1 e tipo
2, embora alguns pesquisadores reconhegcam uma terceira classe formada por
RIPs do tipo 4, as quais séo consideradas dimeros das RIPs tipo 2 (STIRPE et
al., 1992).

As RIPs do tipo 1 s&do proteinas monoméricas, geralmente
glicoproteinas, de massa molecular em torno de 30 kDa e pl freqUentemente
maior que 9,5. S&o consideravelmente mais numerosas que as RIPs do tipo 2 e
possuem apenas uma subunidade catalitica, apresentando, portanto, menor
citototoxicidade (HARTLEY & CHADDOCK, 1996). V

STIRPE & BARBIERI (1986) estudaram varias espécies pertencentes
a familia Curcubitaceae e observaram que a maioria delas inibia a sintese
protéica. Uma delas foi a Bryonia didica L., cuja RIP, denominada de briodina, &€
uma glicoproteina com massa molecular de 30 kDa, inibe a sintese de proteinas
em reticuldcitos lisado de coelho e possui atividade contra o virus do mosaico do
fumo em folhas de Nicotiana glutinosa. A PAP (“pokeweed”), primeira RIP do tipo
1 purificada e parcialmente caracterizada (IRVIN, 1975), preveniu a replicagéo,
em células humana, de polivirus, citomegalovirus, virus influenza, virus do
herpes simples e virus da AIDS (IRVIN & UCKUN, 1992). A tricosantina, uma
RIP do tipo 1, isolada das raizes de Tricchosantes kirilowii Maxim, inibiu a
replicag@o do virus da AIDS em células H9 e CEM-SS (FERRARI ef al., 1991) e
apresentou atividade antitumoral em trofoblasto (SHAW et al., 1994; LAM et al.,
1996).

As RIPs do tipo 1 isoladas das raizes de Mirabilis expansa, nomeadas
ME1 e MEZ2, foram ativas contra varios fungos, incluindo Pythium irregulare,
Fusarium oxysporum solani, Alternaria solani, Trichoderma reesei e Trichoderma
harzianum. Uma atividade antibacteriana de ambas ME1 e ME2 também foi
observada contra Pseudomonas syringae, Agrobacterium tumefaciens, A.
radiobacter, e outros (VIVANCO et al., 1998).

AU et al. (2000) verificaram que a saporina, RIP do tipo 1 isolada de
Saponaria officinalis € uma potente inibidora do virus da AIDS. O mecanismo de
acdo desta proteina parece ser a inibicdo da enzima HIV-1 integrase.
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As RIPs do tipo 2 s&o proteinas contendo duas subunidades
diferentes (cadeias A e B), ligadas por ponte dissulfeto, com massa molecular
em torno de 60 kDa e pl entre 4,8 e 8,0. A cadeia A (efetdbmero) é responsavel
pela inativacéo enziméatica dos ribossomos, enquanto a cadeia B (haptdmero) se
liga a superficie das células através de interagbes com carboidratos.
Cataliticamente inativa, a cadeia B possui a capacidade de ligar-se a glicidios
(galactose) presentes na superficie celular, estando envolvida no processo de
internalizag&o da molécula ativa na célula, de modo a atingir seu alvo (ENDO et
al.,, 1991; PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

A despeito das evidéncias de que aplicacbes exdgenas de RIPs em
plantas e sua expressdo em plantas transgénicas, conferem a estas uma
resisténcia a infecgbes por fungos e virus, o papel fisiolégico destas proteinas
nao esta ainda esclarecido. Varias plantas que produzem grandes quantidades
de RIPs do tipo 1, que sdo ativas contra ribossomos e conferem resisténcia a
infecgbes virais em outras plantas quando aplicadas exogenamente, séo elas
préprias susceptiveis a ataques por esse mesmos virus (SHEPHERD et al.,
1969).

LEAH ef al. (1991) propuseram que a RIP da semente da cevada, que
& produzida apds o desenvolvimento do endosperma, pode ser a responsavel
por programar da senescéncia até a maturidade da semente.

O acumulo das lectinas toxicas ricina e abrina em grandes
quantidades no endosperma, bem como a sua toxicidade especifica, tém
sugerido fungbes defensivas para estas moléculas, onde sua presenca
possivelmente impediria que mamiferos forrageiros, passaros e insetos se
alimentassem das sementes (OLSNES & PIHL, 1981).

Varios atributos das RIPs estdo sendo explorados em aplicagdes
clinicas e na agricultura (HARTLEY ef al,, 1996). Varias RIPs tém sido usadas
na construgcdo de moléculas toxicas ou imunotoxinas direcionadas a antigenos
tumorais (BLAKEY ef al., 1988). O potencial de aplicabilidade destas moléculas
cresce a medida que aumenta o entendimento de suas fung¢des fisiolégicas e de
suas caracteristicas bioquimicas. Portanto, estudos envolvendo estas proteinas
possibilitardo uma melhor compreenséo de seu papel na natureza e um melhor

aproveitamento de seu potencial biotecnoldgico.
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1.3.2- Inibidores de Proteases

Proteinas inibidoras de tripsina e quimiotripsina estdo presentes em
diversas espécies vegetais. Elas estimulam a excre¢éo de nitrogénio enddgeno,
prejudicam a utilizag&o de nutrientes e reduzem a razdo de crescimento quando
ingeridas em grandes quantidades por animais jovens. Entretanto, elas parecem
ter um pequeno efeito sobre animais adultos, incluindo ruminantes (GRANT,
1999)

Inibidores de protease também promovem a liberagdo de
colecitocininas e o crescimento do pancreas em ratos e isto pode levar a um
aumento na incidéncia de neoplasia de pancreas (GRANT, 1999).

A natureza e concentrac&o dos inibidores de enzimas presentes em
vegetais variam significativamente com a espécie, estagcdo do ano, estado
fisiolégico e parte da planta. Esses inibidores diferem expressivamente entre as
partes (raizes, folhas etc.) da planta. Inibidores de proteases tendem a estar
presentes em quantidades nutricionalmente significantes na maioria das plantas,
em particular em sementes de legumes, batatas e cereais (WHITAKER, 1997).
Em contraste, os outros inibidores parecem ocorrer, geralmente, a niveis
moderados em cereais, mas em pequenas quantidades em outros vegetais.
Uma excecgéo a isso € o feijdo roxo, que contém concentracdes muito altas de
inibidores de a-amilase (GRANT et al., 1995a; WHITAKER, 1997).

Os inibidores de protease possuem multiplas fungdes, entre as quais
estdo a regulacdo de proteinas endbégenas, reserva protéica e defesa. Algumas
plantas contém inibidores de proteases com fung&o reguladora, por
apresentarem proteinas que sao insensiveis a inibidores enddgenos. Os
inibidores de proteases que atuam como reserva protéica, em sementes e raizes
tuberosas, sdo mobilizados ao longo da germinacéo e do brotamento (D’MELO
etal., 1991).

Os inibidores de proteinases serinicas, dos quais fazem parte os
inibidores de tripsina s&o os mais estudados. Estes, em leguminosas, séo
divididos em dois tipos: Bowman-Birk e Kunitz. Os inibidores protéicos do tipo

Bowman-Birk se caracterizam por apresentar massa molecular relativamente
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baixa, 8 a 9 kDa, e elevado conteido de cisteina, formando sete pontes
dissulfeto intracadeias. Este inibidor é considerado de dupla-cabega, por
apresentar capacidade de formar complexos estequiométricos com enzimas,
inibindo diferentes proteinases, usualmente tripsina e quimiotripsina. Os
inibidores da familia Kunitz sdo geralmente de cadeia monomérica, com massa
molecular em torno de 21 kDa, contendo quatro residuos de cisteina, os quais
formam duas pontes dissulfeto. Este inibidor protéico é considerado de cabeca
unica, sendo especifico para a tripsina, mesmo apresentando capacidade de
inibir fracamente a quimiotripsina (NORTON, 1991).

Durante a ultima década, varias proteinas de plantas capazes de inibir
o crescimento de fungos in vifro tém sido isoladas e caracterizadas. Entre essas
proteinas estdo as glucanases e quitinases, genericamente chamadas de
proteinas antifungicas (PAFs), (MAUCH et al., 1995), proteinas “taumatina-like”
(HEJGAARD et al., 1991; VIGERS et al., 1991; WOLOSHUK et al., 1991), varios
peptideos basicos ricos em cisteina (BROEKAERT et al, 1996), proteinas
ligantes a quitina (RAIKHEL ef al., 1993), proteinas inativadoras de ribossomos
(LEAH et al., 1991) e inibidores de proteinase (TERRAS et al., 1993).

As proteinas PAFs podem constituir parte das barreiras de defesa
pré-formadas ou induzidas por microorganismos e algumas evidéncias
acumuladas sugerem que estas proteinas podem ter uma atividade
antimicrobiana direta in vivo, acentuando a resisténcia a microbios patogénicos
de plantas transgénicas que expressam algumas dessas proteinas
antimicrobianas (DIXON et al., 1986).

Uma proteina com massa molecular de 16 kDa, isolada das flores de
girassol (Helianthus annuus), inibiu a germinacdo de esporos de fungos. Esta
proteina, denominada SAP16, exibiu também uma inibicdo da enzima tripsina. A
SAP16 causou uma completa inibicdo da germinagéo de Sclerotinia sclerotiorum
a uma concentragéo de 5 pg/ml (0,31 uM) e também reduziu o crescimento dos
micélios a baixas concentracdes, indicando uma potente agdo antifingica contra
este patdgeno natural do girassol (GIUDICI et al., 2000).

O uso de genes que codificam inibidores de proteases para conferir
resisténcia a plantas contra insetos vem sendo estudado a bastante tempo
(JOUANIN et al., 1998; SCHULER et al., 1998). A habilidade desses inibidores
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em interferir com o crescimento e desenvolvimento de insetos vem sendo
atribuida a sua capacidade de se ligar as proteases inibindo sua acéo no trato
digestério de insetos (JONGSMA & BOLTER, 1997).

ISHIHARA et al., (1968) reportaram a presenca de inibidores de
tripsina em duas espécies de algas marinhas japonesas, os quais foram estaveis
a altas temperaturas e capazes de exercer sua atividade inibidora em um
intervalo de pH entre 2 e 9.

PEREZ-LORENZO et al, (1998), ao estudarem a presenca de
lectinas, taninos e inibidores de protease em algas marinhas da costa
venezuelana, observaram a presenca de inibidores de ftripsina nas algas

marinhas Padina gymnospora e Acantophora spicifera.

1.3.3- Toxinas

Uma outra classe de proteinas toxicas ainda pouco estudada, cujo
mecanismo de acdo difere daquele das RIPs, é a das neurotoxinas, cuja acdo
envolve o sistema nervoso central (SNC). Algumas destas toxinas ja foram
estudadas, como é o caso da canatoxina (CARLINI & GUIMARAES, 1981) e da
soyatoxina (VASCONCELQOS ef al., 1994).

CARLINI & GUIMARAES (1981) isolaram e caracterizaram
parcialmente uma proteina toxica convuisivante presente nas sementes de
Canavalia ensiformis, diferente da concanavalina A (Con A). A semente desta
planta possui um principio téxico que, administrado em animais de
experimentagao por diversas vias, produz convulsdo e morte, com uma DLsp =
2,0 mg/kg de peso corpéreo do camundongo por via ip. A manifestagdo do
fendbmeno convulsivo é dependente da integridade da medula espinhal,
provavelmente modulado por centros superiores do encéfalo e, precede,
invariavelmente, a morte. A proteina toxica, entretanto, ndo apresenta qualquer
atividade sobre preparacbes farmacolégicas de musculos isolados, mostrando
que os efeitos téxicos tém, provavelmente, origem central. Este agente toxico

apresenta propriedades de uma macromolécula, caracterizando-se como uma
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proteina termolabil, sollivel em agua e em solugdes salinas diluidas, altamente
instavel sob diversas condicdes experimentais € com peso molecular variando
entre 85 e 170 kDa, de acordo com o seu estado de pureza. A canatoxina
apresentou, ainda, vériagbes farmacologicas, como indugdo de hipertenséo,
bradicardia, hipotermia e redug&o dos niveis cerebrais dos neurotransmissores,
noradrenalina e serotonina.

A proteina toxica presente nas sementes de soja (Glycine max L.),
soyatoxyna, foi purificada e caracterizada por VASCONCELOS et al. (1994). O
procedimento de purificagdo consistiu basicamente de fracionamento com
sulfato de amonio soélido, seguido de cromatografias de troca idnica e de
afinidade em coluna de goma de guar e de Sepharose 4B-anidrotripsina, sendo
as Uultimas para a remogdo da lectina e de inibidores de ftripsina da soja,
respectivamente. Esta toxina € uma proteina acidica de uma uUnica cadeia, com
pl entre 4,4 e 4,6, massa molecular em torno de 21 kDa e dependente de grupos
sulfidrila livres para manter sua solubilidade e atividade biologica. A soyatoxina é
uma metaloproteina que contém ferro, calcio, zinco e magnésio, e sua
estabilidade ¢é influenciada pela temperatura de estocagem e pH do meio. Esta
proteina € altamente téxica para camundongos (DLsp = 7-8 mg/kg de peso
corporeo) por via ip., mostrando-se também ativa pelas vias iv.,, im. e sc,
produzindo dispnéia, paralisia flacida e convulsbes tbdnico-clbnicas que
precedem a morte do animal. Esta toxina esta imunologicamente relacionada a
canatoxina e algumas propriedades biolégicas, incluindo ensaios de toxicidade
em camundongos, barbeiros, microcrustaceos (Artemia sp.) e bactérias, reagéo
de secrecdo em macréfagos, mitogenicidade, efeito inibitorio sobre a sintese
protéica em células de cancer de laringe, imunorreatividade " “canatoxin-like”,
hemaglutinagdo, atividade inibitéria de tripsina e indugdo da secregcéo e
agregacao plaquetaria, permitiram diferencia-la da toxina e dos inibidores de
tripsina da soja.

VASCONCELQOS ef al. (1997) estudaram os efeitos téxicos de cinco
cultivares brasileiros de soja (Bays, BR-10, Rio Balsas, Seridé e Tropical) e
observaram que os extratos brutos das sementes de Bays, BR-10, Seridd e

Tropical foram altamente toxicos para camundongos entre 1 e 12 horas,
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dependendo da via de administrag&o (ip., im. ou sc). Os efeitos agudos foram

muito similares aqueles produzidos pela soyatoxina.
Uma proteina neurotéxica e também exibindo propriedades lectinicas

foi isolada da folha da salsa (/lpomoea asarifolia) e estudada com relagao aos
seus aspectos bioquimicos e funcionais. Esta proteina foi altamente toxica para
camundongos por via iv. (DLsg = 0,2 mg/kg de peso corporeo), produzindo
dispnéia, convulsdes tonico-clonicas e paralisia flacida que precederam a morte
dos animais, sendo esta atividade dependente de grupos sulfidrilas livres. A
fracdo contendo esta toxina exibiu agdo inseticida contra larvas de gorgulho
(Callosobruchus maculatus), que ataca o feij@o-de-corda ou caupi (Vigna
unguiculata [L.] Walp.), particularmente quando armazenado, sugerindo um

possivel papel fisiolégico de defesa (SANTOS, 2000).

1.3.4- Toxinas de Algas

A presenca de substancias tdxicas em algas esta relacionada com a
func@o de protecdo contra a acdo destruidora de uma gama de predadores
naturais, os quais competem entre si por alimentos e por outros fatores de
sobrevivéncia. As algas marinhas, assim como o0s vegetais, produzem
metabdlitos secundarios (terpenos, compostos aromaticos, acetogeninas,
substancias derivadas de aminoacidos e polifendis), diferindo somente na
incorporacdo de halogénios em seus compostos e por produzirem alcaldides
contendo nitrogénio. Esses metabdlitos, freqUentemente, s&o espécie ou género-
especificos, podendo ser utilizados como critérios quimitaxondmicos na
separacdo de espécies morfologicamente semelhantes dentro de um mesmo
habitat (HAY ef al., 1987; FENICAL, 1982, HAY & FENICAL, 1988).

Estudos de deteccdo, isolamento e caracterizagéo de proteinas que
exibem atividade toxica para células efou animais, através de diferentes
mecanismos, vém sendo intensificados devido ndo s6 a sua possivel presenca
em alimentos vegetais (frutas, legumes, cereais, algas etc.) e consequente
interferéncia do ponto de vista antinutricional e/ou letal, mas também pela
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crescente utilizacdo dessas proteinas acopladas a outras moléculas, de modo a
atuarem como misseis biolégicos especificos voltados para a destruicdo de
células defeituosas.

Os estudos de deteccéo dessas proteinas em algas marinhas foram
iniciados por SILVA (1997), onde uma proteina toxica para camundongos por via
ip., presente na alga marinha vermelha Vidalia obtusiloba, foi parcialmente
purificada, mostrando-se distinta da lectina, apresentando uma banda protéica
em torno de 40 kDa por PAGE-SDS.

BENEVIDES et al. (1998a), analisaram dez espécies de algas
pertencentes &s familias Rhodomelaceae, Gelidiaceae, Hipneaceae,
Solieriaceae e Gracilariaceae e observaram que nove das dez espécies de algas
vermelhas testadas tiveram seus extratos fortemente téxicos para camundongos
quando injetados por via ip., no periodo de 8 a 20 horas. Por outro lado, todas as
fracbes protéicas precipitadas até 60% de saturacdo com sulfato de amoénio
sélido (F 0/60) exibiram toxicidade para camundongos.

Ao realizar estudos com a alga marinha vermelha Amansia multifida,
SILVEIRA (2001) observou que o extrato bruto obtido desta alga era altamente
toxico para camundongos dentro do periodo de 24 horas por via ip. (DLsp = 2,4
mg/kg de peso corpdreo do animal). A toxina foi purificada por precipitacdo do
extrato bruto com sulfato de amdnio até 80% de saturacio (F 0/80), seguida de
cromatografia de afinidade em coluna de manana-Sepharose 4B e filtracédo em
gel com Sephadex G-100. A toxina obtida € uma glicoproteina que apresenta
43,3% de acucar em sua estrutura e mostrou-se distinta da lectina atoxica, exibiu
uma estrutura monomérica com massa molecular aparente de 19 kDa por
filtragdo em gel com Sephadex G-100. Esta proteina n&do mostrou dependéncia
por grupos sulfidrilas livres para manter sua solubilidade e atividade biologica,
mantendo-se estavel durante o processo de liofilizagdo. A toxina mostrou-se
fortemente ativa para camundongos (DLsg = 2,4 mg/kg de peso corpéreo do
animal por via iv.), produzindo dispnéia, convulsdes tdnico-clonicas e paralisia
flacida, que precederam a morte do animal.

Embora algumas das espécies estudadas possam ser consideradas
como promissoras fontes de proteinas, a presenca de fatores téxicos e/ou
antinutricionais nas mesmas torna necessaria a obtencéo de mais informagdes
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concernentes ao valor nutricional e alternativas para a eliminag&o de qualquer

efeito detrimental a salide dos que a consumirem.

1.4 - CARRAPATOS Boophilus microplus

Boophilus microplus é a denominagdo do carrapato comum dos bovinos,
podendo entretanto, parasitar outros mamiferos. E origindrio da Asia,
precisamente da india e llha de Java. Este carrapato vem causando grandes
prejuizos a pecuaria brasileira, principalmente nas regides de criagdo e
cruzamento das racas taurinas. Os principais problemas causados pelo B.
microplus s&o: 1) ingestdo de sangue, que dependendo da infestagéo, pode
comprometer a producdo de carne e leite; 2) inoculagdo de toxinas no
hospedeiro promovendo diversas alteragcdes e consequéncias fisioldgicas; 3)
transmissdo de agentes infecciosos, principalmente anaplasma e babesias,
responsaveis pela tristeza bovina e $) reducéo de qualidade do couro do animal
e possibilidade de residuos de pesticidas na carne.

O B. microplus é um parasito que so utiliza um hospedeiro em seu ciclo
evolutivo apresentando duas fases: a fase de vida livre (n&o parasitéria), que se
realiza no solo e na vegetacdo, e a fase parasitéria, realizada no corpo do
hospedeiro. A fase nao parasitaria € iniciada com a fémea fecundada e
ingurgitada, se desprendendo do hospedeiro para realizar a postura no solo que
resultara em uma das alternativas:

a) a fémea do B. microplus pode morrer antes da postura ou produzir ovos
inférteis, ou ainda, suas larvas podem morrer sem alcangar um hospedeiro
adequado ou larvas oriundas de ovos dessa fémea conseguem alcancar um
hospedeiro suscetivel.

A fase parasitaria, com duragdo média de 23 dias, inicia-se com a fixacdo
das larvas em hospedeiro suscetivel e termina quando os adultos, incluindo as
fémeas fecundadas e ingurgitadas, desprendem-se desse hospedeiro. O inicio e
o término do ciclo déo-se quase sempre no pasto, onde geralmente se integram

o parasita, 0 hospedeiro e o ambiente comum a ambos.
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Neste ambiente, varios s&o os fatores (clima, vegetacéo, densidade animal,
raca, etc) que influenciam na sobrevivéncia do carrapato em cada segmento de
seu ciclo. Devido ao pouco conhecimento, em especial, de sua biologia e dos
componentes do seu ecossistema, o controle tem sido feito na maioria das
vezes, de forma inadequada, restringindo-se quase que exclusivamente a sua
fase parasitaria.

Com relacéo ao controle do carrapato sabe-se que uma associagdo de
métodos alternativos de acordo com cada situacgdo, permite obter excelentes
resultados e até mesmo reduzir o uso e prolongar a vida Util dos carrapaticidas.

O combate ao carrapato torna-se necessério tanto em areas onde se
verificam grandes infesta¢cdes durante todo o ano quanto em areas com baixa
infestacdo mesmo em algumas épocas do ano. Nas dreas com grandes
infestacdes, os danos diretos e indiretos produzidos pelo carrapato levam a
grandes prejuizos e, nas areas com baixa infestacéo e restrita a algumas épocas
do ano, os prejuizos causados pela “tristeza parasitaria® assumem grandes

proporgdes.
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2.1- GERAL

Purificar e caracterizar as proteinas lectina e toxina da alga marinha
vermelha Gracilaria cornea e, avaliar os efeitos toxicos dessas proteinas sobre

camundongo e o ciclo vital do carrapato bovino Booplilus microplus.

2.2- ESPECIFICOS

»Caracterizar os componentes quimicos da alga através da determinacdo da

composicdo centesimal .

»Purificar e caracterizar as proteinas lectina e toxina.

» Avaliar os efeitos toxicos do extrato bruto, da lectina e toxina sobre as diferentes

fases do ciclo evolutivo do carrapato bovino Boophilus microplus.
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3.1- ALGA MARINHA

Os exemplares da alga marinha vermelha Gracilaria cornea pertencente a
divisdo Rhodophyta, ordem Gracilariales e familia Gracilariaceae foram coletados
em rochas do meso-litoral durante marés de sizigia (-0,2 a 2,0), na Praia de
Flexeiras, municipio de Trairi, estado do Ceara. Apdés a coleta, foram
acondicionados em sacos plasticos e transportados ao laboratério em recipiente

isotérmico.

3.2- CELULAS SANGUINEAS

Os eritrocitos de galinha e coelho foram obtidos de animais sadios,
criados no Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da

Universidade Federal do Ceara.

As hemacias humanas do sistema ABO foram obtidas de doadores sadios

junto ao Centro de Hemoterapia do Ceara da Universidade Federal do Ceara.

3.3- ANIMAIS DE EXPERIMENTAGAO

Camundongos albinos (Mus musculus), fémeas, pesando de 18 a 25 g
foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do Ceara.
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3.4- CARRAPATOS Boophilus microplus

Foram utilizados carrapatos bovinos (Boophilus microplus) — teledginas
retiradas de bovinos adultos livres de residuos de carrapaticidas (periodo de
adaptacdo de 60 dias para retirada total dos carrapaticidas), pertencentes ao
rebanho da Faculdade de Veterinaria da Universidade Estadual do Ceara,.

3.5- REAGENTES

Acrilamida, N,N metileno bis-acrilamida, Ibumina sérica bovina, Coomassie
Brilliant Blue G-250, marcadores de massa molecular, Sephadex G-100,
Sepharose CL-4B, foram obtidos da Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA; B-
mercaptoetanol e dodecil sulfato de sédio (SDS) (Merck) e tripsina (Pharmacia,
Upsala, Suécia); Os demais reagentes, obtidos comercialmente, foram de grau

analitico.
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4.1- TRATAMENTO DAS ALGAS MARINHAS

Os exemplares da alga marinha vermelha Gracilaria cornea, uma vez no
laboratério, foram lavados com agua destilada e separados de epifitas e outras

algas, sendo entdo estocadas em sacos plasticos e armazenados a -20 °C.

4.2- COMPOSIGAO QUIMICA DA ALGA MARINHA VERMELHA Gracilaria

cornea

4.2 .1- Determinacao de Umidade

Foram pesados aproximadamente 1 g da alga fresca, colocada para
pesagem em pesa-filtros previamente tarados e, depois, colocada para secar em
estufa na temperatura de 105°C durante 12 horas. Quando retirada da estufa foi
colocada no dessecador e pesada. A operagdo de aquecimento e resfriamento foi
repetida até a obtencao do peso constante. O teor de umidade foi calculado pela
diferenca entre os pesos inicial e final das amostras, sendo este valor expresso
em porcentagem (A. O. A. C., 1975).

4.2.2- Determinagdo de Cinzas

Foram pesados aproximadamente 2,0 g da alga seca em cadinhos de
porcelana, previamente tarados, e submetida a incineragéo em mufla a 550°C por
6 horas. As amostras foram deixadas em dessecador até atingirem a temperatura

ambiente e pesadas. A operacdo de aquecimento e resfriamento foi repetida até
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obtengdo do peso constante das amostras incineradas. O teor de cinzas foi
calculado por diferenga entre os pesos inicial e residual e expresso em
porcentagem. As cinzas obtidas foram adicionados 3,0 ml de uma solugéo de
acido cloridrico 6 M, filtradas em papel de filtro (filtracdo média) e transferidas
para um baldo volumétrico, completando o volume para 100 ml com agua
destilada. A solucgéo cloridrica foi reservada para as determinacdes posteriores de
calcio, magnésio, fésforo e ferro (A. O. A. C., 1975).

4.2.3- Determinagdo de Nitrogénio Total

O nitrogénio total presente na alga marinha vermelha Gracilaria cornea foi
determinado pelo método de Kjeldahl (HILLER ef al., 1948).

Para mineralizacdo foram utilizados 1,5 g da amostra previamente seca, a
qual foram adicionados 30 ml de acido sulfurico concentrado e 10 g da mistura
catalitica (0,5 g de sulfato de cobre e 9,5 g de sulfato de sdédio). Apds
mineralizagéo, a amostra foi diluida com agua destilada para um volume de 200
ml.

A amostra mineralizada e diluida foi destilada apos a adicdo de 100 ml de
NaOH 40% e 1 g de zinco em p6. A amdnia liberada no decorrer da destilagéo foi
coletada em 50 ml de &cido sulfurico 0,1 M contendo 3 gotas do indicador
vermelho de metila. O excesso de acido sulfurico 0,1 M foi titulado com uma
solugéo de NaOH 0,1 M.

Os célculos para determinagédo do teor de proteina bruta (PB) foram

realizados usando-se a férmula:

% PB=V.014. 6,25
PA
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V = volume de NaOH 0,1 M gasto na titulagéo
PA = peso da amostra usado na digest&o

4.2 .4- Determinacgao de Lipidios Totais

Os lipidios totais foram determinados segundo a metodologia de
TRIEBOLD (1946), sendo o hexano usado como solvente. Em um cartucho de
papel de filtro foram pesados 1,5 g da amostra previamente seca e colocada no
extrator de Soxhlet, ao qual estava adaptado um baldo de 250 ml desengordurado,
seco e previamente tarado. A extracdo dos lipidios foi procedida com hexano,
durante 6 horas. Depois de eliminado o solvente, por evaporacédo em banho maria
rotatorio, o balédo com a gordura foi colocado em estufa a 105°C para evaporacio
total do solvente. Depois de resfriado em dessecador a temperatura ambiente, o
baldo foi pesado. O procedimento de aquecimento (6 horas na estufa) e
resfriamento foi repetido até obtenc&o do peso constante. O teor de lipidios foi
calculado através da relacéo entre o peso do lipidio extraido e o peso inicial da

amostra sendo expresso em porcentagem.

4.2 .5- Determinagao de Fibras

O teor de fibras foi determinado segundo a metodologia da A. O. A. C.
(1975), consistindo na pesagem de aproximadamente 1 g da amostra previamente
delipidada com hexano. O residuo obtido foi transferido diretamente para um
erlenmeyer de 500 ml com auxilio de 200 ml de acido sulfurico (1,25%)
previamente aquecido. Esse material foi fervido em refluxo por 30 minutos,
efetuando-se apds este tempo uma filtragdo em papel de filtro qualitativo. O

filtrado foi lavado com agua quente, até ndo haver mais reagédo acida (testando
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com papel indicador de pH). O residuo contido no papel foi transferido para o
mesmo erlenmeyer de 500 ml, com auxilio de 200 ml de hidréxido de sddio
(1,25%) quente, o qual foi submetido a refluxo por 30 minutos. Em seguida, foi
realizada uma segunda filiragcdo em papel de filiro quantitativo (faixa preta),
previamente aquecido em estufa a 105°C por 1 hora e pesado. A seguir, o material
foi lavado com agua quente até ndo haver reagdo basica (testando com o papel
indicador de pH), e lavado por 3 vezes com alcool etilico e 2 vezes com éter
etilico. O solvente foi deixado evaporar e o papel contendo o residuo levado para
a estufa a 105°C para secagem total, até obtencédo de peso constante. O mesmo
(papel e residuo) foi colocado em um cadinho de porcelana, previamente tarado,
em mufla a 550°C, queimado em bico de Bunsen e incinerado em mufla a 550°C,
efetuando-se pesagens até a obtengé&o de peso constante. O teor de fibras foi

determinado pela férmula:

% Fibra = F. 100
PA

Onde:

F={(P+F+C)-P}-C

P = peso do papel

F = fibra

C = cinza, conforme determinado no item 4.2.2

PA = peso da amostra

4.2 6- Determinagao de Caicio

Para determinacgéo de calcio (A. O. A. C., 1975), foram pipetados 25 ml da
solugéo cloridrica (item 4.2.2.) em um erlenmeyer e a esta foi adicionado 20 ml da

solucdo de molibidato de amodnio 6% e 5 ml de acido cloridrico 10%. Em seguida,
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a mistura foi levada para uma chapa aquecedora a 60°C para completa
precipitagéo do fosforo, deixada em repouso até atingir a temperatura ambiente e
fitrada em papel de filtro faixa azul. Ao filirado recolhido em erlenmeyer,
adicionou-se 20 ml de solug&o tampao pH 10,0 para elevar o pH da solugéo que
passou de uma coloracdo levemente amarela para incolor. Acrescentou-se 20 ml
de NaOH 4 M, 5 ml de KCN 0,1M e 5 ml de trietanolamina 20%. O volume da
solugcéo foi elevado até aproximadamente 300 ml com agua destilada e, em
seguida, foi adicionado pequena porcéo de indicador Calcon, sendo a titulagéo
realizada com EDTA 0,02 M até a passagem da cor vermelha para azul intenso. O
calculo para a determinacdo em equivalentes grama do cailcio, foi realizado

usando-se a férmula:

%Ca=V.F.M.40.100
P.100

Onde:

F = fator da solucdo de EDTA

V = volume de EDTA gasto na titulacéo
P = peso referente a aliquota

M = 0,02

4.2.7- Determinac¢ao de Fésforo

A metodologia utilizada foi segundo A. O. A. C. (1975), consistindo na
transferéncia para um bal&o volumétrico (50 ml) de 5 ml ou mais (dependendo da
amostra) da solug&o cloridrica (item 4.2.2.). A esta solucdo foram adicionados 1 mi
de hidroxido de aménio (1:1, p/v), 2 ml de &cido nitrico (1:2) e 20 ml de solucéo de
molibidato de vanadato de amoénio (molibidato de amoénio 2% e vanadato de

amoénio 0,1%). Para a solugdo de referéncia (controle) foram adicionados os
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reagentes mencionados acima, com excegdo da amostra. A leitura foi feita apos
30 minutos em espectrofotdmetro (FEMTO 432) a 470 nm e os resultados
comparados a uma curva padréo obtida a partir de solu¢des padrdes de fésforo.

4.2 8- Determinagao de Ferro

O método utilizado foi segundo A. O. A. C. (1975). A determinacao foi feita
tomando-se 10 ml da solugcéo cloridrica (descrita no item 4.2.2.) para um baldo
volumétrico de 50 mil, sendo adicionados 1 ml de HCI concentrado, 1 ml de
cloridrato de hidroxilamina 10%, 5 ml de acetato de amoénio 3 M e 2 ml da solugéo
de fenantrolina 0,1%. O volume foi completado com agua destilada para 50 ml e a
leitura de absorbancia feita em espectrofotdmetro a 510 nm (FEMTO 432), sendo
o0 resultado comparado a uma curva padréo obtida a partir da solugdo padrao de

ferro.

4.2.9- Determinacdo de Magnésio

Para determinag&o de magnésio (A. O. A. C., 1975), foram pipetados 20
ml da solugéo cloridrica (item 4.2.2.) e a esta adicionados 20 ml da solugdo de
molibdato de amonio 6%, 5 ml de acido cloridrico 10%, sendo a mistura levada
para uma chapa aquecedora a 60°C para completa precipitacdo do fésforo. Em
seguida, a mistura foi deixada em repouso até atingir a temperatura ambiente e
filtrada em papel de filtro faixa azul. Ao filirado foram adicionados 20 ml de uma
solugdo tampé&o constituida de hidroxido de aménio (NHsOH) 11,4 M e cloreto de
amoénio (NH4Cl) 1,2 M, pH 10, para elevar o pH da solugdo, cuja coloracdo
passou de levemente amarela para incolor. Foram, entdo, adicionados 5 ml de

KCN 0,1 M, 5 ml de trietanolamina 20% e 5 gotas de eriocromo negro T como
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indicador. A titulagéo foi realizada com EDTA 0,02 M até viragem de cor vermelha

para azul.

%Mg=(V-V).F.M.24.100
P.100

Onde:

F = fator da solugéo de EDTA

V' = volume de EDTA gasto na titulacéo

V = volume de EDTA gasto na titulagéo de célcio
P = peso referente a aliquota

M = 0,02

4.2.10- Determinacao de Vitamina C

Para determinacdo da vitamina C, o método utilizado foi o de RIBEAU-
GAYON & PEYNAUD (1971). O procedimento foi realizado tomando-se uma
quantidade conhecida da amostra, onde foram adicionados 2 ml de acido sulfdrico
(H2SO4) 2 M, 1 ml de iodeto de potassio (KI) 10%, 1 ml de amido 1% e 50 ml de
agua destilada. A titulagéo foi feita com iodato de potassio (KIO3) 0,1 M. Os
calculos para determinagéo do teor de vitamina C na amostra foram realizados

usando-se a formula;

Vit. C (mg/100) =V . 8,8 . 100
PA

Onde:
V = volume de KlO3 0,1M gasto na titulagdo
8,8 = mg de acido ascorbico que reage com 1 ml KIO3 0,1M

PA = peso da amostra utilizada na determinacéo
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4.2.11- Determinacéo do Valor Calérico Total

Os valores obtidos de carboidratos (C), proteinas (P) e lipidios (L) para a
alga marinha vermelha Gracilaria cornea foram utilizados para determinac&o do

valor calérico total, utilizando-se a férmula descrita abaixo (FAE, 1985):

(C x 4) + (P x 4) + (L x 9) = VALOR CALORICO TOTAL

4.3- EXTRAGAO DE PROTEINAS DA ALGA MARINHA

4.3.1- Preparacgéao do Extrato Total

A alga marinha vermelha Gracilaria cornea fresca foi macerada em
presenca de nitrogénio liquido. O material triturado foi deixado em contato com
tampé&o Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 na proporcéo de 1:6 (p/v, alga: meio de extracio),
sob agitagdo por 4 horas a 4°C. O homogenato foi filtrado em tecido de nylon e,
em seguida, centrifugado a 10.000 x g por 30 minutos a 4°C. O precipitado foi
desprezado e o0 sobrenadante obtido, denominado de extrato bruto, submetido aos
ensaio das atividades hemaglutinante e tdxica, dosagem de proteinas e
concentracdo por liofilizacdo parcial. A fragdo protéica assim obtida foi avaliada
quanto ao teor de proteina, atividades hemaglutinante e téxica, para dar
prosseguimento & purificagdo da proteina. O esquema geral de purificacdo esta
representado na FIGURA 01.
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ALGA FRESCA

Tampao Tris-HCI, 25 mM, pH 7,5 (1:6, m/v)
Agitacdo por 4 horas

Filtracdo em tecido de nylon

Centrifugagéo (10000 x g, 4°C, 30 min.).

Precipitado
(descartado)

Sobrenadante
(Extrato Bruto)

Concentrado por liofilizac&o parcial

Extrato Bruto
Concentrado

I

Cromatografia de Interacdo Hidrofdbica(HIC)
PHENYL-SEPHAROSE CL-4B

]
Pl
(Toxina)

SEPHADEX G-100

|
Pl
(Lectina)

|
SEPHADEX G-100

Pl-Toxina

Pll

Pl-Lectina Pl

]

ELETROFORESE

ELETROFORESE

FIGURA 01 - Esquema de purificacdo das proteinas (lectina e toxina) da alga

marinha vermelha Gracilaria cornea
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4.4- DETERMINAGAO DE PROTEINA

As concentragbes de proteinas soluveis no extrato bruto concentrado e
nas etapas de isolamento das proteinas (lectina e toxina) foram realizadas
segundo o método de BRADFORD (1976). Apés 10 minutos de contato das
amostras com o reagente Coomassie G-250, a temperatura ambiente, as
absorbancias foram lidas a 595 nm (espectrofotdmetro Spectronic 20). A
concentracao de proteinas foi estimada com relacdo a uma curva padrao obtida
com albumina sérica bovina (BSA). Para estimativa das concentragdes de
proteinas nos eluatos das cromatografias foi utilizada a leitura de absorbancia a
280 nm.

4. 5 - DETERMINAGAO DE CARBOIDRATOS

O teor de carboidratos foi determinado seguindo o método de DUBOIS et
al. (1956). Para 1 ml da amostra, adicionou-se 1 ml de fenol a 5% e 5 ml de acido
sulfdrico concentrado. Apds agitagdo, a amostra permaneceu em repouso por 15
minutos e as leituras feitas a 490 nm (espectrofotdmetro Spectronic 20). A
concentracdo de carboidratos foi estimada em relagéo a uma curva padréo obtida

com glucose.

4.6 - DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

Os ensaios de atividade hemaglutinante foram feitos através de
diluicbes seriadas em tubos de ensaio. Em cada tubo foram adicionados 100 pul de

NaCl 150 mM. No primeiro tubo foram adicionados 100 ul da amostra e uma série
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de diluicdes duplas foram feitas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, etc.), homogeneizando-
se completamente antes de cada transferéncia. A cada diluicdo foram adicionados
100 pl de eritrécitos a 2% e a reagéo foi incubada a temperatura ambiente por 60
minutos, conforme descrito por MOREIRA & PERRONE (1997). Posteriormente, o
material foi centrifugado a 2.000 x g por 30 segundos e os resultados foram lidos
macroscopicamente, sendo o titulo expresso em unidade de hemaglutinagéo
(UH/ml), que é o inverso da maior diluicdo da amostra que apresentou nitida

aglutinacéo.

4.7 - DETERMINAGCAO DA ESPECIFICIDADE SANGUINEA

Com o objetivo de se determinar a especificidade sanguinea da(s)
hemaglutinina(s) da alga marinha vermelha Gracilaria cornea, foram feitos ensaios
de hemaglutinagéo utilizando-se eritrécitos de coelho. galinha e humanos do
sistema ABO, nativos e tratados enzimaticamente com tripsina, de acordo com a
metodologia descrita por AINOUZ et al. (1992).

4.8 - ENSAIO DE INIBICAO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

Para os ensaios de inibigdo da atividade hemaglutinante, uma aliquota
da frac&o contendo a(s) hemaglutinina(s) de G. cornea, encerrando 32 UH/mI, foi
diluida com tamp&o Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, na proporcdo de 1:4 (vliv;
amostra:tamp&o) e da solugdo resultante foram retiradas aliquotas de 100 pl que
foram transferidas para tubos de ensaio contendo igual volume de solugbes
diluidas em série (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, etc.) a partir de solucdes estoque de
acucares simples na concentracdo de 100 mM e de glicoproteinas na
concentracdo de 5 mg/ml. Os tubos permaneceram 60 minutos a temperatura
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ambiente e apds este periodo foram adicionados 200 ul de suspensao de
eritrocitos de galinha a 2% tripsinizados. Os tubos foram deixados em repouso por
mais 60 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, centrifugados a 2.000 x g
por 30 segundos.

A especificidade da lectina foi determinada observando-se os agucares
ou glicoproteinas capazes de inibir a atividade hemaglutinante e os resultados
expressos com base na concentragdo minima do composto que ainda foi capaz de

causar inibic&o.

4.9 - EFEITO DE CATIONS DIVALENTES NA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

Amostra da fracdo de G. cornea foi submetida a desmetalizacao através
de dialise contra solucdo de EDTA 5 mM por 18 horas sob agitagdo constante, a 4
°C. Aliquotas da frac&o dialisada foram utilizadas em ensaios de hemaglutinagéo,
na auséncia e presenga de cations divalentes (Ca™ e Mn™ 5 mM). Ensaios
utilizando a frag@o néo dialisada contra EDTA e/ou solugdes de NaCl 150 mM com

EDTA 5mM e com Ca** e Mn™ 5 mM foram efetuados.

4.10 - TERMOESTABILIDADE DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

A estabilidade térmica da atividade hemaglutinante presente na lectina
de G. cornea foi determinada pela sua incubacdo em banho-maria, nas
temperaturas de 40, 50 e 60 °C nos intervalos de 2,5, 5, 10, 20, 30, 40 e 60
minutos. Apds cada periodo de incubagdo, as amostras foram imediatamente
transferidas para um banho de gelo e centrifugadas, sendo entdo realizados os

ensaios de atividade hemaglutinante.
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Na determinacdo do AG™ de ativagdo do processo de desnaturagéo foi
calculada, inicialmente, a constante de velocidade da reagéo (ki), determinada

através da inclinagéo da reta obtida de acordo com a expressao:

KixT=-In A/A,

Sendo:
A — atividade hemaglutinante residual,
A, — atividade hemaglutinante inicial,

T - tempo em segundos.

A constante de velocidade da reac&o esté relacionada com a energia
livre padr&o do estado ativado pela formula (DAWES, 1972):

AG™ = RT x In KT/ kih

Onde:

R — constante de gases (8,315 J.mol ™. °K™),

T — temperatura absoluta (°K),

k — constante de Boltzmann (1,38 . 102 J . °K™),
ky — velocidade da reacéo (s™)

h — constante de Planck (6,626 x 10°* J . s™).

4.11 — DETERMINAGAO DA ATIVIDADE TOXICA

A toxicidade para a alga em estudo foi estimada através de injecdo pelas

vias ip. e iv. em camundongos, pesando entre 20-25 g, alimentados com dieta
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peletizada comercial (4 animais/dose). No caso da toxicidade por via ip. foram
considerados positivos apenas os resultados no intervalo de 24 horas. Para
aqueles avaliados por via iv. foram levados em conta os decorrentes até 6 hora de
administracdo. A DLsy foi calculada onde uma unidade foi definida como a
quantidade de proteina (mg de proteina’lkg de peso corpéreo do animal)
necessaria para causar convulsdo e morte em 50% dos animais testados
(VASCONCELOS et al., 1994).

4.12- TERMOESTABILIDADE DA ATIVIDADE TOXICA

A estabilidade da atividade tdxica da fracdo de G. cornea foi determinada
pela incubacdo da fracdo em banho-maria nas temperaturas de 50 e 60°C, nos
intervalos de 2,5, 5, 10, 20 e 30 minutos. Aliquotas de 2,5 ml foram retiradas,
resfriadas em banho de gelo, centrifugadas e submetidas & dosagem de proteina

e testes de atividade toxica.

4.13- DETERMINAGAO DA ATIVIDADE UREASICA

A determinagéo da atividade ureasica foi feita como descrito por KAPLAN
(1969), com algumas modificacdes. Aliquota de 0,1 ml de uma solugéo de uréia
500 mM foi misturada com 0,7 ml de EDTA 2% e tamponada com tampé&o fosfato
de sddio 20 mM, pH 6,5. Apos adigéo de 0,2 ml do extrato bruto (preparado com
tamp&o fosfato de sédio 10 mM, pH 7,0, contendo NaCl 150 mM, usando o mesmo
protocolo previamente descrito. A mistura foi incubada a 37 °C, por 15 min. A
seguir, foram adicionados a mistura 1 ml da solucéo A (62 g de fenol + 0,25 g de
nitroprussiato de sédio/l), sendo, entéo, deixado a 37 °C por mais 5 min. Passado

esse tempo, foram adicionados 7 ml de agua deionizada aos tubos, sendo estes
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cobertos com parafilme e agitados vigorosamente. As leituras das absorbancias
foram feitas a 625 nm e a atividade enzimatica foi avaliada em relacdo a uma

curva padréo obtida com urease comercial (urease 41H7008-870000 U/g).

4.14- CROMATOGRAFIAS

4.14.1- Cromatografia de Interacdo Hidrofébica em Coluna de Phenyl-
Sepharose CL-4B

O extrato concentrado, obtido por liofilizagdo parcial, foi submetido a
cromatografia de interagdo hidrofébica em coluna de Phenyl-Sepharose CL-4B. A
coluna medindo 11,0 x 1,1 cm foi montada deixando-se o0 gel sedimentar por
gravidade e, em seguida, equilibrada com tampao Tris-HClI 25 mM, pH 7,5,
contendo NaCl 4 M. Apds a eluicdo da fragdo nédo retida no gel, foi aplicado a
coluna tampé&o Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 e, em seguida, agua deionizada. Durante
este procedimento foi mantido um fluxo constante de 30 ml/hora, coletadas
fracbes de 3 ml, sendo as absorbancias lidas a 280 nm. Os picos obtidos foram
dialisados contra &gua deionizada, concentrados por liofilizagdo parcial e

estocados para posterior utilizacéo.

4.14.2- Cromatografia de Filtracdo em Gel em Coluna de Sephadex G-100

Os picos | e Il obtidos na cromatografia de interacdo hidrofébica foram
submetidos & cromatografia de filtracdo em gel em coluna de Sephadex G-100. A
coluna medindo 85,5 x 1,3 cm, foi montada deixando-se o gel sedimentar por
gravidade e, em seguida, equilibrada com tampao Tris-HClI 25 mM, pH 7,5.
Durante todo o processo manteve-se um fluxo constante de 24 ml por hora, sendo
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coletadas fracdes de 2 ml que tiveram suas absorbancias monitoradas a 280nm.
Na calibragéo prévia da coluna foram utilizados os seguintes padrdes protéicos:
albumina sérica bovina (66,0 kDa), anidrase carbdnica (29,0 kDa) e citocromo C

(14,4 kDa).

4.15- ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM SDS E -
MERCAPTOETANOL

Os picos obtidos por cromatografia de filtracdo em gel em coluna de
Sephadex G-100 foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de SDS e B-mercaptoetanol, segundo o método descrito por LAEMMLI
(1970) adaptado para o uso em sistema Multiphor Eletrophoresis Il Pharmacia
LKB 2117.

Para montagem das placas, foi usado um gel de concentragéo (3,95% de
poliacrilamida em tamp&o Tris-HCI 3 x 10° mM, pH 8,8) e um gel de separacéo
(acrilamida 12,5% dissolvida em tampdo TRIS-HCI 3 x 10° mM, pH 8,8). As
amostras liofilizadas foram dissolvidas em tampao Tris-HCI 10 mM, pH 8,8,
contendo glicerol a 26 %, SDS 1%, B-mercaptoetanol 10% e azul de bromofenol.
Em seguida, a amostra foi incubada a 100 °C por 10 minutos. Aliquotas de 15 pl
foram aplicadas em pogos previamente feitos no gel de concentragdo. A corrida
eletroforética realizada a uma corrente constante de 40 mA por um periodo
aproximado de 180 minutos. As bandas protéicas obtidas, foram reveladas
mediante coramento com solugdo Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,25 % em
metanol, &cido acético e agua (4,0:0,7:5,3; v/v/v) por um periodo de 18 horas. O
descoramento foi realizadfo em uma solugdo de metanol, acido acético e aguam
(3,5:1,0:8,0; v/viv). Proteinas de massas moleculares aparéntes conhecidas
(lactoalbumina, 14,4 kDa; inibidor de tripsina, 20,1 kDa; tripsinogénio, 24,0 kDa;
anidrase carbdnica, 30,0 kDa; gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, 36,0 kDa;
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ovalbumina, 43,0 kDa e albumina sérica bovina, 66,0 kDa) foram usadas como

marcadores de massa molecular.

4.16- ELETROFORESE BIDIMENSIONAL

A lectina purificada de G. cornea foi submetida a eletroforese bidimensional
para a determinacéo do seu ponto isoelétrico seguindo a metodologia descrita por
SOUSA (1999). A focalizagdo isoelétrica da lectina (12 dimens&o-horizontal) foi
realizada utilizando-se uma tira de gel de poliacrilamida (IPG) contendo um
gradiente de pH imobilizado ( pH variando de 3 a 10) e comprimento de 110,0 x
3,0 x 0,5 mm (Pharmacia). No experimento de eletroforese (2° dimens&o-vertical)
foi utilizado um gel de separacéo contendo 15% do mondmero de poliacrilamida.
Para a focalizagdo isoelétrica foi realizada uma reidratacéo prévia da tira de IPG
através da adicdo de uma solugao de reidratacéo ( Uréia 7 M, Tiouréia 2 M, DTT
65mM, Triton X-100 1%, Pharmalyt 3-10 0,5% e tragcos de Azul de Bromofenol).
Em seguida 200 uL da solugdo de lectina (1mg/250 puL da solugdo de
reidratacéo) foram colocados em contato com o gel ( tira de IPG) na cuba do
sistema de Reswelling Tray (Pharmacia) que foi posteriormente coberto com 500
uL de 6leo mineral a fim de evitar a cristalizacdo da uréia e incubado “over night”.
Passado este periodo, a tira de IPG foi removida da cuba e lavada com agua milli-
Q para eliminar o excesso do 6leo mineral. A focalizagdo isoelétrica da lectina
(corrida em 12 dimens&o - horizontal) foi entdo realizada no gel de IPG utilizando-
se o sistema Multiphor 1l (Pharmacia) onde, foi inicialmente aplicada uma
voltagem de 300V/2mA por 1 minuto, seguida de uma voltagem de 3500V/2mA
por 4 horas .Apés a corrida de focalizagao isoelétrica a tira de IPG foi removida do
sistema, equilibrada com uma solucéo de equilibrio (Tris-HCI 50 mM, pH 8,8,
glicerol 30%, uréia 6 M, SDS 2% e tragos de azul de bromofenol) contendo DTT
(19,2 mg/ml) por 15 minutos para a manutengcao da lectina focalizada na forma

desnaturada. A tira de IPG foi entdo colocada sobre o gel de poliacrilamida a 15%
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para a transferéncia da lectina focalizada e corrida eletroforética em 2°% dimenséo
(vertical) que foi iniciada a uma voltagem de 500V/10mA durante 15 minutos e
seguida de uma voltagem de 500 V/20mA por mais 4,30 horas. Apds a corrida
eletroforética o gel foi removido da placa e a lectina revelada mediante
tratamento com nitrato de prata, seguindo método descrito por BLUN et al. (1987).

4.17- AVALIAGAO DA ATIVIDADE TOXICA DO EXTRATO BRUTO, TOXINA
E LECTINA DA ALGA G. CORNEA SOBRE O CICLO EVOLUTIVO DO
CARRAPATO BOVINO B. microplus

Os ensaios foram conduzidos sob condicdes controladas de
temperatura e umidade (28 °C e 80%, respectivamente) em estufa BOD,
utilizando-se fémeas ingurgitadas, de bovinos leiteiros infestados naturalmente
conforme demonstrado na FIGURA 2. As teledginas foram pesadas e reunidas em
grupos homogéneos de 15 individuos (n= 15). Em seguida, foram lavadas em
agua destilada es secas em papel absorvente. O grupo controle foi imerso em
agua destilada, enquanto os demais foram submetidos a imersdo nas fracbes
protéicas (extrato total, toxina e lectina) durante 5 minutos.

Posteriormente, as teledginas foram fixadas com fita dupla face em
placas de petri, permanecendo com o dorso voltado para cima e mantidas na
estufa BDO nas condigdes ja descritas. Iniciada a oviposi¢c&do (postura), os ovos
foram coletados diariamente de cada teledgina, pesados e transferidos para
seringas descartaveis de 5 ml, sendo estas entdo, seladas com algodado e
mantidas na estufa BDO. Ao término da oviposic&o (ca. 3000 ovos/teledgina), o
peso das quendginas, fémeas apos postura (PQ) ,e o peso da massa total dos
ovos (PMTO) foram utilizados para os célculos dos indices das eficiéncias
reprodutiva (IER) e nutricional (IEN).

A eclosdo dos ovos e a mortalidade das larvas foram acompanhadas

com o auxilio de lupa, sendo os dados obtidos em percentual (1, 5, 10, 20, 30,
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60%, etc.) de ovos e de larvas, utilizados para a avaliagdo dos periodos de
postura da teledginas (PPT), incubacéo (Pl) ecloséo (PE) dos ovos, seguidos da
percentagem de eclos&o (%E) e dos periodos de sobrevivéncia (PS) e mortalidade
(PM).

Nos célculos das eficiéncias reprodutiva, nutricional e do produto foram

empregadas as formulas de DRUMMOND et al. (1973) conforme descritas a

seguir:
ER = _PMOT x %E x 20.000
PQ
EN = _PMOT
Pl-PQ
Onde:

Pl = peso inical da teleégina

PQ = peso da quendgina

EP = (ERc - ERe) x 100
ERc

Onde:

EP = eficiéncia do produto
ERc = eficiéncia reprodutiva do grupo controle
ERE = eficiéncia reprodutiva do grupo experimental

LIMA, M. E.P. 57



Ativid. biolégica, purif. e caract. da lectina e toxina de 6. cornea... Métodos

FIGURA 02- Ensaio de avaliacdo da atividade tdxica do extrato bruto, toxina e PII-
lectina da alga G. cornea sobre o ciclo evolutivo do carrapato bovino
B. microplus. A- Imersdo das teledginas: 1- Agua (controle), 2-
Extrato bruto, 3- toxina e 4- Lectina; B e C- Oviposigao e D- Eclosdo

até a morte das larvas.
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4.18- ANALISE ESTATISTICA

Nas analises estatisticas de variancia e significancia dos resultados obtidos
com os experimentos utilizou-se o procedimento GLM do sistema SAS, verséo
6.11. O teste de DUNNET foi utilizado para comparar as médias obtidas com os
tratamentos em relacédo ao controle (p< 0,05) e o teste de TUKEY para

comparacéo entre as médias dos tratamentos (p < 0,05).
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5.1- CARACTERIZACAO DA ALGA MARINHA VERMELHA Gracilaria cornea

A alga marinha vermelhas Gracilaria cornea pertencente a diviséo
Rhodophyta, ordem Gracilariales e familia Gracilariaceae possui talo ereto
crescendo em tufos ou isoladamente, fixo ao substrato por nitido apressério
achatado ou cilindrico ramificado, com margens dissecadas por NUMerosos ramos
curtos ou nao, com ramificagbes predominantemente em um sé plano.
Organizacdo multiaxial. Corposporos numerosos originados da maioria das células
(FIGURA 03).

5.2- COMPOSICAO QUIMICA

A alga vermelha G. cornea, em relagdo & sua composicdo quimica
(TABELA 02) apresentou elevados teores de carboidratos, umidade cinzas e
fibras (68,35%, 56,33%, 19,74% e 8,5%, respectivamente). Estes resultados sdo
comparaveis com os obtidos para algumas algas vermelhas (BENEVIDES et al.,
1998a). E bom salientar que esses componentes quimicos podem sofrer
alteracbes em suas concentragdes, dependendo das variagdes sazonais
relacionadas ao habitat e fatores ambientais (salinidade, temperatura, intensidade
da luz solar e concentracdo de nutrientes), conforme foi demonstrado para as
espécies Gracilaria domingensis e Gelidium pusillum (BENEVIDES et al., 1999). A
alga G. cornea também foi analisada em relacdo a sua composicdo quimica de
alguns minerais (ferro, fésforo, calcio e magnésio) e ao conteldo de vitamina C.
Os teores encontrados foram: calcio (3,80 mg/100g), magnésio (140,20 mg/100g),
ferro (3,85 mg/100g) e fosforo (31,30 mg/100g). Os resultados obtidos para estes
minerais evidenciaram teores mais elevados para o magnésio (140,20 mg/100g) e
calcio (3,80 mg/100g). O teor de calcio diverge do obtido para a alga Amansia
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Divisdo: Rhodophyta

Ordem: Gracilariales

Familia: Gracilariaceae

Género: Gracilaria

Espécie: Gracilaria cornea (J. Agardh)

N f- '“ ;

FIGURA 03: Alga marinha vermelha

Gracilaria cornea (J. Agardh).

LIMA, M. E.P. 62



Ativid. bioldgica, purif. e caract. da lectina e toxina de G. cornea...

Resultados e Discussdo

TABELA 02 - Anédlise elementar da alga marinha vermelha G. cornea

Constituinte

Teor na amostra (%)

Umidade 56,33
Base Seca
Cinzas 8,50
*Proteina Total 3,28
Lipidio 0,13
**Carboidrato total 68,35
Fibra 19,74
Minerais (mg/100g de amostra)
Calcio 3,80
Magnésio 140,20
Fosforo 31,30
Ferro 3,85
Vitamina C 8,60
Valor calérico total (Kcal/100g) 287,69

* Nitrogénio total x 6,25.
** Obtido por diferenca.
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multifida (SILVEIRA, 2001), que apresentou um elevado teor deste mineral (800
mg/100g). Com relagdo a vitamina C, a alga marinha G. cornea apresentou um
teor de 8,60 mg/100g, considerado baixo quando comparado ao obtido para a alga
marinha verde Ulva fasciata (165,8 mg/100g) (PEREIRA, 2000), que sugeriu ser a
mesma considerada uma rica fonte em vitamina C. O valor caldrico total obtido foi
de 287,69 Kcal/100g da amostra. Esse resultado € menor que o obtido para as
algas vermelhas Amansia multifida (387,8 mg/Kg de alga) por SILVEIRA 2001 e
Gracilaria ornata (380,45) por LEITE (2003).

5.3- DETERMINAGCAO DA ESPECIFICIDADE SANGUINEA

A atividade hemaglutinante do extrato total concentrado de G. cérnea contra
diferentes eritrécitos (coelho, galinha € de humanos do sistema ABO) tratados
enzimaticamente com tripsina € mostrada na TABELA 03. O extrato concentrado
nao aglutinou os eritrocitos de coelho e humanos do sistema ABO mostrando
especificidade por eritrocitos de galinha e apresentando uma atividade
hemaglutinante de 64 UH/mI.

5.5- DETERMINAGAO DA INIBICAO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

Os ensaios referentes a inibicdo da atividade hemaglutinante (TABELA
04) mostraram que no extrato concentrado da alga marinha G. cornea, a atividade
foi inibida pelo agucar simples D-xilose, na concentracdo de 25 mM e pelas
glicoproteinas mucina e fetuina, nas concentragbes de 6,25 ug/ml e 3,12 pg/ml,
respectivamente. Dados encontrados na literatura tém revelado que as lectinas de

algas marinhas necessitam de estruturas maiores e mais complexas para
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TABELA 03 - Especificidade da atividade aglutinante do extrato total

concentrado da alga marinha G. cornea.

Eritrécitos
Enzima Humano
Coelho Galinha
A B O
Tripsina - 64* - - -
* UH/ml - inverso da maior diluicdo ainda capaz de causar agglutinagcdo de

eritrocitos a 2%.
- N&o detectado.
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TABELA 04- Inibic&o da atividade hemaglutinante no extrato concentrado da alga

marinha Gracilaria cornea por agucares simples e glicoproteinas

Acucar / Glicoproteina

Concentragdo Minima

Acucares Simples

(mM)*

D — Xilose

D — Glucose

L — Fucose

D — Fucose

D — Celobiose
D- Melibiose
D- Rafinose

B - Lactose

L — Arabinose
D — Galactose
D — Glucosamina
D - Frutose

Lactulose

25,0

Glicoproteinas

(ng/mi)*

Mucina de porcina
Fetuina

Manana

Egg White
Avidina

Ovalbumina

6,25
3,12

* Concentracdo minima (M) do acgucar capaz de inibir a atividade hemaglutinante

** Concentragdo minima (ug/ml) da glicoproteina capaz de inibir a atividade

hemaglutinante.

(—) N&o inibiu
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estabelecerem a ligacéo lectina-carboidrato (RINUI, 1995). Observa-se que a
atividade hemaglutinante no extrato concentrado foi inibida por somente um
acgucar simples, fato comum entre muitas lectinas isoladas de algas marinhas
(SHIOMI et al., 1980; ROGERS & TOPLISS, 1993).

5.6- EFEITO DE CATIONS DIVALENTES NA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

No ensaio com o objetivo de demonstrar os efeitos de cations divalentes
na atividade hemaglutinante, observou-se que os cations divalentes Ca*2 e Mn*?
n&o influenciaram na atividade hemaglutinante da alga marinha G. cornea, quando
0 extrato foi dialisado contra EDTA 5 mM. De acordo com dados existentes na
literatura, a atividade hemaglutinante presente em algas vermelhas ndo requer
cations divalentes para exercer a aglutinacéo de células. Conforme observado por
ROGERS et al (1980), dentre as algas vermelhas analisadas, somente as lectinas
do género Ptilota apresentaram dependéncia. ROGERS & HORI (1993)
posteriormente relataram que lectinas de algas marinhas que interagem com
glicoproteinas sem reconhecerem monossacarideos, ndo dependem de cations
divalentes. Ainda, conforme outros dados posteriores relatados na literatura,
algumas lectinas de algas vermelhas como as de Plilota filicina (SAMPAIO et al.,
1998a), Enantioladia duperreyi (BENEVIDES ef al., 1998b) Vidalia obtusiloba
(MELO, 2000) e verdes Ulva lactuca ( SAMPAIO et al,, 1998b) e Ulva fasciata
(PEREIRA, 2000), tiveram suas atividades' abolidas apds dialise em presenca de

quelante .
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5.7- TERMOESTABILIDADE DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

A atividade hemaglutinante presente no extrato concentrado de
Gracilaria cornea apresentou-se estavel ao aquecimento por 20 minutos a
temperatura de 40 °C, tornando-se inativa a 50 °C por 5 min (FIGURA 04).

Algumas lectinas de algas marinhas podem ser consideradas
termolabeis, como as de Agardhiella tenera (SHIOMIO et al., 1989), Cystoclonium
purpureum (KAMIYA et al., 1980), Carpopeltis flabelata (HORI et al., 1987) e
Solieria filiformis (BENEVIDES et al.,1996), com perda total ou quase total de
atividade quando aquecidas a temperaturas inferiores ou iguais a 60 °C,
confirmando ainda o estudo de COSTA ef al. (1999), que mostraram que a
atividade hemaglutinante da lectina da alga marinha vermelha Amansia multifida
foi completamente inativada a 50 °C por 20 min.

O AG’ de ativagdo do processo de desnaturagdo da lectina da lectina de G.
cornea foi de 97,148 kJ.mol™ (23,24 kcal/mol) a 40 °C. O célculo foi obtido a partir
da FIGURA 05. Esse resultando € concordante com os obtidos para algumas
algas marinhas e para a alga marinha vermelha Pferocladia capilacea (106,87 kJ
. mol™) por OLIVEIRA et al. (2002).

5.8- DETERMINAGAO DA ATIVIDADE TOXICA

O extrato concentrado da alga marinha G. cornea mostrou-se toxico
para camundongos quando injetado por via ip. dentro de um periodo de 24 horas,
apresentando uma DLsy de 104 mg de proteina/ Kg de peso do animal. Os efeitos
observados incluiram depresséo respiratoria, xeroftalmia e convulsées tonico-
clénicas que antecederam a morte dos animais (FIGURA 06). SILVEIRA (2001),
trabalhando com a alga vermelha Amansia multifida, também observou que a

toxina na alga citada, quando injetada por via ip. em camundongos, 0s mesmos
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FIGURA 04- Efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante presente no
extrato concentrado de Gracilaria cornea.; (¢—®) 40°C; (B—W)
50°C e (4—4.) 60 °C.
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FIGURA 05 — Gréfico de In A/Ao versus tempo de aquecimento da lectina de G.

cornea na temperatura de 40°C.
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FIGURA 06 - Convulsdo e morte de camundongos causadas pela toxina de
Gracilaria cornea.
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apresentavam depresséo respiratoria, xeroftaimia, convulsdo tdnico-clonica, além

de ataxia locomotora.

5.9- TERMOESTABILIDADE DA ATIVIDADE TOXICA

A estabilidade térmica da atividade toxica foi realizada e verificou-se que
quando aliquotas de extrato concentrado foram submetidas ao aquecimento a
50°C até 30 min, a atividade toxica permaneceu estavel. No entanto, a 60°C por 5
min, tornou-se totalmente inativada (TABELA 05).

5.10- DETERMINAGAO DA ATIVIDADE UREASICA

A atividade ureasica foi realizada no extrato concentrado e de acordo
com os resultados ndo foi detectada nenhuma atividade desta enzima no extrato

analisado.

5.11 — PURIFICACAO DAS PROTEINAS (LECTINA E TOXINA)

Tendo em vista a presenga das atividades hemaglutinante (eritrocitos de
galinha) e tdxica (camundongo, via ip.) no extrato protéico bruto concentrado e
aos experimentos preliminares de estabilidade da toxina e da atividade
hemaglutinante, deu-se prosseguimento aos estudos de purificagéo das proteinas
lectina e toxina da alga marinha vermelha G. cornea. A toxicidade e a atividade
hemaglutinante foram avaliadas em cada etapa de purificagdo, sendo a atividade

toxica, dependendo das fracbes protéicas obtidas, avaliada por via ip. ou via iv.
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TABELA 05- Efeito da temperatura sobre a atividade téxica presente no extrato
bruto concentrado da alga marinha vermelha G. cornea.

Temperatura (°C) Tempo (min.) Atividade Toxica®
2.5 ++++
5 ++++
50 10 ¥
20 bk
30 ++++
2.5 +---
5 o
60 10 ----
20 ----
30 ----

(a) Atividade téxica (n=4) expressa em percentagem de animais mortos, apds
injecéo ip. do extrato concentrado (dose de 0,42 mg de proteina/10 g de peso
corpoéreo de camundongo, capaz de matar 100% dos animais testados). (++++)
100% e (+) 25%.

(-) N&o detectada.
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511.1 -Cromatografia de Interagdo Hidrofébica (HIC) em Coluna de Phenyl-
Sepharose CL-4B

O perfil cromatografico obtido por aplicagdo do extrato concentrado da
alga G. cdérnea em coluna de Phenyl-Sepharose CL-4B mostrou a existéncia de
trés picos cromatograficos (FIGURA 07). No primeiro pico (Pl), ndo retido na
coluna, de coloragdo marrom, eluido com tampéo tris-HClI 25 mM, pH 7,5
contendo NaCl 4 M, encerrando 3,08% das proteinas introduzidas na coluna, foi
observada a presenca de atividade tdxica para camundongos por via ip. e isento
de atividade hemaglutinante. No segundo pico (Pll), levemente pigmentado, eluido
com tampéo tris-HCI 25 mM, pH 7,5, correspondendo a 5,1% das proteinas
introduzidas na coluna, contendo toda a atividade hemaglutinante e isento de
atividade toxica para camundongo por vias ip. € iv. No terceiro pico, isento de
pigmento, eluido com &agua destilada e livre de ativadades hemaglutinante e
toxica. Assim, o emprego desse procedimento foi decisivo para estabelecer a

separagao de proteinas com atividades hemaglutinante e téxica.

5.11.2 - Cromatografia de Filtracdo em Gel em Coluna de Sephadex G-100 do
Pl -HIC

O pico PI resultante da cromatografia de interagdo hidrofébica, e
contendo atividade tdxica quando submetido a cromatografia de filtracdo em gel
em coluna de Sephadex G-100, apresentou um perfil cromatografico contendo
dois picos protéicos (FIGURA 08). O primeiro pico (Pl), levemente pigmentado,
apresentou atividade toxica e o segundo pico (PIl) apresentou-se despigmentado
e livre de atividade toxica. A toxina obtida por este procedimento (DLsgp 5,18 mg/Kg

de peso do animal por via ip.) apresentou um rendimento de atividade téxica de
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FIGURA 07- Cromatografia de interacdo hidrofébica em coluna de Phenyl-
Sepharose CL-4B do extrato bruto concentrado da alga Gracilaria

cornea. A coluna foi equilibrada com tampéo Tris-HCI, 25 mM, pH

7,5 contendo NaCl 4M. (s—=) Aggo ; (e—=) UH/ml e [ Atividade

toxica.
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FIGURA 08 — Cromatografia de filtracdo em gel em coluna de Sephadex G-100 do
Pl da HIC. A coluna foi previamente equilibrada e eluida com
tampéo Tris-HCI 25 mM, pH 7,5. Coluna: 85 x 1,6 cm, fragbes 3,0

mL/tubo. (e—=) Asgo € || Atividade téxica.
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4,98% com indice de purificagéo de 20,1 vezes em relagao ao extrato concentrado

(TABELA 08).

5.11.3 - Cromatografia de Filtragdo em Gel em Coluna de Sephadex G-100 do
Pli -HIC

O pico PIl resultante da cromatografia de interagdo hidrofobica, e
contendo atividade hemagiutinante quando submetido a cromatografia de filtragéo
em gel em coluna de Sephadex G-100, apresentou um perfil cromatografico
contendo dois picos protéicos (FIGURA 09). O Pl encerrando toda atividade
hemaglutinante e o PIl livre de atividade hemaglutinante. A lectina obtida por este
procedimento apresentou um rendimento de atividade hemagilutinante de 27,2% e
um indice de purificacdo de 10,5 vezes em relacdo ao extrato bruto concentrado
(TABELA 07).

5.12- DETERMINAGAO DA MASSA MOLECULAR DA LECTINA E DA TOXINA
POR FILTRAGAO EM GEL DE SEPHADEX G-100

A determinacdo das massas moleculares aparentes da toxina e da lectina
nas formas nativas de G. cornea, obtidas através do mesmo procedimento
cromatografico utilizado na purificacéo, foram estimadas em 66,0 kDa para a
lectina e 71,56 para a toxina (FIGURAS 10 e 11), tendo sido estabelecidas por

regressao linear em relagdo aos padrdes protéicos de calibracdo da coluna.
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TABELA 06 — Purificac&o da toxina de Gracilaria cornea

Proteina Atividade Toxica
Fracdes DLs® Rendimento® indice Purificagado®
(mg/mL) Total
(mg/Kg) (%) (x)
Extrato concentrado 0,928  139,2 104 100 1,0
PI-HIC 0,476 453 10,7 10,2 9,7
P1-Sephadex 0,054 0,33 5,18 4,98 20,1

# Miligramas de proteina capaz de matar 50% dos animais testados por via ip. ou
v

® O rendimento indica a recuperacéo da atividade tdxica em cada etapa de
purificacao.

¢ O indice de purificagdo foi calculado através da relagdo da DLsp de cada passo
de purificac&o.
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A280

Fracoes

FIGURA 09 - Cromatografia de filtracdo em gel em coluna de Sephadex G-100 do
Pll da HIC. A coluna foi previamente equilibrada e eluida com
tampéo Tris-HCI 25 mM, pH 7,5. Coluna: 85 x 1,6 cm, fragdes 3,0
mL/tubo. ( =—s) A280 e (s—s)UH/mL.
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TABELA 07 - Purificagéo da lectina de Gracilaria cornea

Proteina Rendimento Atividade Hemaglutinante Purificagdo

Fragoes
(mg) % UH Total * Especifica** (x)
Extrato concentrado 1382 100 5632 49,0 1,0
PlI-HIC 7,10 6,18 1536 216,3 4.4
Pl-Sephadex 0,25 0,21 128 516,1 10,5

* U.H. Total — Unidades de hemaglutinagéo Total
** U.H./mg de proteina
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FIGURA 10- Massa molecular da lectina da alga marinha Gracilaria cornea por
filtracdo em gel de Sephadex G-100. 1-Albumina sérica bovina (66,0
kDa); 2- anidrase carbdnica (29,0 kDa); 3- citrocromo C (14,4 kDa);
4- Lectina (66,0 kDa).
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FIGURA 11- Massa molecular da toxina da alga marinha Gracilaria cornea por
filtracdo em gel de Sephadex G-100. 1-Albumina sérica bovina (66,0
kDa); 2- anidrase carbdnica (29,0 kDa); 3- citrocromo C (14,4 kDa); 4-
Toxina (71,6 kDa).
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5.13- DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR DA LECTINA E DA TOXINA
POR ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM SDS E -

MERCAPTOETANOL

O pico PI-Sephadex G-100, contendo atividade hemaglutinante ao ser
avaliado com relacéo a homogeneidade da lectina e ao seu grau de pureza, por
eletroforese em PAGE-SDS na auséncia e presenca de [B-mercaptoetanol,
apresentou uma unica banda protéica de massa molecular na faixa de 56,48 kDa,
sugerindo ser a lectina uma proteina monomeérica (FIGURA 12).

Com relagdo ao pico Pl-Sephadex G-100, contendo atividade tdxica,
quando avaliado quanto ao grau de pureza e homogeneidade por eletroforese em
PAGE-SDS em auséncia e presenca de B-mercaptoetanol, este apresentou uma
unica banda protéica de massa molecular na faixa de 35,0 kDa, sugerindo ser a
toxina uma proteina dimérica, quando este resultado é comparado com o obtida
para a sua forma nativa (FIGURA 13).

O valor da massa molecular obtido para lectina da alga G. cornea (66,0
kDa) contraria a afirmagdo de HORI ef al. (1986) de que as lectinas de algas
marinhas geralmente apresentam baixa massa molecular (4,2 kDa a 43,0 kDa). No
entanto este valor &€ concordante com a massa molecular obtida para lectina da
alga P. serrata (64,5 kDa) por ROGERS ef al. (1990) e com o obtido para a lectina
da alga Palmaria palmata (62,0 kDa) por ROGERS E FISH et al. (1991). O
resultado encontrado na alga G. cornea sera analisado levando em consideracdo
algumas lectinas purificadas de algas marinhas. A lectina isolada da alga marinha
vermelha Agardhiella tenera apresentou massas moleculares de 12 kDa por
filtracdo em gel e de 13 kDa por eletroforese em gel de Poliacrilamida em
presenca de SDS. Trata-se de uma glicoproteina monomérica presente na forma
B, encerrando 27% de glucose (SHIOMI et al., 1979). Entre espécies do género
Gracilaria, encontra-se a lectina de Gracilaria bursa-pastoris, purificada por
OKAMOTO et al. (1990), denominada de “Granin-BP”, com massa molecular de
15,5 kDa, obtida por filtracdo em gel e 30 kDa em SDS-PAGE.
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FIGURA 12- Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS da
fraggdo contendo atividade hemaglutinante obtida por cromatografia
de filtracdo em gel em coluna de Sephadex G-100.
1 — Pl da Sephadex G-100 na presenga de -mercaptoetanol
2 - Pl da Sephadex G-100 na auséncia de B-mercaptoetanol
3 — Marcadores - Lactoalbumina, 14,4 kDa; inibidor de tripsina,
20,1 kDa; tripsinogénio, 24,0 kDa; anidrase carbonica, 29,0 kDa;
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, 36,0 kDa; ovalbumina, 45,0
kDa e BSA, 66,0 kDa.
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FIGURA 13- Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS da
fracdo contendo atividade toxica obtida por cromatografia de
filtracdo em gel em coluna de Sephadex G-100.
1 — Pl da Sephadex G-100 na presenca de B-mercaptoetanol
2 - Pl da Sephadex G-100 na auséncia de 3-mercaptoetanol
3 — Marcadores - Lactoalbumina, 14,2 kDa; inibidor de tripsina,
20,1 kDa; tripsinogénio, 24,0 kDa; anidrase carbdnica, 29,0 kDa;
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, 36,0 kDa; ovalbumina, 45,0
kDa e BSA, 66,0 kDa.
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CHILES & BIRD (1990) isolaram uma lectina da alga marinha vermelha Gracilaria
tikvahiae. Curiosamente esta proteina apresentou uma elevada massa molecular
de 150 kDa por filtragdo em gel, quando valores de 29,7 e 24,9 kDa foram obtidos
para suas subunidades por PAGE-SDS, sugerindo que a proteina de 150 kDa sera
um aglomerado formado por varias subunidades.

O valor encontrado para alga G. comea por PAGE-SDS, como foi
mostrado, comparado com a maioria das lectinas de algas é duas vezes superior
as mostradas e chega a ser seis vezes o valor calculado por filtracdo em gel de
Superose 12R para a lectina de Gracilaria caudata, correspondente a 10 kDa
(NEVES et al., 2001).

5.14- DETERMINACAO DO PI DA LECTINA DE G. cornea

O ponto isoelétrico da lectina de G. cornea, determinado por
eletroforese bidimensional (FIGURA 14) evidenciou a presenga de uma banda
protéica de pl na faixa acida com pH de 4,3. Esse resultado esta de acordo com o
segerido por SHIOMI ef al. (1981), KAMIYA et al. (1982) e HORI et al. (1990), que
relatam ser as lectinas de algas, moléculas com pls compreendidos entre pH 3,8 e
6,9.

COSTA et al. (1999) também avaliando o valor do pl para a lectina da
alga vermelha Amansia multifida encontraram cinco isolectinas com pontos
isoelétricos variando de 5,45 a 6,25. MELO (2000) também avaliando o pl da
lectina da alga Vidalia obtusiloba encontrou uma unica banda na faixa acida de pl

com valor de pH compreendido entre 4 e 5.
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FIGURA 14- Ponto isoelétrico da lectina de G. cornea por Eletroforese
Bidimensional.

LIMA, M. E. P. 87



Ativid. bioldgica, purif. e caract. da lectina e toxina de 6. cornea... Resultados e Discussdo

5.15- DETERMINAGAO DE CARBOIDRATOS DA TOXINA E DA LECTINA

As fragdes ativas obtidas por filtragdo em gel de Sephadex G-100 dos
picos | e |l provenientes da cromatografia de interacdo hidrofobica, quando
avaliadas com relagéo a seus possiveis conteudos estruturais em carboidratos,
revelaram ser a toxina e a lectina glicoproteinas constituidas por 36,8% e 52,3%
de carboidratos, respectivamente. A literatura mostra que FERREIROS & CRIADO
(1983) isolaram uma lectina da alga parda Fucus vesiculosus com 90% de
carboidrato, enquanto que KANOH ef al. (1992) isolaram a lectina de Gracilaria

verrucosa com 92% de carboidrato.

5.16- AVALIACAO DA ATIVIDADE TOXICA DO EXTRATO BRUTO, DA TOXINA
E LECTINA DA ALGA MARINHA VERMELHA Gracilaria cornea SOBRE
O CICLO EVOLUTIVO DO CARRAPATO BOVINO B. microphilus

Os resultados da avaliacdo de toxicidade das fracdes protéicas, extrato
bruto , toxina e lectina da alga G. cornea sobre as diferentes fases do ciclo de vida
do carrapato bovino B. microplus foram comprovadas estatisticamente pela
analise das médias obtidas dessa avaliagdo em relagéo ao controle (agua) e estéo
mostrados nas FIGURAS 15 a 18.

Na analise dos dados obtidos para essas fragdes protéicas sobre as
varidveis peso das teledginas (PT), peso das quendginas (PQ) e peso da massa
total dos ovos (PMOT), demonstradas na figura 15, foram obtidos uma redugéo
significativa da variavel PT somente para os tratamentos co o extrato bruto e com
a lectina (14,3 e 34,8%, respectivamente), onde a reducéo foi mais efetiva para o
tratamento com a lectina. A avaliacdo do peso das quendgenas (PQ) demonstrou
que esta variavel apresentou um aumento de peso para o tratamento com o

extrato bruto (11,0%) e uma reducéo para o tratamento com a lectina (17,2%), ndo
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havendo variacéo significativa para a toxina. Com relagao a variavel PMOT foram
obtidos uma reducg&o para os trés tratamentos, onde a lectina mostrou-se mais
toxica (17,8, 11,1 e 42,2 %, respectivamente). Vale salientar, que o aumento da
variavel PQ, obtido para o tratamento com o extrato bruto € fungéo da retencéo
dos ovos nas mesmas ocasionada pelo efeito toxico produzido por outro(s)
componente (s) presente(s) na alga G. cornea. De maneira analoga, a reducao
da variavel PMOT. obtida para o tratamento com o extrato bruto também pode ser

justificada pela retencéo de ovos nas quendéginas.

A avaliagéo dos periodos de postura das teledginas (PPT), de incubacéo
(Pl) e eclosao (PE) dos ovos (FIGURA 16) demonstrou um efeito tdxico de
redugéo para a variavel PPT somente para o tratamento com o extrato bruto (9,5
dias), ndo havendo portanto, variagdes significativas para os tratamentos com a
toxina e lectina em relacéo ao controle (12 dias. Com relagédo a avaliacdo das
variaveis Pl e PE, foi demonstrado uma toxicidade sobre o Pl que foi comprovado
com seu aumento com os trés tratamentos, onde a lectina apresentou uma maior
toxicidade (24 dias) em relag&o ao controle (20 dias). Enquanto, o efeito téxico
sobre o PE foi obtido através da sua redugdo também com os trés tratamentos
(25,9, 38,2 e 57,3%, respectivamente), também para os trés tratamentos onde, a
lectina também apresentou maior toxicidade (9,4 dias) em relagéo ao controle (22
dias).

Dando continuidade a esse estudo de avaliagdo da influéncia desses
tratamentos sobre as variaveis percentagem de ecloséo (%E) e os indices de
eficiéncia reprodutiva (IER) e nutricional (IEN), mostradas na FIGURA 17 , foi
obtido uma redugédo significativa de 19,5% da %E para o tratamento com o
extrato bruto, ndo havendo portanto, nenhuma variagéo significativa para os outros
tratamentos (toxina e lectina). Os efeitos toxicos de reducdo das IER e IEN
também foram evidenciados somente para o tratamento com o extrato bruto
(14,6 e 15,5%, respectivamente).

Ainda, com relacdo aos estudos de atividade toxica desses tratamentos
sobre as variaveis periodos de mortalidade (PM) e de sobrevivéncia (PS) larval,

demonstrados na FIGURA 18, foi demonstrado que o PM foi reduzido
LIMA, M. E. P. 89




Ativid. biolégica, purif. e caract. da lectina e toxina de G. correa... Resultados e Discussdo

significativamente somente para o tratamento com O extrato bruto (48 dias),
guando comparado ao controle (67 dias), sugerindo assim, a presenga de outros
componentes toxicos neste tratamento. A avaliagéo da variavel PS, demonstrou
uma reducdo mais significativa para o tratamento com a lectina (67,3 dias),
também avaliada em relagdo ao controle (98 dias), sugerindo portanto, ser a
lectina o componente mais toxico presente na alga G. comnea.

A TABELA 8 mostra a comparacéo entre as médias dos tratamentos extrato
bruto, toxina e lectina, onde foi verificada uma variacdo significativa para as
variaveis PT, PQ, PMOT, PE, %E, IEN, PM e PS. A lectina mostrou-se mais toxica
que os outros tratamentos, visto que ocasionou uma maior redugcéo da oviposicéo
(massa total de ovos), do periodo de eclosédo dos ovos e da sobrevivéncia larval,
comprovando desta maneira sua maior eficiéncia. Aléem disso, o extrato bruto
mostrou uma maior reducdo do periodo de mortalidade larval, sugerindo a
existéncia de outros componentes tdxicos na alga G. cornea

Portanto, diante desses resultados preliminares de atividade toxica,
podemos concluir que o extrato bruto e a lectina da alga marinha G. comea
poderdo ser empregados como uma ferramenta importante no estudo das
diferentes fases do ciclo de vida do carrapato bovino B. microplus, assim como,
contribuir com dados para estudos posteriores de utilizagéo de algas marinhas no
controle de ectoparasitas, visto a inexisténcia de trabalhos relacionados a esta
atividade presente em algas na literatura.
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FIGURA 15 — Efeitos do extrato bruto, toxina e lectina da alga G. cornea sobre os
pesos das teledgenas e quendgenas e sobre a massa total de ovos
de B. microplus, considerando-se o controle como valor padrdo de

referéncia. ™ Controle; E extrato bruto; toxina, ¥ lectina.
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FIGURA 16 - Efeitos do extrato bruto, toxina e lectina da alga G. cornea sobre os
periodos de postura das teledgenas, incubacéo e eclosdo dos ovos

de B. microplus. B Controle; M extrato bruto; toxina, ™ lectina.
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FIGURA 17 — Efeitos do extrato bruto, da toxina e da lectina da alga G. cornea
sobre a percentagem de eclosao dos ovos e sobre as eficiéncias
reprodutiva e nutricional de B. microplus. W Controle; & extrato

bruto; toxina, ™ lectina.

LIMA, M. E.P. 93


UFC
Caixa de texto


Ativid. bioldgica, purif. e caract. da lectina e toxina de 6. correa... Resultados e Discussdo

A"
=

Variaveis
|

0 20 40 60 80 100
Tempo (dias)

FIGURA 18 — Efeitos do extrato bruto, toxina e lectina da alga G. cornea sobre os
periodos de sobrevivéncia e mortalidade das larvas de B. microplus.
E controle; E extrato bruto; toxina, ™ lectina.
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TABELA 08- Comparag&o entre as médias dos efeitos téxicos do extrato bruto, da

toxina e lectina da alga G. cornea sobre as diferentes fases do ciclo
evolutivo do carrapato bovino B. microplus

: TRATAMENTOS
VARIAVEIS
Extrato Bruto Toxina Lectina
PT 232 7" 255,3° 167,3°
PQ 66,0%° 54 8% 44,2°
PMOT 125:3° 154,2° 100,4°
PE 185" 13,6% 9,4
%E 77,38 92,7°° 96,7
IEN 75,62 74,0° 84,0%°
PM 48,2° 59,6 62,3
PS 97,0° 77.8° 67,3°

Médias no sentido da linha seguidas da mesma letra ndo diferem entre si para os
trés tratamentos (p < 0,05). PT: peso das teledginas, PQ: peso das quendginas,
PMOT: peso da massa total de ovos, PE: periodo de eclosio dos ovos, %E:
percentagem de eclosdo dos ovos , IEN: indice de eficiéncia nutricional, PS:
periodo de sobrevivéncia e PM: periodo de mortalidade larval.
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» A lectina presente na alga marinha vermelha G. cornea dentre os eritrécitos
testados aglutinou somente eritrécitos de galinha tratados enzimaticamente
com ftripsina tendo sido considerada estruturalmente uma glicoproteina de
forma monomérica constituida de 52,3% de carboidratos, com massa
molecular na forma nativa de 56,4 kDa e sob forma desnaturada, em
presenca de agente redutor, de 66 kDa e, com carater acidico de pl 4,3.

» A toxina também é considerada uma glicoproteina distinta da lectina de forma
dimérica , constituida de 36,8% de carboidratos, de massa molecular na forma
nativa 71,56 kDa e na forma desnaturada constituide de duas subunidades de
35 kDa. Ela possui um DLsp de 5,18 mg/kg de peso corpéreo por via ip. cuja
sintomatologia inclui depress&o respiratdria, ataxia locomotora, xeroftalmia,

convulsdes tonico-cldnicas que precedem a morte dos animais.

» A lectina mostrou-se tdxica ao ciclo evolutivo do ectoparasita bovino Boophilus
microphilus. No entanto, o efeito carrapaticida causado pelo extrato bruto
concentrado sobre a variavel periodo de sobrevivéncia das larvas, sugere que
este efeito se deve a presenga de outro(s) componente(s) toxicos no referido

extrato.
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8. ANEXOS




TABELA A1- Comparag&o entre as médias dos efeitos toxicos do extrato bruto da
alga G. comnea sobre as diferentes fases do ciclo evolutivo do

carrapato bovino B. microplus

. TRATAMENTOS
VARIAVEIS
Controle Extrato Bruto

PT 27T 232,7°
PQ 59,47 66,0°
PMOT 173,52 125,3°

PPT 12,0° 9,5°
PI 20,0° 22 5°
PE 22,0° 16,3°
%E 96,0° 7737
IER 63,7° 54,42
IEN 84,7° 71,6°
PS 98,0? 97,0°
PM 67,0° 48,0°

Médias no sentido da linha seguidas da mesma letra ndo diferem em relacdo ao
controle (p < 0,05).



TABELA A2- Comparag&o entre as médias dos efeitos toxicos da toxina da alga
G. cornea sobre as diferentes fases do ciclo evolutivo do carrapato

bovino B. microplus

VARIAVEIS TRATAMENTOS

Controle Toxina

PT 271,67 235.3°
PQ 59,4% 54,8°

PMOT 173.5" 154,2°
PPT 128" 11,02
Pi 20,67 22408
PE 22.0° 13,6°
%E 96,02 B2 7=
IER 63,72 80,5°
IEN 84,72 780
PS 98,0° P
PM 67,0° 59,6°

Médias no sentido da linha seguidas da mesma letra nao diferem em relagio
ao controle {p < 0,05).



TABELA A3- Comparacéo entre as medias dos efeitos téxicos da lecting da alga

G. cornea sobre as diferentes fases do ciclo evolutivo do carrapato
bovino B, microplus

g TRATAMENTOS
VARIAVEIS \

Controle Lectina

PT M
PQ 59,47 44 22
PMOT 173,52 100,4¢
PPT 12,0° 11,02
PI 20,0° 24,0°
PE 22,0° 9,44
%E 96,0° 96,72
IER 63,7¢ 59,82
IEN 84,72 84,5°
PS 98,02 67,39

PM 67,02 62,32
Médias no sentido da linha seguidas da mesma letra n&o diferem em relacio
ao controle (p < 0,05). :



evolutivo do carrapato bovino B, microplus

; TRATAMENTOS
VARIAVEIS 6= e e AN

PT

PQ
PMOT
PPT
PI
PE
%E
IER
IEN
PS

Extrato Bruto

23277
66,0%°
1253
9,5°
22,57
18.3%
77.3°
54.4°
75,62
97,0°

da mesma

Toxina Lecting
255 3 167,3°
54,8 44 2°
154,2° 100,4°
11,0° 13.0°
22,07 24,0°
13,6% 9,4b°
92,7 96, 7b°
60,5° 59 8°
74,07 84,0%°
77,3° 67,3°

PM 48,27 59,6 62,3t
Médias no sentido da linha Seguidas

para os trés tratame

ntos (p < 0,05).

letra n3g diferem entre s;j,
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