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RESUMO

Nos moluscos sem concha ou naqueles em que a mEstEngresente na forma
vestigial, como cefalopodes e gastrépodes opistgoiés, a falta dessa protecado externa
conduziu a evolugdo de mecanismos de defesa doosirmsea secrecdo ou incorporagdo de
substancias quimicas bioativas. Proteinas sintietizde novosdo bons exemplos dessas
moléculas, tendo sido encontradas nas tintas desvaspécies de lesmas do mar,
particularmente do géneAplysia Muitas ja revelaram pertencer a familias de jpmakecom
atividade oxid4sica de L-aminoé&cidos (LAAOS), grajmoqual fazem parte também proteinas
bioativas encontradas nos venenos de serpentearaiterizacédo, portanto, das atividades
biologicas e do perfil bioquimico dessas proteiasuito Util para que possamos entender
como se dao os mecanismos defensivos desses amima## difundidos esses sao, além de
proporcionar subsidios para sua aplicagdo bionmalicEsse estudo visou a elucidacdo dos
mecanismos de acdo da dactilomelina-P, proteinidaateriana purificada da tinta d@lysia
dactylomela e a comparacdo da composicao protéica e daslates antimicrobianas das
tintas liberadas por dois gastropodes, dactylomelae Bursatella leachii e por um
cefalépodeQctopussp.. O estudo revelou que a dactilomelina-P é uramino4cido oxidase
capaz de oxidar L-lisina e L-arginina, com maionidide por L-arginina, comde 0,22 +
0,16 mM/L para a L-lys e de 0,015 £ 0,01 Mm/L parh-arg. Demonstrou também que sua
atividade antibacteriana é mediada por esta pmguies tendo o peréxido de hidrogénio,
gerado na oxidagcdo enzimatica, grande participagAdnibicdo bacteriana. A proteina se
comporta de maneira bacteriostatica quando em m@osuplementado com L-lisina e L-
arginina, sendo bactericida na presenca destes diEso, a atividade antibacteriana mostrou
ser dependente da concentracdo de aminoacidoshitisizados para oxidagcao pela proteina.
A atividade contraStaphylococcus aureugeve ocorrer por meio de mecanismos que nao
induzam danos na morfologia celular, uma vez que foé observada qualquer alteracéo
morfologica por microscopia de forca atdbmica. Ja@nalise das trés tintas por PAGE-SDS
revelou a presenca, em todas elas, de bandascasotis cerca de 60 kDa, além de bandas de
pesos moleculares mais baixos. Péestern blopode-se observar a existéncia de identidade
imunoldgica entre proteinas das trés tintas, s anticorpos policlonais produzidos contra
a dactilomelina-P reconheceram proteina(s) de a##c@0 kDa na tinta dB. leachiie de
cerca de 30 kDa na tinta dectopussp. Dentre as trés tintas, somente a tintaAde

dactylomelaapresentou atividades antibacteriana e antifingica



Palavras chave:Aplysia dactylomelaBursatella leachiiOctopussp., tinta, atividade
antimicrobiana, defesa quimica, LAAO.



ABSTRACT

On shell-less or vestigial shelled molluscs, lilepltalopods and opisthobranchs, the
absence of the shell has lead to the evolutionaférse mechanisms dominated by the
secretion or incorporation of bioactive moleculleattact in the protection of those animals.
De novosynthesized proteins are excellent exemplarsesfeimolecules, and are encountered
on the ink of several sea hare species, partigulaml the genusAplysia Many of those
proteins belong to the L-amino acid oxidizers fgmolf proteins, similarly to some well
studied proteins found on snake venoms. In theesehsinderstanding the functionality and
irradiation of these proteins on the defenses nmesime is very important the description of
their biological activities and biochemical pro§ileproviding also subsidies for biomedical
applications. This study aimed the elucidationt®imechanisms of action and the comparison
of the protein composition and the antimicrobiativaty of the inks released by two
gastropodsA. dactylomelaand Bursatella leachii and by a cephalopo@@ctopussp.. The
study revealed that dactylomelin-P is an L-aminiol agidase able of oxidizing L-lysine and
L-arginine, with greater affinity to L-arginine, thi K, of 0,22 + 0,16 mM/L for L-lys and
0,015 = 0,01 Mm/L for L-arg. It demonstrated atbat its antibacterial activity is mediated
by the hydrogen peroxide generated in the enzynatidation. The protein can be both
bacteriostatic, when in a L-lysine and L-arginirm+supplemented medium, or bactericide in
the presence of such amino acids. Moreover, théautérial activity showed being
dependent on the amino acid concentration. TheigctgainstStaphylococcus aureusust
occur by some mechanisms that not induce cell nodogfcal injuries as no morphological
alteration have been observed by atomic force rmampy. The analysis of the three inks by
SDS-PAGE revealed the presence on all inks of prdtands of c.a. 60 kDa, along with
bands of lower molecular weight. By Western bla¢ #xistence of immunological identity
between proteins of all inks could be observedpalgclonal antibodies produced against
dactylomelin-P recognized proteins of about 60 kibd. leachiiink and of c.a. 30 kDa on
Octopus sp. ink. However, only the ink ofA. dactylomelaexhibited antibacterial and
antifungal activities.

Keywords: Aplysia dactylomelaBursatella leachii Octopussp., ink, antimicrobial activity,
chemical defense, LAAO
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TAVARES, T. C. L. — Proteinas de tintas de molustasinhos...

1. INTRODUCAO

Apesar dos esforcos de caracterizagdo das atiwdaiabdogicas de proteinas
presentes em secrecdes e tecidos de lesmas dponan se sabe a respeito de seu papel
ecologico-evolutivo para os organismos possuidoesiesmo sobre seu modo de acdo. Que
semelhancas possuem essas proteinas que as p@annttintinuar existindo em meio a
pressdes ecoldgicas tdo duras como as existenteamdmentes intertidais e em animais a
guem falta a defesa mecéanica da concha? Perguata® dipo ainda permanecem sem
respostas completas, mas alguns passos ja forams dadsa direcao.

Os animais se utilizam de uma gama de defesasacpradadores e patdégenos,
dentre essas, as defesas quimicas. Muitos dessesdadéscos, incluindo lesmas do mar,
polvos e sépias, 0s quais exibem um interessanpartamento de liberacdo de tinta quando
atacados. Esse comportamento e as secrec¢Oes diberadsmo nao refletindo homologias,
tém grande importancia na sobrevivéncia dessesaanim

Muitas das principais proteinas encontradas enadlji secrecfes e partes do
corpo de lesmas do mar ja tiveram suas sequéneiasnéhoacidos e, em alguns casos, 0S
genes responsaveis pela sua expressao elucidabos. desses, outros estudos revelam a
natureza dessas proteinas, ajudando na elucidacé®ud mecanismos de acao, tanto para o
proveito biotecnoldgico dessas moléculas como parareamento dos possiveis efeitos que
exercem sobre 0s outros componentes da comuniaiziedal.

Dessa forma, a comparagcdo de como atuam na susadefdos componentes
envolvidos nesses mecanismos é de grande utilga@edeterminar se animais de linhagens
diferentes, com mecanismos de protecdo semelhg@aEsjem moléculas com perfis também
proximos. A realizagdo desses estudos e a temtd¢ivesolucdo dos questionamentos acima
propostos para a espédelysia dactylomela, portanto, muito importante, estando também
bem localizada em um contexto internacional ja gqemundo, as pesquisas com proteinas

de lesmas do mar sdo pontuadas e pouco difundidas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Lesmas do mar e o estudo da Ecologia Quimica

Lesmas do mar sdo moluscos marinhos bentdnicosngerites a classe Gastropoda,
subclasse Opisthobranchia, ordem Anaspidae, famfigsiidae. Essa familia possui nove
géneros com 80 espécies atualmente conhecidag, déstdbuicdo mundial, principalmente
sobre regides intertidais e subtidais (CAREFOOT87)9Essas lesmas possuem somente
conchas vestigiais em sua cavidade do manto, erpsgul corpo mole para 0 meio ambiente
(Figura 1). Apesar disso, possuem poucos predad@tesque vem atraindo o interesse de
muitos pesquisadores ao redor do mundo ha muitpderté hoje, muitos compostos
bioativos foram isolados de varias secrecdes ddedle lesmas do mar, principalmente de
sua glandula digestiva. Sdo compostos lipofilicdg éaixo peso molecular derivados de sua
dieta algal, possivelmente relacionados a defegaica desses animais contra predadores e
microorganismos patogénicos. Além desses, essaasdambém possuem potentes proteinas
citotéxicas em varios tecidos e secre¢fes (TAKAMAT& al, 1995). Esses compostos
possivelmente fazem parte da mais antiga formaodeugicacdo existente no planeta: a
comunicacao quimica.

A comunicagdo quimica tem papel central na histévialucionaria de vérios taxons, se
apresentando como moléculas que contém informacdeso biorreguladores, receptores,
transdutores, efetores e mensageiros secundataos universalmente presentes (STOKA,
1999).

O uso da perspectiva filogenética para recons#&uiistoria evolucionaria se tornou de
grande importancia e proporciona solugfes parat@pgedasicas na area da comunicagado
qguimica jA que os biorreguladores, as células ®eae e 0s tecidos-alvos nao deixam
registros fosseis. Assim, podemos explorar essaorbammte area através do estudo
comparativo dos organismos vivos atuais, pois &slase de hoje guardam informacdes
importantes acerca de seu passado na forma dens@giée aminoacidos nas proteinas ou
mesmo na composicao dos &cidos nucléicos (DNA e) REAROKA, 1999). O entendimento,
portanto, dos principios basicos e das variacéssnakecanismos de defesa quimica requer
uma abordagem comparativa e uma perspectiva evokuta, considerando a diversidade de
animais relacionados filogeneticamente e fenotiper@e em relagdo a determinadas

caracteristicas das defesas quimicas (DERBY, 2007).
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Segundo Derby (2007), esse tipo de investigac&masomo os estudos de ecolo
guimica em geral, sdo particularmente faceis dmseealizados em lesmas do mar, pois
como animais de re@gs inter e submareais, sdo bem acessiveis paia ool estudos r
campo. Uma espécie de lesma do +— Aplysia californicaCooper 186 — € até mesmo
criada e vendida comercialmente nos Estados Unastando disponivel em varios esta(
de crescimento durante todo o (National Source forAplysia — endereco eletronico:

http://aplysia.miami.eduAcessado em : de dezembro de 2009).

Figura 1 — Lesmas do mak. A. californicg B. Bursatella leachii C. Dolabella auricularig;
D. Aplysia  brasiliang; E. Aplysia kurodai  F. Aplysia punctata
(http://www.seaslugforum.nt, acessado em 8 de janeiro de 2010).

2.2. A tinta parpura

A maioria das lesmas do mar (especialmAplysiaLinnaeus 176, mas também outros
géneros da familia, conolabelle Lamarck 1801e StylocheilusGould 185! produz uma
tinta especial em uma glandula na cavidade do m- a glandula de tinte— uma
caracteristica muito distintiva desses anir O componente organico principal da tinta
aplisioviolina, um éster de coloracao violeta dadiv da ficoeritrollina — pigmento ingerido
juntamente com as algasrmelhas das quais as lesmss alimentar (CAREFOOT;
PENNINGS; DANKQ 1999.

Os componentes algais sdao muito importantes pai@naacdo da tinta, tendo si
demonstradgue quando as algas vermelhas sécluidas de sua dia, as lesmas deixam
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produzi-la. EmA. californica a tinta consiste, basicamente, de agua e alguuietéscias
volateis, com menos de 2% de substancias orgéaib&s de minerais (COELHO; PRINCE;
NOLEN, 1998). Bezerra e colaboradores (2004) nelatpe a tinta da espéciplysia
dactylomelaRang 1828 € composta de 99,5% de agua, sendo assaeeca composta de
mais de 60% de proteinas, e o restante de carbmsdigidios e cinzas. Essa composi¢édo da
tinta mostrou ser independente da dieta visto guaaas oriundos de locais onde consumiam
algas verdes em maior abundancia apresentaram derteelhante a obtida de animais
consumidores majoritariamente de algas vermellsas. dcorre porque mesmo quantidades
minimas de algas vermelhas podem levar a produgdmtd. Em laboratorio, a tinta sé néo
foi produzida quando os animais foram totalmenteagios da ingestdo de algas vermelhas
(BEZERRAEet al, 2004).

Com relacdo a composicdo de aminoacidos preseatéisita, Bezerra e colaboradores
(2004) encontraram altos niveis de aminoacidosoacigrincipalmente acido aspartico e
acido glutamico, e baixas quantidades de aminodcsildfurados. Esses dados sdo bem
interessantes, pois a analise da composicao deoaconios da dactilomelina-P, principal
proteina presente na tinta liberada podactylomelamostra igualmente uma predominancia
dos aminoéacidos acidos, além de prolina, serineosirta. Outro aminoacido abundante na
proteina é a metionina. Trata-se de um aminod&citforado que, juntamente com a cisteina,
sdo essenciais para a estrutura secundaria déanar8OGUEIRA, 2005).

Derbyet al. (2007), estudando a composi¢céo quimica de divesaecdes de defesa de
nove moluscos marinhos, dentre efeslactylomela A. californicatambém encontrou altos
niveis dos aminoacidos acido glutamico e acido riispa Os autores sugerem que esses
aminodcidos livres encontrados nas tintas atuadefesa quimica dessas lesmas por meio de
impedimento quimico do ato alimentar, disrupcdossegal ou fagomimica — todos esses
mecanismos resultando na interrupcéo do ato pneolato

Segundo Carew e Kandel (1977), a liberagdo da temaum limiar de excitacdo muito
alto, com uma tipica resposta de “tudo ou nada’saja, a tinta somente serd liberada apds
um limiar excitatério minimo ser alcancado. Em labdrio a liberacdo da tinta € comum,
podendo ser causada por manuseio inadequado csegeoos pela separacdo de individuos
copulando, por exemplo. J& no campo, foi Willan7@3yuem primeiro relatou a liberacao de
tinta porA. dactylomelaquando esta estava sob o ataque da estrela-dGesamasterias
calamariaGray 1840 (CAREFOOT; PENNINGS; DANKO, 1999).

Muitas hipoteses foram propostas para a funcaantia paraAplysia e outras lesmas

relacionadas, desde quando pouco se sabia acecoangasicdo da tinta até hoje:
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» Eliminacéo de pigmentos indesejaveis da dieta (OMAR; FOX, 1967);

« Formacdo de uma cortina de fumaca, protegendo Inmisnée o animal de
predadores (CAREW,; KANDEL, 1977);

* Adverténcia aos predadores da presenca de composioss (AMBROSEet al,
1979);

* Acéao de sinal de alarme intraespecifico (GILLY, LERO, 1992);

 Presenca de compostos impalataveis, proporcionayudto ruim as lesmas
(PENNINGS, 1994);

* Irritagdo quimicossensorial (CAREFOOT; PENNINGS; WO, 1999);

* Acéo anti predatéria por fagomimica ou disrupcausseal (KICKLIGHTER et
al., 2005);

* Acbes antipredatérias multiplas contra diferentesdgdores juntamente com a
secrecado opalina (KICKLIGHTER; DERBY, 2006);

Assim, é proposto que as tintas de lesmas do mamapor meio de efeitos quimicos e
visuais. Por um lado, em analogia com o comportéonae liberacdo da tinta por
cefalopodes, a tinta deve agir como um “mimico aliswu mesmo um distrator contra
predadores, dando as lesmas uma oportunidade de doguanto o predador enfoca
visualmente na tinta. O problema desta hip6teseued diferentemente da maioria dos
cefalopodes, as lesmas movem-se lentamente. Assefeito puramente visual parece ter
pouca finalidade para esses moluscos, sendo acoplatecanismos quimicos, para 0s quais
nao faltam evidéncias de comprovacgao (DERBY, 2007).

Mesmo para os cefaldpodes, rapidos em sua fugisefeeramente visuais parecem nao
ser suficientes. MacGinitie e MacGinitie (1968) etigam que a real acdo da tinta do polvo
Octopussp. seria a de anestesiar as habilidades quineitessais de peixes predadores, um
claro exemplo do uso de estratégias quimicas. tante estudos sobre a tinta de cefalépodes
ocorreram enfocando basicamente a busca por nonams] tendo sido relatada sua
toxicidade contra microorganismos, retrovirus éddgens celulares cancerosas. Dentre o0s
compostos estudados, a tirosinase, presente naléritilas e sépias, parece ser a responsavel
por suas propriedades téxicas (DERBY, 2007). Unmasitiase presente na tinta 8epia
officinalis Linnaeus 1758, por exemplo, mostrou ser toxica @asdinhagens celulares,

atuando provavelmente por inducédo de apoptose (RUSSI, 2003).
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Cefalépodes sdo famosos por suas defesas ja qeeeposfuga rapida, mudam sua
coloracdo de criptica a aversiva rapidamente, zaalia autotomia de bracos e possuem
secrecdes venenosas em seu bico, além de libeeatana. Particularmente suas tintas séo
secrecdes quimicas produzidas e liberadas do satintd, estrutura oriunda da modificacao

de outro 6rgéo - a glandula hipobranquial (DERBY)D).

2.3. A defesa quimica em moluscos

Existem muitos exemplos de como a tinta e outragesées sdo usadas para a protecao
contra a predacao dentre os moluscos, muitos dapsesiados como comida por alguns dos
maiores predadores do mar, como peixes, crustaestglas do mar e anémonas. Em
contrapartida, de sua parte na corrida evoluciands moluscos adotaram uma gama
impressionante de estratégias de defesa paraemitser detectados ou capturados. Nesse
sistema, em geral, alguns sdo protegidos por cencbatros, nao. Esses ultimos
desenvolveram defesas quimicas muito efetivastasbe estudo da ecologia quimica, da
neuroecologia e da quimica de produtos naturaifRREdE 2007).

A concha tem um papel muito importante para os swolsl conchiferos (portadores de
conchas), ja que é dentro dela que eles se retmetegendo-se tanto de predadores como da
dessecacao durante o periodo de maré baixa (MARHN, 1999). Contrariamente, moluscos
com conchas vestigiais ou mesmo sem conchas senteoQ aparentemente, menos
protegidos, sendo, possivelmente, menos resist@istggessoes de predacdo existentes na
natureza.

Dentre os opistobranquios, a presenca de uma caxtema é um estado plesiomérfico
ou primitivo, sendo sua internalizagdo visivel naiaria dos componentes da familia
Aplisiidae. Nesse caso, tanto a internalizacdo camemlucdo ou perda da concha representam
processos evolucionarios graduais e aparentememnt®si (KLUSSMAN-KOLB, 2004),
tratando-se de uma das maiores tendéncias evoaui@srdentre os opistobranquios. Foi este
processo que permitiu que muitas partes do compmoca cabeca, 0 pé€ ou 0 manto, se
tornassem mais elaboradas. Tal redugcédo e posfida da protecdo fisica externa foram
acompanhadas da evolucédo de outras estratégiasfeadcomo a aquisicdo de glandulas
repugnatoérias e de coloracdes aposematicas (GRANRE 2004).

O estudo da perda ou da manutencdo da conchaaswade, contudo, pode levar ao

estabelecimento de muitas homoplasias, resultal@esonvergéncia evolutiva, que podem
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dificultar ou levar a erros no entendimento daag@s filogenéticas entre esses moluscos.
Muitos caracteres foram reduzidos ou perdidos deranevolucdo desses grupos, como a
concha, o opérculo, o ctenidio, a radula e os demteas placas da moela. Assim, se faz
necessaria a utilizacdo de outras caracteristmam® @vidéncias na elucidacdo das relacdes
filogenéticas entre os opistobranquios. Nessedsgdi utilizacdo de marcadores moleculares,
como regides-chave do DNA mitocondrial e ribossoouatompostos organicos conservados,
pode ter um papel acessorio muito importante nggeede estudo (MARINet al, 1999;
MEDINA, WALSH, 2000).

Os gastropodes sao relativamente bem estudadosrerostde suas defesas quimicas. O
muco de muitas espécies € rico em compostos impealate inibidores que podem deter
atagues predatérios de muitas naturezas. Muitosesesompostos sao derivados da dieta;
outros sao sintetizadate novopelo préprio animal — uma condicdo provavelmentsm
derivada evolutivamente (WAGELE, KLUSSMAN-KOLB, 280

Também o sistema imune proporciona protecdo camti variedade de patégenos. Um
componente da imunidade, a imunidade inata, éefilegcamente antiga e € amplamente
encontrado em plantas e animais. Esta conferegmt@mpla contra patégenos, sendo parte
essencial do sistema de protecdo da maioria d@hisrgos multicelulares contra infecgoes
(FROY, GUREVITZ, 2003).

Contudo, é de conhecimento geral que existem difaeentre as defesas de vertebrados
e invertebrados, a principal sendo a presenca @anisenos dependentes de anticorpos nos
vertebrados, e sua auséncia nos invertebrados.uAidiade dependente de anticorpos é de
grande importancia para o reconhecimento ou rejeitti que € préprio ou do que ndo €
préprio do organismo. Dessa forma, é esperado nuertebrados possuam um mecanismo
alternativo para esta importante funcdo. Em inbeasidos, muitas lectinas e proteinas
antibacterianas e antifUngicas encontradas sas tidmo responsaveis pelas funcdes de
reconhecimento e rejeicdo na defesa desses ar{idd4A, KISUGI, YAMAZAKI, 1995).

Algumas proteinas que parecem desempenhar tai@dsiigram descritas para lesmas do
mar. EmA. kurodaj proteinas com atividades antibacterianas, amfié@&s e antineoplasicas
(KAMIYA; MURAMOTO; YAMAZAKI, 1986; YAMAZAKI et al, 1990; KISUGIet al,
1992) foram relacionadas a defesa dessas lesmagugafatores contra organismos
infecciosos, assim como fatores com propriedadéepraliferativas, sdo essenciais em
qualquer fase da vida de um organismo.

Nas ultimas décadas, varias moléculas foram iryeddis bioquimicamente, tendo sido

avaliadas quanto a suas atividades biologicas ekituturas moleculares e unidades
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constituintes. Esses recentes avangos tornaranfveissgarias discussdes acerca da evolucao
e filogenia dessas moléculas em nivel moleculaimasomo a comparacdo com moléculas
originadas em vertebrados.

No tocante a defesa quimica, muitos animais, esjpeente invertebrados, secretam
produtos secundarios de plantas, algas e animgeridos ou compostos de fabricacdo
prépria como uma defesa contra patdgenos e presldogual pode ocorrer de forma passiva
ou ativa.

Nas espécies que acumulam compostos secundarigsla@@aveis oriundos de sua dieta,
os distribuindo ao longo do corpo, pode ser obskradefesa quimica passiva. Esta ndo se
limita, contudo, ao muco e a pele, pois algunsrgpstles possuem compostos inibitérios em
suas massas de ovos e capsulas de modo a praxemgestao por outros animais.

Dentre os compostos produzidos pelos proprios sges como parte de sua defesa
ativa, podem ser destacadas moléculas com fungliesi@obianas que impedem a infeccao
da desova por patégenos. Enzimas oxidativas pessaatglandula de albumen e na massa de
ovos da lesméplysia kurodaiBaba 1937 sdo bons exemplos desses antimicrobi@ut®s
organismos podem ainda utilizarem-se desses coogposima defesa quimica tdo efetiva
gue, como resultado, podem chegar a alocar sorpeqgtesna parcela de sua energia para se
esconderem, se utilizando de coloracdes aposematiomo adverténcia para seus
mecanismos de defesa (COELHO; PRINCE; NOLEN, 198BJumas glandulas presentes na
superficie da pele de alguns moluscos liberam asiditirico em resposta a perturbacgdes,
tendo efeitos inibitorios diretos sobre predadeeduando também como parte de uma alca
de retro-alimentacdo positiva que reforca o conapoento aversivo ou outros tipos de
defesas (DERBY, 2007).

As lesmas do mar do génekplysig particularmente, possuem um arsenal quimico muito
rico. Como resultado, a exemplo de outras espéapigmicamente defendidas, possuem
poucos predadores. Na defesa passiva, compostogehaldos encontrados em algas
vermelhas, mas ndo em verdes, se acumulam na pela alguns 6rgdos das lesmas,
tornando-as impalataveis para peixes e outros goeds (PENNINGS; NASTISCH, PAUL,
1990). Complementando a defesa passiva, a defesaage através da secrecdo da tinta
purpura e da secre¢do opalina, secre¢cdes comptapazes de gerar subprodutos ricos em
mecanismos de agao variados contra uma gama dadpred (KICKLIGHTERet al, 2007,
DERBY, 2007).

Das 37 espécies descritas para o géAeigsia, por exemplo, 30 liberam a tinta quando

importunadas ou ameacadas (NOLEN al, 1995). A tinta é liberada, muitas vezes,
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juntamente com outra secrecao produzida pela dgidrahalina, de aparéncia leitosa, que se
torna altamente viscosa em contato com a agua.dQusimultaneamente liberadas, essas
secrecdes se misturam na cavidade do manto, setd@w expelidas por um sifdo na direcéo
da origem do ataque (KICKLIGHTE® al, 2005). E importante ressaltar que, embora a tinta
seja constituida principalmente de ficoeritrobilieéa também contém algumas proteinas de
alta massa molecular associadas a ficoeritrina (MACL et al, 1990). Durante o
processamento do pigmento ficoeritrina, derivadoaldms vermelhas da dieta do animal,
células especializadas na glandula digestiva féaocos cloroplastos das algas vermelhas
(rodoplastos) e os digerem, liberando o pigmenta. Gomédforo é, entdo, separado de seus
componentes protéicos, e os pigmentos modificadgaesn pela hemolinfa, circulando por
todo o corpo do animal até a glandula de tinta,eosdo armazenados em células
especializadas. Quando do estimulo, séo liberathdamente com os demais componentes da
tinta (COELHO; PRINCE; NOLEN, 1998).

Ao contrario dos pigmentos, as proteinas preseraeinta ndo sao derivadas das algas
(MACCOLL et al, 1990; BEZERRAet al, 2004), sendo o modo de ligacdo dessas proteinas
ao pigmento ou mesmo sua importancia para a se@mia do animal pontos pouco
conhecidos (COELHO; PRINCE; NOLEN, 1998). Bezegt al. (2004) observaram a
inexisténcia de reacdes imunoldgicas entre extrdwsalgas comumente ingeridas pela
espécieA. dactylomelee o anticorpo policlonal produzido contra a tintata, demonstrando
que as proteinas presentes na tinta ndo séo osiwtaddieta do animal. Essas proteinas sao
provavelmente sintetizada® novo.evidenciando possivelmente a inexisténcia de véemc
geograficas relacionadas a sua dieta na defesaicquitesses moluscos (MARIBt al,
1999). Nogueira (2005) demonstrou que a dactilaradH, principal proteina presente na tinta
de A. dactylomelaera encontrada somente na glandula de tinta doajnaonfirmando a
inexisténcia de relacbes entre a principal protdaénta com proteinas algais e indicando a
glandula de tinta como um sitio de sintese de jmasgebioativas. A proposta de que o animal
produz as proteinas da tinta e que essas nao tdasobiretamente da dieta, como é o caso
dos pigmentos, esta de acordo com o observado @alh& Prince e Nolen (1998) pata
californica.

A histologia da glandula de tinta é muito singukgsresentando dois tipos principais de
células, além de trés tipos de vesiculas envolddaso comportamento de liberacdo de tinta
(KLUSSMAN-KOLB, 2004). Os tipos celulares principasdo as células ricas em reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) e as células granuldsssas ultimas, segundo Prince e

Johnson (2006), atuam no armazenamento do excegsmdutos algais transferidos a partir
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da glandula digestiva para a glandula de tinta eriogos de grande disponibilidade
alimentar. Ja as células ricas em RER atuam nessipirotéica. Quanto as vesiculas, podem
ser do tipo ambar, vermelho-purpura e vazias. dwhescolaboradores (2006), estudando a
espécieA. californica evidenciaram através do uso de anticorpos pakifo contra a
escapina, principal proteina da tinta Ae californicg que é nas vesiculas ambar que a
escapina é encontrada, estando ausente nas vesieutzelho-purpura.

Além da glandula de tinta, as lesmas possuem aslgks opalina e digestiva, que
secretam substancias téxicas. A glandula opalitéa ®siada na parte anterior da cavidade
paleal e secreta um fluido leitoso que, em alguesggcies, possui um odor nauseante. A
glandula digestiva, ou hepatopancreas, elimina seasecdes diretamente no estdmago e,
além da funcédo digestiva, parece armazenar metabae defesa obtidos a partir da dieta
(ROGERS; STEINBERG; DE NYS, 1995).

As atividades da tinta e da secrecdo da glandubnapforam testadas frente a potenciais
predadores, como a lagosRanulirus interruptusRandall 1842 e a anémona do mar
Anthopleura solaBrandt 1835. Os compostos quimicos presentes nesses;cOes parecem
“manipular” os sistemas quimicossensoriais dessedagores, induzindo comportamentos
anti-predatorios, como de inibicdo da ingestdoorisignica e disrupcdo funcional dos
sensores quimicos dos predadores, impedindo-osalzar o comportamento alimentar
(KICKLIGHTER et al, 2005, KICKLIGHTER, DERBY, 2006). O interessantgue para a
lagosta tanto a tinta como a secrecao opalinataesutm respostas aversivas, enquanto a
anémona responde somente a tinta. Isso indica maegama de mecanismos esta presente,
defendendo esses animais de uma complexa rededksdpres (DERBY, 2007).

Os compostos inibitérios da ingestéo, tipicamemtpailataveis ou téxicos, atuam
inibindo o comportamento alimentar por predadorequanto os disruptores sensoriais
estimulam massivamente seu sistema quimicossehs@ravenindo que funcionem
normalmente e levando a confusdo e a interrupcdaatdque. Ja na fagomimica, os
predadores sdo atraidos para a secrecao liberaalavernque esta simula a composicao da
presa, atraindo-o para ela enquanto o animal djberau fica livre para escapar.

Os compostos envolvidos na disrupcdo sensorial gagamimica incluem
aminodcidos livres e aménio, 0s quais se encongiémmente concentrados na tinta e na
secrecédo opalina da lesraacalifornicg atuando como poderosos estimulantes dos neurénios
sensoriais e do comportamento alimentar da lagesiaterruptus(DERBY et al, 2007).
Além disso, as formas jovens também se mostrarategidas. Juvenis d&. californicase

mostraram sensiveis ao estimulo das tintas desoespécies de lesma&p{ysia juliana
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Quoy e Gaimard 1832 A&. dactylomelae de outros grupos relacionados (a lddiguncula
brevisde Blainville 1823 e o polv@ctopus vulgariuvier 1797), exibindo comportamentos
aversivos em resposta (KICKLIGHTER al, 2007).

Foi demonstrado recentemente que muitas proteieaesinas do mar tém a
capacidade de oxidar L-aminoacidos, liberando peéocdxle hidrogénio como um de seus
produtos (DERBY, 2007). Essa atividade, conhecmlaa L-aminoacido oxidasica, parece
ser importante na maior parte dos comportamentesiaos. Escapina, por exemplo, isolada
da tinta deA. californicg gera peroxido de hidrogénio a partir de sua @dme oxidasica, e
este por sua vez ja foi comprovado isoladamenteocambidor dose-dependente do
comportamento alimentar ¢k interruptus(AGGIO, DERBY, 2008).

2.4. Aplysia dactylomela

A espécieA. dactylomelaRang 1828 (Figura 2) pertence ao Filo Molluscasé&d
Gastropoda, Subclasse Opistobranchia, Ordem Areespidamilia Aplisiidae, Subfamilia
Aplisiinae, Génerd\plysia Pode ser encontrada no mundo inteiro, especidnsn regioes
tropicais, sendo uma das trés espécies cosmopdlitagénero, além dA. parvulae A.
juliana (CAREFOOQOT, 1987). Na América do Norte, ocorre nbda Flérida e no Caribe; no
Brasil, € encontrada desde o Maranhdo até Sao ,Pamitamente com as espécifs
brasiliana A. parvulaeA. juliana(RIOS, 1994).

As aplisias sé@o herbivoras, alimentando-se de mlga® verdes e vermelhas.
Geralmente sdo encontradas enterradas em pocagedaranaré baixa e sdo mais ativas no
periodo noturno (CAREFOOT, 1989). No litoral ceamna espécid\. dactylomelaé
encontrada, em geral, nas regides intertidal atetdll onde macroalgas do généftva, das
guais se alimentacorrem abundantemente. Entretanto, alimentamrsieéiaa de macroalgas
vermelhas, dependendo da disponibilidade no amb{@HEZERRAet al, 2004).

O sistema nervoso dos aplisideos € muito utilizeelm experimentos de
neurofisiologia, pelo fato de seus neurbnios semamito grandes, o que facilita a
experimentacdo. S&o hermafroditas simultaneosaérmricos, podendo ocorrer copula com
dois ou mais individuos. A fertilizacdo e a postdeaovos ocorrem na forma de uma fita
mucilaginosa larga (RUPPERT, BARNES, FOX, 2005).
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O ciclo de vida dé\plysiatem inicio com a fertilizacdo dos ovos, seguidgddodo
de desenvolvimento embrionario, eclosdo dos oveserolvimento da larva véliger,
metamorfose larval e fase juvenil, chegando, erdifase adulta (KANDEL, 1979).

Essas lesmas nao possuem estruturas de protec@micacexterna e, além disso,
possuem estruturas semelhantes a nadadeiras,apo@i@s, originadas de projecdes laterais
amplas de seu corpo frequentemente colorido, tdoiga muito visiveis a potenciais
predadores. Todavia, esses animais, aparentemesfwotegidos e apetitosos, possuem
poucos predadores. Tal fato desperta o interessseetiesvendar suas estratégias de defesa
(NOLEN et al.,1995), resultando no achado de uma rica variedadidstancias quimicas
utilizadas para a defesa contra predadores e pamamanicacdo intra e interespecifica
(CUMMINS et al, 2004;KICKLIGHTER et al, 2005; BARSBY, 2006).

A lesmaA. dactylomeldoi utilizada em varios estudos investigando ogbagoldgico
e 0 potencial biotecnoldgico de sua tinta. Melootalworadores (1998) descreveram as
atividades toxica, antimicrobiana e hemaglutinalgsta secrecdo, além de sugerir a natureza
protéica da(s) molécula(s) responsavel(is) por paipriedades. Posteriormente, da mesma
tinta, foi purificada uma proteina com potente idtide antibacteriana e hemaglutinante, a
dactilomelina-P (MELOet al, 2000). Esses estudos foram de grande importamzia

entendimento do papel da tinta e de seus companeara o animal ja que as atividades

biolégicas encontradas nessa tinta puderam seiaeéalas a defesa quimica do animal.

Figura 2 - Fotografias deAplysia dactylomela A. Liberacdo da tinta puarpura
(http://www.seaslugforum.nét/B. Aspecto morfoldgico geral (fotografia de TallTavares).
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2.5.Proteinas de lesmas do mar

Vérias proteinas tém sido isoladas de lesmas do dgeadiferentes érgaos e secrecgoes,
exibindo uma variedade de atividades bioldgicastadando-se, dentre elas, as atividades:
antitumoral, citotdxica, antiviral, antibacteriarantifingica e hemaglutinante, listadas na
Tabela 1.

Inicialmente, Kamiya e Shimizu (1981) isolaram uteatina, proteina que se liga a
carboidratos, especifica para o acido D-galactagbaiD-galactose, a partir da massa de ovos
de algumas espécies dglysia Esta foi uma das primeiras proteinas bioativasea
purificada desses moluscos, constituindo o comegsalamento e caracterizagdo de uma
série de proteinas antimicrobianas e citotoxicasn @ossivel papel primario na defesa
quimica dessas lesmas.

Em 1984, Kamiya, Muramoto e Ogata, pesquisandoidaties antibacterianas ou
hemaglutinantes em extratos salinos de varios érdéA. kurodai, espécie de lesma comum
no Japdo, China e Coréia, encontraram nos extdgosiassa de ovos e da glandula de
albimen potente atividade contra bactérias graniigs e gram-negativas. Essas
observacdes desencadearam uma série de pesquesasigunaram com a descoberta de
novas proteinas antitumorais e antimicrobianass®&sma, as lesmas do mar passaram a ser
reconhecidas como uma fonte rica, ndo somente tlboios secundéarios, mas também de
proteinas com novas atividades biologicas (KAMINGSKAL; JIMBO, 2006).

Em A. kurodai de sua massa de ovos, foi isolada uma glicometeie 250 kDa,
composta de 3 subunidades, denominada aplisianiBada proteina possui atividade contra
Escherichia colie contra as levedur&accharomyces cerevisiagCandida albicansAlém
disso, possui atividade contra varias linhagenscélelas tumorais murinas e humanas
relacionadas a leucemias e a carcinomas mamariaMIiKA; MURAMOTO; OGATA,
1984; KISUJI; KAMIYA; YAMAZAKI, 1987; IIJIMA; KISUG |; YAMAZAKI, 1995).

A partir da glandula de albumen da lesb@abella auriculariaLightfoot 1786 habitante
dos oceanos Pacifico e indico, eAlekurodai foram isoladas as proteinas dolabelanina A e
aplisianina A, respectivamente. Oriundas do mesipo te glandula, essas proteinas
compartilham algumas caracteristicas. Dolabelafdigauma glicoproteina de 250 kDa com 3
subunidades, que apresenta atividade citoliticar@amma variedade de tumores, muitos
resistentes ao Fator de Necrose Tumoral (YAMAZAKISUGI; KAMIYA, 1989a), além de
atividade fungicida (IIJIMA; KISUGI; YAMAZAKI, 1994 e bacteriostatica (KISUH! al,

1992). Ja a aplisianina A, também uma glicoprotgpassui uma massa molecular de 320
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kDa distribuida em quatro subunidades, apresentapu@ddmente atividades antibacteriana e
citolitica (KAMIYA; MURAMOTO; YAMAZAKI, 1986).

Devido as atividades apresentadas por tais prate@ssas passaram a ser vistas como
potenciais candidatos ao desenvolvimento de ndvwosaicos. A ciplasina.g, proteina com
atividade tumoral isolada da glandula de albumerAplgsia punctataCuvier 1803, esta
atualmente passando por testes pré clinicos adaliseu potencial de utilizacdo como droga
antitumoral. A atividade citotoxica da ciplasinairéeversivel, levando a morte celular
irreparavelmente. Ela age sobre as redes de aclaspolimerizando-as e levando a seu
completo desaparecimento apds 30 minutos de indol@ETZELTet al, 2002).

Merecem destaque as proteinas isoladas da tirfeshas do mar: aplisianina P, isolada
de A. kurodai (YAMAZAKI et al, 1989b), APIT deA. punctata(BUTZKE et al, 2005),
escapina dd\. californica (YANG et al, 2005), dactilomelina-P d&. dactylomela (MELO
et al, 2000), dolabelanina-P, d@e auricularia (YAMAZAKI et al, 1989c) e bursatelanina-P,
de Bursatella leachiide Blainville 1817 (RAJAGANAPATHI; KATHIRESAN; SINGH,
2002).

Comparando essas proteinas percebe-se que cohgaridllgumas propriedades, como
producdo e/ou armazenamento na glandula de tirsasanmolecular em torno de 60 kDa,
namero de subunidades, estabilidade a variacOphl desisténcia a proteases e desnaturagéo
entre 55 e 70 °C. Entretanto, diferem quanto a csiggo de aminoacidos, grau de
glicosilacado e tipos de atividade biologica. Dactielina-P e escapina, por exemplo, ndo sao
consideradas glicoproteinas, pois possuem mend3, 06 e 0,03% de acucar em suas
moléculas, respectivamente, enquanto aplisianina-Rjolabelanina-P sdo consideradas
glicoproteinas, com teores de carboidratos de 18%8%, respectivamente. Esses resultados
demonstram que, possivelmente, a glicosilacdo naonéfator essencial para atividade
biologica dessas proteinas.

Essas proteinas apresentam atividade citotOxica adglo espectro, com acao
antibacteriana contra patdgenos, cofo coli S. aureus Pseudomonas aerugingse&.
albicans Schizosaccharomyces pomie cerevisiage/ou citolitica contra células tumorais,
como ceélulas cancerosas murinas e linhagens Jarkigia, por exemplo. Adicionalmente,
bursatelanina-P e dactilomelina-P apresentam atiéisl antiretroviral contra a polimerase
reversa do HIV tipo | e hemaglutinante, respectieata.

Como a interagdo primaria entre proteinas e céhllas ocorre ainda nao é entendido.
Estudos recentes proporcionaram evidéncias de a@geirtteracoes se ddo por meio da

producdo de peroxido de hidrogénio a partir daapdd de L-aminoacidos pelas proteinas
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(BUTZKE et al, 2004). Subsequentemente, 0 sequenciamento deadgdessas proteinas
pbde caracteriza-las como membros da familia dasinoacido oxidases (LAAOs) (JIMBO
et al, 2003; IIJIMA; KISUGI; YAMAZAKI, 2003b; BUTZKE et al, 2005; YANGet al,
2005).

Algumas das proteinas isoladas de lesmas do nesativsuas sequéncias de aminoacidos
determinadas e seus graus de similaridade idexdde Aplisianina A (TAKAMATSUEet al,
1995) foi a primeira proteina a ter a sequénciapteta de aminoacidos determinada, sendo
seguida da ciplasina (PETZEL&t al, 2002), escapina (YANGet al, 2005) e APIT
(BUTZKE et al, 2005). Com as sequéncias determinadas foi pdssagr o grau de
similaridade entre elas e especular o papel dasmasesa defesa desses animais.

Foi verificada uma similaridade de 93% entre esw@ APIT, refletindo sua
origem semelhante, assim como suas caracteridiiogsimicas e de acao (YAN& al,
2005). Estudos de homologias entre escapina eotsimas ciplasina L, aplisianina A (de
kuroda) e a homodloga desta ultima de californica, mostraram identidades em torno de
60%. Também foram encontrados 48% de identidade astseqiiéncias da escapina e a da
LAAO da lesma gigante africanichatina fulicaFérussac 1821, a achatina. E interessante
destacar que a escapina possui 21% de identidadeacapoxina I, uma LAAO isolada da
glandula de veneno da colffeotalus acroxBaird e Girard 1853 (YANGt al, 2005).

Vallon (2000) e Yang e colaboradores (2005) sugerigue aplisianina A e escapina
pertencem a familia das flavoproteinas, pois possage motivos GG altamente conservado
(RXGGRxxS/T) g3ap ligante de dinucleotideo em suas sequéncias deoamidos. Proteinas
com esses motivos estruturais sao freqlientemesteitds como L-aminoacido oxidases. As
propriedades bioquimicas e filogenéticas dessateipes reforcam a idéia de que elas
pertencem a uma mesma familia, ressaltando a s@gser dessas seqiéncias ao longo da
evolucéo.

E, portanto, de grande interesse determinar, degpomtio de vista comparativo, se as
proteinas antibacterianas de lesmas do mar posseqméncias em comum com outros
fatores antibacterianos presentes em invertebréddé@s disso, entender como as aplisianinas
(grupo de proteinas presentes &plysig segundo Kamiya, Sakai e Jimbo (2006)), achatina e
outras proteinas antibacterianas estado distribuidasatureza pode ser muito importante para
0 esclarecimento da evolucdo dessas moléculas fdsadem gastrépodes especificamente
(TAKAMATSU et al, 1995). A obtencéo da estrutura primaria dessagipas, assim como

0 sequenciamento dos cDNASs responsaveis por suassgo, se fazem, portanto, muito



32
TAVARES, T. C. L. — Proteinas de tintas de molustasinhos...

necessarios para que se possa inferir sobre @digfio dessas proteinas antibacterianas de
invertebrados e para o entendimento da evoluc@aisienoléculas de defesa.

Tabela 1 — Caracterizacao bioquimica e atividad#sdicas das proteinas isoladas de lesmas
do mar (NOGUEIRAet al, 2010).

Espécies kDa | Subunidades | Carbohidratos Atividades Referéncias
(%)
Aplysia kurodai
aplisianina E 250 3 8 antibacteriana  Kamiya et al,
antifingica 1984; Kisuji et
citolitica al., 1987; lijima
et al, 1995
aplisianina A 320 4 9,8 antibacteriana Kamiyaet al,
citolitica /[LAAO 1986; Jimbaet
al., 2003
aplisianina P 60 1 18 antibacteriana  Yamazakiet al.,
citolitica 1986
Aplysia juliana
julianina E-1 375 4 15,9 antibacteriana Kamiyaet al,
citolitica 1988
julianina G-1 375 4 9,9 antibacteriana  Kamiyaet al,
citolitica 1988
julianina S 67 1 [o antibacteriana  Kamiyaet al,
citolitica 1989
Aplysia punctata
ciplasina ncf ? ncf citotoxicidade Petzeltet al,
2002
APIT 60 1 ncf citotoxicidade Butzkeet al,
/LAAO 2005
Aplysia californica
escapina 60 1 0,03 antibacteriana Yanget al, 2005
antifingica
/LAAO
Aplysia dactylomela
dactilomelina-P 60 1 0,05 antibacteriana Melo et al.,, 2000
hemaglutinante
/LAAO
Bursatella leachii
bursatelanina-P 60 1 ncf antibacteriana  Rajaganapathet
antiviral al., 2002
Dolabella
auricularia
dolabelanina A 250 4 10,9 antibacteriana Yamazakiet al,
antifingica 1989a, Kisujiet

citolitica /LAAO  al., 1992; lijima
et al, 1994, 2003

dolabelanina P 60 1 0,8 citolitica Yamazakiet al,
1989b

dolabelanina C 215 3 10,9 citolitica Kisugi et al.,
1989

Legenda:E — massa de ovos, G — massa genital, S — supes€igioral, P — tinta, A —
glandula de albumen, C — celoma?2 — ndo determinado.
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2.6.L-aminoéacido oxidases

L-aminoacido oxidases (LAAOs) sdo flavoenzimas @agalisam a desaminacao
estereoespecifica de L-aminoacidos, na presengaigénio, produzindo cetoacidos, amoénia
e peroxido de hidrogénio (EHARALt al, 2002; 1IJIMA; KISUGI; YAMAZAKI, 2003b),
dentre outros produtos téxicos ainda pouco conbscid

As LAAOs ocorrem em muitos organismos diferentesn@ bactérias (do género
Corynebacteriume Proteug, fungos (da espéciBleurospora cras9a cianobactérias (do
género Synechococcls algas verdes Qhlamydomonas rheinhardti e animais,
principalmente serpentes venenosas. As LAAOs dmsa#o particularmente bem estudadas
e estdo presentes em crotalideos, elapideos édé@psy sendo conhecidas como SV-LAAOSs,
i.e., LAAOs de serpentes venenosas — as proteireis bem estudadas deste grupo
(MACHEROUX et al, 2001; DU, CLEMETSON, 2002).

Apesar de suas estruturas, especificidade quantulastrato e fungbes mostrarem
importantes variacoes, todas as LAAOs apresentgomals propriedades em comum. Dentre
estas, destacam-se as atividades citotoxicas leaatgrianas devido a formacao de peroxido
de hidrogénio.

O peroxido de hidrogénio é sabidamente um mensagenacelular e esta envolvido na
lise oxidativa de fagécitos, levando a eliminac&amcroorganismos invasores. Além disso,
apresenta varios efeitos sobre o metabolismo cglidaluindo inibicdo do crescimento,
apoptose e necrose. As LAAOs sao bastante proragsppois, enquanto o peroxido de
hidrogénio sozinho é instavel e tende a se difurapjidamente, enzimas que o produzem
proporcionam seu suplemento continuo (BUTZEl, 2005).

Até os anos 90, tais enzimas eram utilizadas mahtiente para a producdo de
a—cetoacidos, sendo a especificidade de substraahiledade e outras caracteristicas fisico-
quimicas os principais focos de pesquisa. Desdenald século passado, tém se tornado
interessantes objetos de estudo para a bioquifistdpgia e medicina devido a seus efeitos
sobre varios tipos de células, como células casasroplaquetas e microorganismos
(TONISMAGI et al, 2006).

Das proteinas de lesmas do mar, varias ja forarfire@uas como LAAOSs, incluindo
aplisianina A (JIMBOet al, 2003), APIT (BUTZKEet al, 2005), dolabelanina A (IIJIMA,;
KISUGI, YAMAZAKI, 2003b) e escapina (YANGt al, 2005). Essas proteinas possuem
sequéncias de aminoacidos bastante similares BAAI®s de organismos terrestres, como a
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glicoproteina antibacteriana isolada da legméulica (EHARA et al, 2002). Além disso, foi
demonstrado que tais proteinas sdo possuidorasividade bioldgicas comprovadamente
influenciadas pelas propriedades oxidasicas (DERB?Y).

Muitas LAAOs preferem como substratos aminoacidmsofobicos e neutros ou
mesmo aromaticos, como a L-leucina, L-fenilalarénia-isoleucina, exibindo uma afinidade
muito baixa para aminoacidos basicos. Entretatgo@as dessas enzimas apresentam altas
afinidades para aminoacidos basicos, como L-li@n&a-arginina (YANG et al, 2005;
JOHNSONet al, 2006; GOMEZet al, 2006). Este é o caso das LAAOs de lesmas do mar,
cuja afinidade por lisina e arginina foi previaneedemonstrada pelo aumento da atividade
biolégica dessas proteinas na presenca especifitardesses aminoécidos (JIMBD al,
2003, BUTZKEget al, 2005, IIJIMA, KISUGI, YAMAZAKI, 2003b, YANGet al, 2005).

De fato, LAAOs sdo encontradas largamente na rmurgeralmente com papéis
defensivos ou ofensivos ja que seus produtos caukamas a células ou a tecidos. Séo
utilizadas por um grande nimero de organismos desvelos como defesa contra patdégenos
ou potenciais atacantes; ou ainda como moléculagtague presentes em venenos de
serpentes e aracnideos (EHAR#al, 2002).

O interessante é que todas essas proteinas, comeréonado, possuem atividades
antibacterianas ou citoliticas, e, em alguns caao®yas as atividades. Varias pesquisas
recentes indicam que, possivelmente, a defesa cmilmaseada em LAAOs é comum,
independente da classificacdo do organismo. Dess&f proteinas com atividade oxidasica
de L-aminoacidos, ubiquas na natureza e, partioelate, dentre o0s gastropodes,
desempenhando papéis importantes na sua defesea@vBOet al, 2003), caracterizam
interessantes objetos de estudo, podendo seremaddisé também como marcadores
quimiotaxondmicos (MARINet al, 1999).

As estruturas moleculares de uma grande quantidade\AOs ja foram caracterizadas,
permitindo comparacbes de suas sequéncias. Em, gemaudo, sua fungdo ecoldgica
permanece pouco conhecida, ja que a maioria dodassé dirigida por interesses puramente

biomedicinais, desacoplados da ecologia quimicadRE¥E 2007).

2.7. A dactilomelina-P

A dactilomelina-P é a proteina mais abundante ptesea tinta liberada pela
lesma do maA. dactylomelaE uma molécula monomérica de 59,8 kDa, com p| Gue
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possui alto teor de metionina e menos de 1% deicadios. Quando aquecida a 60 °C por
10 minutos ou quando submetida a pHs menores gper@e sua atividade antibacteriana,
apesar de resistir bem a pHs entre 3-12. Foi cag@aglutinar eritrocitos de coelho, de ratos e
de camundongos, mas ndo apresentou atividadeaguiante, hemolitica e citotoxica.
Apresenta uma DL50 em camundongos entre 60-100 gngséndo considerada como
moderadamente téxica (NOGUEIRA, 2005).

Essa proteina possui um amplo espectro de acabaetetiano, inibindo
eficientemente o crescimento de varias espécibacdeérias gram-positivas e gram-negativas,
patogénicas ou ndo ao homem. Merece destaque alagdactilomelina-P sobi®. aureus
contra o qual apresenta um efeito bacteriostatiwo €Concentracao Inibitéria Minima de 0,2
ug/mL (NOGUEIRA, 2005). Batista (2004) testou a agiodactilomelina-P frente a 100
cepas deS. aureugesistentes a varios antibidticos, isoladas derelites casos clinicos de
hospitais de Fortaleza. Os resultados mostraram 19086 das cepas foram sensiveis a
dactilomelina-P. Esse resultado se reveste de gramgortancia quando comparado aqueles
produzidos por antibidticos comercializados, coneittomicina e a nitrofurantoina, para os
quais mais de 50% das cepas se mostraram ressst@#dasolados foram 100% sensiveis a
vancomicina e aos antibiéticos de ultima geracaauguistina/dalfopristina e linezulida. A
eficacia da dactilomelina, portanto, é comparawsses antibibticos.

A avaliagdo de seu potencial alergénico mostrouajuogsma possui moderado
potencial alergénico quando inoculada por via si#lm@a em camundongos, sendo este
potencial inexistente por via oral, indicando eséacomo uma possivel rota de veiculagcéo da
proteina (TAVARES, 2007).

A dactilomelina-P possui suas atividades biologioasn descritas, mas, apesar
disso, ainda nao é conhecido o mecanismo peloajual] nem seu grau de relacionamento
com as demais proteinas de lesmas do mar e desomtptuscos. A elucidacdo dessas
questdes seria muito util para o entendimento dpelp&colégico que essa proteina

desempenha para o animal.

2.8.Relevancia

A defesa quimica e seus componentes constituentesggue unificam muitos animais,
apesar de sua distancia filogenética. Assim, alestomparativo de suas secrecdes de defesa

pode ser muito util no entendimento dos principaiscanismos e constituintes de suas
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defesas quimicas.

Além disso, no caso de moléculas téo interessantas as proteinas de lesmas do mar, o
entendimento dos mecanismos pelos quais se daoastuakades bioldgicas pode ser util
tanto para auxiliar no esclarecimento das funcoekgicas de tais compostos como também
no descobrimento de novas estruturas e arcaboumgiagiibos passiveis de serem utilizados
biotecnologicamente.
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3. OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo estudar a protdamtilomelina-P no que diz respeito a
seu mecanismo de acdo e comparar a composicaacpreduncao da tinta daplysia
dactylomela(Gastropoda, Opisthobranchia) com as tintas d@®uwalis moluscos, a lesma do
mar Bursatella leachii(Gastropoda, Opisthobranchia) e o po@ctopussp. (Cephalopoda,
Coleoidea).

3.1. Objetivos especificos

1. Avaliar a atividade L-aminoacido oxidasica nasaintieA. dactylomelaB. leachiie

Octopussp.;

2. Comparar a composicao protéica das tinta®\ddactylomelaB. leachiie Octopus
sp.;

3. Comparar as atividades antimicrobianas das tinéas.ddactylomelaB. leachii e
Octopussp.;

4. Estudar o mecanismo de acgao antibacteriana ddahaelina-P;

5. Observar a acéo da dactilomelina-P sd@tagphylococccus aurey®r microscopia de

forca atébmica;

6. Avaliar a atividade L-aminoacido oxidasica da dantelina-P.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta dos materiais biol6gicos

A tinta purpura e o0s exemplares d& dactylomela (Mollusca; Gastropoda;
Orthogastropoda;  Apogastropoda;  Heterobranchia; hybetura;  Opisthobranchia;
Aplysiomorpha; Aplysioidea; Aplysiidae) utilizadaso trabalho foram coletados durante
marés de sizigia de 0,0 — 0,2, na Praia de Paracgrununicipio de Sdo Gonc¢alo do
Amarante (Ceard, Brasil), conforme descrito pordvslal. (2000). A tinta foi coletada por
manipulacdo do animal até a liberacdo da secrecgaal foi acondicionada em recipientes
esterilizados por autoclavacdo a 121 °C por 15 togiu A tinta deB. leachii (Mollusca,;
Gastropoda; Orthogastropoda; Apogastropoda; Het@nchia; Euthyneura; Opisthobranchia;
Aplysiomorpha; Aplysioidea; Aplysiidae) foi coletadle forma semelhante a utilizada para a
coleta da tinta d&. dactylomelana Lagoa da Tabuba, municipio de Caucaia (CBaaijl).

A tinta do polvo Octopus sp. (Mollusca; Cephalopoda; Coleoidea; Neocoleoidea;
Octopodiformes; Octopoda; Incirrata; Octopodida®)doletada de animais capturados em
alto-mar, por meio de sua dissecacao, retiradasdogs de tinta e coleta da tinta presente

nessas estruturas.

4.2.Purificagdo da dactilomelina-P

A dactilomelina-P foi purificada a partir gmwol de tinta bruta como descrito por
Nogueira (2005). A tinta bruta foi dialisada exawshente contra agua destilada em
membrana de dialise com poros de 12 kDa de abeatdf& e submetida a centrifugacéo a
180009 por 30 minutos para retirada de impurezas e am@das da coleta. Em seguida,
essa tinta pré-tratada foi submetida a precipitagio sulfato de aménio para obtencdo da
fracdo 30/60% de saturacdo. Essa fragdo passosegunda, por uma cromatografia de troca
ibnica em coluna DE 52 dietilaminoetil cellulosé&,& x 3,5 cm), tendo o tampé&o Tris-HCI
com gradiente de concentracdo de cloreto de sadm @luente, para obtencéo do pico com
atividade antibacteriana. O pico obtido, apds sdisddo contra agua destilada para retirada
do tampao de eluicdo, foi liofilizado. O materiabultante da liofilizagdo foi caracterizado
como constituido majoritariamente de dactilomefatendo sido utilizado em todos os

ensaios.
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4.3.Composicado e Funcdo das Proteinas das tintas ée dactylomela B. leachii e
Octopussp.

4.3.1. Tratamento das tintas

As tintas dos molusco®. dactylomela B. leachii e Octopus sp. foram
inicialmente centrifugadas a 100@P por 30 minutos. Em seguida, para retirar sais e
pigmentos das amostras e concentra-las, foransai@s exaustivamente em membranas de
didlise com 12 kDa deut off e liofilizadas. Somente a tinta de polvo néo fofilizada

devido a sua baixa disponibilidade.

4.3.2. Determinagdo da concentracdo de proteinas

As determinacfes de proteinas sollveis foram estdiz pelo método proposto

por Bradford (1976), utilizando-se a albumina sehovina (BSA) como padrao.

4.3.3. Atividade L-aminoacido oxidasica

A atividade L-aminoé&cido oxidasica foi determinaga tampédo Tris fosfato 0,1 M,
pH 7,8 a 25° C utilizando um ensaio enzimatico &mbp (MACHEROUX et al, 2001).
Nesse ensaio, 0 peroxido de hidrogénio gerado gielalade oxidasica foi utilizado pela
peroxidase (Horseradish Peroxidase Tipo 1, Sigraeg pxidar a o-dianisidina ao seu radical
cation, o qual foi monitorado por absorbancia a @50 Uma quantidade de 1 mL de mistura
reacional continha 10 pL de peroxidase (1 mg/mLtampéo Tris fosfato 0,1 M pH 7,8), 50
pHL de uma solugdo de o-dianisidina (8mM em TritoA00 a 20%) e 10 pL da solugéo de
aminoacidos a 100 mM também em tampdo Tris fosfAt.misturas reacionais foram
mantidas em banho de gelo até a leitura das alrsnalsa

A reacéo foi iniciada pela adicdo de 10 pL da swupossivelmente contendo a
LAAO e foi imediatamente monitorada a cada 5 noawturante 60 minutos. Foram testados
como fontes de oxidases as tintasAdedactylomelade B. leachiie deOctopussp., e 0
extrato da glandula opalina e da desovaAdédactylomelaJa os aminoéacidos L-lisina e L-
arginina foram utilizados como substratos para & agnziméatica. Também o extrato da
glandula opalina foi utilizado como possivel fodeeaminoacidos e, portanto, substrato para
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a acdo enzimatica. Cada dado foi representado caresultado da média + desvio padrao de
trés replicatas.

4.3.4. Caracterizacao das tintas por PAGE-SDS

As tintas brutas e liofilizadas foram submetidagtreforese em gel de
poliacrilamida de trés fases, em presenca de &rig®DS-Tricina-PAGE) para determinagao
do perfil unidimensional das proteinas presentegursdo o método de Schagger e Jagow
(1987). O gel de trés fases (separacédo, 16,5% ,0% &, pH 8,9; espacamento, 9,9% T e
3,0% C, pH 8,9; concentracao, 5,12% T e 2,6% Cg@) foi desenvolvido com tampéo do
catodo contendo Tris-base 0,1 M, Tricina 0,1 M 31 % (pH 8,25), e do anodo contendo
Tris-base 0,2 M (pH 8,9). As amostras foram disdaly em Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,8,
contendo 1% de SDS, glicerol, azul de bromofenftneercaptoetanol, aquecidos a 40°C,
durante 30 minutos, e centrifugados a 100@0 aurante 5 minutos, a 4°C. Foram aplicados
cerca de 10 a 30 pg de proteinas totais em cada @@ccorrida foi conduzida a uma corrente
inicial de 10 mA/placa, seguida de 20 mA/placa apdentrada das amostras no gel de
espacamento, durante 3,5 hora. Apds a corrida,éas fgram revelados por Coomassie
Brillant Blue R 250. Foi utilizado um marcador deagea molecular protéico (Mid/Low
Range, AMRESCO) contendo fosforilase B (97,4 k#)umina sérica bovina (66,2 kDa),
aldolase (39,2 kDa), triose fosfato isomerase (X®8), inibidor de tripsina (21,5 kDa) e
lisozima (14,4 kDa).

4.3.5. Semelhanca entre proteinas relacionadas a daetit@¥P nas tintas

4.3.5.1. Producéo de anticorpos policlonais e determinagaditulos

As tintas foram analisadas quanto a presenca deeipas relacionadas a
dactilomelina-P poWestern blat Para tanto, foram utilizados anticorpos policisnde
coelho albino de trés meses de idade da raca Nemdia, segundo descrito por Nogueira
(2005).

O animal foi imunizado, por via intramuscular, canproteina, na concentragdo
de 1 mgP/mL (0,5 mL de NaCl 0,15 M + 0,5 mL de adpte completo de Freund). Apés 14

dias da imunizacéao, foi aplicado um refor¢co por sudcutanea sem adjuvante. A partir do



41
TAVARES, T. C. L. — Proteinas de tintas de molustasinhos...

primeiro refor¢co, foram aplicadas doses semanass masmas condi¢cbes. O coelho foi
sangrado nos dias 21, 28, 35 e 42, e os soros srfon@m obtidos a partir da sangria e
posterior clarificacdo do soro por centrifugacas.tf@ulos foram determinados pbot blot

em membranas de PVDF utilizando varias diluicéesatdissoros obtidos em diferentes dias
e observacao de seu poder de reagir contra aahaetiha-P. O titulo foi determinado como

sendo a maior diluicdo de um antissoro capaz dmbhecer a dactilomelina-P.

4.3.5.2. Western blot

A presenca de proteinas relacionadas a dactiloaBlifoi estudada pela técnica
de Western blotde acordo com a metodologia descrita por Towbiaglstlin e Gordon
(1979). Apos a eletroforese em gel de poliacrilanith presenca de SDS, as proteinas foram
transferidas para membranas de PVDF em uma undkdansferéncia do tip@ank system
(omniPAGE VS10, Caere Corporation) por 1 hora a\1@400 mA.

A membrana foi bloqueada por 1 hora, a temperanomaiente, com tampao Tris
HCI 0,05 M pH 7,4 contendo NaCl 0,15 M e leite et gesnatado 5 % (m/v) (tampao
bloqueador). Em seguida, foi incubada com o argir@nti-dactilomelina-P (35 dias) diluido
1:250 em tampao blogueador por 2 horas, sob agitacdemperatura ambiente. Apds a
incubagdo, a membrana foi lavada 4x, a interva®s$ aninutos com o mesmo tampao. A
membrana foi entdo incubada por 2 horas com oapticsecundario (IgG de cabra, anti-lgG
de coelho, conjugado com fosfatase alcalina, SIGMKJdo 1:10000 no tampé&o blogueador,
sob agitacdo, a temperatura ambiente. Foi entéauda2x com o tampé&o bloqueador e, em
seguida, mais 2x com agua grau milli-Q. A reacaovikualizada apés a adicdo da solucéo
reveladora contendo o substrato da fosfatase rdcgpastilhas de NBT/BCIP, SIGMA),
preparada de acordo com as instru¢des do fabricAptes a reacdo, a membrana foi lavada
com agua grau milli-Q para retirada de toda a salueveladora, secada e guardada ao abrigo

da luz até ser fotografada.

4.3.6. Atividade Antimicrobiana

As tintas foram caracterizadas quanto a sua ateidgmtimicrobiana utilizando

dois microorganismos, a bactéria gram-posiBvaureus o fungo filamentosMucor sp.
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A atividade antibacteriana foi realizada conformnesatito por Baueet al (1966).
Culturas deS. aureuscultivadas em agar nutritivo por aproximadamenteht8as foram
ajustadas em salina fisiolégica estéril para unsadtincia de 0,08 — 0,10 (1@fc/mL) a 600
nm. Placas de Petri contendo agar Mueller Hintoanfp entédo, semeadas com a suspenséao de
bactérias em salina com auxilio d&absestéreis. Em seguida, discos de papel de filtro
esterilizados de 6 mm de diametro foram embebidi@dntente com 30 pL das tintas Ae
dactylomela B. leachii e de Octopussp. contendo 41.7, 12.3 e 358.2 ug de proteina,
respectivamente, e foram dispostos sobre o agaasbsulturas foram incubadas a 37°C
overnighte, em seguida, examinadas para observacédo dac@onte halos de inibicdo em
torno de cada disco. Discos contendo o antibidgo@ciclina foram utilizados com controle
positivo; e discos com 30 pL de salina fisiolégimamo controle negativo.

Para o ensaio com o fungo filamentoducor sp., segundo Roberts &
Selitrennikoff (1990), a cultura do fungo foi indeada como um fragmento de 8 mm no
centro de placas de Agar Batata. As placas foramseguida, incubadas em temperatura
ambiente por 48 horas. ApdOs o crescimento inidigicos de papel de filtro embebidos com
30 uL das amostras foram colocados sobre o mapr@&imadamente 5 mm da borda. As
placas foram novamente incubadas a temperaturaeatabaté o crescimento restante do
fungo em presenca das tintas. O impedimento daiaresto ao redor dos discos foi utilizado

como indicativo de inibicdo do crescimento fungico.

4.4. Determinacdo do mecanismo de acéo antibacteriana dactilomelina-P

4.4.1. Atividade antibacteriana em meio suplementado cemminoacidos

Para avaliar a participacdo da atividade L-amirdwioxidasica da dactilomelina-
P em sua acao antibacteriana, foi utilizada umabauagéo de trés ensaios. No primeiro, foi
avaliado o efeito de suplementacdo do meio de reultom L-lisina e com L-arginina; no
segundo, o efeito concentracdo-dependente dos aomios sobre a atividade antibacteriana
da dactilomelina-P; e no terceiro, o efeito da piel@se sobre tal atividade.

Todos os ensaios consistiram do mesmo procedingenéd. Trés a cinco colbnias
de uma cultura d8taphylococcus aureUsTCC 25923, previamente crescida por 18 horas a
37° C em meio ATGE, foram suspendidas em caldo tiBezam sua absorbancia a 600 nm

ajustada para 0.01 em um espectrofotometro. Emidsegioram seriamente diluidas 1000
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vezes, atingindo cerca de®10fc/mL. Essa suspenséo final foi entdo aliquotedauma
microplaca de 96 pocos e incubada a 37° C.

Previamente, a curva de crescimentoSdeaureusem caldo LBfoi obtida ao
longo de 24 horas, a partir da contagem de vidaeisda duas horas, para determinar o
momento de entrada da cultura em fase exponelst. momento (t = 10 h) foi utilizado
para adi¢éo dos tratamentos testados.

No primeiro ensaio, a cultura foi coincubada conseguintes solucdes logo apés

atingirem a fase exponencial de sua curva de onesto:

e 100 pg/mL de dactilomelina-P;
e 100 pg/mL de dactilomelina-P acrescida de L-argiruo de L-lisina na concentracao
de 100 mM.

Apo6s 24 horas do indculo inicial, os dois trataroerforam avaliados a partir da
mensuracdao da turbidimetria a 650 nm em uma leitbgamicroplacas (TP Reader,
Thermoplate) ou por contagem do numero de viadvela fecnica da microgota (Romeiro,
2001).

No segundo ensaio, os aminoacidos L-arginina esihdi foram seriadamente
diluidos em solucdes de dactilomelina-P (100 pg/emtpncentracdes de 50, 25, 12.5, 6.25 e
3.125 mM e adicionados as culturas na fase exp@ie@ efeito concentracao-dependente
foi avaliado como descrito anteriormente para mpiio experimento.

Adicionalmente, o terceiro tipo de experimentodiauao efeito da peroxidase na
atividade antibacteriana da dactilomelina-P. Panatof o meio de cultura foi tratado
inicialmente com dactilomelina-P e peroxidase (dadish peroxidase type I, Sigma), nas
concentracdes de 100 pg/mL, cada. O meio foi toapst, pelo menos, 18 horas a 8° C e,
entdo, foi aquecido a 100° C para inativar a pnated a peroxidase. Em seguida, 0 meio

tratado foi inoculado com 2@ifc/mL deS. aureus suplementado separadamente com:

e 100 pg/mL de dactilomelina-P;
e 100 pg/mL de dactilomelina-P e de peroxidase;

* L-lisina e L-arginina em concentracao de 100 mM.

Apds 24 horas do indculo inicial, os tratamentomrfo avaliados por contagem do

numero de viaveis, como descrito acima.
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Todos o0s controles positivos consistiram de cudtude S. aureuscrescidas
normalmente em caldo LB a 37° C concomitantemerddratamentos testados.

4.4.2. Microscopia de forca atdbmica (AFM)

A microscopia de forca atdbmica foi realizada no draborio de Microscopia
Avancada do Departamento de Fisica da Universifiaderal do Ceara, tendo sido utilizada
para avaliar a ocorréncia de alteracdes morfol8giees células tratadas. As amostras foram
preparadas como descrito anteriormente para ososnaatibacterianos. Apos 24 horas de
incubacdo na presenca de dactilomelina-P e dosoauidos L-lys e L-arg (100 mM), as
células foram lavadas 5 vezes com salina 0,15 btiksada para remover o meio de cultura.
As amostras foram, entdo, gotejadas sobre lamirddasidro circulares de 13 mm de
diametro e deixadas secar naturalmente a temparatbiente anteriormente a observacao
no microscopio de forca atbmica. Todas s imagernsmagrafia das amostras foram obtidas
em um microscopio Nanoscope llla com software Nemps (Digital Instruments, EUA), a
temperatura ambiente. O mogmping(TM®) ou intermitente foi utilizado para evitar forcas
laterais que podem danificar as amostras. Um esad@el?2 um de coberturaxy com
frequéncia de 5 Hz e resolucéo de 512 x 512 fdizatio para obter-se imagens de alta

resolucao.

4.4.3. Atividade L-aminoacido oxidasica da dactilomelina-P

A atividade L-aminoacido oxidasica da dactilomelihdoi determinada como
descrita anteriormente para as tintas analisaddigando um ensaio enzimatico acoplado
(MACHEROUX et al, 2001). A reacéo foi iniciada pela adicdo de 10dgluma solucao de
dactilomelina-P (1 mg/mL) a mistura reacional, ®od aminoacidos L-lisina, L-arginina, L-
histidina (aminoacidos basicos), L-acido aspartido-acido glutamico (aminoacidos acidos)
sido utilizados como possiveis substratos para & agnzimética da proteina. Para
determinacdo da Constante de Michaelis-Menteniaimente foram construidos gréaficos de
absorbancia ao longo do tempo para as seguintegeminacoes de susbtrato, mantendo fixa a
concentracdo da enzima dactilomelina-P (100 pg /L), 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8,
0.9, 1.0, 5.0 e 10.0 mM. A partir das inclinacdes durvas obtidas nesses graficos, foram

obtidos os valores de velocidade maxima inicialjzatdos para construcdo do grafico de
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Lineweaver-Burk (1/¥ versus1/[S]). Os valores da Constante de Michaelis-Mer{tcm)
foram, entdo, determinados utilizando o graficoLdeweaver-Burk obtido. Cada dado foi

representado como o resultado da média + desviéipale trés replicatas
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5. RESULTADOS

5.1.Composicdo e Funcdo das Proteinas das tintas de dactylomela B. leachii e
Octopussp.

5.1.1. Determinacédo da concentracao de proteinas

As concentracdes de proteinas das tintas brutagma@sentadas na tabela 2. As
tintas das lesmaA. dactylomelae B. leachiiforam, posteriormente, dialisadas e liofilizadas
para retirada de sais e obtencdo de concentrag@issetavadas de proteinas, facilitando sua

caracterizagao.

Tabela 2 — Concentracéo de proteinas das tintaswéEbdo de Bradford (1976).

Amostras Concentracao de proteinas (mg/mL)
Aplysia dactylomela 1,39
Bursatella leachii 0,41
Octopussp. 11,94

5.1.2. Atividade L-aminoacido oxidasica das tintas

A tinta deA. dactylomeleexibiu atividade L-aminoacido oxidasica, cataltam
oxidacdo dos aminoacidos basicos testados, L-lesinarginina (Figura 3).

O extrato da desova de dactylomelgdambém exibiu atividade LAAO enquanto
0 extrato da glandula opalina ndo o fez. Para avalipossibilidade de a glandula opalina
funcionar como fonte de aminoacidos para a tinfgaea a dactilomelina-P, estes foram
substituidos no ensaio pelo extrato dessa glandusdividade oxidasica, entretanto, ndo foi
observada (Figura 3).

As tintas deB. leachii e de Octopussp. também néo exibiram atividades L-
aminoacido oxidasicas contra os aminoacidos testadlisina e -arginina.

Dentre as amostras portadoras de atividade L-amioméoxidasica, pode-se

observar a preferéncia pelo aminoacido L-arginpues, em geral, os valores de absorbéancia
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encontrados quando este aminoacido foi utilizadmacsubstrato foram maiores que os

encontrados com L-lisina.
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Figura 3— Atividade L-aminoacido oxidasica dasamteA. dactylomelaB. leachiie do
polvo Octopussp. e do extrato da desova e da glandula opalida dactylomelaO controle
negativo consistiu da mistura reacional ndo aalesdia fonte de L-aminoacido oxidase
testada. Os valores representam médias de trésimgp®s independentes. Os asteriscos
indicam que a diferenca entre os valores indicadosé significativad > 0,05).

5.1.3. Caracterizacao das tintas por PAGE-SDS

O estudo do perfil eletroforético das tintas AledactylomelaB. leachiie de
Octopussp. revelou um rico conjunto de proteinas com pesasculares variando de cerca
de 70 kDa a menos de 14 kDa. Dentre essas, dest#chandas na faixa de 60 kDa presentes
nas trés tintas. Uma dessas bandas foi previantesiita para a tinta d&. dactylomela
como a dactilomelina-P. Além dessas, podem sernddd@s bandas de cerca de 30 kDa,
também nas trés tintas (Figura 4).

O estudo dessas tintas pdestern Bloutilizando anticorpos produzidos contra a
dactilomelina-P mostrou a existéncia de identidaxes as bandas de 60 kDa presentes nas
tintas deA. dactylomelae deB. leachii Uma banda de cerca de 30 kDa também foi
reconhecida na tinta dectopussp., indicando uma possivel relacdo da proteinastieo
com algum fator de menor peso presente na tintpao estudado, provavelmente um
precursor ou uma subunidade protéica (Figura 5).



48
TAVARES, T. C. L. —Proteinas e tintas de moluscos marinhos...

\
MM A B P D

97,4 kDa Wl

66,2 kDa s - ! —

39,2 kDa

26,6 kDa s
—
21,5kDa
——

14,4 kDaww

Figura 4 — PAGE-tricin&DS das tintas dA. dactylomelaB. leachiie Octopussp. e da
dactilomelina-P.Legenda MM — marcador molecular; A— tinta de A. dactylomela
liofilizada; B. — tinta deB. leachiiliofilizada; D — dactilomelina-P; P tinta bruta deéDctopus
sp.. O marcador dmassa moleculeconsistiu defosforilase B (97,4 kDa), albumina sér
bovina (66,2kDa), aldolase (39 kDa), triose fosfato isomerase (2 kDa), inibidor de
tripsina (21,5kDa) e lisozima (14 kDa). Concentracdo de proteinas/pogel 1 — 10
ugP/poco (A), 10 ugP/pcco (B.), 30 ugP/poco (P), 1QugP/pao (D) As setas indicam as
regides de cerca de 60 e de 30 k

A B D P

Figura 5 “Western blotas tintas das lesmA. dactylomela B. leachiie do polvoOctopus

sp.Legenda: A —tinta deA. dactylomelaB — tinta deB. leachii D — dactilomelina-P; P —
tinta deOctopussp.. As setas indicam as regides de cerca de 60 e #®8@ue reagirar

com o anticorpo antilactilomelini-P.
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5.1.4. Atividade Antimicrobiana

As tintas deB. leachiie deOctopussp. ndo exibiram atividades antibacteriana
nem antifingica. Estas ficaram restritas, no casa@tt/idade antibacteriana, a tinta Ae
dactylomelae a dactilomelina-P, e, no caso da atividade targita (Figura 6), a tinta d&.

dactylomela

Tabela 3 — Atividades antimicrobianas das tintas.

o ) . Atividade
Atividade antibacteriana cont&taphylococcus aureus .
Amostras antifangica contra
ATCC 25923 (Halo em mm)

Mucor sp.
Aplysia dactylomela 16,6 £4,2 +
Bursatella leachii 0 0
Octopussp. 0 0
Dactilomelina-P 21+1,3 0

Legenda: + (inibicdo) / O (auséncia de inibicdo).

Figura 6 — Atividade antifungica das tintas contrafungo filamentosoMucor sp.
Legenda: A — tinta deA. dactylomelaB — tinta deB. leachij P — tinta deDctopussp.; D —
dactilomelina-P.
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5.2. Determinacdo do mecanismo de acao antibacteriana diactilomelina-P

5.2.1. Atividade antibacteriana em meio suplementado ceeminoacidos

A adicdo dos aminoacidos L-lisina e L-arginina legauem um incremento na
atividade antibacteriana da dactilomelina-P, e)qmepela diminuicdo de uma unidade
logaritmica (10 vezes) no numero de colbnias v S. aureusem relagdo ao grupo
tratado somente com a proteina. Esta diminuicaedtitisticamente semelhante nos grupos
tratados com os dois aminoacidos diferentes, hdig L-arginina, como pode ser observado
na figura 7. Todos os tratamentos também se masiraignificativamente diferentes do
controle positivo, as diminui¢cdes chegando a duédades logaritmicas (100 vezes) para 0s
meios suplementados com a dactilomelina-P e Ldism L-arginina, e uma unidade para o
meio adicionado somente de proteina.

Esse efeito também foi observado na curva de onesito deS. aureusobtida ao
longo de 48 h. Com a adicéo da proteina e dos @tiohus apds a entrada da cultura em fase
exponencial (indicado por uma seta), € observadareducdo na absorbancia para 0s grupos
tratados com a dactilomelina-P sozinha e com estaseida de L-lisina e L-arginina.
Enquanto o controle positivo continua a crescerRdtéoras, no grupo tratado com proteina
observou-se uma inibicdo duradoura do crescimemdatida até as 48 horas (Figura 8).

Quando comparados o0 numero de células encontradgsupo tratado apenas
com dactilomelina-P (t = 24 h) com o encontrado dis@mente antes da adicdo dos
tratamentos (t = 10 h), € observada uma inibicdorascimento da cultura com manutencéo
do numero de células. Trata-se de um perfil cariatisdo de uma inibicdo causada por um
agente bacteriostético, confirmando o observado Npelo et al. (2000). J& nas culturas
tratadas com a proteina acrescida de L-lisina du-asinina, foi observada uma diminui¢ao
no numero de células em relacdo ao momento dolmd@ce 10 h). Neste caso, € observado
um efeito bactericida especificamente quando o néeiacrescido de qualquer um dos
aminoacidos testados (Figura 9).

A atividade mostrou um efeito dose-dependente (RidwD), evidenciado pelo
aumento no numero de coldnias viaveis juntamente &aiminuicdo da concentracdo tanto
de lisina como de arginina adicionados ao meio.

Para verificar se a atividade antibacteriana dailda®lina-P é mediada pelo
peroxido de hidrogénio, foi determinado o efeitopgeoxidase sobre a atividade da proteina
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(Figura 11). A adicdao da peroxidase inibiu a ac&@ibacteriana da dactilomelina-P,
confirmando ser o perdxido de hidrogénio resporigimeesta atividade.

Quando dactilomelina-P, aminoacidos e peroxidasanfodissolvidos em caldo
LB e adicionados separadamente as culturas emiroes#0 no meio previamente tratado
com dactilomelina-P e peroxidase, houve inibicdemscimento bacteriano apenas no grupo
que recebeu a dactilomelina-P. Isso é devido a agé@roteina sobre os aminoacidos
presentes no caldo LB, gerando peréxido de hidiog&ue € o responsavel pela inibicao.
Quando se adicionou a dactilomelina-P juntaments peroxidase, 0 crescimento
observado foi comparavel a cultura controle, comgmdo que o produto da oxidagdo dos
aminoacidos, isto €&, peroxido de hidrogénio, foigrddado pela peroxidase.

Consequentemente, a atividade antibacteriana didodaelina-P ndo foi observada.
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Figura 7 - Efeito antibacteriano da dactilomelinaebh meio suplementado com L-
aminoacidos apos 24 horas de incubacdo a 37Ee@enda: cont+ - controle positivo,
prot+lys - proteina (100 pg/mL) acrescida de L{$60 mM), prot+arg - proteina (100
png/mL) acrescida de L-arg (100 mM), prot - protefb@0 pg/mL). Os valores representam
médias de trés experimentos independentes. O t®mwsitivo consistiu do crescimento da
cultura em caldo LB sem a adicdo de dactilomeline/du aminoacidos. Os asteriscos
indicam que a diferenca entre os valores indicadosé significativag >0,05).
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Figura 8 — Curva de crescimento$leaureusATCC 25923 obtida a partir de sua absorbancia
a 620nm sob diferentes condicbes, evidenciandoitacd#® do crescimento quando da
incubacdo da bactéria com a dactilomelina-P naepgasou auséncia dos aminoacidos L-
lisina e L-arginina. €) Controle positivo; §) grupo adicionado de dactilomelina-P apés 10 h
de crescimento; £) grupo adicionado de dactilomelina-P e L-lisinasd0 h; ¢) grupo
adicionado de dactilomelina-P e L- arginina aposh;1(®) controle negativo (caldo LB). O
controle positivo consistiu do crescimento da caltem caldo LB sem a adicao de
dactilomelina-P e/ou aminoéacidos. A seta indica@m@nto em que foram adicionados os
tratamentos testados, ap0s a cultura ter atingfdseaexponencial de crescimento.
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Figura 9 — Curva de crescimento da bact&iaaureusATCC 25923 crescida em meios
acrescidos ou ndo da dactilomelina-P e dos amidogdi-lisina e L-arginina, evidenciando
os efeitos bacteriostaticos e bactericidas daldawtiina-P. ¢) controle positivo; ¢) grupo
adicionado de dactilomelina-P e L-lisina ap0s Idelcrescimento;&) grupo adicionado de
dactilomelina-P e L-arginina ap6s 10 h; (x) grumticmnado somente de dactilomelina-P
apos 10 h. O controle positivo consistiu do cresaito da cultura em caldo LB sem a adicao
de dactilomelina-P e/ou aminoacidos. A seta indicaomento em que foram adicionados 0s
tratamentos testados, ap0s a cultura ter atingideeaexponencial de crescimento.
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Figura 10 — Efeito concentracdo-dependente dos camidhos L-lisina e L-arginina na
atividade antibacteriana da dactilomelina-P. Osoresl representam médias de trés
experimentos independentdsgenda: cont+ - controle positivo, prot+lys - proteina @10
png/mL) acrescida de L-lys (100 mM), prot+arg - pfoa (100 pg/mL) acrescida de L-arg
(100 mM).



54
TAVARES, T. C. L. —Proteinas e tintas de moluscos marinhos...

=
o

logyo ufc/mL
O P N W H» U1 OO N 00 O

Figura 11 —Efeito da peroxidase na atividade antibacteriandaddilomelin-P. Legenda: p
— proteina (100 pg/mL), p+f—proteina e peroxidase (100 pg/mL, ambas— L-lys e L-arg
(100 mM), cont+ controle positivc O controle positivo consistiu do crescimento dducal
somente em caldo LB tratado com dactilomeP e peroxidaseOs vaores representam
meédias de trés experimentos independ. Os asteriscos indicam que a diferenca entt
valores indicados nao é significativa >0,05).

5.2.2. Microscopia de forga atdomica (AF!

Por microscopia de forgca atdmica,do foi evidenciada nenhuma altera
morfologica nas células tratadas com dactilomelina-P sozinhi ou adicionada dos

aminoacidos. Exceto pela diminuicdo no numero dela a morfologia esférica e

tamanho das coldnias e de suas células foram e em todos os tratamentos (Figi12).

Figura 12 —Aspecto morfologico das colbnias S. aureusverificadc por microscopia de
forca atdmica (AFM) (A) Controle positivo, em degia o diametro celular de 947,04 r
(B) Grupo tratado com dactilomel-P e L-lisina, diametro celular dg0OB5 pum.
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5.2.3. Atividade L-aminoacido oxidasica da dactilomelina-P

A dactilomelina-P exibiu atividade L-aminoacido dé&sica, catalisando a
oxidacdo dos aminoacidos basicos testados, L-lesinarginina (Figura 13).

O calculo das constantes de Michaelis-Menten patavidade da dactilomelina-P
contra L-lisina e L-arginina revelou que esta draetem maior afinidade com a arginina,
exibindo um Km dez vezes menor: 0,015 + 0,01 mMdtapa arginina, e 0.22 + 0,16 mM/L
para a lisina.

A proteina dactilomelina-P também foi testada @os aminoacidos L-histidina,
aminoacido basico, e L-acido aspartico e L-acidataghico, ndo tendo sido encontrada

atividade enzimatica nestas situacgdes.
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Figura 13 - Atividade L-aminoacido oxidasica da tdamelina-P. O controle negativo
consistiu da mistura reacional ndo acrescida deenp@l L-aminoacido oxidase,
dactilomelina-P. Os valores representam mediaggdeekperimentos independentes.
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho foi realizado com o intuitdrdeer mais informagdes acerca
da composicdo das tintas de organismos relacionadesdactylomelae de seus papéis
ecologicos, além de avancar na elucidacdo do nmoanide acdo antibacteriana da
dactilomelina-P.

O aumento na atividade antibacteriana resultantadiZio dos aminoacidos L-
lisina e L-arginina proporcionou boas provas de @sges aminoacidos estavam atuando de
alguma forma sobre a atividade da proteina, paénando-a.

A atividade enzimética confirmou a dactilomelinaeBmo uma LAAO, e,
portanto, seu modo de acgéo antibacteriano pédegasmaeser inferido. Como uma LAAO, a
dactilomelina-P pode atuar indiretamente sobrechdas deS. aureusatravés da liberacdo de
peroxido de hidrogénio e amonia, 0s principais prosl da oxidagcéo. Esses produtos tdxicos
podem influenciar diretamente no crescimento daéba¢ podendo haver efeitos sobre o
metabolismo celular, incluindo inibicdo do cresamog apoptose e necrose. Nesse sentido,
Sao muito promissores, pois enquanto o peroxidudiegénio sozinho é instavel e tende a se
dissipar rapidamente, as LAAOs proporcionam umesuphto ininterrupto de peroxido de
hidrogénio diretamente no local de agéo (BUTZKIaI, 2005).

Yang e colaboradores (2005) atribuiram as acOderzstaticas e bactericidas da
escapina contri. coli e S. aureuscomo resultante da producéo dgdxino meio de cultura
suplementado com L-lisina e L-arginina. Posteriortee Ko e colaboradores (2008)
demonstraram que a interacdo entre o peroxido pidale outros intermediarios reacionais
gera compostos instaveis com forte efeito bactaich acdo antibacteriana dessas proteinas,
portanto, parece ser indireta, com o peroxido eosutompostos resultantes de sua atividade
L-aminoacido oxidasica atuando diretamente sobreéhsas. Outro mecanismo de acao
citotoxica de LAAOs é o de consumo de aminoacicgpeeificos e sua consequente deplecéo
do meio de cultura, ja reportado para oxidasesede® de lesmas do mar (MURAKAW
al., 2001).

E interessante destacar que, apesar de L-argignamenor Km e levar,
provavelmente, a producdo de mais peroxido de ¢pohio que L-lisina, isto pareceu néo
influenciar na atividade antimicrobiana da proteimas meios suplementados com o0s
aminoacidos. Neste caso, tanto quando adicionadisida como de arginina, a reducao no
crescimento observada foi a mesma. Yastgal. (2005), trabalhando com a escapina,

observaram que sua reacdo com a L-arginina produme mistura com pouca atividade
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bactericida, apesar da maior quantidade g@,Hhbroduzida em comparagcdo com a L-lisina.

Como afirmado por Ket al. (2008), isto demonstra que outros compostos qaeon& 0,

s&o também responsaveis pelos efeitos antibaaterdessas proteinas. E possivel, portanto,
que a menor producdo de peréxido a partir da liseja compensada pela producao de
compostos com maior poder inibitorio.

Com a suplementacdo dos meios de cultivo com osc@tidos L-lisina e L-
arginina, péde-se demonstrar o efeito bactericiggrcionado pela dactilomelina-P. Esse
novo dado foi muito importante, pois antes somenggividade bacteriostatica havia sido
observada para a dactilomelina-P. O efeito da mglacdo do meio de cultivo com os
substratos da enzima ou mesmo da utilizacdo desmmiais ricos sobre a atividade
antibacteriana das proteinas estudadas ja havea dgdcrito anteriormente por Yang e
colaboradores (2005). Eles observaram que a escapinomportava como bacteriostatica na
maioria das condi¢cdes béasicas de crescimento, eappaeslo um pequeno efeito bactericida
quando em extrato de levedura suplementado congib#aa e uma forte acdo bactericida
quando em presenca de triptona, peptona e L-lisina.

A atividade antibacteriana da dactilomelina-P fmuzida com a diminuicdo da
concentracdo de aminodcidos disponiveis, parecgapender da quantidade de peréxido de
hidrogénio gerado. Assim, quando a concentracdcardmoacidos (substratos da acgéo
enzimatica) foi alta, como nos meios suplementadosy L-arginina e L-lisihna em
quantidades superiores a 25 mM, foi observada uaiarnmibicdo bacteriana devido a maior
quantidade de peroxido produzido. E possivel que cemcentracbes mais baixas de
aminoacidos, a quantidade de produtos geradosirsjéiciente para causar uma inibicao
diferente da causada pela proteina sozinha em t#dodo adicionado dos aminoacidos.
Nesse caso, duas situacdes sao possiveis: ouednprétcapaz de atuar diretamente sobre as
células por meio de mecanismos independentes ddaatle oxidasica, ou 0s aminoacidos
presentes naturalmente no meio de cultivo poderar atamo suplemento basico para a
oxidacao pela proteina em quantidades comparasemeaores concentracdes de aminoécido
utilizadas nos experimentos.

Quando o meio de cultivo foi pré-tratado com a ittaoelina-P e a peroxidase,
pode-se observar o efeito da peroxidase sobrevidaate antibacteriana da dactilomelina-P.
Jimboet al. (2003) e Yangpt al. (2005) observaram igualmente que a adi¢éo de jgasxao
meio de cultivo contendo também sua proteina delesesultou em crescimento proximo ao
do controle positivo, ou seja, numa inibicdo daoagétibacteriana das proteinas testadas,

possivelmente, pela neutralizacdo do peroxido debénio pela peroxidase. Também Ehara
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et al. (2002) atribuiram a atividade antibacteriana daatwa ao perdéxido de hidrogénio
gerado pela atividade de LAAO dessa proteina. Nemss® a ligacdo da achatina a célula alvo
mostrou ser essencial para que o peroxido ating@seentracdes aumentadas somente junto
ao alvo, exibindo uma citotoxicidade sitio-espeaifi

Assim como observado neste estudo, Petelil. (2002), estudando as acgbes
citotdxicas da ciplasina, ndo observaram nenhuteeagbio morfolégica nas células alvo. Nas
células tratadas, os primeiros sinais de toxicidadderam na membrana celular externa, com
a morfologia interna inalterada. Os autores sugi@rigue a ciplasina se liga a membrana
externa, iniciando uma série de eventos em casgatalevam a morte celular. Nogueira
(2005) também observou por microscopia eletronectrahsmissao que células da bactéria
aureus permanecem com morfologia inalterada apds incuibhadan a dactilomelina-P. A
proteina, por sua vez, permanece localizada nasitéries da célula, causando seus efeitos
inibitérios, possivelmente, no metabolismo celuter meio da entrada de perdxido de
hidrogénio ou de outros produtos gerados por séia @xidasica.

A dactilomelina-P é a proteina mais abundante ptesea tinta liberada pela
lesma de mah. dactylomelaComo ja demonstrado por Meatbal. (2000), possui uma massa
molecular em torno de 60 kDa, caracteristica cotitipatla por outras proteinas isoladas das
tintas de varias espécies de lesmas do mar. Tadas @roteinas de lesmas compartilham
alguma caracteristica além da massa molecularugéiode armazenamento na glandula de
tinta, numero de subunidades, estabilidade ao pbisténcia a protease e desnaturacao
térmica entre 55 e 70° C. Contudo, é quanto a cem@o® de aminoacidos, grau de
glicosilacéo e tipo de atividade biologica que eldsrem, mostrando que, de fato, se tratam
de moléculas distintas, possivelmente desempenhpa@eéis importantes na defesa de
espécies diferentes. A semelhanca entre essasinptdambém é evidenciada pel
alinhamento de suas sequéncias protéicas (TAKAMAE&SAal, 1995; EHARAet al, 2002;
PETZELTet al, 2002; JIMBOet al, 2003; BUTZKEet al, 2005; YANGet al, 2005).

Considerando o intrigante comportamento de liberagd tinta, pode-se vé-lo
presente em outros taxons, como em polvos e sgpaencentes a classe Cephalopoda.
Nessa classe, apesar de suas pouco entendidagldd®sl quimicossensoriais, existem
evidéncias da atuacdo da defesa quimica (BOAL, GEN,[1999), podendo inclusive causar
disrupcao dos sistemas sensoriais de predadore€EGWATIE, MACGINITIE, 1968). Gilly
e Lucero (1992) demonstraram que a ludéigo opalescensespondia a presenca de tinta de
outros coespecificos com uma escapada a jato. Raspemelhante foi observada por Boal e

Marsh (1998), tendo havido um aumento na taxa ddilagdo apds espécimes &
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officinalis terem sido expostas a tinta da mesma espé&ssees trabalhos demonstram bem a
presenca de defesas de natureza quimica mediatiagimia em Cephalopoda, além de
confirmarem a capacidade de esses animais detecégpeesenca de sinais quimicos na agua.

Kicklighter et al. (2007) observaram que ndo somente a tinta e acgecopalina
produzidas por animais da mesma espécie eram cagazelicitar uma resposta em juvenis
deA. californica Também as tintas de lesmas de outras espécipdianae A. dactylomela
e as dos cefalopodésllingucula brevise Octopus bimaculoideforam capazes de induzir
respostas de alarme, tendo sido comprovada a geesks mesmas moléculas de alarme.
Essa resposta de espécies relacionadas as moldeudderme umas das outras pode indicar a
presenca de moléculas semelhantes filogeneticaneiservadas ou mesmo idénticas,
tratando-se de mais um indicio de que certas mlaq@odem ser comuns entre moluscos
secretores de tinta. Derley al. (2007) demonstraram a presenca na tinta de cef@éSpQ.
vulgaris S. officinalis Dosidicus gigase Loligo peale) de concentracbes milimolares de
estimulantes alimentares, similares as encontrpdesA. californicg A. dactylomelae A.
juliana, indicando uma convergéncia de defesas antipnedatbaseadas em mecanismos
quimicos de disrupcao sensorial e fagomimica.

A natureza molecular dos compostos atuantes emaligpta ainda é pouco
entendida, porém a observacao da presenca de angegyuantidade de proteinas na tinta de
Octopussp. no presente trabalho sugere a participacaasigssteinas, ndo previamente
descritas, na defesa proporcionada pela tinta. adacde proteinas com massa molecular
semelhante ao da dactilomelina-P, além de um fd®rmenor massa molecular com
identidade imunoldgica com essa, constitui um extel indicativo de que, a exemplo das
proteinas de lesmas do mar, essas podem se compmriaodo semelhante na defesa contra
patogenos e predadores. Além disso, mostra queom t@ephalopoda pode ser explorado
biotecnologicamente.

Um importante questionamento pode ser feito: esseduscos evoluiram
independentemente a habilidade de se utilizarernod®ostos quimicos similares em sua
defesa?

A atividade enzimatica da dactilomelina-P, isoladatinta deA. dactylomelaé
especifica contra os aminoacidos basicos L-lisinaagginina, sendo inexistente contra o
aminodcido L-histidina, também basico. Isto dever@r devido a incapacidade da enzima de
quebrar o grupamento imidazol, um radical aromatieterociclico, presente na histidina. A

proteina também foi incapaz de atuar sobre L-aspaetL-glutamato como substratos.
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Derby et al. (2007), analisando a composi¢cdo quimica das ttda secrecao
opalina de varios moluscos, encontrou uma médit08emM de L-lys e 425 uM de L-arg na
secrecado opalina d& californicga com concentracdes muito baixas de ambos na tét@am]

A. dactylomelaobservou cerca de 120 mM de L-lys e 212 uM de Leargsua secrecao
opalina, e 110 uM de L-lys e praticamente nada @&glLna tinta. Essas quantidades sao
compativeis com a hipétese de que a opalina podeoftar como uma fonte de amino&cidos
para as LAAOs presentes nas tintas. Além dissmdpuaonsideradas as concentracdes de
aminoacidos encontradas pelos autores pardactylomelaa menor afinidade da enzima
com a L-lys parece estar sendo compensada pelengeesiesse aminoacido em maior
guantidade. Ja a arginina, presente em menor dadsti ¢ o0 aminoacido pelo qual a enzima
tem maior afinidade.

O fato de ndo ter sido detectada atividade enzimald dactilomelina-P usando o
extrato da glandula opalina como fonte de amina&cidode ser devido a baixa concentracao
desses compostos na composicdo do extrato bruativilade poderia ser detectada se fosse
utilizada como substrato a propria secrecao opabinde provavelmente a concentracdo de L-
lisina e L-arginina estariam maiores.

E sabido que as LAAOs possuem diferentes espekities de substrato.
Algumas, como a dactilomelina-P, preferem aminaxithasicos (JIMBCet al, 2003;
BUTZKE et al, 2004, 2005; YANGet al, 2005), outras tém requerimentos diferentes ou
mesmo mais amplos, oxidando L-leucina, L-metiondnaL-tirosina (TORIlet al, 2000;
MACHEROUX et al, 2001; DU, CLEMETSON, 2002; EHARALt al, 2002). Dentre as
LAAOs de lesmas do mar, é frequente a preferérarid fisina ou L-arginina.

Quando as especificidades e constantes enzimatasad AAOs descritas para
lesmas do mar sdo comparadas, observa-se que,ramlgksina e L-arginina servem de
substrato, com proteinas, como a escapina e a Aféferindo a lisina, e outras, como
dactilomelina-P e aplisianina A, optando pela anginO menor valor de Km (constante de
Michaelis-Menten) encontrado até hoje para essateipas foi o da aplisianina A para a L-
arginina — 0.0034 mM. Se considerada a hipotes®elby (2007), de que a proteina
originada na glandula de albumen deu origem as ideendesempenha a funcédo primordial
dessas proteinas, este fato poderia explicar katatvidade L-aminoacido oxidasica. Além
disso, espera-se gue, quanto mais escasso o suladiada enzima, maior sera sua atividade
de LAAO, como observado para a dactilomelina-Pa @fjnidade é maior para arginina,

presente em quantidades bem mais baixas na tilfadsetylomeldDERBY et al, 2007).
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Essa variedade de atividades é possivelmente ulexesefle suas diversas
especificidades de substrato e, consequentemerggyrddutos de oxidacao gerados. Apesar
de o peroxido de hidrogénio ser descrito como alytm principal, outras moléculas séo
produzidas. Kami@t al. (2009) obtiveram uma complexa mistura resultaat@xidacdo da
lisina pela escapina. Foi gerada uma mistura dgpooentes onde reacfes ndo enzimaticas
comecaram a ocorrer entre o peroxido de hidrogénautros recém formados produtos.
Quando a mistura foi testada quanto a sua atividademicrobiana, o kD, mostrou
contribuir principalmente para o efeito bacteribstd enquanto a maior parte do efeito
bactericida era devido a interacdo quimica enfreréxido e o acida-ceto€-aminocapraico,
um intermediario de reagdo. Dessa forma, foram rérexas outras moléculas geradas por
reacdes entre produtos das LAAOs cuja acdo anbiiiema € bem mais potente (KDal,
2008).

Derby (2007) previu a existéncia de uma LAAO naatideB. leachiicom base
nas atividades biol6gicas descritas por Rajagahi@plathiresan e Singh (2002). Essa
atividade nao foi comprovada no presente trabafledp menos, contra os aminoacidos
testados, apesar da ocorréncia de, no minimo, uotaipa similar a dactilomelina-P. Outra
razdo para a auséncia de acdo enzimatica podebseraaconcentracdo de proteinas na tinta
de B. leachii Assim, durante o ensaio enzimatico, a LAAO hifoéépoderia estar presente
em baixa quantidade, resultando em um resultadatineg

A tinta de Octopussp. também nédo exibiu atividade L-aminoacido oxaias
apesar das semelhancas com o perfil protéico da tle A. dactylomelae da alta
concentracdo de proteinas observada. E possiveh Gjnéa deste cefalépode tomado como
modelo possua funcgdes diferentes das previstasagatiatas de lesmas do mar. Entretanto,
esta tinta pode atuar por meio de outros compagtomicos tdo efetivos quanto as LAAOS.
Para a tinta do cefalopod® officinalisfoi descrita a presenca da enzima tirosinase, com
efeitos citotoxicos sobre varias linhagens celslaksse efeito se da pela acdo catalitica da
proteina sobre a tirosina, produzindo dopaquinona&ventualmente, dopa; este ultimo
podendo causar dano oxidativo ao DNA, lipideos @efmas (DERBY, 2007). Trata-se,
portanto, de um mecanismo muito similar ao apresienpelas L-aminoacido oxidases.

Derby (2007) prop6s, como um dos principios dass#ef quimicas de lesmas do
mar, que compostos e mecanismos similares podenreocentre organismos proximos
relacionados, mas também entre espécies distaNtste estudo, podemos observar a
presenca de proteinas similares e relacionadasoiogioamente nas trés tintas analisadas.

Dessas, duas eram mais proximas filogeneticaméntelactylomelae B. leachii (ambos
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Gastropoda, Opisthobranchia), e duas mais distandes dactylomela (Gastropoda,
Opisthobranchia) ©ctopussp. (Cephalopoda, Coleoidea). Esses trés anirgtiie esunidos
em torno de uma questao: serem moluscos sem cenitfeadores de tinta.

A ampla distribuicdo dessas proteinas dentre mogusc“ndo moluscos” € um
provavel reflexo de sua importancia, seja como g defensivo contra patégenos, seja
contra predadores, seja em alguma funcdo de atagekemplo das LAAOs descritas em
venenos de cobras.

A acdo antibacteriana da tinta edactylomelee da dactilomelina-P agora pode
ser entendida como um reflexo indireto da presetaatividade L-aminoacido oxidasica,
ausente nas outras duas tintas analisadas. Issotdeguestdes acerca da funcdo ecoldgica
dessas secrecOes e de seus componentes. As difeegropntradas com respeito as atividades
dessas proteinas refletem possivelmente as disreligtas apresentadas por seus possuidores
ou mesmo os variados predadores e patdgenos amyaais sdo obrigados a se defender
(DERBY, 2007). Enquanto as lesmas do mar analisassse estudo s&o organismos
herbivoros, se alimentando de macroalgas verdermelhas A. dactylomela e de
cianobactériasB. leachi), o polvo é carnivoro. Neste caso, apesar da ipah@roteina
analisada nao ser oriunda da dieta, sabe-se queads influenciar os compostos produzidos
por um animal na medida em que fornece os compesdrdsicos necessarios para a sintese
de biomoléculas

Na natureza, existem muitos casos bem estudadgsuges de proteinas cuja
distribuicdo sugere interessantes casos de honmphes LAAOs sdo bons exemplos disto,
pois sua distribuicdo entre bactérias, cobras mdesdo mar, além de outros organismos,
ilustra bem esse tipo de processo evolucionarioma wonvergéncia de um importante

caractere de defesa.
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7. CONCLUSOES

Os animais estudados, pertencentes a géneros ouassex diferentes,
compartilham a presenca de fatores protéicos samel a dactilomelina-P, mostrando que
essas potenciais moléculas de defesa podem sensalantre moluscos sem concha.

As tintas deB. leachiie deOctopussp. ndo possuem atividade L-aminoacido
oxidasica, fato este que deve ser confirmado stesecom outros aminoacidos, de modo a
ratificar se realmente ndo compartilham esta caratica comA. dactylomelaou se séo
capazes de oxidar aminoacidos diferentes dos adiig, refletindo a grande diversidade e
versatilidade de LAAOs existentes na natureza.

A dactilomelina-P foi comprovada como uma L-aminddmxidase, a exemplo
de outras proteinas de lesmas do mar. Essa atvidathinoacido oxidasica tem influéncias
sobre sua atividade antibacteriana corraaureus devido a producdo de peroxido de
hidrogénio. Essa acdo ndo induz danos morfologic@s dependente da concentragdo de
aminoacidos presentes no meio, podendo ser battgiam em meio ndo suplementado com
L-lisina e L-arginina, ou bactericida na presengaconcentracbes mais elevadas desses

aminoacidos.
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