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RESUMO

O gastropode marinho Aplysia dactylomela € conhecido por liberar uma tinta
purpura sempre que € importunado. Como ndo possui nenhuma estrutura externa de
protecdo, acredita-se que essa secrecdo, rica em substancias biologicamente ativas,
participe da defesa quimica do animal. A tinta é composta de pigmentos, proteinas e
substancias de baixa massa molecular. Os pigmentos da tinta séo originados de algas
vermelhas, mas quanto as proteinas, pouco é conhecido sobre a sua origem, processamento,
local de armazenamento e funcéo no animal. Este trabalho descreve pela primeira vez a
composicdo protéica da tinta e apresenta algumas caracteristicas fisico-quimicas e
bioldgicas da dactylomelina-P, uma proteina antibacteriana presente na tinta dessa lesma,
além de trazer informagdes acerca da localizagdo desta proteina na glandula detinta. A tinta
foi obtida a partir de espécimes encontrados na praia de Fleixeiras, Ce. A composi¢cao de
proteinas da tinta foi determinada por eletroforese bidimensional e a purificacdo da
dactylomelina-P foi feita através de cromatografias de troca iénica e interagdo hidrofdbica.
Dactylomelina-P foi analisada quanto a massa molecular, ponto isoel étrico, composi¢do de
aminoacidos, presenca de carboidratos, estabilidade térmica, resisténcia a0 pH e a
proteases. V&rias atividades biol 6gicas foram testadas com a tinta e com a dactylomelina-P,
incluindo atividades antimicrobianas, enziméticas, hemaglutinante, anticoagulante,
hemoalitica, citotoxica e toxica. Os ensaios de localizacdo da proteina foram realizados em
diferentes tecidos da lesma por western blot, na glandula de tinta por imunohistoquimica e
ainteracdo com a bactéria Staphylococcus aureus foi feita por imunocitoquimica. A tinta de
A. dactylomela contém mais de 40 proteinas/ peptideos, com massas abaixo de 70 kDae pls
nafaixaécida. A proteina mais abundante natinta é a dactylomelina-P, que é uma molécula
monomeérica, de 59,8 kDa, pl 5,0, que possui ato teor de metionina e menos de 1% de
carboidratos, € desnaturada a 60 °C por 10 minutos e resiste a pHs entre 3-12.
Dactylomelina-P mostra um amplo espectro de acdo antibacteriano, mas ndo antiflngico,
a0 contrério da tinta que possui um fator com esta atividade. E particularmente eficiente
contra bactérias marinhas, podendo ser bactericida (4,0ug/ml) ou bacteriostatica
(0,2ug/ml), dependendo da concentragdo. Dactylomelina-P aglutinou eritrécitos de coelho,

ratos e camundongos, ndo apresentou atividade anticoagul ante, hemolitica e nem citotdxica.
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A DLsy para camundongos ficou entre 60-100 mg/Kg, sendo considerada moderadamente
toxica DactylomelinaP sb foi encontrada na glandula de tinta, localizando-se
preferencialmente nas células das vesiculas produtoras. Ensaios de microscopia eletronica
de transmissdo revelaram que a dactylomelina atravessa a parede celular da bactéria S.
aureus €, interage principalmente com a membrana citoplasmédtica, provavelmente
interferindo no metabolismo, ao invés de causar danos a célula.

XViii



NOGUEIRA, V. L. R. 2005 Papel de Proteinas Presentes na Tinta...

ABSTRACT

The sea hare Aplysia dactylomela is known by discharging a purple ink when
disturbed. As it doesn't show any external structure of protection, it is believed that this
secretion, rich in bioactive substances, participates in the chemical defense against
pathogens and/or predators. The ink is constituted mainly by pigments, proteins and low
molecular mass substances. The pigments are originated from red algae, nevertheless, there
islack of information about the origin, processing, storage and function of the ink proteins.
This work describes the protein composition of the ink and present some physiochemical
and biological characteristics of the dactylomelin-P, an antibacterial protein from the ink
besides information concerning the location of this protein in the purple gland. The ink was
obtained from specimens collected at Fleixeiras beach, Ce. The protein composition of the
ink was studied by bi-dimensional electrophoresis. The purification of dactylomelin-P
consisted basically in ion exchange and hydrophobic interaction chromatography.
DactylomelinaP was analyzed as to molecular mass, isoeletric point, amino acid
composition, carbohydrates, heat stability, pH and proteinase resistance. Several biological
activities were tested with the ink and with dactylomelina-P, including antimicrobial,
enzymatic, haemaggl utinating, anticoagulant, hemolytic, cytotoxic and toxic activities. The
immunol ocalization assays of dactylomelina-P were carried out in different sea hare tissues
by western blot and immunohistochemistry and the interaction with Staphylococcus aureus
was investigated by immunocytochemistry. The ink of A. dactylomela contains more than
40 proteing/peptides, with molecular masses below 70 kDa and acid pls. The most abundant
protein in the ink is the dactylomelin-P, a monomeric protein with 59,8 kDa, pl 5,0, high
methionin content, and less than 1% carbohydrates. It is denatured at 60 °C for 10 minutes
and it resists to pH range of 3-12. Dactylomelin-P shows a wide antibacterial action
spectrum, but no antifungal, unlike the ink that possesses some factor with this activity. Itis
particularly efficient against sea bacteria, can be bactericidal (4,0pg/ml) or bacteriostatic
(0,2ug/ml), depending on the concentration. Dactylomelin-P agglutinated rabbit, mice and
rat erythrocytes, but it did not show anticoagulating, hemol ytic and cytotoxic activities. The
LDsp for mice was 60-100 mg/K g, being considered moderately toxic. Dactylomelin-P was
only found in the ink gland, being located preferentially in the cells of the producing
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vesicles. The electronic transmission microscopy revealed that the dactylomelina-P crosses
the cell wall of S. aureus and interacts mainly with the plasmatic membrane, probably
interfering in the metabolism of the bacterium, instead of causing mechanic damage to the
cell.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideractes Gerais

O Filo Mollusca abriga espécimes de importancia econdmica como as ostras,
lulas, polvos, mariscos bivalves produtores de pérola e outros menos conhecidos ou até
temidos, como as lesmas-do-mar (SAKAMOTO et al., 1998). O medo das lesmas vem do
fato de algumas delas liberarem uma tinta de cor purpura quando importunadas. Essatinta é
liberada pela glandula de Tinta, que fica na cavidade paleal do animal. Quando ocorre 0
estimulo, a tinta é rapidamente eliminada e, como é muito viscosa, leva aguns segundos
para dissipar-se na dgua. Essa tinta € rica em substancias bioativas que, provavelmente,
participam na defesado anima (AVILA, 1995). Aslesmas ndo possuem estruturas externas
de protecéo e, além disso, possuem nadadeiras, parapddios, originadas de projecOes laterais
amplas e corpo frequentemente colorido, tornando-se muito visiveis a potenciais
predadores (NOLEN et al., 1995). Todavia, esses animais, aparentemente desprotegidos e
apetitosos possuem poucos predadores, 0 que desperta o interesse em se desvendar suas
estratégias de defesa. Sabe-se que 0 arsena de defesa desses animais inclui substéncias
adquiridas a partir da dieta alga e outras de natureza constitutivas presentes em varias
secregOes, incluindo a tinta (MACCOLL et al., 1990). Embora existam alguns trabalhos
descrevendo o isolamento e a caracterizacdo de proteinas a partir da tinta de algumas
poucas espécies de lesmas, ndo se conhece a origem dessas proteinas, sua forma de
armazenamento na glandula e, principamente, sua funcéo. Os oceanos ainda guardam
muitos segredos a serem descobertos e um deles diz respeito as substancias que 0s
organismos marinhos produzem ou armazenam adaptativamente para serem utilizadas em
processos de comunicagdo, defesa, predacdo, competicdo e/ou reproducdo. Estudos dessa
natureza sdo importantes para a compreensdo da evolucdo dos mecanismos de defesa dos
animais e podem propiciar a descoberta de novas substancias com potencial biotecnol égico
ou terapéutico (FREITAS & MENDES, 1986).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O Ambiente Marinho

O ecossistema marinho detém a maior parte dos organismos primitivos, como as
algas, as esponjas 0s corais e as anémonas. Desprovidos de sistema nervoso desenvolvido
ou de 6rgaos especializados na captacdo de luz e do som, esses seres restringem-se a forma
de comunicagdo mais primitiva, aquela que se efetua por mediadores quimicos. Essa forma
de comunicacdo é responsavel pela geracéo de uma grande diversidade de moléculas neste
ecossistema. Os didlogos quimicos envolvem interagdes intra e interespecificas. Nas
interacOes intraespecificas participam os feromonios sexuais, territoriais, de alarme, de
pista e de agrupamento, enquanto nas interacOes interespecificas participam os
cairomoénios, que sdo substancias que beneficiam o organismo que as recebe e 0S
alomanios, que conferem vantagens aos organismos produtores. Essas interagdes, portanto,
geram um fluxo continuo de moléculas das mais diferentes naturezas e complexidades
(SOLE-CAVA & KELECOM, 1988). Muitas dessas substncias ja mostraram ser de
grande valor terapéutico (CARTE, 1996). Dessa forma, o ambiente marinho € uma
excepciona reserva de produtos naturais bioativos, que provavelmente exibem fatores
estruturais ndo encontrados nos produtos naturais terrestres (IRELAND et al., 1988).

Apesar do ambiente marinho ser muito mais diversificado que o terrestre, pelas
dificuldades de coleta de organismos, ainda é pouco conhecido. No entanto, somente entre
1977 e 1987, 2500 novos produtos naturais marinhos foram reportados na literatura
(IRELAND et al., 1993). Em 1992, por exemplo, mais de 500 novos metabdlitos bioativos
foram isolados desses organismos, relatados em mais de 200 publicagdes. Nos anos de
1998 a 2000, 106 compostos marinhos derivados de diversos organismos, como animais,
algas, fungos e bactérias se encontravam em fase pré-clinica (MAYER & HAMANN,
2005).

Dentre os invertebrados marinhos, as esponjas, 0s corais, 0S moluscos e, em
menor escala, 0s equinodermas, os briozoarios, os corais moles e os tunicados séo as fontes
principais de produtos naturais de origem marinha. Embora hgja um surpreendente nimero

de produtos naturais isolados de invertebrados marinhos, as inferéncias biol dgicas tém sido
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timidas e cuidadosas, uma vez que estas substancias, em muitos casos, séo oriundas de
mi crorgani smos associ ados a esses invertebrados ou obtidas da dieta alimentar, restringindo
a compreensdo da quimica do grupo (PEREIRA & SOARES, 2002).

2.2. Estratégias de Defesa em Invertebrados M arinhos

Todos 0s organismos possuem mecanismos de defesa contra microrganismos.
Esses mecanismos constituem a imunidade natural. Os mecanismos de defesa
especializados gque constituem a imunidade adquirida so estdo presentes nos vertebrados. O
sistema de defesa dos invertebrados difere grandemente desses, sendo a principal
caracteristica a incapacidade de produzir anticorpos. Esse fato ndo os torna menos
indefesos ou incapazes de se defender de seus agressores. Os invertebrados primitivos que
povoam nOsSsOS 0ceanos S840 registros vivos de que mecanismos de defesa, as vezes
rudimentares, foram bastante eficazes na manutencdo desses filos ao longo da evolucéo
(ROIT, 1989).

Nos invertebrados, vérias células respondem aos microrganismos, que cercam
esses agentes infecciosos e os destroem. Essas células se parecem com as células
fagocitarias e foram denominadas de amebdcitos fagociticos nos acelomados, hemdcitos
nos moluscos e artrOpodes, celomdcitos nos anelideos e leucdcitos sangliineos nos
tunicados. Além disso, os invertebrados produzem aglutininas, que se ligam a carboidratos
presentes nas paredes celulares dos microrganismos facilitando a fagocitose, e numerosos
fatores liticos e antimicrobianos como as lisozimas. Muitos estudos tém demonstrado que
os invertebrados sdo capazes de regeitar transplantes de tecidos estranhos ou
alotransplantes. Essas reacBes de rejeicdo sdo mediadas principalmente por células
semel hantes as células fagocitérias. Elas diferem das que ocorrem nos vertebrados porque a
memoéria para o tecido transplantado ndo é gerada ou é dificil de ser demonstrada. No
entanto, tais resultados indicam que até os invertebrados devem expressar moléculas de
superficie que distinguem o proprio do estranho, como fazem os vertebrados (ABBAS &
LITCHTMAN, 2005).

Para alguns invertebrados os Unicos mecanismos de protecdo sdo aqueles

desempenhados pel as barreiras morfol 6gicas e comportamentais. Sdo exemplos de barreiras
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morfologicas os esqueletos de calcério dos corais, 0os espinhos dos ourigos-do-mar, as
conchas de carbonato de célcio de alguns moluscos e as espiculas, finas como agulhas, das
esponjas. Como exemplos de barreiras comportamentai s tém-se a camuflagem, a aquisicéo
de hébitos noturnos ou a colonizacdo de zonas de dificil acesso, como pequenos buracos ou
ranhuras. Para muitos organismos, particularmente agueles desprovidos de protecdo
externa, as principais estratégias de defesa envolvem a acumulagdo ou producdo de
secregdes ricas em substancias bioativas (SOLE-CAVA & KELECOM, 1988).

Um exemplo tipico de defesa quimica € o de alguns tunicados que acumulam
vanédio, um elemento quimico bastante téxico e raro na dgua do mar, além de produzirem e
concentrarem &acido sulfurico na parte externa do corpo, que servem para afastar 0s
predadores (PEREIRA & SOARES, 2002). Outro exemplo bem conhecido € da anémona—
do—mar, Anthopleura elegantissima, que quando ameacada se contrai e, apos certo tempo,
anémonas da mesma espécie que se encontram ao seu redor também se contraem, sendo
dessa forma, rejeitadas pelo predador. Estudos das secregdes produzidas nesta resposta
permitiram identificar a antopleurina, um feromonio de alarme, que é um anaogo estrutural
do neurotransmissor &cido gama-aminobutirico (GABA). E Interessante destacar que o
predador ataca a anémona principa mente nos tentacul os e na parte superior do corpo, onde
ha menor concentragdo de antopleurina, 0 que sugere que essa substancia tenha, também,
um papel de defesa (BAKUS et al., 1988).

Toxinas sdo também freqUentemente encontradas em varios invertebrados
como as medusas e as anémonas, organismos providos de nematocisto. Os nematocistos
s80 estruturas celulares que explodem e penetram na pele de animais agressores. Ha
registros de queimaduras e até de morte de banhistas em consequiéncia desse contato. Essas
toxinas podem estar presentes também em algas, moluscos e platelmintos, podendo servir
tanto de defesa como de atague, dependendo dos organismos (BAKUS et al., 1988). Um
dos exemplos mais conhecidos de toxina de invertebrado € a palitoxina, isolada dos
zoantideos (cnidarios sem esgueleto calcario) do género Palythoa. Essa toxina € a mais
violenta conhecida até hoje. Causa vasoconstriccdo e, dependendo da dose, pode ser fatal
(IRELAND et al., 1993). A palitoxina era usada por nativos em Maui, no Hawaii, na ponta
de suas langas como defesa contra invasores (COLWELL, 1983). Outra toxina bastante
conhecida é a lofotoxina, uma toxina neuromuscular de algumas gorgonias do Pacifico, do
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género Lophogorgia, t80 deletéria como o curare, veneno obtida de algumas folhas de
plantas como Strychnos toxifera ou S. guianensis. A toxina ocorre em corais ou gorgonias
de &guas tropicais ou subtropicais, e exibe citotoxidade, ictiotoxidade e atividade
antibacteriana (JACOBS et al., 1985).

Muitos invertebrados marinhos, como moluscos sem concha séo aparentemente
mais indefesos do que outros invertebrados marinhos. Portanto, € provavel que esses
animais acumulem toxinas em seus corpos para proporcionar uma defesa quimica
(HIGUCHI, et al., 1998). Apesar da auséncia da concha, poucos predadores desses animais
sd0 conhecidos. Muitas explicagdes, incluindo, comportamento defensivo e secrecbes
quimicas, tém sido abordadas para reconhecer a habilidade desses moluscos em escapar de
predadores (CIMINO, 1985). Em geral, 0 estabelecimento de um mecanismo de defesa
guimica pareceu ter servido afalta de protecéo fisica proporcionada pela concha. Acredita-
se que a concha foi perdida depois que a defesa quimica foi envolvida. Acreditam que foi
um relacionamento de causa e efeito entre a perda da concha e o ganho do mecanismo de
defesa quimica. Embora, € claro, que a defesa quimica foi elaborada graduamente,
enguanto a conchafoi sendo perdida. A concha € uma defesa efetiva, mas ndo perfeita, para
muitos moluscos. Mecanismos auxiliares de defesa, incluindo comportamental, anatdmica e
quimica est@o presentes em formas com a concha bem desenvolvida (FAULKNER, 1983).

2.3. Filo Mollusca: Caracteristicas Gerais

Os moluscos tém corpo mole, ndo segmentado, consistindo tipicamente de uma
cabeca anterior, um pé ventral e uma massa visceral dorsal. O corpo € recoberto pelo
manto, responsavel pela formagcdo da concha. Possuem sistema circulatério aberto (exceto
em Cephalopoda), com coragdo. A respiracdo pode ser branquia ou pulmonar. O sistema
nervoso € formado por trés pares de ganglios. S0 animais didicos ou mondicos e a
fecundac&o pode ser interna ou externa (RUPPERT & BARNES, 1996).

O Filo compreende sete classes de aspectos e habitos diferentes, mas a maioria
dos trabalhos sobre defesa e produtos naturais concentra-se na classe Gastropoda, que
compreende o0s caramujos, caracois e lesmas. Essa classe estd dividida em 3 subclasses:
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Prosobranchia, Opisthobranchia e Pulmonata. Devido a protecdo fisica fornecida pela
concha, os prosobranquios ndo contém metabdlitos secundérios interessantes (RUPPERT &
BARNES, 1996).

Na subclasse Pulmonata, o foco tem sido a familia Siphonariidae, que possui
espécies produtoras do antibidtico diemenensinaA (HOCHOLOWSKI & FAULKNER,
1983). Os moluscos da subclasse Opisthobranchia ndo possuem estrutura externa de
protecdo e, além disso, 0 manto que recobre o animal € freglientemente colorido, como os
nudibranquios e as lesmas-do-mar, e apesar de parecerem frageis e apetitosos (Figura 1),
possuem poucos predadores (NOLEN ez al., 1995). Geralmente, esses animais concentram
metabdlitos a partir da dieta e os incorporam em suas estratégias de defesa (FAULKNER,
1988).

FIGURA 1 — Exemplos de moluscos opistobranquios das ordens Nudibranchia (A:
Chromodoris cavae; B: Chromodoris elisabethina, C. Hexabranchus
sanguineus) € Anaspidea (D: Bursatella leachii; E. Aplysia dactylomela;
F: Aplysia oculifera).
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As lesmas-do-mar séo temidas desde tempos Romanos por causa de uma tinta
purpura que algumas espécies secretam quando sdo importunadas (HALSTEAD, 1965). As
lesmas-do-mar compreendem a ordem Anaspidea, que contem duas familias (Akeridae e
Aplysiidae) com nove géneros. Akera, Aplysia, Dolabella, Dolabrifera, Petalifera,
Phyllaplysia, Notarchus, Stylocheilus e Bursatella (THOMPSON, 1976).

Vérias espécies de lesmas dos géneros Dolabella, Bursatella e Aplysia liberam a
tinta purpura. Das 37 espécies descritas para o género Aplysia, por exemplo, 30 liberam
essa secrecdo (NOLEN et al., 1995).

A tinta purpura € liberada pela glandula de tinta localizada abaixo da concha no
manto. Quando ocorre o estimulo, essa tinta € eliminada e, como é muito viscosa, demora
alguns segundos para dissipar-se. Assim, uma das primeiras funcdes atribuidas a essa
secrecdo foi a de funcionar como uma cortina de fumaga, dando tempo ao animal para
escapar do predador. Pelo fato de terem sido encontradas vérias substancias bioativas nessa
secrecdo, outras fungdes tém sido sugeridas, incluindo a de defesa (AVILA, 1995).

A tinta é constituida de pigmentos que corresponde a 65% de sua massa seca, e
0 restante consistindo de proteinas de alta massa molecular e pequena quantidade de outros
compostos de baixa massa molecular (TROXLER et al., 1981).

COELHO et al (1998), propuseram um modelo para explicar o processo de
obtencdo do pigmento purpuro pelo molusco a partir de sua dieta. Segundo os autores, 0
pigmento ficoeritrina, presente nas algas vermelhas, € processado em vacutolos da glandula
digestiva do molusco. O croméforo é separado da proteina e € transportado pela hemolinfa
para a glandula de tinta, onde é armazenado em vacuolos até sua liberagdo. Ao contrério
dos pigmentos, essas proteinas parecem ndo ser originadas da dieta, hgja vista que néo foi
encontrada nenhuma homologia com as hiliproteinas algais (MACCOLL et al., 1990;
BEZERRA et al., 2004). Embora ainda ndo tenha sido €lucidada a sintese, processamento e
funcdo das proteinas da tinta especula-se que devam estar envolvidas na defesa desses
animais (COELHO et al., 1998; MELO et al., 1998; 2000).

Além da glandula de tinta, esses animais possuem as glandulas opalina e
digestiva, que secretam substancias téxicas. A glandula opalina ou de Bohadsch, como
também é conhecida, esta situada na parte anterior da cavidade paleal e secreta um fluido
leitoso que em algumas espécies, possui um odor nauseante. A glandula digestiva, ou
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hepatopancreas, elimina suas secregdes diretamente no estdmago e, adém da funcdo
digestiva, parece armazenar metabdlitos de defesa obtidos a partir dadieta (ROGERS et al.,
1995). Esses animais produzem ainda um muco, que recobre todo o corpo e € rico em

substancias bioativas, 0 que limita ou impede a predacéo (KISUGI et al., 1989).

2.4. Mecanismos de Defesa de Lesmas-do-mar

As lesmas-do-mar sdo conhecidas por adquirir defesa quimica de suas dietas,
exatamente como muitos insetos que comem plantas enriquecidas quimicamente
(DUFFLEY, 1980). Esses animais sd0 geralmente impalatéaveis para muitos predadores.
Entretanto, embora evidéncias indiqguem que as lesmas-do-mar sequestrem metabdlitos
secund&rios de suas dietas, existe peguena evidéncia direta que esses metabdlitos
sequiestrados prestam as lesmas-do-mar impalatabilidade. Em suma, embora essas |lesmas
sequestrem metabodlitos que sdo desagradavels para potenciais predadores, eles néo
parecem localizar esses compostos em locais condizentes com o papel de defesa, como a
pele, por exemplo (FAULKNER, 1992).

Algumas lesmas-do-mar, mas notadamente Aplysia juliana Qque come
exclusivamente algas verdes dos géneros Ulva ou Enteromorpha, pobres em metabdlitos
secundarios, mostra ser mais vulneravel a predacdo que as lesmas, que comem algas
vermelhas ricas em compostos téxicos (CAREFOQOT, 1987). Entretanto, poucas diferencas
significativas foram encontradas na palatabilidade de outras partes do corpo, apenas na
glandula digestiva. Entretanto, secrecdo da glandula opalina, pele e presente nos ovos de 4.
Jjuliana parece conter substancias que participam na sua defesa quimica (PENNINGS,
1994).

As defesas que as lesmas-do-mar empregam mudam por toda ontogenia e sdo
normalmente interligadas (Figura 2) dando a esses animais varios estégios de defesa
dependendo do tipo e intensidade de ameaca predatoria (JOHNSON, 1999). Embora sgja
verdade que poucos organismos fazem das lesmas-do-mar a maior parte de sua dieta,
predadores desses animais certamente existem (NOLEN, et al., 1995). Eles incluem a

grande anémona-do-mar Anthopleura xanthogrammica, gastrépodes predadores Navanax e
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Melo amphora e aestrela-do-mar Coscinasterias calamaria (JOHNSON, 1999).

Desagradavel Desagradavel
Ovos Veliger Metamorfose Juvenis Adultos

FIGURA 2 — Defesas das lesmas-do-mar através da ontogenia, mostradas em cada estégio

Retirada e queda

de vida: ovos, veligers, fase de metamorfose, juvenis e adultos (JOHNSON,
1999).

As lesmas-do-mar colocam massas de ovos sobre diversos substratos, como
algas ou rochas, e tém sido encontrados também em raiz de mangues, pedacos de madeira e
fundo arenoso (CAREFOOT, 1987). Os ovos expostos oferecem uma fonte facil de
nutrientes para predadores, e existem somente duas referéncias na literatura de predagdo em
massa de ovos, ambas por estrela-do-mar (JOHNSON, 1999). Tém surgido hipéteses de
que metabodlitos secundarios da dieta algal das lesmas sdo responsaveis pela aparente
repugnancia dos ovos, entretanto, poucos estudos tém sido conduzidos. PENNINGS &
PAUL (1993) fizeram experimentos com as lesmas Stylocheilus longicauda, Dolabella
auricularia e Aplysia californica, onde se aimentaram de dietas naturais e artificiais

contendo metabdlitos secundarios, mas esses metabdlitos ndo foram encontrados nos ovos.
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E possivel que lesmas-do-mar sintetizam de novo, substancias que detém predagio em ovos
(JOHNSON, 1999).

Presumivelmente, a protecdo quimica oferecida pela massa de ovos ndo é a
maior parte da estratégia de defesa na larva veliger livre-natante. 1sso, ndo tem, entretanto
sido testado. Se a protegdo quimica é perdida, a larva veliger parece depender somente da
protecdo fisica da concha larval. Depois de sobreviver vérias semanas no plancton, as
larvas sedimentam na coluna d'agua préximo as algas preferidas (normalmente vermelhas
para espécies que produzem tinta) onde elas comecam 0 processo de metamorfose
(CAREFOOQT, 1987). Até o desenvolvimento do estégio 6, trés a quatro vesiculas de tinta
podem ser vistas em espécimes preservadas. Pelo 3° diaou estégio 8 o anima comecaa se
alimentar de algas e atinta comeca a ser visivel. Pelo estagio 9, quatro a seis vesiculas de
tinta estdo cheias com tinta purpura em A. Californica e 0 animal ja € capaz de liberar tinta
nesse estagio (KRIEGSTEIN, 1977).

A defesa em estagios de juvenil e adulto pode em sua maioria ser dividido
dentro das categorias passiva e ativa. Defesas passivas sdo aquelas em gque a acao direta do
sistema nervoso ndo € requerida, sdo consideradas a primeira linha de defesa. Defesas
ativas, por outro lado, s50 normalmente inativas e em sua maioria sf0 ativadas com ataque
predatorio, representam a linha final de defesa. Como exemplos de defesas passivas tém a
coloracdo, odor, palatabilidade e o tamanho. Entre as defesas ativas encontram-se o
comportamento de retirada do sifdo e branquias, locomocdo de escape (“galope’ e
“natagd0”) e defesas quimicas, incluindo a tinta, liberada pela glandula de tinta, e a
secrecao opalina, liberada pela glandula hipobranquial (JOHNSON, 1999).

2.5. Tinta Parpura

Como j& foi citado anteriormente, a tinta € liberada pela glandula de tinta
também comumente chamada de glandula do manto, glandula purpura ou glandula de
Blochmann. Glandula purpura ndo é uma escolha apropriada, pois se refere somente as
espécies que liberam a tinta purpura e por isso sugere que os animais que liberam tinta
branca ndo tém a glandula ou que ndo € homdloga a glandula de tinta. Glandula do manto

seria aceitavel, exceto por que pode ser confundida com outras glandulas contidas dentro da
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cavidade do manto. Se Blochmann tivesse descrito somente a glandula de tinta esse
também seria um nome apropriado, mas infelizmente seu nome tem sido aplicado também
para glandula hipobranquial. Por essas razbes 0 nome glandula de tinta € o nome mais
apropriado (JOHNSON, 1999).

A glandula de tinta esta localizada na cavidade paleal do manto, sobre as
branquias (Figura 3). O estudo de PRINCE et al. (1998) com a glandula de tinta de A.
californica e A. brasiliana aperfeicoaram o entendimento da estrutura dessa glandula, e o

processamento e secrecdo datinta.

Glandula de Tinta

—

Rinoé6foro

Parapodio

Glandula Opalina
Glandula de Tinta
Branquia

Sifao

B

FIGURA 3 — A: Localizagdo da glandula de tinta da lesma-do-mar Aplysia dactylomela.
B: Desenho esguematico, segundo JOHNSON et al. (1999).
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As glandulas séo compostas de trés tipos de vesiculas (vermel ho-purpura, @mbar
e clara) e trés tipos de células (células ricas em reticulo endoplasmético rugoso, células
granulares e células da vesicula) aém de matriz de colageno e musculo (PRINCE et al.
(1998).

A tinta é liberada através de poros na superficie ventral da glandula e o fluxo
direcionado para baixo dentro da cavidade do manto (PRINCE e al., 1998) onde pode ser
direcionada pelo siféo e bombeada para fora do manto (WALTERS & ERICKSON, 1986).

A composi¢cdo da tinta tem sido examinada por varios autores (CHAPMAN &
FOX, 1969; TROXLER ef al., 1981; MACCOLL et al., 1990; PAUL & PENNINGS, 1991;
PRINCE et al., 1998). A tinta € em sua maioria composta por pigmentos derivados de algas
vermel has, sendo o componente mgjoritério, aficoeritrina (CHAPMAN & FOX, 1969).

A tintapurpurade A. californica € composta de 65 % de r-ficoeritrobilina de sua
massa seca (TROXLER er al., 1981), mas com uma grande quantidade de material protéico
de funcdo desconhecida. PRINCE et al. (1998) tém sugerido que esse componente protéico
pode ser produzido nas células RER da glandula de tinta e estocada em vesiculas ambar,
entretanto, ambas as hipéteses precisam ser testadas.

Recentemente, a composicdo da tinta de A. dactylomela foi caracterizada
constituindo cerca de 99,5% de &gua. A andlise quimica da sua massa seca foi composta
principamente de proteina (acima de 60%), e o restante distribuido entre carboidratos,
lipideos e cinzas (BEZERRA et al., 2004).

Varias hipbteses tém sido propostas para a fungdo da tinta em Aplysia e outras
lesmas relacionadas. A tinta pode ser um método de eliminar produtos indesgjéveis da
digestdo de algas vermelhas, como pigmentos da bile (CHAPMAN & FOX, 1969). Foi
sugerido também que a tinta atuaria como uma cortina de fumaca, escondendo a lesma de
predadores visuais (EALES, 1921; HALSTEAD, 1965), hipdtese que seria efetiva apenas
em pocas camas, visto que a tinta seria diluida rapidamente em &guas sublitorais
turbulentas (CAREW & KANDEL, 1977). No entanto, a tinta parece ndo esconder as
lesmas mesmo em pequenas pocas de maré naturais (KUPFERMANN & CAREW, 1974),
embora possa permanecer brevemente ao redor do animal por seu componente mucoso.

Como estes animais s80 lentos e ndo possuem a habilidade de fazer um recuo réapido, como
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os cefalépodos, seria mais vantgjoso que a tinta atuasse para repelir potenciais predadores
(DIMATTEO, 1982).

Recentemente, KICKLIGHTER er al. (2005) estudaram a relagdo das secrectes
tinta-opalina de A4. californica e observou que €elas facilitam o escape das lesmas por uma
combinagdo de mecanismos, através de fasos estimulos alimentares e por transtorno
sensorial em lagostas. Essas secregfes tém quantidades milimolares de aminoécidos que
estimulam o sistema nervoso das lagostas, impedindo assm a sua predacdo por esses
animais.

Outros autores sugerem que a tinta sgja desagradével ou impalatéavel para os
predadores, agindo, portanto como preventivo da ingestdo das lesmas (DIMATTEO, 1981;
1982; PENNINGS, 1994; NOLEN et al., 1995).

Duas outras funcdes foram investigadas na tinta puarpura de 4. dactylomela,
como irritacdo sensorial e depressor metabolico. Embora esta Ultima ndo tenha sido
encontrada, o fluido age como irritante para vérias espécies de invertebrados e peixes. As
observacOes anteriores de impalatabilidade da tinta ndo sdo incompativels com esta nova
funcdo, em aguns casos 0s mesmos dispositivos sensoriais poderiam estar envolvidos
(CAREFOOQT et al., 1999).

A tinta poderia desempenhar um papel social, comunicando informag&o sobre o
estado reprodutivo, visto que animais solitarios liberam tinta com menor freqiiéncia do que
aqueles em grupos (TOBACH et al., 1965). A tinta poderia funcionar ainda como um sinal
apossemético aos potenciais predadores, aertando para outras propriedades téxicas da
lesma (AMBROSE ef al., 1979) e como um sina de alarme intra-especifico para a presenca
de um predador nas proximidades (FIORITO & GHERARDI, 1990; STOPFER et al.,
1993). Estas diferentes fungdes atribuidas a tinta ndo sdo surpreendentes, pois 0 uso de

varios meios de defesa ndo é incomum em invertebrados (EDMUNDS, 1966).
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2.6. Aplysia dactylomela

A espécie A. dacylomela Rang 1828 (Figura 4) é classificada no filo Mollusca,
classe Gastropoda, subclasse Opisthobranchia, ordem Anaspidag familia Aplisiidae,
subfamilia Aplisiinae, género Aplysia. Esta espécie pode ser encontrada no mundo inteiro,
especialmente em regides tropicais, sendo uma das trés espécies cosmopolitas do género,
aém de 4. parvula e A. juliana (CAREFOOT, 1987). No continente americano, ocorre
desde o Sul da Flérida, nos Estados Unidos, até o Caribe e no Brasil, do Maranhdo a S&o
Paulo, juntamente com as espécies A. brasiliana, A. parvula e A. juliana (KANDEL, 1979,
RIOS, 1994).

FIGURA 4 — Aplysia dactylomela encontrada na praia de Fleixeiras, Trari, Ceara no

momento da liberacdo de tinta.
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As aplisias sdo herbivoras, aimentando-se de macroalgas verdes e vermelhas.
Muitas vezes encontradas enterradas em pocas de maré baixa, e sdo mais ativas no periodo
noturno (CAREFOQT, 1989). No litoral cearense, a espécie 4. dactylomela € geramente
encontrada nas regides intertidal e sublitoral, onde algas verdes do género Ulva ocorrem
abundantemente, embora se alimentem também de vérias agas vermelhas, dependendo da
disponibilidade do ambiente (BEZERRA et al., 2004).

O sistema nervoso destes moluscos € muito utilizado em experimentos de
neurofisiologia, pelo fato dos seus neurdnios serem muito grandes, facilitando a
experimentacdo. S0 hermafroditas, simultaneos ou protandricos, ocorrendo copulagdo com
dois ou mais individuos. A fertilizacdo € interna e a postura dos ovos ocorre na forma de
uma fita muscilaginosa muito longa (RUPPERT & BARNES, 1996).

O ciclo de vida das aplisias tem inicio com a fertilizacdo dos ovos, seguido do
periodo de desenvolvimento embrion&rio, eclosdo dos ovos, desenvolvimento da larva
veliger, metamorfose larval, fase juvenil e adulta (KANDEL, 1979).

2.7. Proteinas | soladas de Lesmas-do-Mar

Varias proteinas com diferentes atividades biologicas ja foram isoladas de
diversas secrecoes e tecidos das lesmas, como atividades antibacteriana e antineoplasica na
glandula de albimen e em ovos de A. kurodai, (KAMIYA et al., 1986, KISUGI et al.,
1987) e na secrecdo da superficie do corpo de A. juliana (KAMIYA et al., 1989), bem
como atividade antineoplasica no fluido celdmico e atividade citolitica na glandula de
albumen, superficie do corpo de Dolabella auricularia (KISUGI et al., 1989; I1JIMA et
al., 2003).

A partir da tinta parpura de lesmas-do-mar foram isoladas varias proteinas com
diferentes atividades biolégicas, entre elas atividade antineoplésica e antibacteriana em
Aplysia kurodai, denominada de Aplysianina-P, citolitica em Dollabela auricularia,
Dolabelanina-P (YAMAZAKI et al., 1986; 1989; 1990), antibacteriana e antineoplasicaem
A. Punctata, conhecida por APIT (NISTRATOVA et al., 1992; BUTZKE et al., 2004),
antibacteriana e hemaglutinante em A. Dactylomela, Dactylomelina-P (MELO et al., 1998;
2000), antimicrobianaem A. Californica, denominada de Escapina, (YANG, ef al., 2005) e
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atividade antivird (RAJAGANAPATHI, et al., 2002b) em Bursatella leachii, a
Bursatel anina-P.

Segundo MAYER & HAMANN (2005), somente nos anos de 2001-2002 cerca
de 106 compostos bioativos tém sido isolados de organismos marinhos, com diferentes
atividades biolégicas entre elas, antihelmintico, anticoagulante, antimaarial,
antiprotozodrio, antituberculose, antitumoral, antiviral, antifungica e antibacteriana

A resisténcia a antimicrobianos em populagdes bacterianas tem sido um dos
grandes problemas enfrentados pela Salde Publica atualmente. Encontra-se um aumento
significativo na freqiéncia do isolamento de bactérias que eram reconhecidamente
sensiveis as drogas de rotina utilizadas em clinicas, mas que apresentam agora resisténcia a
maioria dos farmacos disponiveis no mercado, como demonstrado por vérias bactérias
multiresi stentes.

Fontes promissoras de moléculas candidatas que exibem atividade
antimicrobiana tem sido isoladas nos Ultimos 20 anos de muitas plantas, insetos e outras
espécies de animais (ZASLOFF, 2002). E de grande interesse a pesquisa de compostos
biologicamente ativos a partir de produtos naturais, ja que desde antiguidade, esses recursos

s80 utilizados com propdsitos medicinais.
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3. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo avaliar o papel das proteinas da tinta da lesma

Aplysia dactylomela no mecanismo de defesado animal.

3.1. Objetivos Especificos

* Analisar acomposicao de proteinas datinta;

» Purificar e caracterizar a dactylomelina-P;

» Determinar 0 espectro de acdo da dactylomelinaP, sua concentragdo inibitoria
minima e suainteragdo com abactéria Staphylococcus aureus,

» Determinar as propriedades biol 6gicas datinta e da dactylomelina-P;

» Veificar o potencial toxico da dactylomelina-P;

» Determinar alocalizagdo da dactylomelina-P no animal;
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4. MATERIAIS

4.1. Materiais Biol6gicos

4.1.1. Aplysia dactylomela
Os espécimes do molusco A. dactylomela foram coletados na praia de

Fleixeiras, no municipio de Trairi, durante marés de sizigea 0,0 ou 0,1 de acordo com a
tabua de marés fornecida pela Capitania de Portos do Estado do Ceara.

4.1.2. Microrganismos

As bactérias e fungos utilizados foram provenientes do Laboratério de
Microbiologia, do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara

4.1.3. Coelho, Camundongos e Ratos

Coelho da raga Nova Zelandia com trés meses de idade foi utilizado para
imunizacdo. O animal foi adquirido junto ao biotério do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal do Ceard. Camundongos da raca swiss e ratos da raca wistar albinos

foram adquiridos do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara.

4.2. Reagentes e Outros Materiais

4.2.1. Proteinas

Albumina séricabovina (BSA), Marcadores de massa molecular foram
adquiridos da Sigma Co, St Louis, USA.
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4.2.2. Meios de Cultura

Agar Nutritivo, Agar Muller-Hinton, Agar Batata e Caldo Nutritivo foram
obtidos da Difco, Becton, Dickinson and Company, USA.

4.2.3. Matrizes para Cromatografias

DE 52 Dietilaminoetil Cellulose e Phenyl Sepharose Fast Flow foram
adquiridas da Sigma Co, St. Louis, USA e Pharmacia-LKB, Uppsala, Suécia.

4.2.4. Reagentes para Eletroforese

Dodecil Sulfato de Sbédio (SDS), TEMED (N, N, N, N'-
tetrametiletilenodiamina),  Trizma-base,  Maetilenobisacrilamida,  Acrilamida, -
mercaptoetanol, Coomassie brilliant blue R-250 e G-250, Nitrato de prata, Sulfato de
amoénio e demais reagentes foram comprados das empresas Amersham Biosciences,
Piscataway, USA, Sigma Chemicals Co, St Louis, USA ou Acros Organics, Geel, Belgium.

4.2.5. Materiais para“Dot” e “Western-blotting”

Membranas de PV DF, anticorpo de cabra anti-lgG de coelho conjugado com

peroxidase e os substratos para peroxidase foram adquiridos da Sigma Co, St. Louis, USA.

Todos os demai's reagentes utilizados foram de grau analitico.
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S. METODOLOGIA

5.1. Coletae Tratamento da Tinta

A tinta foi coletada através do simples manuseio de espécimes de A.
dactylomela encontrados na praia de Fleixeiras, Municipio de Trairi, Estado do Ceard, em
marés de sizigia 0.0 e 0.1. O tratamento inicial da tinta foi feito segundo a metodologia
sugerida por MELO et al. (2000). Para tanto, o0 pool de tinta foi dialisado exaustivamente
contra agua destilada em membrana de didise de 12 kDa de cut off, a4 °C, e centrifugado a
15.000 g por 20 min. O sobrenadante foi testado quanto & atividade bioldgica contra a
bactéria Staphylococus aureus (Item 5.6.1.), armazenado e congel ado até 0 uso.

5.2. Eletroforese Bi-Dimensional da Tinta

A eletroforese bidimensional foi realizada segundo metodologia de GORG et al.
(2000). Iniciadmente, amostras foram dissolvidas em uma solucéo de solubilizacdo (7 M de
uréia, 2 M detiouréia, 2% de CHAPS, 25 mM de DTT, 2% de anfdlitospH 4a7 e 10 mM
de Perfabloc) e homogeneizadas por 30 min, a temperatura ambiente. Para a primeira
dimensdo, focaizagdo isoelétrica, aproximadamente 20 pg de proteina total foram
carregadas diretamente no gel de focalizagdo com gradiente de pH imobilizado, na faixa de
4 a 7 (Immobiline IPG strips — Amersham Bioscience, Piscataway, USA). A focalizagdo
das proteinas foi feita em um equipamento Multiphor Il (Amersham Pharmacia
Biosciences) acoplado a um circulador termostatico. A segunda dimenséo foi feita com gel
de poliacrilamida 12,5% na presenca de SDS, conforme LAEMMLI (1970), empregando o
sistema vertical Hoefer (Amersham Pharmacia Biosciences). A deteccdo das proteinas
resolvidas em 2-D/SDS-PAGE foi feita através da afinidade das proteinas pela prata,
conforme BLUM er al. (1987). A andlise dos géis bi-dimensionais foi feita, inicialmente,
através da digitalizacdo das imagens captadas em ScanJet 4C (Hewlett Packard). Os géis
foram comparados e os “spots’ de proteinas tiveram seus atributos determinados (massa
molecular e pl) com o emprego do Software ImageMaster Total Lab (Amersham

Bioscience).
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5.3. Determinacdo de Proteina

As determinacdes de proteinas foram realizadas pelo método proposto por
BRADFORD (1976), utilizando albumina sérica (BSA) bovina como padréo.

5.4. Purificacéo da Dactylomeina-P

5.4.1. Precipitacdo da Tinta com Sulfato de Amonio

A tintafoi tratada com sulfato de amonio até 30 % de saturacdo. Apds descanso
de 12 h a 4 °C, a suspensdo foi centrifugada, o precipitado foi ressuspenso em Tris-HCI
50mM, pH 7,0 e o sobrenadante foi precipitado com sulfato de aménio no intervalo de 30-
60 %. A fracéo 60-90 % foi obtida de forma semelhante. Todas as fragdes foram dialisadas
contra &gua destilada e submetidas a eletetroforese em gel de poliacrilamida (LAEMMLI,
1976) e a ensaios de antibiogramas (BAUER et al., 1966).

5.4.2. Cromatografia de Troca |onica

A Fsoe0% fOi submetida a cromatografia de troca iénica em coluna de DE 52
dietilaminoetil cellulose (15,5 x 3,5 cm). O gel foi previamente tratado com NaOH 0,5 M
por 30 minutos, lavado com &gua destilada, tratado com HCI 0,5 M por uma hora, lavado
novamente com &gua destilada até que atingisse o pH neutro e, finalmente, equilibrado com
o tampéo Tris-HCI 0,05 M, pH 7,0. A Fsyeos foi centrifugada a 15.000 g por 10 minutos a4
°C e 10 ml do sobrenadante foram aplicados a coluna. Inicialmente a coluna foi percolada
com tamp&o de equilibrio, sendo em seguida, aplicado NaCl nas concentragdes de 0,2, 0,5 e
1,0 M o equivalente a2 x o volume da coluna, para eluic¢éo de qualquer material adsorvido.
A cromatografiafoi realizada a um fluxo de 40 ml/h, sendo coletados 3 ml por tubo. Apés a
eluicdo do Utimo pico foram aplicados NaOH 0,5 M, &gua destilada e HCI 0,5 M, para
eluicdo de algum material ainda ligado. Além das leituras de absorbancia a 280 nm, os

tubos da cromatografia foram submetidos a ensaios de atividade antibacteriana com
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Staphylococcus aureus. Os tubos concentrando a atividade antibacteriana (Item 5.6.1.)
foram reunidos, dialisados contra &gua destilada e liofilizados.

5.4.3. Cromatografia de Interacdo Hidrofdbica

O pico rentendo atividade antibidtica foi submetido a uma cromatografia de
interacdo hidrofébica em uma coluna de Phenyl Sepharose Fast Flow (20 x 1,8 cm),
equilibrada com tampéo Tris-HCI 0,05 M, pH 7,0 com 1,7 M de sulfato de amobnio. A
amostra foi dissolvida no tampao de equilibrio, centrifugada a 15.000 g por 10 minutos a
4 °C e 10 ml do sobrenadante foram aplicados a coluna. Inicialmente a colunafoi percolada
com tampéo de equilibrio, sendo em seguida, aplicadas concentraces decrescentes de sa
(1,0, 0,2 e 0 M de sulfato de aménio), e finamente agua destilada, para eluicdo do material
adsorvido. A cromatografia foi realizada a um fluxo de 40 mi/h, sendo coletados 3 ml por
tubo. Apds a eluicdo do ultimo pico foi aplicado NaOH 0,5 M para eluicdo de agum
material ainda ligado. As leituras de absorbancia foram feitas a 280 nm, os tubos da
cromatografia submetidos a ensaios de atividade antibacteriana contra St. aureus. Os tubos
concentrando a atividade antibacteriana foram reunidos, diaisados contra &gua destilada e

liofilizados.

5.5. Caracterizacdo da Dactylomelina-P

5.5.1. Estimativa da Massa Molecular por PAGE-SDS

A massa molecular da dactylomelina-P foi estimada por eletroforese em gel de
poliacrilamida, na presenca de SDS, seguindo a metodologia descrita por LAEMMLI
(1970). Os geéis de aplicacdo e separacdo encerravam 5% e 12,5% de acrilamida,
respectivamente. A proteina (Img/ml) foi dissolvida em TrissHCl 62,5 mM, pH 6,8,
contendo 1% de SDS, glicerol, azul de bromofenol e 3-mercaptoetanol, aquecida a 100 °C,
durante 10 minutos, e centrifugada a 10.000 g durante 5 minutos, a 4 °C. Foram aplicados

20 pl por poco e a corrida conduzida a uma corrente constante de 20 mA por placa, durante
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1,5 hora. As bandas protéicas foram visualizadas corando-se 0s géis com uma solugéo a
0,25 % de azul brillhante de Coomassie R-250. Em seguida, fez-se a descol oragdo com uma
mistura de é&cido acético, metanol e &gua (1:3:7). A massa molecular aparente da
dactylomelina-P foi estimada a partir da curva padréo construida com os Rfs, calculados
segundo as especificagdes do fabricante (Sigma Co, St Louis, USA), dos seguintes
marcadores de massa molecular: abumina sérica bovina (66,0 kDa); ovoalbumina (45,0
kDa), pepsina (34,7 kDa), tripsinogénio (24,0 kDa), B-lactoglobulina (18,4 kDa), lisozima
(14,3 kDa).

5.5.2. Determinacdo do Ponto Isoel étrico

O ponto isoéletrico da dactylomelina-P foi determinado por eletroforese

bidimensiona como descrito no item 5.2.

5.5.3. Composi¢do de Aminoécidos

A andlise de aminoacidos da proteina foi conduzida em um sistema Biochrom
20 (Pharmacia-LKB, Uppsala, Suécia). A amostra de proteina liofilizada foi hidrolisada
com HCI 6 N (1 ml), contendo 1% (m/v) de fenol. A hidrdlise foi feita em ampolas de vidro
seladas, sob atmosfera de Nitrogénio, a 110 °C em estufa, durante 22 horas. Apds a
hidrélise, a ampola foi aberta e 0 HCl e fenol evaporados, sob pressdo reduzida, em
presenca de NaOH. O hidrolisado foi lavado com agua grau milli-Q e seco sob presséo
reduzida, em presenca de pentdxido de fésforo. Depois de seca, a amostra foi redissolvida
em tampdo citrato de sodio pH 2,2, filtrada em membrana de 0,45 um (Millipore) e
submetida a andlise. O conteddo de aminoécidos foi determinado pelo método de
SPACKMAN et al. (1958), adaptado para 0 uso do Sistema Biochrom 20 da Pharmacia-
LKB.
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5.5.4. Determinagéo de Carboidratos

O contetido de carboidrato da proteina foi determinado pelo método do fenol-
sulfdrico (DUBOIS er al., 1956), no qual se utiliza uma curva padréo de glucose como
referéncia. A natureza glicoprotéica da proteina também foi avaliada por coloracdo pelo
&cido periodico de Schiff, realizada ap0s eletroforese em gel de poliacrilamida, seguindo o
protocolo do “Kit de deteccdo de glicoproteinada Sigma’ (JAY et al.,1990).

5.5.5. Estabilidade Térmica

Para avaliar a estabilidade térmica da proteina, uma solucdo de 1mg/ml foi
preparada em tampado TrissHCI 50 mM, pH 7,0 foi aquecida a 45, 50, 55 e 60 °C, em
banho-maria. A cada 5 minutos, durante o intervalo de 1 hora, foram retiradas aliquotas,
que apds serem imediatamnete resfriadas, foram centrifugadas a 10.000 g por 5 minutos, e
os sobrenadantes utilizados em ensaios de atividade antibacteriana, pelo método de difusdo

com discos contra St. aureus (BAUER et al., 1966).

5.5.6. Influénciado pH na Atividade da Proteina

A estabilidade da proteina em diferentes pHs foi avaliada dissolvendo-se a
proteina liofilizada nos seguintes tamp&es: Glicina-HCI 0,05 M, pH 2,0 e 3,0; Acetato de
Sodio 0,05 M, pH 4,0 e 5,0; Tris-HCI 0,05 M, pH 6,0 e 7,0; GlicinaNaOH 0,05 M, pH 9,0
e 10,0 e Fosfato de Sodio 0,05 M, pH 11,0 e 12,0. As amostras (100 pg/ml) foram
mantidas, nestas condi¢des, a4 °C por 30 min (KAMIYA et al., 1989). Apos este periodo,
as solucdes foram dialisadas exaustivamente contra tampao TrissHCI 0,05 M pH 7,0,
liofilizadas e, entdo, testadas em ensaio de atividade antibacteriana contra St. aureus, como

descrito anteriormente.

5.5.7. Resisténcia a Protease

Uma amostra de proteina encerrando 1mg/ml foi incubada com 1mg de

protease inespecifica (Sigma Co, St Louis, USA) em tampéo TrissHClI 50 mM pH 7,0 a
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temperatura ambiente por 18 horas. Ap6s a incubagdo esta amostra foi submetida a ensaios
de atividade antibacteriana contra St. aureus (RAJAGANAPATHI et al., 2002).

5.6. Atividades Biol6gicas da Tinta e da Dactylomelina-P

5.6.1. Atividade Antibacterianaem Meio Solido

Os ensaios de atividade antibacteriana da tinta e da dactylomelina-P foram
realizados pelo méodo de difusdo em discos descrito por BAUER er al. (1966). Foram
utilizadas as bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus
subtilis e Sarcina sp. Entre as bactérias Gram-negativas testadas estavam Escherichia coli,
Serratia marcescens, Proteus mirabilis, Enterobacter aerogenes, E. agglomerans, E.
cloacae, E. gergoviae, Salmonella enteritidis, S. typhi, S. typhimurium, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter ., Shigella flexneri, Vibrio parahaemolyticus € Vibrio
cholerae, também foram testadas cepas de bactérias marinhas, isoladas do ambiente onde as
lesmas foram encontradas. Culturas de bactérias na concentracdo de 10° UFC/ml foram
semeadas em placas de agar Muller-Hinton. Em seguida, discos de papel de filtro
embebidos com 30 pl da amostra (100 pgP/ml) foram colocados sobre o meio, sendo as
placas entdo incubadas a 37 °C por 24 horas. A inibicdo do crescimento microbiano foi

avaliada pelaformacéo de halos de inibi¢éo ao redor dos discos.

5.6.2. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Mecanismo de A¢do

A concentragdo inibitoria minima foi determinada segundo NAKAJIMA et al.
(2003) com modificagdes. Inicialmente, a turbidez de uma cultura de St. aureus de 18 h foi
ajustada parauma absorbancia de 0,01 a 600 nm (10° células) em espectrofotdmetro, e essa
cultura diluida 1000x com o préprio meio antes do uso. Para 0 ensaio, uma solucao
encerrando 1 mg/ml de dactylomelina-P foi diluida seriadamente (1:2; 1:4; 1:8...) em caldo
nutritivo em tubos. 90 pl de cada diluicdo foram incubados com 10 pl da cultura a 35°C,
por 18 h. Apds o periodo de incubagdo, o crescimento da bactéria foi estimado através de

comparacdo da turbidez com a cultura controle. Apos a determinagdo da CIM, foi
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verificado o mecanismo de agdo, se bactericida ou bacteriostatico. Para tanto as células
foram subcultivadas em meio sem a proteina, e incubadas a 35 °C, por 24 horas, € 0
crescimento observado através da presenca ou auséncia de turbidez.

A concentragdo inibitéria minima também foi determinada pelo método de

difusdo com discos pelo método de BAUER et al. (1966), como descrito previamente.

5.6.3. Atividade Antifungicaem Meio Sélido

Os ensaios de atividade antifungica da tinta e da dactylomelina-P foram
realizados pelo método de difusdo em discos descrito por BAUER et al. (1966) para
leveduras. As cepas utilizadas nos ensaios foram Candida albicans, C. guilliermondii, C.
tropicalis, C. rugosa, C. parapsilosis, Pichia anomala, Kluyveromyces marxiannus, K.
lactis-similar e Saccharomyces cerevisae. Culturas de leveduras em concentracdo de 10’
células/ml foram semeadas em placas de agar Batata. Em seguida, discos de papel de filtro
embebidos com 30 ul das amostras (1 mgP/ml) foram colocados sobre o meio, sendo as
placas entéo incubadas a 37 °C por 24 horas. A inibicdo do crescimento microbiano foi
avaliada pelaformacéo de halos ao redor dos discos.

Para os ensaios com fungos filamentosos, realizados segundo ROBERTS &
SELITRENNIKOFF (1990), foram usados. Colletotrichum lindemuthianum, C. musae, C.
gloesporioides, C. truncatum, C. kikuchi, Fusarium solani, F. oxysporum, Aspergillus
niger, A. chevalier, Pennicilium herguei, P. oligandrum, Rhizoctonia solani, Phomopsis
Sp., Dreschelera sp., Neurospora sp., Mucor sp. € Rhizopus sp. As culturas de fungos foram
inoculadas como pelets de 8 mm no centro de placas de &gar Batata. As placas foram
incubadas em temperatura ambiente por 48 horas ou mais, dependendo da velocidade de
crescimento de cada fungo. ApGs o crecimento inicial, discos de papel de filtro embebidos
com 30 pl das amostras (1 mgP/ml) foram colocados sobre o meio, a aproximadamente 5
mm da borda. As placas foram novamente incubadas a temperatura ambiente até o
crescimento restante dos fungos em presenca da proteina. A formacéo de halos ao redor dos

discos indicou inibic¢éo do crescimento fangico.
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5.6.4. Atividade Antifungicaem Meio Liquido

Para 0 ensaio de atividade antifungica em meio liquido, foram testados os
fungos Colletotrichum lindemuthianum, C. musae, Aspergillus niger, Neurospora p.,
Mucor Sp., Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum. Para a extragdo de esporos,
inécul os dos fungos filamentosos foram colocados no centro de placas de Petri contendo
agar Batata e mantidos em temperatura ambiente por varios dias, dependendo da
velocidade de crescimento de cada espécie. Apds 0 periodo de crescimento, foram
espalhados 5 ml de solucdo de NaCl 0,15 M estéril sobre o crescimento micelial. Uma
aliguota de cada suspensdo de esporos resultante foi quantificada em camara de
Neubauer, ajustando-se a concentracdo para 3x10° esporos/ml. Para cada amostra, foram
adicionados 50 pl da suspensdo de esporos em 250 ul da proteina em caldo malte e
outros 50 ul de esporos em 250 pl de caldo malte, usado como controle. Como controle
positivo foi utilizado a tinta parpura (BARREIRA, 2003). Os tubos de eppendorf
contendo as amostras foram incubados em temperatura ambiente durante 72 horas. Em
seguida, foram centrifugados a 10.000 g por 15 minutos a 4 °C, descartando-se 0s
sobrenadantes e adicionando agua destilada pararetirar o excesso de amostra. Apos nova
centrifugagcdo, os precipitados foram usados no preparo de laminas coradas com
lactofenol azul de algoddo para analise em microscopio optico.

Para 0os ensaios em meio liquido com as leveduras foram utilizados os
microrganismos. Candida tropicalis, Pichia anomala e Saccharomyces cerevisae. Para
cada amostra, foram adicionados 50 pl da cultura de levedura (2 x 10° cél/ml) em 250 pl
da proteina em caldo malte e outros 50 pl da cultura de levedura em 250 pl de caldo
malte, usado como controle. Os tubos contendo as amostras foram incubados em
temperatura ambiente por 48 horas. Em seguida, foram observadas a turbidez das
culturas em comparacdo com o0 controle e além da observacdo do crescimento no

subcultivo em agar batata.

28



NOGUEIRA, V. L. R. 2005 Papel de Proteinas Presentes na Tinta...

5.6.5. Extragdo dos Peptideos da Tinta

A secrecdo foi inicialmente precipitada com sulfato de ambnio para obtencéo da
fracdo For700 de saturacdo. Em seguida, esta fracdo foi submetida a centrifugacdo a 10.000 g
por 30 minutos a 4 °C e o precipitado ressuspendido em 5 ml de agua destilada. Este
extrato foi levado ao banho-maria a 80 °C por 15 minutos e centrifugado novamente a
8.000 g por 10 minutos a 4 °C. O precipitado e o sobrenadante foram entdo submetidos a
didise em membrana de 1 kDa de cut off e liofilizados para posteriormente serem
submetidos a ensaios de atividade antibiética (TERRAS et al., 1992).

5.6.6. Atividade Hemagl utinante

A atividade hemaglutinante foi determinada segundo a metodologia descrita por
MOREIRA & PERRONE (1977), adaptada para o uso de tubos de ensaio. As amostras de
proteina (1Img/ml) e tinta bruta foram diluidas seriadamente com NaCl 0,15 M (1:2; 1:4;
1:8.; 1:16 etc) e cada diluicdo foi misturada (1:1) com uma suspensdo a 2 % de eritrécitos
de coelho, camundongos e ratos, tratados previamente com protease. Os tubos foram
incubados a 37 °C durante 30 minutos e, depois, por mais 30 minutos a temperatura
ambiente. ApoOs esse tempo, os tubos foram centrifugados a 2.000 ¢ por 1 minuto e a
aglutinacdo visualizada a olho nu. Os resultados foram expressos como titulo de
hemaglutinacdo, o qua foi definido como o reciproco da maior diluicdo que é capaz de
provocar aglutinagdo visivel, ou como a quantidade minima de proteina (ug/ml) capaz de
induzir aglutinagdo visivel. Essa concentragdo foi denotada como uma unidade de atividade

hemaglutinante (UH).

5.6.7. Atividade Anticoagulante
O ensaio de pesquisa de atividade anticoagul ante foi realizado de acordo com a

descricdo de RAJAGANAPATHI & KATHIRESAN (2002), com agumas modificagoes.
Foi utilizado neste ensaio sangue total de rato, onde determinou-se o tempo de coagulagéo
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imediatamente apds suaretirada. A tinta parpura e a dactylomelina-P foram ressuspendidos
em NaCl 0,15 M (ImgP/ml) e adicionado 1 ml do sangue em cada amostra.
O tempo de coagulacdo sanguinea de cada amostra foi cronometrado

imediatamente apos a adi¢do de sangue.

5.6.8. Determinac&o da Atividade 3-1,3 Glucanasica

5.6.8.1. Preparacdo do Reagente de Cobre

O reagente de cobre para determinacdo de acUcares redutores foi preparado
segundo metodologia descrita por SOMOGY (1952). A preparacdo envolve inicialmente a
mistura de 24 g de carbonato de sodio e 12 g de tartarato de potassio dissolvidos em 250 ml
de &gua destilada. Em seguida 40 ml de uma solucdo a 10 % de sulfato de cobre foram
adicionados a mistura, seguidos pela adicdo de 16 g de bicarbonato de sodio. Apos
preparacado desta solucdo, uma solucdo de sulfato de sodio (0,05 M) em 500 ml de agua
destilada foi fervida por 5 minutos e deixada resfriar até a temperatura ambiente. Em
seguida as duas solucgdes foram reunidas e o volume levado a 1000 ml.

5.6.8.2. Preparacdo do Reagente de Arsenomolibdato

O reagente de arsenomolibdato foi preparado segundo metodologia descrita por
NELSON (1944). Iniciamente 25 g de molibdato de aménio foram dissolvidos em 450 ml
de &gua destilada adicionando-se 21 ml de &cido sulfarico concentrado. Em seguida 3 g de
arsenato de sodio dissolvidos em 25 ml de agua destilada foram adicionados a solugdo. A

misturafoi incubada a 37 °C em estufa por 48 horas.

5.6.8.3. Ensaio para 3-1,3 Glucanase
A determinag&o da atividade [3-1,3 glucanasica na solucéo de proteina (1mg/ml)
foi feita segundo metodologia descrita por FINK ef al. (1988). O meio de reacdo foi

composto por 50 pl daamostra, 125 pl de laminarina (2 mg/ml em tamp&o acetato de sddio
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50 mM, pH 5,0) e levado a um volume fina de 500 pl com tamp&o acetato de sodio 50
mM, pH 5,0. A mistura foi incubada a 37 °C em estufa por 12 horas. Apés o periodo de
incubagdo foram adicionados 500 ul do reagente de cobre e a mistura fervida em banho-
maria por 10 minutos, deixada a temperatura ambiente e adicionados 1000 ul do reagente
de arsenomolibdato. A densidade Optica foi medida a 500 nm. As provas em branco foram
feitas de maneira semelhante, com exclusdo da laminarina que foi substituida pelo tampé&o
de ensaio. Uma unidade de atividade glucanasica foi definida como sendo a concentracéo

da enzima gque fornece uma absorbancia de 0,001 quando lida a 500 nm.

5.6.9. Andlise de Atividade Quitinasica

A andlise da atividade quitinasica foi determinada por fluorimetria. A solugdo
estoque do substrato (4-metilumbeliferil-B-D-N’-N""-N’"’ -triacetil Quitotri-ose)  foi
preparada segundo O'BRIEN & COLWELL (1987). A reacdo padréo foi feita pela adicéo
de 50 ul de amostra e 5 pL da solugdo do substrato em presenca de 2 ml de tampéo
acetato de sddio 50 mM pH 5,0 a temperatura ambiente. A metilumbeliferona liberada foi
medida em espectrofluorimetro utilizando-se um filtro primario (excitacdo 320 nm) e um
filtro secundério (emissdo 460 nm). Uma unidade da atividade foi definida como 1 nmol

de metilumbeliferona liberada por minuto.

5.6.10. Deteccdo de Atividade Quitinasica Inespecificaem SDS-PAGE

A deteccdo de atividade quitindsica em gel foi feita segundo a metodologia
descrita por TRUDEL & ASSELIN (1989). Uma eletroforese em gel de poliacrilamida
seguindo a metodologia descrita por LAEMMLI (1970) foi realizada, porém para este
ensaio o gel continha ainda 200 pul de glicolquitina 1 %. Apos a corrida, o gel foi incubado
por 24 horas a 37 °C com tampéo acetato 0,1 M pH 5,0 contendo 1 % de Triton X-100
(preparada imediatamente antes do uso). Ao término da incubacdo, o gel foi lavado em
solucgdo reveladora (cal cofluor 0,01 % em 0,5 M Tris-HCI pH 8,9, recém preparada). Apos
5 minutos, a solucéo reveladora foi retirada e o gel incubado em &gua destilada por 1 horaa

temperatura ambiente. Para a visualizagao do resultado, o gel foi exposto aluz UV.
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5.7. Avaliacdo do Potencia Toéxico da Dactylomelina-P

5.7.1. Atividade Hemolitica

A aividade hemolitica da proteina foi investigada segundo descrito por
BERNHEIMER (1988) e MERKER & LEVINE (1986) com a gumas modificacfes. Suspensdes
de eritrocitos de camundongos, ratos e coelhos a 1 % foram diluidas em proporcéo de 1:10 (p/v)
em NaCl 0,15 M contendo vérias concentracbes da proteina. Em seguida, os tubos foram
incubados a 37 °C por 1 hora. O grau de hemdlise foi calculado pela liberacéo de hemoglobina,
medida por absorbancia a 540 nm, apos centrifugacdo a 1000 g por 5 minutos. A lise completa
(100 %) foi obtida por diluicdo da suspensdo de células com égua destilada €/ou ainda um
controle negativo com solugdo de NaCl 0,15 M. Uma unidade hemolitica foi definida como a
concentracdo de proteina requerida para produzir 50 % de hemdlise em suspensdo de células a

1 % durante 1 hora.

5.7.2. Atividade Citotéxica

A citotoxicidade da dactylomelinaP foi avaliada peo méodo do MTT
(MOSMANN, 1983). Foram utilizadas 4 placas de 96 cavidades por experimento, uma para
cada linhagem celular, do Instituto nacional do Cancer, MD (USA), nas seguintes
concentractes (célulasyml): MDA/MB-435 (carcinoma mamario humano), CEM (leucemia
linfocitica): 0,1 x 10% HCT-8 (carcinoma de célon): 0,7 x 10° e HL-60 (leucemia): 0,3 x
10°. As substancias previamente diluidas em DM SO foram diluidas seriadamente em meio
RPMI para obtencéo das concentractes finais (0,39-25ug/ml) sendo adicionado 100 pl por
poco. Apds o periodo de incubacdo de 72 h, as placas foram retiradas e centrifugadas a
1500 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi aspirado e foram adicionados 200 pl da
solucdo de MTT 10 % em RPMI, sendo a placa colocada na estufa a5 % de CO, por 3 h.
Em seguida, as placas foram novamente centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos, sendo o
sobrenadante aspirado e o precipitado ressuspendido em 150 ul de DM SO e agitado por 10
minutos, até completa dissolugdo dos cristais de formazan. As placas foram lidas em

espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 550 nm.
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A andlise do MTT determina a viabilidade metabdlica das células pela andlise
da atividade redutiva mitocondrial. Foi descrito primeiramente por MOSMANN (1983),
tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico de uma cdula. E uma
andlise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-
brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais
presentes somente nas células metabolicamente ativas. Ou sgja, a solugdo amardlado MTT
€ reduzida pela atividade mitocondrial, nas células metabolicamente ativas em um cristal
azul/preto. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir facilmente a

citotoxicidade, mas n&o o mecanismo de agdo (BERRIDGE ef al., 1996).

5.7.3. Atividade T6xicaem Camundongos

Camundongos pesando entre 20-25 g foram usados para avaliagdo da toxicidade
aguda por via intraperitonial. Os camundongos foram observados num intervalo de 48 h
apos a administracdo da dactylomelina-P. A toxicidade foi expressa em mg de proteina/lKg
de massa corpOrea necessaria para produzir morte em 50 % dos animais testados
(LITCHIFIELD & WILCOXON, 1949).

5.8. Localizacdo da Dactylomelina-P na Lesma dplysia dactylomela

5.8.1. Producéo de Anticorpos Policlonais

A dactylomelina-P foi acumulada para fabricacdo de anticorpos policlonais
em coel ho, que foram usados nos estudos de imunol ocalizacdo. Um coelho albino de trés
meses de idade da ragca Nova Zelandia foi inicialmente submetido a sangria através de
um corte na veia margina da orelha. O sangue foi deixado coagular a temperatura
ambiente e o soro recolhido centrifugado a 3000 g por 2 minutos. Apos este
procedimento, o soro clarificado e livre de hemécias foi armazenado a -20 °C. O animal
foi imunizado, por viaintramuscular, com a proteina, na concentracdo de 1 mgP/ml (0,5
ml de NaCl 0,15 M + 0,5 ml de adjuvante completo de Freund). Apds 14 dias da
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imunizagdo foi aplicado um reforgo por via subcutanea de ImgP/ml, mas sem adjuvante.
A partir do primeiro reforgo, foram aplicadas doses semanais nas mesmas condigdes. O

coelho foi sangrado nos dias 21, 28, 35 e 42 para obtencdo dos soros imunes.

5.8.2. Determinac&o dos Titulos dos Soros Anti-Dactylomelina-P

A determinagdo dos titulos de anticorpos foi realizada pela técnica do Dot blot.
Para tanto, 10 ul das solucfes de proteina foram aplicados sobre membranas de PVDF. Em
seguida, as membranas foram incubadas nos soros anti-dactylomelina-P puros e diluidos,
incubadas por 2 horas a 37 °C. As membranas foram lavadas 5 vezes com tampé&o Tris-HCl
0,05M pH 7,4, 0,15 M NaCl, 5 % de leite desnatado e 0,05 % de Tween 20, aintervalos de
10 minutos. Apos a lavagem, foram incubadas com o anticorpo secundério (IgG de cabra
anti-IgG de coelho conjugada com peroxidase), a 37 °C, por 1 hora. Foram feitas novas
lavagens e ao término, foi adicionada a solucéo reveladora (OPD e perdxido de hidrogénio,
Sigma Chemicals Co, St Louis, USA) preparada de acordo com as especificagdes do
fabricante. As membranas foram lavadas com agua grau milli-Q, secas e os titulos
estimados. Provas em branco foram feitas substituindo-se 0s imunessoros pelo soro pré-

imune.

5.8.3. Estudos de Imunolocalizacéo

5.8.3.1. Preparacio de Extratos da Hemolinfa e de Orgdos da Aplysia dactylomela

Inicialmente, a hemolinfa foi retirada com seringa da cavidade do coracéo da
lesma. O animal foi colocado no refrigerador para diminuir seu metabolismo de forma a
facilitar a sua dissecacdo. Foram retirados, cuidadosamente, a glandula de tinta, glandula
opalina, glandula digestiva, glandula de albimen, papo e coracdo. Esses 6rgaos foram
macerados em gral com 5 ml de tamp&o TrissHCl 50 mM pH 7,4, 0,15 M de NaCl. Apés
maceracdo, os extratos foram centrifugados a 15.000 g por 10 minutos a4 °C para obtencéo

do sobrenadante. A hemolinfa foi diluida 1:2 no tampdo e centrifugada nas mesmas
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condicdes dos sobrenadantes. Esses extratos foram utilizados para determinacdo de

proteinas e ensai 0s imunoquimicos.

5.8.3.2. Western blot

A presenca da dactylomelina-P na hemolinfa e/ou nos demais érgéos da 4.
dactylomela foi estudada pelatécnica de western blot de acordo com a metodol ogia descrita
por TOWBIN et al. (1979). ApOs eetroforese em gel de poliacrilamida, na presenca de
SDS, as proteinas foram transferidas para membranas de PVDF em uma unidade de
transferéncia semi-seca (Multiphor 11, Pharmacia). A eletrotransferéncia foi feita a corrente
constante de 0,8 mA/cm?, por 4 horas. A eficiéncia da transferéncia foi checada corando-se
as membranas com vermelho de Ponceau 0,5 % até o aparecimento das bandas protéicas.
Em seguida, a membrana foi lavada com égua grau milli-Q para remocdo do corante e
procedeu-se 0 ensaio imunogquimico.

A membranafoi bloqueada durante 1 hora, a temperatura ambiente, com tampao
TrissHCI 0,05 M pH 7,4 contendo NaCl 0,15 M e leite em pd desnatado 2 % (m/v). Em
seguida, foi incubada com anticorpo anti-dactylomelina-P diluido (1:100) no tampéo
bloqueador por 16 horas, sob refrigeracéo. Apods a incubagdo, a membrana foi lavada 4x, a
intervalos de 10 minutos com o mesmo tampao, isento de leite. A membrana foi, ent&o,
incubada com o anticorpo secundario (IgG de cabra anti-IgG de coelho conjugada com
peroxidase), diluido (1:500) no tamp&o blogueador, por 2 horas, a temperatura ambiente,
apos o que, foi lavada como anteriormente. A reacdo foi visualizada apds adicdo da
solucdo reveladora (OPD e perdxido de hidrogénio, Sigma Chemicals Co, St Louis, USA),
preparada de acordo com as instrucbes do fabricante. Apds o aparecimento da cor, a
membrana foi lavada com agua grau milli-Q, secas e guardadas ao abrigo daluz, até serem
fotografadas.
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5.8.3.3. Localizagdo da Dactylomelina-P na Glandula de Tinta por Imunohistoquimica

Gléandulas de tinta retiradas de animais recém dissecados foram embebidas em
tampdo fosfato de sodio 50 mM pH 7,2 preparado em agua do mar estéril por 1 h e,
entdo fixada por 2 h, no mesmo tampdo contendo 4 % paraformaldeido e 0,01 %
glutaraldeido. Apos a fixacdo, o materia passou por trés lavagens (de 1 h cada) em
tampéo calcodilato de sbdio 50 mM pH 7,2 e foi desidratado e infiltrado com resina LR
Gold. Para desidratacdo e infiltragcdo as amostras foram incubadas em concentractes
crescentes de metanol e posteriormente de LR Gold (ao abrigo daluz), da seguinte forma:
metanol 50 % por 30 minutos, metanol 70 % por 1 hora, metanol 90 % por 1 hora,
metanol 50 % + 50 % de LR Gold por 4 horas, metanol 30 % + 70 % de LR Gold por 18
horas e 100 % de LR Gold, por 3 dias. Ap0s esse periodo, as amostras foram deixadas
polimerizar em resina LR Gold contendo 0,05 % de benzil e 0,05 % de perdxido de
benzoil (catalizadores) sob aincidéncia de luz branca por um periodo de 5 dias. Todas as
etapas foram feitasa- 20 ° C.

Uma vez emblocadas, as amostras foram seccionadas em microtomo de
navalhas de ago. Cortes seriados de 1 a 3 um de espessura foram col etados em laminas e,
montados para andlise histoquimica. Os cortes foram incubados em cloreto de aménio 50
mM pH 5,05 por 30 min, para bloqueio de carga., incubados em tamp&o fosfato de sddio
(PBS) 10 mM, pH 7,4 contendo NaCl 150 mM e BSA 1 % por 20 min para bloqueio de
sitios ndo especificos e, depois, com o0 soro pré-imune de coelho (1:100) em PBS-BSA por
20 min. Ao fina, foi adicionado o anticorpo anti-dactylomelina-P (1:50, 1:100) em PBS-
BSA por 2 h, em camara Umida. O materia foi lavado com PBS-BSA (10x, 10 minutos).
Apos as lavagens, o material foi incubado, em camara Umida, com anticorpo secundério
(anti-1gG de coelho 1:100 conjugado com ouro coloidal 10 nm) em PBS-BSA por 2 h. O
material foi novamente lavado com PBS-BSA (10x, 10 minutos), com PBS (2x, 10
minutos) e, finalmente, lavado com agua grau milli-Q (2x, 10 minutos).

Apos esses procedimentos, foi retirado 0 excesso de dgua das laminas e feitaa
revelacdo da reacdo imunoldgica através da precipitacdo de prata, reunindo quantidades
iguais de cada um dos substratos adquiridos comercialmente (Kit Inten SE™BL Silver

enhancement) € amistura vertida sobre as laminas. Apds 8 min, as laminas foram lavadas,
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abundantemente com &gua destilada, secas e observadas em microscopio éptico de campo
claro. As provas controles de marcacdo foram feitas usando o soro pré-imune de coel ho.

5.9. Interacdo da Dactylomelina-P com a bactéria Staphylococcus aureus por Microscopia

Eletrénica de Transmissio

A interagdo da dactylomelina-P com a bactéria St. aureus foi visualizada em
microscopio eletrénico de transmissdo. As céulas foram préincubadas com a
dactylomelina-P (500ug/ml) e lavadas, sob centrifugacéo, com TrissHCI 100 mM, pH 8,0
(5x). Em seguida, foram lavadas 3 vezes (10 minutos) com tampéo fosfato de sodio 100
mM, pH 7,3. As células foram, entdo, fixadas com uma solucéo 0,1 % de glutaraldeido e 2
% de paraformaldeido preparada em tampéo fosfato de sodio 100 mM, pH 7,3, durante 2
horas, a temperatura ambiente. Apés a fixagdo, foram novamente lavadas com o tampéo
fosfato de sddio 100 mM, pH 7,3, como anteriormente. O material foi desidratado em uma
série de metanol a 30 % (30 min), 70 % (1h) e 90 % (1 h), a temperatura ambiente e
infiltrado em resina LR Gold: 50 % de metanol e 50 % de resina (1 h), 30 % de metanol e
70 % de resina (7 h) e 100 % de resina (12 h) em camara fria a -20 °C. O materia foi
incluido em resina contendo catalisador, por um periodo de 4 dias, a-20 °C, readlizando-se
trocas a cada 24 horas. Ap0s este tratamento, 0 materia foi polimerizado na presenca de luz
ultravioleta, a -20 °C, cortado em secgdes ultrafinas (60nm) e colocadas sobre grades de
niquel forradas com filme formvar cobertas com carbono. O material foi incubado com
tampdo fosfato de sodio (PBS) 10 mM, pH 7,4 com NaCl 0,15 M e 1 % de BSA por 30
minutos e depois, com o anticorpo anti-dactylomelina-P (1:100) por 2 horas. Foram feitas
lavagens com PBS-BSA (5x, 10 minutos). Apés as lavagens o material foi incubado com o
anticorpo secundério, anti-1gG de coelho Gold (1:50) por 2 horas. O materia foi novamente
lavado PBS-BSA (5%, 10 minutos) e com agua deionizada (5x, 5 minutos). Provas de
automarcacdo foram feitas substituindo-se o anticorpo anti-dactylomelina-P pelo soro pré-
imune. A observagdo e confecgdo das micrografias foram feitas em um microscopio
eletronico de transmisséo (ZEISS 900).
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6. RESULTADOS

6.1. Composicao de Proteinas da Tintade 4. dactylomela

A andlise da tinta por eetroforese bi-dimensional revelou a presenca de
aproximadamente 41 “spots’ de proteinas (Figura 5) com predominancia de pontos
isoelétricos écidos e massa moleculares abaixo de 70 kDa. Trés regifes do gel merecem
destaque: a primeira na faixa de 60 kDa e pl 5,0, onde se observa a presenca de um anico
“spot” forte e arrastado; a segunda regido onde se concentram a maioria das proteinas, com
massas abaixo de 30 kDa e pls entre 4,0 e 5,0 e a terceira na regido de baixa massa
molecular e pl proximo a pH 7,0, onde se destaca um “spot” proeminente em torno de 15
kDa

MreMm—m—m—m—m — —
250,0 kDa | B ) o0 [0
160,0 kDa
105,0 kDa
75,0 kDa
50,0 kDa - - e

= 1
| .
» » »
35,0 kDa
30,0 kDa &
1 e
25,0 kDa , Py
..
- @
15,0 kDa ‘ - _— . [ ™
10,0 kDa o
pH 40 5.0 6.0 7.0

FIGURA 5 — Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida da tinta (20
UgP) de A4. dactylomela. A focalizaco isoelelétrica da amostra foi feita em membrana de
pHs 4,0 a 7,0. Marcadores de massa molecular: 250 kDa, 160 kDa, 105 kDa, 75 kDa, 50
kDa, 30 kDa, 25 kDa, 15 kDa e 10 kDa.
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6.2. Purificacdo da Dactylomelina-P

Antes de iniciar a purificacdo da dactylomelina-P, a tinta bruta foi dialisada
exaustivamente contra dgua destilada, para eliminagdo de substancias de baixas massas
moleculares e pigmentos. A tinta diaisada foi submetida a um ensaio preliminar de
atividade antibacteriana contra a bactéria gram-positiva Staphylcoccus aureus ATCC
25923, afim de confirmar areatividade do principio ativo.

A purificacdo da dactylomelina-P foi feita de acordo com a metodol ogia descrita
por MELO et al. (2000), com modificagdes. A tinta dialisada foi precipitada com sulfato de
ambnio para obtencdo da fracdo 30-60%, rica em dactylomelinaP, e submetida a
cromatografia de troca i6nica seguida de interacéo hidrofdbica.

Os resultados das determinacfes de proteina e atividades antibacteriana das

fragOes obtidas da precipitagcdo estdo mostrados natabela 1.

TABELA 1 — Teor de proteinas e atividade antibacteriana contra St. aureus das fracbes
protéicas obtidas a partir da precipitacdo da tinta de A. dactylomela com

sulfato de amébnio.

Proteina Total Diametro do halo (mm)
Fracoes
(mg/100 ml de Tinta) (30 pl/disco)
Foso% 42,1 15
F30/60% 140,5 18
Fe0/90% 0,76 0
Sob. Final 0 0

39



NOGUEIRA, V. L. R. 2005 Papel de Proteinas Presentes na Tinta...

Os resultados estdo de acordo com agueles obtidos por Melo e al. (2000), com
as fragbes 0-30% e 30-60% detendo toda a atividade antibacteriana (Figura 6). Entretanto,
como a fracdo 30-60% € mais potente e concentra trés vezes mais proteinas, esta foi

utilizada para a purificacdo da dactylomelina-P.

FIGURA 6 — Atividade das frages protéicas e da tinta de 4. dactylomela contra a bactéria
St. aureus. Th: tinta bruta; Td: tinta diaisada; Fragdes obtidas por
fracionamento da tinta com sulfato de amonio: Fozg0, Faos00 € Feorooes. TOAOS

os discos receberam uma aliquota de 30 pl.

O resultado da cromatografia de troca iénica da fracéo 30-60% esta mostrado na
Figura 7. Foram obtidos quatro picos, eluidos sequencialmente com tampéo Tris-HCI 0,05
M pH 7,0 contendo 0,2 M , 0,5, e 1,0 de NaCl, e NaOH 0,5 M. A cromatografia foi
monitorada através de medidas de absorbéncia a 280 nm e atividade antibacteriana contra

St. aureus.
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FIGURA 7 — Cromatografia de troca idnica em coluna de DE52-Méetilcelulose da Fsoeov
obtida pela precipitagdo datinta de A. dactylomela com sulfato de amonio.
60 mg de proteinas da fracéo foram dissolvidos em 10 ml de TrissHCI 50
mM, pH 7,0, e aplicados a coluna (15,5 x 3,5 cm), previamente equilibrada
com o0 mesmo tamp&o. O pico (DEII) foi eluido com 0,5 M de NaCl incluido
no tamp&o. Foram coletadas fragdes de 3,0 ml/tubo a um fluxo constante de
40 mi/h. Absorbancia (Azsonm). Atividade antibidtica (medida em mm do

halo de inibicdo de St. aureus).

O pico DE-II, concentrando toda a atividade antibidtica, foi submetido a
cromatografia de interacdo hidrofdébica em coluna de Phenyl-Sepharose. O resultado desta
cromatografia esta mostrado na Figura 8. Inicialmente foi aplicado 0 mesmo tampdo de
equilibrio, tampdo Tris-HCI 0,05 M pH 7,0 contendo 1,7 M de sulfato de aménio, seguido
da eluicdo com este tampdo mas com 0,2 M de sal. Apds a saida do primeiro pico e da

leitura voltar alinha de base, foram aplicados nesta ordem, tamp&o sem sal, &gua destilada
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e NaOH 0,5 M. A cromatografia foi monitorada atraves de medidas de absorbancia a 280

nm e atividade antibacteriana contra St. aureus.

4 - 25
S/ (NH4)2S0,4

Abs 280 nm
Halo mm

C/(NH4),S0,4

0 rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr T T T T T T T T T T T T T T 0
1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Fragdes

—— Absorbancia —— Atividade Antibiética

FIGURA 8 — Cromatografia de interacéo hidrofébica em coluna de Phenyl-Sepharose do
pico DEII obtido da cromatografia de troca iénica. 10,0 mg de proteinas
foram dissolvidos em 5 ml de TrissHCI 50 mM, pH 7,0, com 1,7 M de
sulfato de amonio e aplicados a coluna (10,0 x 2,0 cm), previamente
equilibrada com o mesmo tamp&o. O pico (PHSII) foi eluido com tampao
sem sulfato de aménio. Foram coletadas fraces de 3,0 ml/tubo a um fluxo
constante de 40 mi/h. Absorbancia (Azsonm). Atividade antibidtica (medida

em mm do halo de inibicdo de St. aureus).
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Os teores de proteinas dos picos das cromatografias estéo mostrados Tabela 2.

TABELA 2 — Purificagdo® da proteina com atividade antibacteriana da tinta de Aplysia

dactylomela.
Frac¢iao® Proteina” Atividade Antibacteriana
mgP/100ml  po/m]* indice de
Purifica(;ﬁod
Tinta bruta 241 2.4 1,0
F30-60% 140 0,8 3,0
DEII 103 0,05 48,0
PHSII®
25 0,010 240

(dactylomelina-P)

& Estagios de purificagdo como descritos em Métodos.
® mg de proteina referente a 100 ml de tinta.

¢ Concentragdo de proteina capaz de inibir o crescimento de St. aureus com formagdo de halo
deinibicdo de 16-18 mm.

9 ndice de purificacdo calculado a partir da razdo entre concentracdes da tinta pelas fracdes
protéicas.

®Dactylomelina-P isolada por cromatografia de interagdo hidrofébica em gel de Phenyl-
Sepharose.
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Os ensaios de atividade antibacteriana das fragdes e picos das cromatografias estéo

reunidos na Figura 9 e a estratégia de purificacdo utilizada estéa sumarizada na Figura 10.

FIGURA 9 — Atividade dos picos obtidos das cromatografias de troca iénica (DEII),
interacdo hidrofébica (PHSII), da Fsyeo 9 € da tinta (Tp) do molusco A.
dactylomela contra bactéria St. aureus. A: antibiético controle:

Vancomicina



NOGUEIRA, V. L. R. 2005 Papel de Proteinas Presentes na Tinta...
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FIGURA 10 — Esquema de purificaggo adotado para o isolamento da dactylomelina-P, uma
proteina com atividade antibacteriana presente na tinta do molusco Aplysia

dactylomela.
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6.3. Caracterizacdo da Dactylomelina-P

6.3.1. Estimativa da Massa Molecular

A massa molecular aparente da dactylomelina-P, calculada a partir do Rf em gel
de poliacrilamida em presenca de SDS, foi 59,8 kDa. A proteina mostra 0 mesmo perfil na
presenca ou auséncia de [-mercaptoetanol, tratando-se, portanto, de uma proteina

monomeérica (Figura 11).

66,0

45 s

FIGURA 11 — Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS da fragdo protéica
e picos das cromatografias obtidos durante a purificacéo da dactylomelina-
P. Rala 1 — Marcador molecular; Raia 2 — Fsgyems; Raia 3 — Pico DEII e
Raia4 — Pico PSII. Amostras: 20 pg/poco.
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6.3.2. Ponto |soel étrico

A detroforese bidimensional da dactylomelina-P confirmou a sua massa

molecular e revelou tratar-se de uma proteina é&cida de pl 5,0 (Figura 12).

kDa

250,0 F P == e — —— ———
160,0
105,0
75,0

-
50,0 D
350 @ '

25,0 |!

150 |*
10,0

pH 4,0 5,0 6,0 7,0

FIGURA 12 — Ponto isoelétrico (pl 5,0) e massa molecular da dactylomelina-P (60 kDa)
determinados em gel de poliacrilamida por e etroforese bidimensional .

6.3.3. Composicao de Aminoacidos
Na composicdo de aminoécidos da dactylomelinaP destacam-se as

contribuicdes majoritérias dos aminoacidos metionina, &cido glutdmico, écido aspértico,

tirosing, serinae prolina, e baixissimosteores de histidina e cisteina (Tabela 3).
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TABELA 3 — Composi¢cdo de aminoacidos da dactylomelina-P. Os valores estdo expressos

em mg para cada 10 g de proteina liofilizada.

Aminoacido

Dactylomelina-P

Acido glutamico
Acido aspartico
Prolina
Leucina
Valina
Treonina
Glicina
Alanina
Serina
Tirosina
Arginina
Fenilalanina
Lisina
Isoleucina
Cisteina
Metionina

Histidina

132,42
123,74
107,41
14,72
67,86

75,27
77,42

68,25
109,09
122,69

68,05
72,39
40,86
30,68
17,22
240,22
19,87
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6.3.4. Determinagéo de Carboidratos

A dactylomelina-P apresenta um baixo teor de agUcar redutor, da ordem de 1%.
A natureza glicoprotéica da dactylomelina-P n&o foi confirmada através da revelacdo com

acido periodico de Schiff em gel de poliacrilamida (Figura 13).

A B

FIGURA 13 — Géis de eletroforeses em poliacrilamida da dactylomelina-P apés coloragdo
com Coomassie brilliant blue (A) e Acido periodico de Schiff (B). Raial -
controle positivo, Peroxidase;, Raia 2 - Dactylomeina-P. Amostras:.

ImgP/ml.

6.3.5. Estabilidade Térmica

A proteina manteve sua atividade biol 6gica inaterada apos aguecimento a 55 °C
por 30 minutos. A atividade antibacteriana, entretanto, foi significativamente reduzida com

a elevacdo da temperatura, sendo a proteina completamente desnaturada a 60 °C a partir de

10 min (Figura 14).
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FIGURA 14 — Acéo do calor na atividade antibacteriana da dactylomelina-P. C: disco com 30
pl de dactylomeinaP (100ug/ml) ndo aquecida; e discos com 30 pl de

dactylomelinaP (100pg/ml) aquecida a 45, 50, 55 ¢ 60 °C por diferentes
periodos de tempo.
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6.3.6. Influénciado pH na Atividade da Dactylomelina-P

A dactylomeinaP teve sua atividade reduzida em meio &cido, sendo
completamente desnaturada a pH 2,0. Ao contrario, sua atividade manteve-se

completamente inalterada em meio alcalino (Figura 15).

FIGURA 15 — Influéncia do pH na atividade da dactylomelina-P contra St. aureus. C: disco
com 30 pl de dactylomelina-P (500ug/ml) em pH 7,0; discos com 30 pl de

dactylomelina-P (500pg/ml) previamente tamponada em diferentes pHs: 2,0
al2,0.

6.3.7. Resisténcia a Protease
N& foi detectada nenhuma alteracdo na atividade antibacteriana da

dactylomelina-P ap0s seu tratamento com protease, mostrando ser a mesma resistente a

digestdo com essa enzima.
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6.4. Atividades Bioldgicas da Tinta e Dactylomelina-P

6.4.1. Espectro de Agédo

A tinta bruta e a dactylomelinaP exibiram agdo antibacteriana de amplo
espectro, agindo contra todas as bactérias testadas, incluindo Gram-positivas, Gram-
negativas e algumas cepas marinhas (Tabela 4). Dentre os microrganismos testados, as

gram-positivas foram mais sensivei's, especia mente a bactéria St. aureus.

TABELA 4 — Espectro de atividade antibacteriana da tinta do molusco A. dactylomela e da

dactylomelina-P.

BACTERIAS HALO DE INIBICAO (mm)
Gram — Positivas Tinta Bruta Dactylomelina-P
(30 pL/disco) (100pg/ml)
Bacillus cereus 8,1+0,7 16+ 0,9
B. subtilis 79+10 15+ 0,5
CepaMarinha 02 11,5+1,0 25+ 19
Sarcina sp. 115+21 17+1,2
Staphylococcus aureus 155+1,.2 21+13
Gram - Negativas
Acinetobacter 3p. 103+£0.8 15+10
Cepa Marinha 01 11,7+£10 19+17
CepaMarinha 03 11,0£13 17+1.1
Enterobacter aerogenes 9,8+0,8 10+ 0,6
E. aglomerans 92+1,2 10+ 0,3
E. cloacae 105+1,0 13 0,3 +
E.gergoviae 92+0,8 10+ 0,8
Escherichia coli 8,7+0,8 11+0,8
Klebsiella pneumoniae 86+11 10+1,2
Proteus mirabilis 9,710 15+1,6
Salmonella enteritidis 93+1,0 13+ 0,6
S. typhi 83+1,2 13+0,2
S. typhimurium 10,0+ 0,5 13 05 +
Serratia marcescens 10,4+ 0,9 14 09 +
Shigella flexneri 9,0+£0,6 13+0,9
V. Cholerae 10,0+ 0,6 13 0,3 +
Vibrio parahaemolyticus 9,0+£0,3 15+ 05
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A tinta e a dactylomelinaP ndo apresentaram qualquer atividade contra as
leveduras testadas. Entretanto, a tinta bruta inibiu de forma significativa o crescimento
vegetativo do fungo filamentoso Mucor sp. (Figura 16), embora ndo tenha mostrado
gualquer efeito sobre as demais espécies testadas (Tabela 5). Ja a dactylomelina-P néo
mostrou nenhuma atividade sobre o crescimento vegetativo de nenhum fungo filamentoso.

FIGURA 16 - Acéo da tinta bruta e da dactylomelina-P sobre o crescimento vegetativo do
fungo Mucor sp. A: tinta bruta (30 pl); B: dactylomelina-P (1 mg/ml).
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TABELA 5 — Atividade antifungica em meio solido datinta e da dactylomelina-P.

Tinta Bruta Dactylomelina-P

Fungo
(30 pl/disco) (1mgP/ml)

Aspergillus chevalier
A. niger
Colletotrichum gloesporioides
C. kikuchi - -
C. lindemuthianum
C. musae
C. truncatum
Dreschelera sp. - -
Fusarium oxysporum
F. solani
Mucor sp. + -
Neurospora p.
Penicillium herguei
P. oligandrum
Phomopsis Sp.
Rhizoctonia solani
Rhizopus Sp. - -

(+): Inibicao; (-): Ausénciadeinibicéo.
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A tinta bruta exibiu algum efeito sobre a germinacdo de conidios ou esporos
fangicos, enquanto a dactylomelina-P ndo mostrou nenhuma acdo sobre essas células. A
tinta inibiu de forma parcial ou completa a germinagdo dos esporos e, mesmo quando
houve germinacdo, ndo se observou o desenvolvimento além do estagio de hifa primaria
(Tabela6 e Figura 17).

Uma preparacdo da tinta enriquecida com peptideos ndo apresentou nem

atividade contra St. aureus nem contra o Mucor sp.

TABELA 6 — Atividade antifiingica em meio liquido datinta bruta e da dactylomelina-P. 1:
Inibicéo da germinacdo de esporos; 2: Inibigdo no desenvolvimento de hifas

Tinta bruta Dactylomelina-P
(30 ul/disco) (1mg/ml)
Fungo
Crescimento Crescimento
Germinacio Germinacio
vegetativo vegetativo
Aspergillus niger - + - -
Colletotrichum
+ + - -
lindemuthianum
C. musae + + - -
Mucor sp. + + - -
Neurospora p. - + - -
Rhizopus Sp. - + - -

(+): Inibicéo; (-): Ausénciadeinibicéo.
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FIGURA 17 — Fotomicrografias de culturas do fungo Colletotricum lindemuthianum
desenvolvidas a partir de conidios cultivados em meio contendo
dactylomelina-P ou tinta bruta de 4. dactylomela. (A) Controle, conidios
incubados em Caldo Sabouraund; (B) Conidios incubados com a tinta
bruta de 4. dactylomela e (C) Conidios incubados com a dactylomelina-P.

Esfregacos corados com lactofenol azul de algoddo. Aumento: 400 x.
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6.4.2. Concentraco Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo Bactericida Minima (CBM)

A dactylomelina-P mostrou efeito bacteriostatico contra St. aureus a 0,2 pg/ml,
mas foi bactericida para a mesma bactéria na dose de 4,0 pg/ml. As CIM ¢ CBM
promoveram halos de inibicdo menor ou igua a 12 mm e maior ou igual a 14 mm,

respectivamente, em ensaios por difusdo em placa (Figura 18).

FIGURA 18 — Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) da dactylomelina-P
para St. aureus pelo método de difusdo em placa. Discos com concentragoes
de dactylomelina-P variando de 4-500 pg/ml.

6.5.4. Interacéo da dactylomelina-P com a bactéria St. aureus

A microscopia eletronica de transmissdo mostrou uma intensa marcacdo da
dactylomelina-P junto a parede celular e a membrana plasmética da bactéria, provéave's

locais de agdo da proteina (Figura 19).
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FIGURA 19 — Fotomicrografias de células de Staphylococcus aureus cultivadas em meio
sem a proteina dactylomelina-P (A) e em meio contendo 500 pug/ml de
dactylomelina-P (B). Aumento 85.000 x.
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6.4.3. Atividade Hemagl utinante

A dactylomelina-P e a tinta aglutinaram os eritrocitos de rato, camundongo e
coelho tratados enzimaticamente até as concentragcbes de 250, 250 e 500 pg/ml,
respectivamente.

6.4.4. Atividade Anticoagulante

A tinta e a dactylomelina-P ndo sO ndo apresentaram atividade anticoagulante
para eritrocitos de rato como promoveram a coagulacdo mais rapida desses eritrécitos
guando comparados com o controle positivo.

6.4. 5. Atividades Enziméticas

Nem a tinta nem a dactylomelinaP mostraram atividade quitinasica nem

glucanésica até a concentracdo de 1Img/ml.

6.5. Potencial Toéxico da Dactylomelina-P

6.5.1. Atividade Hemoalitica

A dactylomelinaP ndo hemolisou nenhum dos eritrécitos testados até a

concentracdo de ImgP/ml.

6.5.2. Atividade Citotoxica

A dactylomelina-P ndo apresentou atividade citotdxica para as linhagens de

células testadas até uma concentracéo de 25ug/ml.
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6.5.3. Atividade T6xicaem Camundongos

A dose letal média (DL50) da dactylomelina-P ficou entre 60-100 mg de
proteina por Kg de massa corpérea, sendo considerada como moderadamente toxica.

6.6. Imunolocalizacdo da Dactylomelina-P

6.6.1. Producdo de Anticorpos Policlonais

A via e 0 esguema de imunizacdo adotados neste trabalho se mostraram
apropriados para a obtencéo de anticorpo policlona anti-dactylomelina-P. Os imunessoros
de 35 e 42 atingiram titulos de até 1:5000, determinados por dot blot. Esses anticorpos
foram utilizados nos ensaios de localizagéo da dactylomelina-P no anima e na interacéo

desta proteina com a bactéria St. aureus.

6.6.2. Estudos de Imunolocalizacéo da Dactylomelina-P

A Figura 20 mostra a anatomia interna da lesma A4. dactylomela para destacar
gue os Orgdos usados na preparacdo dos extratos utilizados nos estudos de
imunolocalizagdo da dactylomelinaP foram retirados sem contaminagdo cruzada dos

mesmos.
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FIGURA 20 — Anatomia interna da lesma Aplysia dactylomela, destacando dentre outros a
localizacdo do papo, hepatopancreas, glandula de albumem e glandula

opalina

O ensaio de western blot revelou que o anticorpo anti-dactylomelina-P
reconheceu proteinas de massa molecular correspondente a dactylomelina-P nas glandulas
opaina, de tinta e albimem. Entretanto, o anticorpo ndo reagiu com nenhuma proteina de
massa molecular semelhante & dactylomelina-P nos extratos da glandula digestiva, coracéo,

papo e hemolinfa (Figura 21).
6.6.3. Localizagdo da Dactylomelina-P na Glandula de Tinta
Os ensaios de imunohistoquimica revelaram ser a vesicula de tinta o loca de

sintese e/ou armazenamento da dactylomelina-P, ja que ndo foi detectada marcacdo em

nenhuma outra estrutura da glandula da tinta (Figura 22).
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FIGURA 21 — Western blot de extratos de 0rgdos e da hemolinfa da lesma 4. dactylomela.
A: Membrana de PVDF revelando as proteinas reconhecidas pelo anticorpo
anti-dactylomelina-P. Raia 1. dactylomelina-P; Raia 2: Pico DEII, Raia 3:
hemolinfa; Raia 4: glandula opaina; Raia 5: glandula digestiva; Raia 6:
coragdo; Raia 7: glandula de tinta; Raia 8: glandula de albumen e Raia 9:
Papo. B: Eletroforese em gel de poliacrilamida das amostras para
comparacao, corada com Coomassie Brilliant Blue.
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FIGURA 22 — Imunohistoguimica da glandula de tinta da lesma A. dactylomela revelada
pelo anticorpo anti-dactylomelinaP. A, B e C: Cortes observados sem
coloracdo (200, 400, 800x); D: Corte corado com azul de toluidina (400x)
E: Corte controle, preparado com soro pré-imune, observado sem

coloragdo (200x) e F: Corte controle, preparado com soro pré-imune,
corado com azul de toluidina (400x). As setas apontam os locais da

dactylomelina-P na glandula.
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7. DISCUSSAO

Em todos os grupos de organismos encontramos exemplos de ataque, defesa e
respostas comportamentais baseados em compostos quimicos. Para os invertebrados
marinhos, que ndo sao capazes de sintetizar anticorpos como os vertebrados, os compostos
guimicos, ao lado das defesas estruturais, representam importantes mecanismos de defesa
contra patdgenos e/ou predadores (PEREIRA & SOARES, 2002).

As lesmas marinhas dos géneros Aplysia, Bursatella € Dolabella acumulam e/ou
produzem diversos compostos biologicamente ativos incluindo fendis, glicosideos,
aglutininas, proteinas antimicrobianas, proteinas citoliticas, proteinas antitumorais, toxinas,
enzimas, etc., a partir de diferentes tecidos e secrecOes. Acredita-se que muitas dessas
substancias participam passivamente e/ou ativamente na defesa quimica desses moluscos
(KAMIYA et al., 1986, 1989; KISUGI et al., 1989; YAMAZAKI et al., 1989 ab, 1990;
[HIMA et al., 1995, 2003; TAKAMATSU et al., 1995, MELO et al., 1998, 2000;
PETZELT et al., 2002; RAGAJANAPATHI et al., 2002; IMBO et al., 2003; BUSZKE et
al., 2004; YANG et al., 2005).

Indiscutivelmente, a secregdo mais peculiar da maioria das lesmas marinhas € a
tinta que elas liberam quando importunadas. A tinta possui substancias de baixa massa
molecular, como os pigmentos derivados de algas vermelhas que esses animais consomem
(CHAPMAN & FOX, 1969), bem como varias proteinas que parecem ser produzidas pelo
anima (COELHO er al., 1998). Dentre essas, encontram-se proteinas com atividade
antivird (RAGAJANAPATHI et al., 2002), antibacteriana (MELO er al., 2000),
antifingica (YANG et al., 2005) e antitumoral (BUTZKE et al., 2005). Embora ja se
conheca muito sobre as caracteristicas fisico-quimicas de algumas dessas proteinas, com
algumas delas ja tendo inclusive sido sequenciadas (YANG et al., 2005; BUTZKE et al.,
2005), o conhecimento sobre a sintese, processamento, forma de armazenamento na
glandula de tinta e, principalmente, o papel dessas proteinas no animal, ainda permanece no
campo especul ativo.

O presente trabalho foi realizado com o intuito de trazer mais informagdes
acerca da composi¢cdo de proteinas da tinta e avangar na caracterizagdo fisico-quimica e

biol 6gica da dactylomelina-P, uma proteina antibacteriana de 60 kDa isolada da tinta de A4.
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dactylomela por MELO et al. (2000). Qualquer informacdo pertinente a esse tema serd de
grande contribuicdo para elucidagcdo da origem desta proteina e de seu possivel papel na
defesado animal.

A andlise datinta bruta por eletroforese bidimensional trouxe, pela primeiravez,
novas informagdes acerca da riqueza de proteinas e peptideos constituintes datinta, aém de
informagdes pertinentes a massa molecular e ponto isoelétrico dessas moléculas. Ao todo
foram discriminados 41 “ spots’, a maioria de massa molecular abaixo de 70 kDa, aém de
alguns peptideos de baixa massa molecular, muitos dos quais ndo revelados por eletroforese
em uma dimensdo. O “spot” correspondente a dactylomelina-P se destaca como um “spot”
forte e arrastado, provavelmente devido a interagdo com os pigmentos da tinta, naregiéo de
60 kDa e pl 5,0. A relativa abundancia desta proteina, aliada a outras caracteristicas ainda a
serem discutidas neste trabal ho, reforca a nossa hipétese do seu envolvimento na defesa do
animal contra patdégenos e/ou predadores.

Como o proprio nome indica, atinta @ muito pigmentada e isto dificulta bastante
o isolamento de suas proteinas. Apesar dos pigmentos serem precipitados por solventes
organicos e acidos, esses foram evitados neste trabalho por causar a desnaturacdo da
dactylomelina-P. Assim, optou-se pela didlise em membrana de 12 kDa de cut off para
eliminacéo de parte dos pigmentos e retirada de compostos de baixas massas molecul ares.
Apoés a didlise, e antes de iniciar a purificacdo, a tinta bruta foi submetida a ensaios de
atividade antibacteriana, para confirmar areatividade do material de partida.

A tinta dialisada foi centrifugada a 15.000 g por 20 minutos e 0 sobrenadante
precipitado nas mesmas condigdes sugeridas por MELO et al. (2000), de forma a obter a
fracdo 30-60%, rica em dactylomelina-P. Os resultados das determinactes de proteina
confirmaram ser a fragéo 30-60% aque concentraa maior quantidade de proteinas e a mais
potente atividade antibacteriana, sendo por isso utilizada nas etapas subseqlentes de
purificacdo. Neste traba ho foram usados alguns dos passos cromatogréficos sugeridos por
MELO et al. (2000), com algumas modificacoes.

A resolucéo conseguida com a cromatografia de troca idnica neste trabalho foi
superior aquela conseguida por MELO et al. (2000). Na realidade a diferenca residiu na
concentracdo de NaCl usada para a elui¢éo do pico retido, ou sgja, 0 pico que concentra a
atividade antibacteriana. Esse material foi completamente eluido com 0,5 M de NaCl, livre
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da contaminagdo com as proteinas eluidas com 1,0 M de NaCl, pico Il1l. Como MELO et
al. (2000) aplicaram iniciadmente 0,15 M de NaCl, obtiveram um pico arrastado, sem
resolucdo e, quando aplicaram 1,0 M de NaCl, para eluicéo do restante do material retido,
provavelmente levaram junto as proteinas contaminantes, correspondentes ao pico |1l deste
trabal ho.

Embora a cromatografia de troca ionica sgja bastante eficiente para purificagéo
da dactylomelina-P, esta ainda se apresenta bastante pigmentada. Como esses pigmentos
ndo foram removidos por filtracdo em gel como mostrado por MELO et al. (2000), esse
passo foi evitado. Assim, o pico DEIl foi diretamente cromatografado em coluna de
Phenyl-Sepharose. A dactylomelina-P, pico Il da Phenyl-Sepharose, foi eluida com tampao
TrissHCl 50 mM, pH 7,0 sem sd, resultado semelhante ao descrito por MELO et al.
(2000).

A massa molecular da dactylomelina-P calculada por PAGE-SDS neste
trabalho, 59,8 kDa, ficou muito proximo dos 56,2 kDa, determinada por filtracdo em gel
(MELO et al., 2000).

Neste trabalho o ponto isolétrico da dactylomelina-P foi determinado por
eletroforese bidimensional, revelando tratar-se de uma proteina &cida, de pl 5,0. O ponto
isolétrico estd de acordo com a sua composicdo de aminoacidos, rica em aminoécidos
polares carregados negativamente (Asx e GIx) e, com o fato de apds seu tamponamento a
pH 7,0, ter sido adsorvida em uma matriz aniénica. O pl da dactylomelinaP € muito
proximo ao pl 4,59 da APIT, uma proteina antitumora de 60 kDa, isolada da tinta de A.
punctata (BUTZKE et al., 2005).

Uma outra caracteristica da dactylomelina-P que merece destague € o elevado
teor de metionina, aminoacido que participa de ligacbes covalentes do tipo S-S nas
proteinas, conferindo-lhes mais resisténcia a protedlise. A partir dessa informagdo é
possivel se especular que a dactylomelinaP deva possuir uma estrutura secundaria
estabilizada por pontes S-S e, que isso seria bastante apropriado para uma provavel funcéo
de defesa contra patdégenos exdgenos no ambiente marinho, sujeito a diversos tipos de
intempeéries.

Quando se analisam algumas caracteristicas das proteinas aplysianina-P, isolada
datintade 4. kurodai (YAMAZAKI et al., 1989a), dolabelanina-P, isolada da tinta de D.
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auricularia (YAMAZAKI et al., 1989b), escapina, proteina de 60 kDa isolada da tinta de
A. californica, (YANG et al., 2005), APIT, proteina antitumoral de 60 kDa isolada da tinta
de A. punctata (BUTZE et al., 2005), com a dactylomelinaP (MELO er al., 2000),
percebe-se que elas compartilham a propriedade de apresentarem algum tipo de atividade
biolégica, serem liberadas pelo mesmo tipo de glandula, possuirem massa molecular
semelhante (~60 kDa), serem monomeéricas, estdvels a variagbes de pH, resistentes a
proteases e desnaturadas entre 55 a 70 °C. Entretanto, diferem em suas composicoes de
aminoacidos, no grau de glicosilagdo e no tipo de atividade biol gica.

Dactylomelina-P contém menos de 1% de sua massa de carboidratos neutros,
concentracdo tdo baixa que ndo foi nem revelada como glicoproteina pelo acido periddico
de Schiff. A escapina, da 4. californica, também possui uma baixa concentracdo de acucar,
menos de 0,03% (YANG er al., 2005). JA aplysianina-P, dolabelanina-P e APIT sdo
consideradas glicoproteinas, embora no caso da APIT o conteldo de carboidrato também
sgja muito baixo, descobrindo-se provéaveis sitios de glicosilaco apenas apos a seqiiéncia
da proteina (BUTZKE er al., 2005). Esses resultados servem para mostrar que a
glicolizacdo ndo € um fator essencial para atividade biol6gica dessas proteinas (YANG et
al., 2005).

Dactylomelina-P foi relativamente estavel ao calor, preservando sua atividade
biologica quando agquecida a 55 °C por 30 minutos. A partir desse tempo, houve uma
reducdo de sua atividade, que foi completamente abolida a 60 °C apdés 10 minutos.
Comportamento semelhante é observado para proteinas homdlogas isoladas de tintas de
outras espécies de lesmas, que também sdo desnaturadas entre 55 e 70 °C
(RAJAGANAPATHI, 2002; YAMAZAKI, 1990; BUTZKE et al., 2005).

Dactylomelina-P se mostrou bastante estavel a variacdes de pH entre 3-12.
Merece destaque a manutencdo de sua atividade em meio acalino, o que reforca uma
possivel funcdo exdgena, no meio marinho, que é tipicamente alcalino. Embora sua
atividade biol 6gica tenha sido reduzida em maio &cido, essa sd foi completamente abolida a
pH menor que 3,0, o que reforca sua caracteristica de molécula resistente.

Dactylomelina-P mostrou-se resistente a digestdo com protease K, uma
endoprotease inespecificaa. MELO er al. (2000) tinham relatado a resisténcia da
dactylomelina-P a tripsina. Esses resultados também permitem inferir sobre a resisténcia
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dessa proteina, sendo provavel que a sua estrutura tridimensional, refor¢ada pela presenca
de ligagbes S-S, impeca 0 acesso dessas enzimas a seus sitios de agdo. Essa hipotese é
reforcada pelo comportamento da APIT, que é resistente a digestdo por tripsina e protease
K naformanativa, e € digerida por essas enzimas ap0s desnaturada pelo calor (BUTZKE et
al., 2005).

Todas as caracteristicas fisico-quimicas e moleculares da dactylomelina-P
descritas até agui, isto € proteina monomérica, com teor relativamente alto de metionina,
moderadamente resistente ao calor, resistente a tripsina, protease K e a extremos de pH,
aliada ao fato de ser a proteina mais abundante da tinta, reforcam sua possivel participagéo
na defesa do animal. Nesse momento, convém lembrar que as lesmas habitam a regido
intertidal e, portanto, estdo freglientemente expostas aos movimentos das marés e sujeitas
as variagdes de pH, temperatura, luminosidade, salinidade e oxigénio. Portanto, é razoavel
supor gque para uma molécula desempenhar qualquer atividade nesse meio deva ser
resistente aele.

Dactylomelina-P mostra um espectro de agdo antibacteriano amplo, inibindo de
forma bastante eficiente o crescimento de varias espécies de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, patogénicas ou nd a0 homem, e bactérias marinhas. A concentracdo
inibitéria minima (CIM), determinada para a bactéria St. aureus, de 0,2 ug/ml produziu um
halo de inibicdo de 12 mm, pelo método de difusdo em placa. A concentracéo bactericida
minima (CBM), de 4,0 pg/mL produziu halos de 14-16 mm. Portanto, neste trabalho foi
possivel chegar a concentragcdo bactericida para a dactylomelina-P, ao contrério de MELO
et al. (2000), que sO conseguiram determinar a CIM. Esses resultados diferentes podem ser
atribuidos a0 grau de purificacdo das proteinas utilizadas ou até mesmo as condi¢fes do
ensai o antibacteriano empregado. O fato de se comportar como uma proteina bacteriostatica
ou como bactericida também foi observado com a escapina, uma proteina antibacteriana
isolada da tinta da lesma de A4. californica, que pode agir de uma maneira ou de outra
dependendo das condigdes do meio (YANG et al., 2005). Interessante destacar a CIM da
escapina para a bactéria St. aureus, 0,3 pg/mL, semelhante a CIM da dactylomelina-P, 0,2
pug/mL, contra a mesma bacté&ria. YANG er al. (2005) isolaram a dactylomelinaP e a
usaram como controle em seus experimentos com a escapina. Dessa forma, os autores

mostraram que a dactylomelinaP também apresenta acdo bactericida, e levantaram a
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hipétese dessas proteinas atuarem do mesmo modo. A confirmagdo dessa hipétese depende
da andlise comparativa de suas seguiéncias de aminoécidos. Entretanto, pode ser adiantado
gue essas proteinas possuem algumas caracteristicas biologicas diferentes, como sera
discutido adiante.

Vé&ias proteinas biologicamente ativas isoladas das |lesmas-do-mar mostram
atividade L-amino-oxidésica (IIJIMA et al., 2003; JIMBO et al., 2003; BUTZKE et al.,
2004; YANG et al, 2005). As L-amino-oxidases catalisam a desaminacdo oxidativa de
diversos aminoacidos produzindo H,O, durante a reacdo, que necessita de FAD como co-
fator. No caso da APIT e escapina, que pertencem a esta classe de enzimas, os substratos
preferenciais para ambas sdo os aminoécidos lisina e arginina (BUTZKE et al., 2004;
YANG et al, 2005). As atividades tumoricida da APIT (BUTZKE er al., 2005) e
antibacteriana da escapina (YANG et al, 2005) sdo atribuidas a toxicidade do peréxido de
hidrogénio. Infelizmente, a dactylomelina-P ndo foi ainda submetida a ensaios para
deteccdo de atividade L-amino-oxidasica, portanto, ndo é possivel dizer se elateria ou ndo
tal atividade.

Como os genes da APIT e escapina ja foram clonados e expressados em
Escherichia coli é perfeitamente plausivel que essas proteinas, com essas interessantes
atividades bioldgicas, possam vir a ser produzidas comercialmente para vérias aplicacdes
industriais ou medicinais (YANG et al., 2005).

A acdo da dactylomelina-P contra diferentes espécies de bactérias € compativel
com um possivel papel desta proteina na defesa inespecifica do animal contra patdgenos.
Interessantemente, dentre todas as espécies de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
testadas, as cepas marinhas, isoladas de pocgas onde foram encontradas as lesmas, foram as
mais sensivels.

Merece destague a acdo da dactylomelina-P sobre o St. aureus, uma bactéria
patogénica, com cepas resistentes a varios antibidticos, e que também é encontrada no
ambiente marinho. BATISTA (2004) testou a acdo da dactylomelina-P frente a 100 cepas
de S. aureus, resistentes a varios antibiodticos, isoladas de diferentes casos clinicos de
Hospitais de Fortaleza, e encontrou que 100 % das cepas eram sensiveis a dactylomelina-P.
Esse resultado se reveste da maior importancia quando o compara com aqueles produzidos

por antibidticos comerciais tais como nitrofurantoina e eritromicina, para os quais mais de
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50 % dessas cepas se mostraram resistentes. Para a penicilina, por exemplo, 100 % das
cepas foram resistentes. Os isolados (100%) foram sensiveis a vancomicina e aos
antibioticos de Ultima geragdo como quinupristina/dalfopristina e linezulida. Portanto, a
eficacia da dactylomelina-P é comparavel a esses antibidticos. A atuacdo da dactylomelina-
P também foi superior aos antibiéticos rifampicina, oxacilina, cloranfenicol e clindamicina,
gue foram eficazes contra apenas 70 % das cepas.

A interacdo da dactylomelinaP com a bactéria St. aureus foi visualizada por
microscopia el etronica de transmissdo que mostrou uma forte marcacdo nas proximidades
da parede celular e membrana citoplasmética. 1sso mostra que a proteina atravessa o
peptideoglicano e chega a membrana onde deve se ligar. Considerando que essa proteina
pode atuar inibindo ou matando bactérias, dependendo da concentracéo, € provavel que sua
acao sgja metabolica ao inveés de provocar danos mecanicos.

Considerando a poténcia da dactylomelina-P contra esse nimero significativo de
cepas de St. aureus multiresistentes, fica claro aimportancia em avancar nas investigagoes
e testes acerca desta molécula, que se apresenta como uma droga promissora para o
tratamento de infeccOes estafilococicas, muito comuns em ambientes hospitalares e
responsaveis por muitas mortes (WISTREICH & LECHTMAN, 1980).

Nem atinta nem a dacylomelina-P tiveram qualquer efeito sobre leveduras até a
concentracdo de 1mg/ml. Entretanto, a tinta bruta inibiu o crescimento vegetativo do fungo
Mucor sp. Todas as outras espécies de fungos testadas, incluindo Rhizopus sp. que pertence
a mesma Ordem do Mucor (Mucorales), ndo foram inibidas pela tinta. Quando se testou o
efeito da tinta diretamente sobre conidios ou esporos verificou-se inibi¢do total ou parcial
da germinacéo dessas células. Entretanto, o dano causado nessas células pareceu afetar as
etapas subsequientes de desenvolvimento dos fungos, pois quando houve germinacdo, ndo
se observou desenvolvimento aém do estagio de hifas primérias. Dactylomeina-P néo
mostrou nenhum efeito sobre conidios ou esporos fungicos. O fato da dactylomelina-P ndo
mostrar nenhuma acdo sobre leveduras e bolores a distingue da escapina que possui
atividade antifungica (Y ANG et al., 2005).

Com o intuito de descobrir o fator responsavel pela atividade antifingica da
tinta foi preparado um extrato enriquecido com peptideos, que envolveu o aguecimento da
preparacéo a 80 °C por 15 minutos, tratamento este que desnatura a dactylomelina-P. O
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extrato ndo apresentou nenhum efeito sobre St. aureus nem tampouco sobre 0 Mucor sp.
Portanto, existe um outro fator na tinta responsavel pela agdo antifingica que ndo é nem a
dactylomelina-P nem os peptideos presentes nessa secrecao.

A preparacdo de dactylomelina-P obtida neste trabalho foi capaz de aglutinar
eritrocitos de ratos, camundongos e coelho. A aglutinacdo de eritrdcitos de coelho também
havia sido relatada por MELO er al. (2000), que levantaram a hipotese de tratar-se de uma
guimerolecting, ja que eles mostraram que as atividades antibacteriana e hemaglutinante
eram exercidas por sitios independentes (PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

Varios invertebrados marinhos possuem aglutininas ou receptores especificos
para essas proteinas que sdo capazes de aglutinar material estranho incluindo células
sanguineas de vertebrados, bactérias e células tumorais. Portanto, lectinas mediando defesa
sdo efetivas contra potenciais organismos invasores. Ainda que a maioria dos estudos sgja
feita com eritrécitos de vertebrados, que ndo sdo obviamente potenciais invasores, sd0
relativamente estéveis e carregam em sua superficie estruturas especificas de carboidratos
gue podem ser compartilhadas na natureza por outros organismos (KAMIYA & SHIMIZU,
1981.

DactylomelinaP ndo apresentou atividade anticoagulante, na redidade foi
observada uma aceleragdo no processo de coagulacdo sangliinea, pois amostras de sangue
na presenca dessa proteina coagularam na metade do tempo que o0 sangue em solucéo
salina. Esse resultado reforca a hipétese do principio de economia da natureza, onde uma
determinada proteina mostra mais de uma atividade biologica, como as quimerolectinas
(PEUMANS & VAN DAMME, 1995), dolabelanina-A e aplisianinia-P que apresentam
atividade citolitica e antimicrobiana (KISUGI et al., 1989; YAMAZAKI et al., 1989;
1990), dentre outras.

Nem a tinta bruta nem a dactylomelina-P mostraram atividade quitinasica ou
glucanédsica, até a concentracdo de 1,0 mg/ml, excluindo qualquer participacdo dessas
enzimas nas atividades encontradas.

Tendo em mente o potencial da dactylomelinaP como um novo antibidtico,
avaliou-se a capacidade dessa proteina em produzir hemalise, citdlise e toxicidade aguda.

Esses ensaios, dentre outros, sdo realizados para avaliacdo dos efeitos bioldgicos em um
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sistema de testes in vitro €/ou in vivo no estudo pré-clinico para o desenvolvimento de uma
novadroga (CORDELL, 1995).

Dactylomelina-P ndo causou a lise de eritrécitos de coelho, de ratos e nem de
camundongos. Também néo foi citotoxica para nenhuma das linhagens de células tumorais
testadas, pois ndo houve inibicdo até a concentracdo de 25 pug/ml. De acordo como US-
NCI, um extrato é considerado ativo quando possui uma CLsy menor que 20 pg/ml. Para
substéncias puras, esse valor cai para 4 pg/ml (SUFFNESS & PEZZUTO, 1991). Em
relacdo a toxicidade aguda em camundongos, a DL s ficou entre 60-100 mg/Kg. De acordo
com a classificagdo de HODGE & STERNER (1944), ela é moderadamente toxica. Esses
autores classificaram as substancias conforme a toxicidade aguda para ratos, da seguinte
forma doses de 100 ng/Kg a 1 mg/Kg (extremamente téxicas), 1 a 10 mg/Kg (altamente
toxicas), 10 a 100mg/Kg (moderadamente toxicas), de 100 a 1 g/Kg (levemente téxica), de
1 a 10g/K g (praticamente ndo téxicas) e >10g (relativamente ndo perigosas).

Estudos posteriores necessitam ser feitos para avaliar como a dactylomelina-P
se comporta in vivo, relacionando sua dose efetiva e sua dose téxica.

Os estudos de localizagdo da dactylomelina-P no animal permitiram chegar a
algumas conclusdes interessantes. Primeiro, os resultados do Western Blot mostraram que o
anticorpo anti-dactylomelina-P reconheceu proteinas de massa molecular correspondente a
esta proteina presentes nas glandul as opalina, de tinta e albumem.

E possivel especular que haja de fato homologia entre a dactylomelina-P e as
proteinas de 60 kDa dessas glandulas. Entre os moluscos, especificamente as lesmas-do-
mar, ja foram encontradas homologias entre proteinas de diferentes partes do corpo. Por
exemplo, foi demonstrado que a APIT e a escapina, ambas isoladas de tintas de aplisias,
possuem 93% de identidade em suas sequiéncias de aminoécidos (BUTZKE et al., 2004).
Escapina também possui 61% de identidade com ciplasina L, uma proteina isolada de uma
preparacao tinta/opalina de A. punctata (PETZELT et al., 2002) e 61% e 60% de identidade
com as aplysianinas A da glandula de albimem de A. kurodai (KAMIYA et al., 1986) e A.
californica (CUMMINS et al., 2004), respectivamente. Também foi encontrada 48% de
identidade entre escapina e achacina, uma proteina antibacteriana isolada de uma lesma
terrestre Achatina fulica (OBARA et al., 1992). De maneira geral, observa-se uma grande

homologia entre as L-amino oxidases, tendo sido relatado 21% de identidade entre a
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escapina, por exemplo, e apoxina l, isolada da glandula de veneno da cobra Crotalus atrox
(TORII et al., 2000).

O anticorpo anti-dactylomelina-P n&o reagiu com nenhuma proteina de massa
molecular semelhante presente nos extratos da glandula digestiva, coracéo, papo e nem na
hemolinfa. Algumas fracas interagbes observadas com alguns componentes de massa
molecular mais alta ou mais baixa, podem ser atribuidas a natureza policlonal do anticorpo,
que reagiu cruzadamente com epitopos dessas mol écul as.

Esses resultados reforcam a hipétese de que o loca de producdo da
dactylomelina-P € a propria glandula de tinta onde ela € liberada juntamente com os
pigmentos, que ja se sabe, sdo de origem da dieta (COELHO et al., 1998). BEZERRA et
al. (2004) também ndo encontraram relagdo imunol égica entre as proteinas da tinta e das
algasdadieta

A andlise histolégica da glandula de tinta de A. dactylomela mostrou ser esta
formada de vesiculas de diferentes didmetros, permeadas por fibras em vérias direcdes e
também em volta das vesiculas, dém de algumas células dispersas. O conteldo das
vesiculas se cora com azul de bromofenol, indicando que contém material de natureza
protéica. A glandula é recoberta por um epitélio cubico voltado para a face externa e um
epitélio colunar, voltado para o manto. A presenca de um epitélio colunar indica uma
funcéo secretora. O epitélio cubico se invagina formando os ductos da vesicula, por onde a
tinta € liberada (BEZERRA, 2001). A glandula de tinta de A. californica apresenta uma
organizacéo semelhante. Entretanto, seu estudo por microscopia el etronica de transmissao
revelou mais detalhes de seus constituintes. Destacam-se trés tipos de células, sendo uma
delas rica em reticulo endoplasmatico rugoso (RER), onde provavelmente ocorre a sintese
de proteinas secretadas com a tinta. O segundo tipo é formado por células granulares,
menos comuns e maiores do que as células RER. O ultimo tipo compreende as células da
vesicula que formam um estrato adjacente a camada de fibras que envolvem as vesiculas
liberadoras de tinta. Acredita-se que esses tipos celulares possam corresponder a diferentes
estégios de desenvolvimento ou maturagdo de um mesmo tipo de célula. (PRINCE et al.,
1998).

Como revelado pela andlise imunohistoquimica da glandula de tinta a

dactylomelina-P se encontra apenas nas vesiculas. N&o foi detectada marcacdo em nenhum
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outro local da glandula. Dessa forma, a proteina deve ser sintetizada pelas células que
envolvem as vesiculas e, de alguma maneira, € liberada na sualuz.

Esses resultados ndo permitem afirmar nada sobre o local e forma de ligacdo
entre a dactylomelina-P e os pigmentos derivados de algas vermelhas. COELHO et al.
(1998) mostraram que o pigmento purpuro é separado das proteinas algais na glandula
digestiva, sendo transportado pela hemolinfa até a glandula de tinta, onde é armazenado nas
vesiculas.

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem com a idéa levantada por
vérios autores de que invertebrados marinhos secretam proteinas para se defenderem do
ataque de patdgenos e/ou predadores. A identificagdo dessas proteinas ou peptideos em
diferentes grupos filogenéticos, aém de contribuir para a compreensdo da evolucdo dos
mecanismos de defesa dos animais, em geral, possibilita a revelacdo de uma variedade de
novas substancias que podem ser utilizadas diretamente no desenvolvimento de novos
medi camentos e ou produtos industriais.
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8. CONCLUSAO

Este trabalho mostra, pela primeira vez, que a tinta secretada pela lesma-do-mar
Aplysia dactylomela € rica em proteinas, contendo mais de 40 proteinas/peptideos, e que a
dactylomelina é a proteina mais abundante. As caracteristicas fisico-quimicas e biol6gicas
desta proteina corroboram com o seu envolvimento na defesa quimica do animal.

Na glandula de tinta a dactylomelina € encontrada nas células que envolvem as
vesiculas secretoras, onde é sintetizada, portanto, ndo tendo nenhuma relagdo com as algas
da dieta, como os pigmentos. Nem todas as vesiculas sdo produtoras desta proteina, ja que a
imunohistogquimica revelou de forma clara a existéncia de vesiculas com e sem marcacéo
com dactylomelina. A proteina ndo € encontrada em nenhum outro local da glandula, além
das vesiculas, onde fica acumul ada até ser excretada apos estimul os.

A potente atividade antibacteriana da dactylomelina-P, associada a baixa ou
auséncia de toxidez a varios sistemas biol6gicos, a distingue como uma promissora droga

natural para o controle de agentes infecciosos.
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