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RESUMO

As proteinas, lectina e toxina da alga marinha vermelha Soliena
filiformis foram avaliadas quanto aos seus efeitos tdxicos sobre camundongos e
carrapatos bovinos Boophilus microplus. As analises das fragcbes protéicas, extrato
total e FO/70, obtidas por precipitagdo do extrato bruto com sulfato de amdnio até
70% de saturacdo, mostraram que estas foram téxicas para camundongos dentro
de um periodo de 24 horas por injec&o intraperitoneal (DLsp 16,5 € 13,8 mg/kg de
peso corporeo do animal, respectivamente), produzindo dispnéia, convulsdes
tonico-clénicas e paralisia, que precederam a morte do animal. O tratamento
térmico do extrato total aboliu completamente a atividade toxica (90 °C, 60 min).
As proteinas, toxina e lectina, foram purificadas por cromatografia de afinidade em
coluna de Manana-Sepharose 4B, seguida de filtracdo em gel de Sephadex G-
100. A toxina (DLso 21,7 e 17,8 mg/kg de peso corpdreo por vias ip. e iv.,
respectivamente), mostrou-se distinta da lectina com atividade téxica (DLso 1,7 €
1,5 mg/kg de peso corpdéreo por vias ip. e iv, respectivamente). A lectina
apresenta-se como uma proteina dimérica com massa molecular aparente de 29
kDa e a toxina como uma proteina monomeérica com massa de 14 kDa, por PAGE-
SDS em presenga de B-mercaptoetanol. A andlise histopatolégica dos 6érgaos,
apdés a morte dos camundongos por aplicacdo da lectina e toxina, revelou um
quadro de coagulagdo intravascular disseminada (CIVD), que confirma a
toxicidade destas proteinas. As avaliagées preliminares de atividade toxica da
lectina e toxina sobre o ciclo de vida do carrapato bovino B. microplus
demonstraram que estas proteinas afetaram algumas fases do ciclo de vida desse
ectoparasita, sendo mais acentuados os efeitos tdxicos (reducéo do peso total da
massa de ovos; reducéo dos periodos de postura da teledgina e de mortalidade e
do indice de eficiéncia do produto) produzidos pela lectina.



ABSTRACT

The proteins, lectin and toxin of the red marine alga Solieria filiformis
were analyzed as for their poisonous effects in mice and in the Boophilus
microplus. The crude extract and precipitate FO/70 with sulfate of ammonium of
that alga were shown poisonous for mice upon intraperitoneal injection (LD 50 16,5
and 13,8 mg/kg of body weight of the animal), respectively, producing dyspnea,
tonic-clonic convulsions and paralysis that preceded the death of the animal. The
thermal treatment of the crude extract abolished the poisonous activity (90°C, 60
min). The procedures of purification of the toxin and lectin were driven by
precipitation of the crude extract with ammonium sulfate up to 70% of saturation
(FO/70), followed by affinity chromatography in column of Manana-Sepharose 4B
and gel filtration with Sephadex G-100. The toxin (LD 50 21,7 and 17,8 mg/kg of
corporal weight for ip and iv. routes, respectively), was shown to be distinct from of
the lectin (LD 50 1,7 and 1,5 mg/kg of corporal weight for ip. and iv. routes,
respectively). The lectin was a dimeric protein with apparent molecular mass of
29kDa and the toxin, a monomeric proteic with mass of 13,99 kDa, for PAGE-SDS
in the presence of B-mercaptoetanol. The hystopatologic analysis of the organs
after death of the mice injected with the lectin and the toxin revealed a picture of
disseminated intravascular coagulation (CIVD), that confirms the toxicity of these
proteins. The preliminary evaluations of the lectin and toxin in the control on the
tick B. microplus demonstrated that these proteins affected the evolutionary cycle
of the ectoparasite inducing toxics effects (reduction of the total weight of the mass
of eggs, reduction of the posture periods and mortality). The toxic effects of the
lectin were shown to be more intense than those of the toxin.
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Efeitos 16xicos de lectina e toxina da Soiiena filiformis... inirodugao

INTRODUCAQ

1.1- Algas Marinhas

1.1.1- Consideracbes Gerais

As aigas pertencem a varios grupos taxondmicos heterogéneos
caracterizados por terem a sua capacidade de invadir ambientes susceptiveis de
serem colonizados, sendo consideradas os maiores produtores de matéria
organica das cadeias tréficas (PEREZ-LORENZO et al., 1998). As algas sdo
separadas pelo tamanho em dois grandes grupos: as aigas microscopicas
(microalgas), invisiveis a olho nu, e as algas macroscépicas (macroalgas), com
dimensdes que variam de alguns milimetros a algumas dezenas de metros
(PANORAMA DA AQUICULTURA, 1997). As macroscopicas, do ponto de vista
botanico, sdo classificadas de acordo com a estrutura fisica, fungdo e cicio
reprodutivo em: Chlorophyta (algas verdes), Phaeophyta (algas pardas) e
Rhodophyta (aigas vermelhas) (RAVEN et al., 1996).

Com excecao de algumas cloroficeas, as algas sao pluricelulares, nao
apresentam vasos condutores de seiva (o transporte de substancias é feito por
difusdo) e o corpo € formado por um “talo”, isto €, um conjunto de células onde
nao se distinguem tecidos ou 6rgaos tipicos (raiz, caule, folhas etc) (LINHARES &
GEWANDSZNAJDER, 1997).

Historicamente, as aigas marinhas vém sendo designadas de vegetais
inferiores, devido a sua simplicidade de organizacao, quando comparadas a outros
grupos de plantas, principaimente as vascuiares (RAVEN et ai., 1996).

Segundo ROUND (1983), evolutivamente, as algas marinhas, por
apresentarem um historico fossil muito extenso, séo consideradas como um grupo

a partir do qual todos os outros vegetais fotossintetizantes mais complexos,

NASCIMENTO, A. E. 2



Efeitos toxicos de lectina e toxina da Soliena filiformis... infroducgao

Criptogamas e, mais recentemente, Fanerégamas, se originaram. Apesar da sua
variedade nos aspectos morfologicos, citoldégicos e reprodutivos, seus
mecanismos basicos e vias metabdlicas parecem ser similares aos demais
vegetais.

As algas sdo dotadas de clorofila e pigmentos acessorios, como
carotendides e ficobilinas, os quais, através da luz, assimilam gas carbdnico
dissolvido na agua, desempenhando assim um importante papel ecolégico como
produtores primarios dos ecossistemas onde vivem (RAVEN et al., 1996).

Em relagcdo ao habitat, as algas sdo predominantemente aquaticas,
sendo encontradas no mar, em aguas estuarias, dulciolas e superficies Umidas.
Portanto, sua distribuicdo depende da temperatura e salinidade da agua,
disponibilidade de luz solar, correntes dos oceanos e das condigcbes fisicas e
quimicas afins (RAVEN et al., 1996).

Reconhecidamente, as algas marinhas representam um dos maiores
biorecursos, existindo aproximadamente 150000 espécies, dentre as quais mais
de 30.000 encontram-se taxonomicamente classificadas (HARVEY, 1988).

1.1.2- Potencial Nutricional e Econémico

Nos ultimos anos, tém aumentado os questionamentos sobre a
conveniéncia e suficiéncia das fontes alimenticias no mundo. Muitos alimentos que
ocupam uma posicao de destaque na cadeia alimentar tém sido apontados como
ineficientes, por exemplo, com relagéo ao fornecimento de energia. Estudos tém
sugerido a utilizacédo alternativa de algumas fontes primarias de alimentos, isto €,
itens que ocupem uma posicao basica na cadeia alimentar. As algas marinhas,
representantes primarios desta cadeia alimentar, tém recebido uma consideravel
atengdo (SCHONFELD-LIEBER, 1979).

E sabido que as algas marinhas tém sido consumidas por numerosas
populacdes litoraneas desde a antiguidade, mais notadamente no noroeste da
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Europa, Asia oriental e na regido do Pacifico (SCHONFELD-LIEBER, 1979;
MABEAU et al., 1992).

Na América do Sul, mais especificamente no Chile, as algas marinhas ja
sdo consumidas regularmente como alimento e aigumas espécies sao
encontradas a venda em feiras e mercados. No Peru e em algumas ilhas do
Caribe também ja se registra algum uso das algas. A Argentina, México e Brasil
mantém, ha varias décadas, atividades comerciais relacionadas com algas
marinhas (PANORAMA DA AQUICULTURA, 1997).

Para a sele¢cdo de novas fontes de alimentos para uma larga utilizagdo é
necessaria ndo apenas a obtengcdo de informacdes concementes a sua
composi¢cdo quimica, mas também a anadlise do perfii de aminoacidos e a
deteccdo de componentes toxicos efou antinutricionais (BENEVIDES ef al.,
1998a).

A composi¢do quimica de aigas marinhas, se comparadas com a das
plantas terrestres, tem sido pouca investigada e muito das informagoes
disponiveis sao provenientes de estudos com algas marinhas japonesas.
Entretanto, algumas caracteristicas relevantes podem ser encontradas nas algas
marinhas, que apresentam, particuilarmente, aitos teores de minerais e elementos
tracos (MABEAU et al., 1992).

As aigas podem ser consideradas como uma fonte potencial de
nutrientes, visto que elas usualmente contém grandes quantidades de proteinas e
carboidratos (MABEAU et al., 1992, BENEVIDES ef al., 1998a; RAMOS ef al,,
1998).

Algumas algas marinhas contém quantidades significativas de vitaminas
A, B; (tiamina), B2 (riboflavina), C e, especialmente, B> (CHAPMAN, 1970;
DARCY-VRYLLON, 1993; PEREIRA, 2000) e apresentam, na sua composi¢cao de
aminoacidos, niveis elevados de arginina e grandes quantidades de aminoacidos
nao essenciais, tais como, aspartico, giutamico, glicina e alanina (MABEAU et al,,
1992). Além disso, elas tém altos teores de iodo, justificando a baixa incidéncia de
hipotiroidismo e bécio nas popuiagées da costa asiatica (ERICSON & LEWIS,
1953; YAMAGATA & YAMAGATA, 1972; ARASAKI & ARASAKI, 1983).
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A composigdo quimica de algas marinhas do litoral de Hong Kong foi
determinada e as andlises indicaram que o valor nutricional das espécies
estudadas (em termos do conteido de cinzas, lipidios e carboidratos) foi
relacionado a sua posicéo sistematica e, que, de maneira geral, as algas pardas
(Phaeophyta) apresentaram o0s maiores niveis de nutrientes, enquanto as algas
verdes (Chlorophyta) e as coralinaceas (Rhodophyta, Coralinaceae) foram de
valor nutricional comparativamente menor (KAEHLER & KENNISH, 1996).

BENEVIDES et al. (1998a) verificaram que as algas marinhas
vermelhas Enantiocladia duperreyi, Amansia multifida, Hypnea musciformis,
Solienia filiformis e Bryothamnion seaforthii apresentaram niveis protéicos que
variaram de 218% a 37,2%%, mostrando que estas algas podem ser
consideradas como fontes de proteinas comparaveis a varias sementes de
leguminosas (SINGH & SINGH, 1992).

RAMOS et al., (1998) estudaram 16 espécies de algas marinhas nativas
da costa nordeste do Brasil e verificaram que embora possuam elevados niveis de
umidade, estas algas apresentam grandes quantidades de proteinas. As espécies
Solieria filiformis e Caulerpa sertularioides apresentaram um teor protéico acima
de 20%. Por sua vez, a alga vermelha Amansia multifida mostrou-se rica em
aminoacidos acidos e hidroxilados e pobre em metionina e cisteina, enquanto a
alga verde Caulerpa sertularioides apresentou alto conteudo de leucina e de
alanina, mas baixos niveis de aminoacidos sulfurados.

Ao estudarem o conteudo de proteinas e seus aminoacidos
constituintes em 14 espécies de algas marinhas do nordeste do Brasil, RAMOS et
al., (2000) observaram grande variagdo no teor protéico entre as espécies
analisadas, variando de 2,3% (Corallina officinallis) a 25,6% (Amansia multifida).
As espécies Enantiocladia duperreyi, Solienia filiformis e Vidalia obtusiloba
apresentaram altos teores de aminoacidos acidos e quantidades moderadas de
aminoacidos essenciais, tendo a metionina como amino&cido limitante para a
maioria das espécies. Todas as espécies analisadas mostraram-se ricas em

fenilalanina, tirosina e treonina.
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A andlise de minerais da alga marinha vermelha Amansia multifida,
revelou ser esta espécie uma importante fonte de fésforo e ferro, ao apresenta-los
como seus principais constituintes (18% e 16% do total de cinzas,
respectivamente). Por outro lado, também foi observada a presenca de céicio
(0,8%) e magnésio (0,1%). O teor de vitamina C apresentado foi de 153 mg e o
valor caldrico total de 69,8 kcal para cada 100 g da amostra analisada (SILVEIRA,
2001).

Na Franca, dez espécies de algas marinhas foram liberadas para o
consumo como legumes ou condimentos. Isto permitiu a venda de diferentes tipos
de aigas em lojas de alimentos naturais, bem como seu uso na industria de
alimentos, integrando as formulacdes de varios produtos, como sopas, saladas
compostas e biscoitos (MABEAU et al., 1992).

Além de seu uso como alimento, as algas tém sido utilizadas como
complemento de ragdes, adubos sélidos ou liquidos, e fontes de produtos
quimicos diversos, dentre os quais se destacam certas mucilagens conhecidas
como ficocoldides, ou coldides de algas. Estas Ultimas substancias séo
classificadas em trés grupos basicos em fungdo de sua estrutura gquimica e
propriedades reoldgicas: os agares (agar-agar) ou agaranas, as carragenanas e
os alginatos (PANORAMA DA AQUICULTURA, 1997). Nas TABELAS 1 e 2 sdo
apresentadas algumas das principais aplicacdes para algas marinhas e seus
constituintes.

Os alginatos e as carragenanas s&o usados extensivamente como
espessantes e emulsificantes nas industrias quimica e de alimentos,
respectivamente. Sem agar e agarose (a fragdo eletricamente neutra), as
pesquisas biolégicas e biotecnolégicas seriam substanciaimente dificultadas
(HARVEY, 1988).

Devido a persisténcia e toxicidade ambiental da maioria dos pesticidas
sintéticos, vem crescendo o emprego agroquimico de ailgas marinhas. As algas
pardas, em particular, contém citocininas (compostos “‘horménio-like”), que
reguiam o crescimento das plantas. Elas s&o também utilizadas para aumentar o

rendimento da colheita, reduzir a perda de frutos armazenados, melhorar a
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absorcao dos nutrientes e tornar saudavel a pastagem do gado através de sua
aplicagao no tratamento do solo (HARVEY, 1988).

1.1.3- Propriedades Bioldgicas

Os oceanos sdo um complexo ambiente, com uma série de interagdes
ambientais, biologicas e fisico-quimicas, onde muitos organismos marinhos
possuem substancias que sao extremamente diferentes daquelas encontradas em
vegetais terrestres. Assim, 0s oceanos parecem ser uma rica fonte de substancias
quimicas, muitas ainda desconhecidas, com novas estruturas e atividades
(HARVEY, 1988).

Investigacbes bioldgicas e quimicas de ecossistemas marinhos, ao
longo da ultima década, tém beneficiado tanto a pesquisa basica quanto a
aplicada envolvendo o uso de substancias provenientes do ambiente marinho
(KONIG & WRIGHT, 1996).

REN et al. (1994) estudaram 26 espécies de aigas marinhas e 6
polissacarideos com relagdo a suas atividades antihipertensiva e
antihiperiipidémica. Quase todas as algas analisadas apresentaram estas
atividades, sendo algumas das espécies analisadas comumente utilizadas como
alimento. Aiém disso, foi demonstrado um aumento de 46% dos niveis de
lipoproteinas de alta densidade (HDL) no soro sangiiineo, devido a presenca de
algas pulverizadas nas dietas fornecidas aos animais testados.

Com o objetivo de encontrar novas fontes de agentes antivirais com
diferentes mecanismos de acao, extratos de 49 espécies de algas foram testados
com relagdo a suas atividades contra os virus do herpes simples (HSV) e da
imunodeficiéncia humana adquirida (HIV). Destes, 25 espécies mostraram
atividade anti-HSV e 8 espécies mostraram-se eficientes ao inibir a replicacao do
HIV (HAYASHI et al., 1996).

SANTOS etal. (1999), ao estudarem a atividade antiviral dos extratos
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TABELA 1 - Principais usos de coldides extraidos de algas marinhas

Agar Carragenana Alginatos

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

Industria fotografica

Couros finos

Adesivos especiais X

X X X X X X X

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

x
x

Geléias
Laxantes X
Suspensor (chocolate e antibiéticos)

X

Emulsificantes

Cosmetica (creme e sabao)

X X X X
x

Cervejaria (clarificante, espuma) X
Vinho (clarificante) X
Inseticidas

x

Lindleo, couro e sedas artificiais X
Polimento (suspensor)

Industria de papéis X X
Sorvetes

Industria de tintas

X X X X X X X

Encapsulacao (biotecnologia e medicina)
Eletroforese (agarose) X
Industria de laticinios X

X

Revestimento de eletrodos

X

Industria de borracha
Medicina (sutura) X
FONTE - Adaptada do Panorama da Aquicultura (1997)
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TABELA 2 — Algumas aplicag¢des para algas marinhas e seus constituintes

Alga Composto Atividade
Ascophyllum nodosum Betainas Pesticida para nematoides
) . _ hidroquinona Propriedades citotoxicas e
Bifurcania galapagensis , N o
antibacteirianas; agente anticancer
brometo e/ou iodeto; Atividade antibiética in vitro
Bonnemaisoniaceae halogénios contendo
cetonas
Chondrus dumontiaceae Polissacarideo Agente contra Herpes simplex
sulfatado
Gelidium agar, carragenana  Aditivo alimentar; meio de cultura
Gracilaria agar, carragenana  Aditivo
Macrocystis acido alginico Agente espessante industrial
e Regulador do crescimento de
Phaeophyta citocininas
plantas
Phaeocystis pouchetti acido acrilico Antimiocrobiano
Porphyra Nori Alga comestivel
o Citotoxica para células cancerosas
Spatoglossum schmittii “spatol” o
in vitro
X _ Inibe divisdo celular de células
Stypopodium zonale ortoquinona o
cancerosas in vitro
Estimula a atividade cardiaca, mas
) o ) nao a razao, combate o
Undaria pinnatifida nao identificado o
envenenamento por nicoting;
antihipertensiva

FONTE - Adaptada de (HARVEY, 1988)
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aquosos das algas marinhas Ulva fasciata, Codiun decorticatum, Padina
gymnospora, Laminana abyssalis, Sargassun vulgare, Pteriocladia capilacea,
Hypnea musciformis e Vidalia obtusiloba, coletadas na costa do Brasil, contra o
HSV1, utilizando uma raca resistente ao acyclovir (analogo da guanosina que tem
um notavel sucesso no tratamento de infecgdes pelo virus do herpes), observaram
que todos os extratos foram capazes de inibir a propagacéo do virus em células
HEp-2, em concentragdes nao toxicas, sendo o extrato de Laminana abyssalis o
mais potente inibidor.

O extrato aquoso da alga marinha vermelha Polysiphonia desnudata,
coletada na costa da Bulgaria, inibiu seletivamente a reprodugcédo dos virus do
herpes tipos 1 e tipo 2 em culturas de células, mostrado pela redugéo do efeito
citofagico induzido pelo virus e da infectividade viral (SERKEDJIEVA, 2000).

WILLIAMS (1991) observou que o extrato metandlico da alga marinha
vermelha Liagora fannosa exibiu acdo acaricida sobre o gado parasitado por
Boophilus micropilus, afetando a sobrevivéncia da fémea, inibindo a oviposicao e a
embriogénese dos acaros.

MAYER et al. (1993) realizaram estudos com algumas espécies de
aigas e verificaram que uma das acetogeninas (acido 5-ino-7Z,9Z 12Z-
octadeciltriendico) presente no extrato da alga L. farinosa inibiu, in vifro, a acao da
enzima fosfolipase A, (PLA;) da peconha de abelha (Apis mellifera).

MENDONCA (1999) observou que o extrato da alga L. farinosa possui
substancias ativas capazes de inibir a inflamacdo topica em orelha de
camundongo.

Alguns estudos epidemioiogicos tém indicado que o consumo de aigas
marinhas, onipresentes no Japao, € um fator de protecao contra alguns tipos de
cancer (CARPER, 1989).

Em estudos de citotoxicidade contra células leucémicas de rata e
células do figado de macaco, BALLESTEIROS et al. (1992) testaram 36 espécies
de algas vermelhas do Mediterraneo. Oito exibiram citotoxicidade e 17 atividade
antimitotica, verificando-se os meihores resultados com as espécies Polyssonnelia

rosa marina e Polyssonnelia bometti.
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Estudos com o extrato organico da alga marinha vermelha Portiena
homemannii revelaram a presenga de compostos citotoxicos, os quais foram
capazes de inibir a proliferagao de células tumorais humanas in vifro (FULLER et
al., 1992).

Em experimentos in vifro com a alga marinha vermelha Marginisporum
crassissimum, HIROISHI et al. (2001) observaram que os extratos desta aiga
inibiram nao somente o crescimento de varias linhagens de células tumorais,
como as B16-BL6 (células de melanoma em camundongo), JYG-B (céluias de
carcinoma mamario em camundongo) e JPL-1 (células de carcinoma mamario em
humanos), e também inibiram a invasao de céluias B16-BL6 em um sistema de
cultura. Em experimentos in vivo, a metastase no puimado de células B16-BL6
inoculadas pela veia da cauda de camundongos B57BL/6J foi inibida pela
administragdo intraperitoneal de extratos da alga. Uma substancia, efetiva
inibidora do crescimento de células B16-BL6 in vitro, foi parciaimente purificada
por cromatografias em colunas de filtragdo em gel e de interagdo hidrofébica e
mostrou-se sensivel ao tratamento térmico e a acdo enzimatica da tripsina. A
massa molecular da substancia foi determinada, sendo maior que 100,0 kDa.

O potencial biolégico das substancias presentes em algas marinhas é
ainda pouco estudado, embora ja se tenha idéia da enorme diversidade destes
compostos e de sua comprovada aplicabiidade nas mais diferentes areas da
pesquisa cientifica.

1.2. Proteinas Toxicas e/ou Antinutricionais em Vegetais

Os vegetais sdo conhecidos por conterem uma série de componentes
toxicos e/ou antinutricionais, com diferentes naturezas quimicas, como as lectinas,
as proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs), os inibidores de proteases, as
lectinas, as toxinas, os alérgenos e ureases, todos de natureza protéica. Aiém
destes, podem ocorrer também compostos de natureza ndo protéica, como os

NASCIMENTO, A. E. 11



Efeitos ioxicos de ieclina e ioxina da Soiiéria filiformis... infroducgao

taninos, os fitatos, os alcaldides, os glicosideos cianogénicos, os oxalatos e os
fatores de fiatuiéncia, dentre outros.

Até o final do século XIX, acreditava-se que o efeito téxico de alguns
vegetais era consequéncia da contaminagao de sementes por toxinas bacterianas
e, somente apds inumeras investigagoes, ficou estabelecida a distingdo entre uma
intoxicacdo de origem bacteriana daquela induzida por componentes téxicos
presentes nas sementes.

Estudos realizados por WARDEN & WADDEL (1884) demonstraram que
a toxicidade da semente de Abrus precafonus era devida a uma fragdo protéica
obtida por precipitagcdo do extrato aquoso com aicool, denominada abrina.

DIXSON (1887) obteve, a partir de sementes de Ricinus comunis, uma
fragdo altamente téxica, denominada ricina. Posteriormente, STILLMARK (1888)
observou que os extratos toxicos Ricinus communis aglutinavam eritrocitos.
Outros estudos demostraram que as toxinas de vegetais, crotina (STILLMARK,
1888), abrina (HELLIN, 1891) e robina (POWER & CAMBIER, 1890) também
exibiam propriedades hemagiutinantes.

Inicialmente, pensava-se que 0 mecanismo de acado toxica dessas
proteinas fosse decorrente de propriedades hemagiutinantes de seus exiratos
protéicos. Mas, j3 estd bem estabelecido que a atividade hemaglutinante esta
associada a lectina, enquanto a fragao protéica toxica apresenta fraca ou
nenhuma atividade hemaglutinante (OLSNES et al.,, 1974). Algumas toxinas
protéica vegetais (ricina e abrina) apresentam semeihancas estruturais com as
lectinas, mesmo possuindo distintos mecanismos de agdo. Ao contrario das
iectinas, no entanto, as proteinas téxicas contém apenas um sitio de ligacao para
carboidratos, sendo por isso denominadas hemilectinas (CARLINI ef al., 1988;
CARLINI & GUIMARAES, 1991). Essas proteinas produzem apenas agiutinagéo
indireta de células, Esse processo € mediado por anticorpos e, como as lectinas,
pode ser inibido por excesso do agucar especifico.

Além da ricina e abrina, varias proteinas toxicas de vegetais, s@o
conhecidas como proteinas inativadoras de ribossomos (RiPs),em decorréncia de

sua atividade inibitdria sobre a sintese protéica em células eucaridticas. Algumas
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destas proteinas, podem ligar-se e penetrar nas células, comportando-se como
uma das substancias mais toxicas conhecidas. Entretanto, a maioria delas é
incapaz de penetrar em células sadias, sendo, portanto, fracamente citotéxicas
(HARTLEY & CHADDOCK, 1996).

Os vegetais possuem também outros fatores protéicos, que sdo
potentes inibidores de enzimas digestivas como a tripsina, quimiotripsina, o-
amilase ou lipase (LIENER, 1989; NORTON, 1991, WHITAKER, 1997). Se
consumidos, esses inibidores de enzimas possuem o potencial para reduzir ou
prevenir a digestdo de nutrientes e, possivelmente, prejudicar o metabolismo do
corpo, o crescimento e a saude (LIENER, 1989; GRANT et al., 1998).

E importante a distingdo entre componentes téxicos e antinutricionais,
visto que os toxicos agem de forma aguda, produzindo lesées nos 6rgaos e
tecidos, bem como alteragdes fisioldgicas que resultam em enfermidades,
podendo, inclusive, causar a morte de pessoas ou animais que o0s ingerem. Ja os
componentes antinutricionais s&o aqueles que, embora ndo causem alteragdes
teciduais e fisiologicas evidentes, atuam diminuindo a eficiéncia metabdlica e
interferindo com a utilizagao dos nutrientes (SGARBIERI, 1996).

Devido ao fato das proteinas serem nutrientes essenciais aos
organismos animal e humano, deve-se levar em consideragdo, além de seu
conteudo e biodisponibilidade de aminoacidos essenciais, sua toxicidade e/ou
propriedades antinutricionais (1990; SGARBIER!, 1996).

Um outro fator importante € que o potencial de aplicagdo destas
proteinas que exibem atividade tdxica é grande e tem estimulado o crescimento
das investigacbes a seu respeito. Os estudos bioquimicos e bioldgicos desses
compostos contribuem para o melhoramento das espécies, bem como a utilizagao
de tais constituintes nas mais diversas areas, como agricultura, medicina,
imunologia, toxicologia, entre outras (VASCONCELOS et al., 1994).
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1.2.1. Lectinas

As lectinas sdo um grupo de proteinas (ou glicoproteinas) de origem nao
imune, que se ligam especifica e reversiveimente a carboidratos, particularmente a
estrutura glicidica de glicoconjugados; resultando em aglutinagdo e/ou
precipitacao de glicoconjugados (GOLDSTEIN et al., 1980).

Posteriormente;, as lectinas foram definidas como proteinas que
possuem, peio menos, um dominio ndo catalitico que liga reversiveimente a mono
ou oligossacarideos especificos (PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

Com o objetivo de obter uma melihor definicdo para estas proteinas,
CUMMINGS (1997) afirmou que anticorpos ou proteinas com atividade enzimatica
voltada para carboidratos nado podem ser considerados lectinas.

PEUMANS & VAN DAMME (1995) dividiram as lectinas em trés grupos:
1.Merolectinas - sdo proteinas pequenas que possuem exciusivamente um unico
dominio ligante a carboidrato e, portanto, sdo incapazes de precipitar
giicoconjugados ou agiutinar céiuias. Um tipico exempio de merolectina ja isolada
pode ser observado na lectina quitina-igante do latex da seringueira (Hevea
brasiliensis) (VAN PARIJS ef al., 1991); 2.Hololectinas - sdo moiéculas protéicas
que consistem de, no minimo, dois dominios idénticos ou bastante homélogos que
se ligam ao mesmo carboidrato ou a agucares de estrutura simiiar. As hoioiectinas
s3o usualmente designadas como moléculas di ou multivalentes, capazes de
promover a agiutinagao de células e/ou precipitar giicoconjugados e, atuaimente,
representam um dos grupos mais estudados de lectinas; 3. Quimerolectinas - sao
proteinas descritas como moiéculas que possuem um ou mais dominios ligantes a
carboidratos, associado(s) a outro dominio distinto bem definido que possui
atividade enzimatica ou outra atividade bioiogica quaiquer e sua agao independe
do dominio ligante a carboidrato. Como exemplos desse grupo, podemos citar as
quitinases pertencentes a classe | e as proteinas inativadoras de ribossomos
(RIPs) do tipo 2.
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Mais recentemente, VAN DAMME ef al., (1998) sugeriram a existéncia
de mais uma classe de lectinas, as superiectinas, composta de proteinas de
natureza quimérica que consistiiam de, no minimo, dois dominios ligantes a
carboidratos, estruturaimente diferentes e que reconhecem carboidratos distintos.
Um exemplo da ocorréncia de superiectina foi observado na lectina isolada de
tuiipa, TxLCi, que consiste de uma moiécuia que apresenta um dominio ligante a
manose e um dominio ligante a N-acetilgalactosamina.

Do ponto de vista estruturai, as lectinas representam um grupo
heterogéneo de proteinas oligoméricas que variam quanto ao tamanho, estrutura e
organizagdo moilecuiar, bem como na consiituicdo de seus sitios de
reconhecimento (SHARON & LIS, 1998). A grande vanabilidade de associagdes
quatemarias, resuitante de pequenas aiteragées em sua estrutura terciara, € uma
propriedade exibida pelas lectinas. As estratégias usadas pelas lectinas para gerar
sua especificidade por carboidratos inciuem a formacao de pontes de hidrogénio
com moléculas de agua, modificagbes pos-transiacionais e oligomerizagdes
(VIJAYAN & CHANDRA, 1999).

Atualmente, lectinas s@o o foco de muitos estudos, pelo fato de atribuir-
se a elas, devido as suas propriedades de reconhecimento, acao determinante em
diversos processos biolégicos. Estes incluem a liberagdo de glicoproteinas do
sistema circuiatério, o controie do trafego intraceluiar de giicoproteinas, a adeséo
de agentes infecciosos em células hospedeiras, o recrutamento de leucocitos para
os sitios inflamatorios, bem como as interagdes ceiulares no sistema imune, em
malignidades e metastases (SHARON & LIS, 2001).

Lectinas nativas, muitas deias comerciaimente disponiveis, sao usadas
predominantemente em aplicagdes que se baseiam em reagdes de precipitacao e
aglutinagdo, ou para estimuiacdo mitogénica de linfocitos. Lectinas acopiadas a
corantes fluorescentes, particulas de ouro ou enzimas sao usadas como
ferramentas histoquimicas em investigacbes de carboidratos marcadores de
células cancerosas. Estas proteinas também tém sido usadas para demonstrar
que receptores de membrana para hormonios, fatores de crescimento,

neurotransmissores e toxinas sao glicoconjugados (SHARON & LIS, 2001).
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A lectina da soja é utilizada para a purificagdo da medula éssea humana
para transplante pela aglutinacdo seletiva de células T maduras presentes na
medula. Estas células sdo responsaveis pela histo-incompatibilidade que ocorre
neste tipo de transplante (SHARON & LIS, 2001).

Algumas lectinas apresentam caracteristicas diferenciadas das demais,
como € o caso das lectinas de Abrus precatorius, abrina (HELLIN, 1991) e de
Ricinus communis, ricina (STILLMARK, 1888), que exibem uma acentuada
atividade tdxica, promovida pela inativagcdo dos ribossomos.

A deteccao de lectinas altamente téxicas em tecidos e érgdos de plantas
nao reiacionadas tem sido largamente relatada (OLSNES et al, 1982;
VASCONCELOS et al, 1994; GIRBES ef al., 1996; SANTOS, 2001). A principal
caracteristica de iectinas toxicas é a sua potente e altamente especifica atividade
enzimatica sobre a subunidade 28S do RNA ribossémico eucariético, bloqueando
a sintese protéica e levando a céiula a morte (ENDO & KUNIO, 1987; ENDO et al.,
1991).

RAMOS et al. (1997) isolaram e caracterizaram parciaimente, uma
lectina altamente toxica, presente nas sementes de Abrus pulchellus. A lectina
toxica, que agiutinou eritrocitos de coeiho, apresentou uma forte atividade toxica in
vivo quando injetada na cavidade peritoneal de camundongos (DLsg = 31 pg/kg de
peso vivo) e quando testada com o microcrustaceo Arthemia salina (DLso = 3,5
ug/kg de peso vivo).

Uma lectina tdéxica, obtida de folhas da salsa (lpomea asarifolia),
aglutinou eritrocitos de coelho e foi inibida pelas glicoproteinas fetuina e avidina e
pelo acido N-acetil-D-neuraminico. Essa lectina foi altamente téxica para
camundongos, por via intravenosa (DLsp = 0,2 ug/kg de peso vivo), produzindoc
dispnéia, convulsdes ténico-clénicas e paralisia flacida, precedendo a morte dos
animais, sendo essa atividade dependente de grupos sulfidrila livres (SANTOS,
2001).

As propriedades citotdxicas exibidas por estas lectinas fazem delas
reagentes ideais para a selecdo de clones de células animais mutantes com
carboidratos de superficie alterados. Tais mutantes fornecem uma excelente
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ferramenta para a investigagdo da genética, biossintese e fungdo de
glicoconjugados (SHARON & LIS, 2001).

As lectinas sdo amplamente distribuidas na natureza, estando presentes
em muitos organismos, desde virus e bactérias até piantas e animais (SHARON &
LIS, 2001).

O primeiro relato da ocorréncia de lectinas em aigas marinhas foi feito
por BOYD ef al. (1966), que estudaram 24 espécies de algas tropicais. O extrato
de Spyndia filamentosa agiutinou especificamente céluias do grupo sanguineo A,
enquanto seis espécies de algas pardas (Dictyota bartayresii, D. cervicomis, D. |
divarticata, D. delicatula, Sargassum ngidulum e Padina vickersiae) e uma espécie
de alga azul (Lynbya majuscula) aglutinaram eritrécitos dos grupos A e O. Exiratos
da alga verde Codium isthmocladum e das algas pardas Turbinana turbinata e
Sargassum natans foram inespecificos, aglutinando eritrocitos de humanos do
sistema A BO.

BLUNDEN & ROGERS (1975) investigaram 105 extratos salinos,
preparadas com aigas secas e pulverizadas, oriundas da costa da ingiaterra e

pertencentes as classes Chlorophyceae, Phaeophyceae e Rhodophyceae. Os
autores observaram que 18 espécies continham agiutininas que reconheciam, de ‘
forma ndo especifica, eritrécitos humanos do sistema ABO. Entretanto, a espécie
Ptilota plumosa continha uma agiutinina com atividade anti-B. |
HORI ef al. (1981) verificaram a presenca de lectinas em 14 extratos de
algas marinhas, dentre as 53 espécies estudadas. Os autores utilizaram eritrécitos
de coelho, cavalo, ovelha, pato, galinha e do sistema humano ABO.
Utilizando extratos de cinco aigas pardas e duas vermeihas, coletadas
no Norte da Suécia, ANDERSON ef al. (1986) observaram a presenca de lectinas
em todas as espécies testadas, frente a eritrocitos do sistema humano ABO, de
rato, de cavalo e de ovelha.
AINOUZ & SAMPAIO (1991), ao estudarem a ocorréncia de lectinas em
algas marinhas do Nordeste brasileiro, verificaram que os extratos salinos de dez
espécies agiutinaram eritrocitos de coelho, enquanto sete, seis e quatro extratos

aglutinaram eritrécitos de galinha, boi e carneiro, respectivamente. Uma
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aglutinagdo nao especifica de hemacias humanas foi observada para os extratos
de duas algas vermelhas (Gracilana ferox e Hypnea musciformis) e de uma aiga
verde (Caulerpa cupressoides).

FREITAS et al (1997) estudaram a ocorréncia de lectinas em 30
espécies de algas marinhas do litoral do Nordeste brasileiro, utilizando entrocitos
nativos e enzimaticamente tratados de coelho, galinha, cameiro e humanos. A
maioria dos extratos aglutinou pelo menos um dos eritrocitos testados. Entrocitos
de cameiro e de coelho foram os mais satisfatérios para a detecgdo da presenca
de lectinas.

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

Estudos de variagao sazonal da atividade hemagiutinante frente a
diferentes eritrécitos (coelho, galinha e humano do sistema ABO) presente nos
extratos das algas marinhas vemmelhas Gracilana domingensis e Gelidium
pusilium revelaram que a lectina de G. domigensis somente foi detectada no més
de junho, enquanto a lectina de G. pusillum foi observada durante o periodo de
fevereiro até junho (BENEVIDES ef al., 1999).

O isolamento de lectinas de algas marinhas € geralmente iniciado pela
extracdo de proteinas soluveis do material bioidgico com o uso de solugdes
salinas tamponantes. Apds a obtencgao destes exiratos protéicos, essas proteinas
passam por uma série de etapas que podem estender-se desde precipitagoes
salinas das mesmas ao emprego de variados procedimentos cromatograficos,
sejam eles de filtragdo, troca idnica ou afinidade.

Os procedimentos cromatograficos de troca idnica sdo de grande
utiidade para o isolamento de lectinas de aigas marinhas, sendo geraimente
utilizada, isoladamente ou em combinagdo com outras cromatografias. As lectinas
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das algas marinhas vermelhas Plumana elegans e Ptilota serrata foram isoladas
pela combinagdo dos procedimentos cromatograficos de troca idnica em gel de
DEAE-Sephacel e exclusdo molecular em Bio Gel P-100 (ROGERS et al., 1990).

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

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

KAKITA et al. (1997) isolaram a lectina da alga marnha vermelha
Gracilana verrucosa pela combinacgéo dos procedimentos cromatograficos de troca
ibnica em gel de DEAE-toyopearl 650M e fiiracdo em gel em coluna de
G3000PWx1.

Com o advento dos procedimentos cromatograficos de afinidade, o
isolamento de lectinas de aigas marinhas tornou-se mais eficiente, devido a sua
maior conveniéncia, principalmente no tocante a reducao do numero de etapas de
purificagdo e ao fato destas apresentarem uma maior segurancga na pureza do
material obtido. SAMPAIQ ef al. (1999) relataram um novo processo de isolamento
para a lectina da ailga marinha vermelha Ptilota serrata, utilizando uma técnica de
cromatografia de afinidade, através da galactose presente na goma de guar
reticulada. COSTA et al. (1999) utilizaram a manana de levedura em
procedimentos cromatograficos de afinidade para o isolamento da lectina da alga
marinha vermelha Amansia multifida. A lectina da alga marinha verde Caulerpa
cupressoides foi isolada por cromatografia de afinidade em gel de a-lactose-
agarose, seguida de filtragao em gel em Bio Gel P-100 (BENEVIDES et al., 2001).
OLIVEIRA et al. (2002) purificaram a lectina presente na alga marinha vermelha
Pterocladiella capilacea utilizando procedimento cromatografico de afinidade em
gel de goma de guar.

Em geral, as lectinas de algas apresentam baixa massa molecular (4,2
a 25 kDa) e séo de natureza glicoprotéica. Alem disso, ndo reconhecem acucares
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simples, sendo mais especificas para oligossacarideos complexos, em especial
glicoproteinas. A maioria das lectinas de algas marinhas ndo requer cations
divalentes para exercerem suas atividades biologicas (ROGERS & HORI 1993).
Estas proteinas ocorrem geraimente na forma monomérica e tém uma aita
propor¢cdo de aminoacidos acidos e sulfurados (Cys e/ou Met), com ponto
isoelétrico entre quatro e seis (SHIOMI et al., 1981, HORI et al., 1990).

A lectina da alga marinha vermelha Enantiocladia duperreyi aglutinou
preferenciaimente eritrécitos humanos do grupo O e sua atividade hemagiutinante
apresentou dependéncia por cations divalentes. Essa atividade foi inibida pelos
acucares simples D-fucose, D-galactose e por aiguns de seus derivados, e
também pela glicoproteina mucina do estdmago do porco. A lectina apresentou
uma massa molecular aparente de 24,7 kDa por filtragcdo em gel e de 16,07 kDa
por PAGE-SDS (BENEVIDES et al., 1998b).

A lectina da alga marinha verde Ulva lactuca agiutinou eritrocitos de
varios animais e hemacias humanas. A sua atividade hemaglutinante foi inibida
pelos agucares L-fucose e fucoidan, e pelas glicoproteinas mucina do estdmago
do porco e mucina da glandula do submaxilar bovino. Essa proteina foi estavel
diante de variagdes de pH e temperatura e dependente de cations divalentes para
sua atividade biolégica. Sua massa molecular, determinada por filtragdo em gel, foi
de 8,4 kDa, enquanto PAGE-SDS mostrou uma unica banda com uma massa
molecular aparente de 17,1 kDa. A lectina mostrou-se rica em aminoacidos
acidicos e hidroxilados, mas pobre em aminoacidos basicos (SAMPAIO et al,
1998).

A lectina da alga marinha vermelha Bryothamnion tnquetrum teve sua
estrutura primaria definida através de uma combinagdo dos métodos de
degradacdo de Edman e espectrometria de massa. Sua estrutura € composta de
91 residuos de aminoacidos e ndo se mostrou similar a nenhuma outra lectina de
pianta ou animai. Os residuos de aminoacidos mais abundantes foram os de
glicina e serina (CALVETE et a/., 2000).

Paralelamente, HORI et al. (2000) determinaram a estrutura primaria de

duas lectinas, denominadas hypninas A-1 e A-2, obtidas da alga marinha vermeiha
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Hypnea japonica. Ambas as aglutininas eram polipeptideos de cadeia unica,
compostas de 90 residuos de aminoacidos, inciuindo quatro meias-cisteinas
envolvidas em duas ligagdes dissulfeto intracadeias. A estrutura primaria das
lectinas diferia com relagdo a posicdo de trés residuos apenas: Pro'®, Arg®' e
Phe’? de hypnina A-1 e Leu'®, Ser’!, Tyr2.

Os estudos envolvendo lectinas de algas marinhas tém se intensificado
ao longo dos ultimos anos e padroes de caracteristicas comegam a aparecer. A
maioria das lectinas de algas marinhas é de pequeno tamanho quando
comparadas com aquelas derivadas de plantas terresires e essa caracteristica
pode fazer dessas proteinas molécuias mais apropriadas para o0 uso CoOmo misseis
biolégicos, pois 0 menor tamanho dessas moléculas implicaria em uma menor
reacéo antigénica (ROGERS & HORI, 1993).

Em estudos conduzidos por BIRD ef al (1993), as lectinas das algas
marinhas Gracilana tikvahiae, G. verrucosa e Ulva rigida foram capazes de induzir
a mitose em esplenécitos de camundongo e linfécitos do sangue penférico
humano.

Algumas lectinas de algas marinhas mostraram-se mitogénicas frente a
linfécitos, como por exempio, as isoiadas de Carpopeliis fiabellata (HORI et al,
1987), Soliena robusta (HORI et al., 1988b), Gracilana bursa-pastons (OKAMOTO
et al., 1990) e Amansia multifida (LIMA et al., 1998).

As lectinas das algas marinhas vermelhas Amansia multifida,
Bryothamnion seaforthii, B. triquetrum e Gracilana caudata induziram a migragéo
de neutrdfilos in vitro e in vivo. O influxo maximo de neutréfilos foi determinado
pela lectina de B. ftriquetrum em ratos e pela lectina de A. multifida em
camundongos. Maxima quimiotaxia de neutréfilos humanos foi obtida com a
lectina de G. caudata. O agucar D-manose foi um forte inibidor, especiaimente da
atividade da lectina de B. triquetrum in vivo e in vivo (NEVES et al., 2001).

VIANA et al. (2002) relataram uma atividade antinociceptiva presente
nas fragcOes protéicas extrato bruto, FO/60 (obtida por precipitacdo protéica com
suifato de amonio até 60% de saturacdo) e lectina, das algas marinhas vermeihas

Bryothamnion seaforthii e B. triquetrum. Os autores demonstraram que estas
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fragGes inibiram contragdes abdominais em ratos que haviam sido induzidas por
aplicagao prévia de acido acético ou formalina por vias ip. e oral nestes animais.
Os autores observaram ainda, que os efeitos inibitérios das lectinas testadas
foram total ou parciaimente revertidos por aplicagdo do naloxone por via
subcutanea. Foi demonstrado ainda, que experimentos conduzidos com as
referidas lectinas na auséncia e presenga da glicoproteina avidina e do
monossacarideo D-manose por via ip., que a avidina nao foi capaz de interferir
com o efeito da lectina de B. seaforthii, mas foi eficiente em reverter parciaimente
o efeito da lectina de B. triquetrum, enquanto, a D-manose reverteu
completamente os efeitos de ambas as lectinas.

Estudos envolvendo o emprego bioldgico e clinico de lectinas de algas
marinhas vem se intensificando, embora se saiba que muito conhecimento devera
ainda ser adquirido para que se possa aproveitar todo o potencial destas
biomoiéculas.

1.2.2. Proteinas Inativadoras de Ribossomos (RIPs)

As proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) de planta sdo um grupo
de enzimas RNAr N-glicosidases, que inibem a sintese protéica por agir
removendo, com especificidade, uma adenina universaimente conservada na
posicao Asaz4 de ribossomo de ratos (STIRPE & BARBIERI, 1986). O mecanismo
de acao destas proteinas consiste em sua acdo N-glicosidasica, clivando a base
de adenina situada na posicao Aszs do RNA ribossdmico da subunidade 60S. Isto
resuita na incapacidade do ribossomo de ligar-se ao fator de elongagdo-2 durante
a sintese protéica, impedindo que esta se complete (STIRPE ef al., 1992).

As RIPs sdo amplamente distribuidas entre os vegetais superiores
(MEHTA & BOSTON, 1998) e sao, geralmente, classificadas em dois grupos. as
RIPs tipo 1, que apresentam uma unica cadeia polipeptidica e, as RIPs tipo 2, que
sdo diméricas (STIRPE et al., 1992).
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As RIPs do tipo 1 sdo geralmente glicoproteinas, com massa molecular
em torno de 30 kDa e pl freqiientemente basico (acima de 9,5). Elas possuem
apenas uma subunidade catalitica e apresentam, portanto, uma citotoxidade
relativamente baixa (HARTLEY & CHADDOCK, 1996). A primeira RIP do tipo 1
purificada e parcialmente caracterizada foi a PAP (“pokeweed”), obtida de folhas
de Phytolacca americana. Esta RIP possui propriedades antivirais, prevenindo a
infecgdo causada pelo virus do mosaico do tabaco (IRVIN, 1975). Algumas RIPs
do tipo 1 tém sido mostradas como inibidoras do crescimento de fungos
(ROBERTS & SELITRENNIKOFF, 1986). Igualmente, elas tém sido estudadas
com relacdo a suas propriedades inseticidas contra coledpteros e lepidopteros
(VERMA & KYMAR, 1979; GATEHOUSE et a/., 1990). As RIPs do tipo 1 isoladas
das raizes de Mirabilis expansa, denominadas de ME1 e ME2, exibiram atividade
antifingica contra Pythium irregulare, Fusanum oxysporum solani, Alternana
solani, Trichoderma reesei e Trichoderma harzianum. Uma atividade
antibacteriana destas proteinas também foi observada contra Pseudomonas
syrningae, Agrobactenum tumefaciens, A. radiobacter, e outros (VIVANCO et al,,
1989).A saporina, uma RIP do tipo 1 isolada de Saponarna officinalis, € uma
potente inibidora do virus da AIDS e o seu mecanismo de agao parece ser
exercido através da inibicao da enzima HIV-1 integrase (AU et al., 2000).

Nas RIPs do tipo 2, suas subunidades (cadeias A e B) sao ligadas por
ponte dissulfeto. Sua massa molecular € em tomo de 60 kDa e seu pl varia entre
4.8 e 8,0. A cadeia A (efetdmero) é responsavel pela inativagdo enzimatica dos
ribossomos, enquanto a cadeia B (haptdbmero), cataliticamente inativa, possui a
capacidade de ligar-se a glicidios (galactose) presentes na superficie celular e
esta envolvida no processo de internalizagao da molécula ativa na célula, de modo
a atingir seu aivo (ENDO et al., 1991, PEUMANS & VAN DAMME, 1995). As RIPs
do tipo 2 sdo capazes de atuar em células intactas, sendo portanto bem mais
citotoxicas que as RIPs do tipo 1. A ricina, uma RIP do tipo 2 presente nas
sementes de mamona (Ricinus communis), apresenta uma DLso = 3,0 pg/Kg de
peso de camundongo (LORD et al., 1994).
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As RIPs sdo compartimentalizadas em vacuolos e parede celular, e isso
aparentemente permite que a atividade de inibicdo da sintese protéica permaneca
isolada de seus ribossomos (KATAOKA ef al., 1991). Elas podem ser liberadas ou
induzidas em resposta a infec¢gdes patogénicas ou injurias. Essa aparente
atividade de defesa é usualmente coordenada com outras proteinas de defesa,
como as quitinase (LEAH et al., 1991), B-1,3 glucanases (MAUCH ef al., 1988a) e
taumatinas (HEJGAARD et al., 1991).

Estudos com a tricosantina, que € uma RIP do tipo 1 isolada das raizes
de Trichosanthes kirfowii, sugeriram que a expressao dessa RIP € coordenada
(SAVARY & FLORES, 1994). Entretanto, a clara funcao de RIPs em vegetais tem
ainda de ser elucidade (VIVANCO et al., 1989).

Algumas RIPs tém sido usadas na construgdo de moléculas toxicas ou
imunotoxinas direcionadas a antigenos tumorais (KREITMAN & PASTAN, 1998).
Uma imunotoxina preparada com a cadeia A da ricina foi capaz de destruir
seletivamente células de melanoma provenientes do homem, associadas ao
antigeno p197 (CASELAS et al., 1982). O anticorpo OKT1 foi conjugado com a
saporina e 0 complexo mostrou-se citotéxico para células alvo com uma Clsg = 60
ng/ml (KREITMAN & PASTAN, 1998).

1.2.3. Inibidores de Proteases

A natureza e a concentrag@o dos inibidores de enzimas presentes em
vegetais variam significativamente com a espécie, estacdo do ano e estado
fisiologico da planta. Esses inibidores geralmente estao presentes em altas
concentragdes na maioria dos vegetais, em particular em sementes de legumes,
batatas e cereais (LE GUEN & BIRK, 1993; WHITAKER, 1997).

Proteinas inibidoras de tripsina e quimiotripsina estimulam a excregao
de nitrogénio endogeno, prejudicam a utilizagdo de nutrientes e reduzem a razéo
de crescimento quando ingeridas em grandes quantidades por animais jovens.
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Entretanto, elas parecem ter um pequeno efeito sobre animais maiores, incluindo
ruminantes. Inibidores de proteases induzem a liberagdo de colecitocininas e a
secrecao de enzimas pancreaticas em humanos. (GRANT, 1999).

Os inibidores de tripsina, também conhecidos como inibidores de
proteases serinicas, séo 0s mais bem conhecidos exemplos de inibidores de
enzimas digestivas animais presentes em plantas. Em leguminosas, sao divididos
em dois tipos: Bowman-Birk e Kunitz. Os inibidores do tipo Bowman-Birk
caracterizam-se por apresentarem pequena massa molecuiar (8 a 9 kDa) e
elevado conteudo de cisteina, formando sete pontes dissulfeto intracadeias. Estes
inibidores s&o considerados de dupla-cabeca, por apresentarem capacidade de
formar complexos estequiométricos com enzimas, inibindo diferentes proteinases,
usuaimente tripsina e quimiotripsina. Os inibidores da familia Kunitz sdo de cadeia
monomeérica, com massa molecular em toro de 21 kDa, contendo quatro residuos
de cisteina, os quais formam duas pontes dissuifeto. Estes inibidores sao
considerados de cabeca unica, sendo especificos para tripsina (NORTON, 1991).

Os inibidores de protease possuem muitipias fungdes fisioldgicas, entre
as quais esta a regulagdo de proteinas enddgenas, reserva protéica e defesa.
Algumas piantas contém inibidores de proteases com fungao reguiadora, por
apresentarem proteinas que sao insensiveis a inibidores endégenos. Os inibidores
de proteases que atuam como reserva protéica, em sementes e raizes tuberosas,
sao mobilizados ao longo da germinagao e do brotamento (D’MELO et al., 1991).

O uso de genes que codificam inibidores de proteases para conferir
resisténcia a plantas contra insetos tem sido bem documentado (JOUANIN ef a/.,
1998; SCHULER et al., 1998). A habilidade dos inibidores de protease em interferir
com o crescimento e desenvolvimento de insetos tem sido atribuida a sua
capacidade de se ligar e, assim, inibir a agdo de proteases digestivas de insetos
(JONGSMA & BOLTER, 1997).

Varias proteinas de piantas, capazes de inibir o crescimento de fungos
in vitro tém sido isoladas e caracterizadas. Entre essas proteinas, genericamente
chamadas de proteinas antifungicas (PAFs), giucanases e quitinases (MAUCH et
al., 1995), proteinas “taumatin-ike” (HEJGAARD et al., 1991; VIGERS et al.,, 1991,
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WOLOSHUK et al., 1991), varios peptideos basicas ricos em cisteina
(BROEKAERT et al., 1996), proteinas ligantes a quitina (RAIKHEL et al., 1993),
proteinas inativadoras de ribossomos (LEAH et al, 1991) inibidores de proteinase

Uma proteina com massa molecular de 16 kDa, isolada das flores de
girassol (Helianthus annuus), inibiu a germinacdo de esporos de fungos. Esta
SAP16 causou uma compieta inibigdo da germinacéo de Scierotinia sclerotiorum a
uma concentracao de 5 ng/ml (0,31 pM) e também reduziu o crescimento dos
micélios a baixas concentragdes, indicando uma potente acéo antifingica contra
este patégeno natural do girassol (GIUDIC! ef al., 2000).

ISHIHARA et al., (1968) reportaram a presenca de inibidores de tripsina
em duas espécies de algas marinhas japonesas, os quais foram estaveis a altas
temperaturas e capazes de exercer sua atividade inibidora em um intervalo de pH
entre2e9.

PEREZ-LORENZO et al., (1998) ao estudarem a presenca de lectinas,

observaram a presenga de inibidores de tripsina nas algas marinhas Padina
gymnospora (Phaeophyta) e Acantophora spicifera (Rhodophyta).

1.2.4. Toxinas

Uma outra classe de proteinas téxicas ainda pouco estudada é a das
neurotoxinas, cuja agdo € exercida sobre o sistema nervoso central (SNC).
Algumas destas toxinas ja foram estudadas, como é o caso da canatoxina
(CARLINI & GUIMARAES, 1981) e da soyatoxina (VASCONCELOS et al., 1994).

CARLINI & GUIMARAES (1981) isolaram e caracterizaram
parcialmente uma proteina toxica convulsivante presente nas sementes de

Canavalia ensiformis, diferente da concanavalina A (Con A). A semente desta
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planta possui um principio téxico que, administrade em animais de
experimentacao por diversas vias, produz convuisdo e morte, com uma DLsp = 2,0
mg/kg de peso corporeo do camundongo por via ip. A manifestacdo do fenémeno
convuilsivo € dependente da integridade da medula espinhal, provaveimente
modulado por centros superiores do encéfalo e, precede, invariavelmente, a
morte. A proteina tdxica, entretanto, ndo apresenta quaiquer atividade sobre
preparagbes farmacologicas em musculos isolados, mostrando que os efeitos
toxicos tém, provaveimente, origem central Este agente tdxico apresenta
propriedades de uma macromolécula, caracterizando-se como uma proteina
termoiabil, soilvei em agua e soiugdes salinas diiuidas, aitamente instavei sob
diversas condicées experimentais e com peso molecular vanando entre 85 e 170
kDa, de acordo com o seu estado de agregacao. A canatoxina apresentou, ainda,
varias acgbes farmacoldgicas, como indugcdo de hipertensdo, bradicardia,
hipotermia e redugao dos niveis cerebrais dos neurotransmissores, noradrenaiina
e serotonina.

A proteina tdxica presente nas sementes de soja (Glycine max L.),
soyatoxyna, foi purificada e caracterizada por VASCONCELOS et al., (1994). O
procedimento de purificagdo consistiu basicamente de fracionamento com suifato
de aménio, seguido de cromatografias de troca idnica e de afinidade em coluna de
goma de guar e de Sepharose 4B-anidotripsina, sendo as uitimas para a remogao
da lectina e de inibidores de tripsina da soja, respectivamente. Esta toxina € uma
proteina acidica de uma unica cadeia, com pi entre 4 4 e 4 6, massa molecuiar em
tomo de 21 kDa e dependente de grupos sulfidrila livres para manter sua
solubiiidade e atividade bioidgica. A soyatoxina € uma metaioproteina que contém
ferro, calcio, zinco e magnésio, e sua estabilidade € influenciada pela temperatura
de estocagem e pH do meio. Esta proteina € aitamente toxica para camundongos
(DLso = 7-8 mg/kg de peso corpdreo) por via ip., mostrando-se também ativa pelas
vias iv., im e sc, produzindo dispnéia, paraiisia flacida e convuisdes tonico-cidnicas
que precedem a morte do animal. Esta toxina esta imunologicamente relacionada
a canatoxina e aigumas propriedades bioldgicas, inciuindo ensaios de toxicidade

em camundongos, barbeiros, microcrustaceos (Arfemia sp.) e bactérias, reacdo de
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secregdo em macréfagos, mitogenicidade, efeito inibitorio sobre a sintese protéica
em células de cancer de laringe, imunorreatividade “canatoxin-like”,
hemaglutinacéo, atividade inibitria de tripsina e indugéo da secregdo e agregacéo
plaquetaria permitiram diferencia-la da toxina e dos inibidores de tripsina da soja.

VASCONCELOS et al., (1997) estudaram os efeitos tdxicos de cinco
cultivares brasileiros (Bays, BR-10, Rio Balsas, Serid6 e Tropical) e observaram
que os extratos brutos das sementes de Bays, BR-10, Seriddé e Tropical foram
altamente tdxicos para camundongos entre 1 e 12 horas, dependendo da via de
administragdo (ip., im. ou sc). Os efeitos agudos foram muito similares aqueles
produzidos pela soyatoxina.

Uma proteina neurotéxica e também exibindo propriedades lectinicas
foi isolada da folha da salsa (/pomoea asarifolia) e estudada com relagéo aos seus
aspectos bioquimicos e funcionais. Esta proteina foi altamente tdxica para
camundongos por via iv. (DLsp = 0,2 mg/kg de peso corpdreo), produzindo
dispnéia, convulsdes ténico-clénicas e paralisia flacida que precederam a morte
dos animais, sendo esta atividade dependente de grupos sulfidrilas livres. A fragdo
contendo esta toxina exibiu agédo inseticida contra larvas de gorgulho
(Callosobruchus maculatus), que ataca o feijdo-de-corda ou caupi (Vigna
unguiculata [L.] Walp.), particularmente quando armazenado, sugerindo um
possivel papel fisioldégico de defesa (SANTOS, 2001).

1.2.5. Toxinas de Algas Marinhas

Estudos voltados para detecgdo, isolamento e caracterizagédo de
substancias que exibem atividade toxica para células e/ou animais, através de
diferentes mecanismos, vém sendo intensificados devido ndo sé a sua possivel
presenca em alimentos vegetais (frutas, legumes, cereais, algas etc.) e
consequente interferéncia do ponto de vista antinutricional e/ou letal, mas também

pela crescente utilizagdo dessas proteinas acopladas a outras moléculas, de modo
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a atuarem como misseis biolégicos especificos voltados para a destruicdo de
células defeituosas.

As algas marinhas, assim como os vegetais, produzem metabdlitos
secundarios (terpenos, compostos aromaticos, acetogeninas, substancias
derivadas de aminoacidos e polifendis), diferindo somente na incorporacdo de
halogénios em seus compostos e por produzirem alcaldides contendo nitrogénio.
Esses metabolitos, freqientemente, sdo espécie ou género-especificos, podendo
ser utilizados como critérios quimitaxonémicos na separagdo de espécies
morfologicamente semelhantes dentro de um mesmo habitat (HAY et al., 1987;
FENICAL, 1982; HAY & FENICAL, 1988).

VALLS et al., (1994) isolaram da alga marinha verde Caulerpa taxifolia,
um lipideo neurotéxico denominado “caulerpenyne”.

A presenca de substancias toxicas em algas pode estar relacionada a
uma funcdo de protecdo contra a acdo destruidora de predadores naturais, os
guais competem entre si por alimentos e por outros fatores de sobrevivéncia.

Pesquisas envolvendo a detecgdo e o isolamento de proteinas que
exibem algum tipo de atividade toxica em algas marinhas sdo recentes e foram
iniciados por SILVA (1997), onde uma proteina téxica para camundongos por via
ip., presente na alga marinha vermelha Vidalia obtusiloba, foi parcialmente
purificada, mostrando-se distinta da lectina, apresentando uma banda protéica em
tomo de 40 kDa por PAGE-SDS.

Posteriormente, BENEVIDES et al., (1998a), ao estudarem a ocorréncia
de proteinas toxicas em algas do litoral do Nordeste brasileiro, analisaram dez
espécies pertencentes as familias Rhodomelaceae, Gelidiaceae, Hipneaceae,
Solieriaceae e Gracilariaceae. Os autores observaram que nove das dez espécies
de algas vermelhas testadas tiveram seus extratos dialisados que se revelaram
fortemente téxicos para camundongos quando injetados por via intrperitonel, em
um periodo de 8 a 20 horas. Por outro lado, todas as fragbes protéicas
precipitadas até 60% de saturagdo com sulfato de aménio sélido (F 0/60) exibiram

toxicidade para camundongos.
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SILVEIRA (2001) observou que o extrato bruto da alga marinha
vermelha Amansia multifida era altamente téxico para camundongos dentro do
periodo de 24 horas por via ip. (DLso = 2,4 mg/kg de peso corpéreo do animal). A
toxina foi purificada por precipitagédo do extrato bruto com sulfato de amoénio até
80% de saturacao (F 0/80), seguida de cromatografia de afinidade em coluna de
manana-Sepharose 4B e filtragdo em gel com Sephadex G-100. A toxina obtida é
uma glicoproteina que apresenta 43,3% de agucar em sua estrutura e mostrou-se
distinta da lectina atdxica, exibiu uma estrutura monomérica com massa molecular
aparente de 19 kDa por filtragdo em gel com Sephadex G-100. Esta proteina nédo
mostrou dependéncia por grupos sulfidrilas livres para manter sua solubilidade e
atividade biolégica, mantendo-se estavel durante o processo de liofilizagdo. A
toxina mostrou-se fortemente ativa para camundongos (DLso = 2,4 mg/kg de peso
corpdreo do animal por via iv.), produzindo dispnéia, convulsdes tdnico-clnicas e
paralisia flacida, que precederam a morte do animal.

1.3. Carrapato Boophilus microplus

O carrapato Boophilus microplus € a unica espécie do género que ocorre no
Brasil parasitando principalmente os bovinos, podendo ser encontrado também,
em menor numero nos caprinos, ovinos, cdes e as vezes no coelho
FLECHTMANN (1985). O parasitismo pelos carrapatos produz danos aos bovinos
de trés maneiras: 1- Dano direto causado pela picada que provoca irritagdo local e
predispde o animal ao atague de moscas produtoras de miiases. A pele iritada
degenera para inflamacéo local servindo de acesso a agentes infecciosos
secundarios (FREITAS et al., 1978). O desconforto provocado pelos carrapatos
nao permite que os bovinos pastem normalmente, reduzindo o consumo de
alimentos e sua conversdo em came e leite. A inoculagao da saliva do carrapato
desencadeia uma relacdo alérgica, com a liberagcdo de grande quantidade de
histamina, responsavel principal pela irritacdo (TATCHELL, 1987). Cada fémea
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pode sugar de 0,5 a 2,0 ml de sangue durante sua vida parasitaria. Sdo comuns
infestacbes de milhares de carrapatos, que espoliam enorme quantidade de
sangue bovino (FREITAS et al., 1978); 2- Bovinos parasitados por carrapatos
mostraram uma elevada redugdo na taxa de colesterol, no hematdcrito e na
hemoglobina (O’KELLY, SEEBECK & SPRINGELL, 1971); 3- Durante a sucg¢ao os
carrapatos injetam substancias toxicas prejudiciais a saude dos bovinos, podendo
produzir uma paralisia do tipo ascendente, que se inicia pelos membros
locomotores, atingindo em poucos dias todos os 6rgaos (FREITAS et al., 1978). O
B. microplus € responsavel pela transmissado das doencas parasitarias babesiose
e anaplasmose, causadas pelos agentes vetores Babesia bigemina, B. argentina e
Anaplasma narginale podendo, ainda, transmitir as febres maculosa, Q e a
brucelose.

O B. microplus € um carrapato que utiliza um unico hospedeiro para a sua
evolugéo, no qual realiza suas mudas. O macho é encontrado fixo sob a fémea,
que apés fertilizada e ingurgitada (teledgina) desprende-se do hospedeiro e da
inicio a postura de aproximadamente 3.000 ovos, que permanecem aglutinados e,
no final da postura a fémea morre recebendo a denominagédo de quendgina
(FORTES, 1987).

O carrapato B. microplus tem sido alvo de intensos estudos nas regiées de
maior incidéncia do globo terrestre, em consequéncia dos prejuizos que acarreta a
pecuaria bovina. O seu combate vem sendo feito quase exclusivamente através
do uso de substancias quimicas utilizadas em sua fase parasitaria (LARANJA et
al., 1986). A resisténcia do carrapato B. microplus aos carrapaticidas € um
fendmeno genético ireversivel que se instala em populacées submetidas a uma
grande pressao carrapaticida (FARIAS et al., 2000). Essa resisténcia, tem sido
motivo de preocupacgao por parte dos produtores e pesquisadores, visto que nao
existem mais produtos capazes de controlar eficientemente as populagdes de
carrapatos (GOMES et al., 2000). Como uma alternativa de baixar o custo e
reduzir a toxicidade para o controle do B. microplus, PIZZARRO investigou a agéo
carrapaticida do extrato de Agave americana, da familia Agavacea, observando
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que este possui atividade carrapaticida, afetando a postura e a fertilidade dos ovos
(http://www.fameve.ufu.br/vetnot/vetnot4/res4-19).
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OBJETIVOS

Purificar as proteinas, lectina e toxina da alga marinha vermelha Solieris.
filiformis e, avaliar os efeitos toxicos dessas proteinas sobre camundongo e o
ciclo vital do carrapato bovino Boophilus microplus.

2.2. Especificos

% Caracterizar os componentes quimicos da alga através da determinagéo da
composigao centesimal.

% Purificar as proteinas, lectina e toxina .

% Avaliar histoquimicamente os efeitos das proteinas lectina e toxina em
diferentes 6rgaos de camundongos p6s-morte.

< Analisar os efeitos toxicos dos extratos bruto e aquoso, da toxina e lectina
sobre as diferentes fases do ciclo evolutivo do carrapato bovino Boophilus
microplus.
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MATERIAL

3.1. Alga Marinha

A alga marinha vermelha Solieria filiformis utiizada na realizagdo deste
trabalho foi coletada em rochas do meso-litoral durante marés de sizigia, na praia
do Pacheco, municipio de Caucaia, Estado do Ceara. Esta espécie foi classificada
botanicamente como pertencendo a divisdo Rhodophyta, ordem Gigartinalis,
familia Solieriacea, Género Solieria, espécie Solienia filiformis e nome cientifico
Soliena filiformis (Kutz.) P.W. Gabrielson (FIGURA 1).

3.2. Células Sanguineas

Eritrécitos de coelhos foram obtidos de animais adultos da linhagem Nova
Zelandia, mantidos no biotério do Departamento de Bioguimica e Biologia
Molecular da Universidade Federal do Ceara

3.3. Animais Experimentais

Foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus), fémeas, pesando
de 18 a 25 gramas.
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Divisdao: Rhodophyta

Ordem: Gigartinalis

Familia: Solieriaceae

Género: Solieria

Espécie: Solieria filiformis

Figura 1 - Alga marinha vermelha Solieria filiformis (Kutz.) P.W. Gabrielson
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3.4. Carrapatos

Carrapatos bovinos (Boophilus microplus ) - teledginas retiradas de bovinos
adultos, livres de residuos de carmrapaticidas, pertencentes ao rebanho da
Faculdade de Veterinaria da Universidade Estadual do Ceara.

3.5. Reagentes

Acrilamida, N,N metileno bis-acrilamida, albumina sérica bovina, Coomassie
Brilliant Blue G-250, Sephadex G-100, Sepharose 4B ativada com brometo de
cianogénio e manana foram obtidos da Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA; B-
mercaptoetanol e dodecil sulfato de sédio (SDS) (Merck, Darmstadt, Alemanha); e
tripsina (Pharrmacia Fine Chemical, Inc. Upsala, Suécia). Os demais reagentes,
obtidos comercialmente, foram de grau analitico.
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METODOS

4.1. Tratamento da Alga Marinha

A alga marinha vermelha Solienia filiformis foi coletada e transportada em
recipiente isotérmico para o Laboratério de Algas Marinhas do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara. Para retirada
das epifitas a alga foi lavada em agua corrente e agua destilada. Apés este
procedimento a alga foi colocada para secagem sobre folhas de papel de filtro.
Apbés a secagem esta foi cortada em pequenos pedacos e triturada em
liquidificador juntamente com nitrogénio liquido (N2) para obtengdo de uma fina
farinha que se manteve estocada em sacos plasticos a —20°'C para utilizagéo
posterior.

4.2. Composicdo Quimica Elementar da Alga Marinha Vermelha Solieria
filiformis

4.2.1. Determinagdo da Umidade

Em pesa-filtros previamente tarados foi colocada 1g amostra para secar em
estufa na temperatura de 105 °C durante 12 horas. Quando retirada da estufa foi
colocada no dessecador e pesada. A operagao de aquecimento e resfriamento foi
repetida até a obtengéo do peso constante. O teor de umidade foi calculado pela
diferenca entre os pesos inicial e final das amostras, sendo este expresso em
percentagem (A. O. A. C., 1975).
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4.2.2. Determinagéo de Cinzas

Foram pesados aproximadamente 2,0g da alga seca em cadinhos de
porcelana previamente tarados e, submetidos & incineragdo em murfla a 550 °C
por 6 horas. As amostras foram deixadas em dessecador até atingirem a
temperatura ambiente e pesadas. O procedimento de aquecimento e resfriamento
foi repetido até a obtengéo do peso constante das amostras incineradas. O teor de
cinzas foi calculado por diferenga entre os pesos inicial e residual sendo expresso
em percentagem. As cinzas obtidas foram adicionados 3,0ml de uma solugéo de
acido cloridrico 6 M, filtradas em papel de filtro (filtracdo média) e transferidas para
um baldo volumétrico, completando o volume para 100 ml com agua destilada. A
solugdo cloridrica foi reservada para as determinagdes posteriores de caicio,
magneésio, foésforo e ferro (A. O. A. C., 1975).

4.2 3. Determinagéo de Nitrogénio Total

O nitrogénio total presente na alga marinha vermelha S. filiformis foi
determinado pelo métodos de Kjeldahl (HILLER et al. 1948).

Para mineralizacédo foi pesado 1,5g da amostra previamente seca, & qual
foram adicionados 30 ml de &acido sulfurico concentrado e 10 g da mistura
catalitica (0,5 g de sulfato de cobre e 9,5 g de sulfato de sédio). Apés a
mineralizagcdo, a amostra foi diluida com agua destilada para um volume de 200
mi.

A amostra mineralizada e diluida foi destilada apés a adicédo de 100 mi de
NaOH 40% e 1,0 g de zinco em p6. A amdnia liberada no decorrer da destilagdo
foi coletada em 50 ml de acido sulfurico 0,1 M contendo trés gotas do indicador
vermelho de metila. O excesso de acido sulfurico 0,1 M foi titulado com uma
solucdo de NaOH 0,1 M.
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Os célculos para determinag&o do teor de proteina bruta (PB) foram
realizados utilizando-se a férmula:

%PB=V.0,14. 6,25
PA

Onde,

V= volume de NaOH 0,1 M gasto na titulagéo
PA= peso da amostra usada na digestao

4.2.4. Determinagéo de Lipidios Totais

O teor de lipidios totais da alga marinha foi determinado conforme a
metodologia descrita por TRIEBOLD (1946), sendo a n-hexana usada como
solvente. Cartucho de papel de filtro contendo 1g de alga foram colocados em
extratores de Soxhlet, acoplados em baldes de 250 mi, previamente
desengordurados, secos e tarados. A extragcéo dos lipidios se deu pelo contato da
n-hexana com a amostra por 8h. Em seguida o solvente foi eliminado por
evaporagao e os baldes com a gordura foram colocados em estufa a 105 C por 1h,
para evaporagdo total do solvente, sendo posteriomente resfriados em
dessecadores até atingir a temperatura ambiente e, pesados. Os procedimentos
de aquecimento e resfriamento foram repetidos até a obtencéo do peso constante.
O teor de lipidios totais foi calculado pela relagdo entre o peso dos lipidios
extraidos e o peso inicial da amostra expresso em percentagem.
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4.2.5. Determinagéo de Fibras

4.2.5.1. Determinagéo da Fibra em Detergente Neutro (FDN)

O método usado na determinacdo da fibra em detergente neutro (FDN) ou
constituintes da parede celular foi proposto por VAN SOEST (1963). Foi pesado
1,0 g de farinha de alga seca e colocado em copos de 600 mi do aparelho
digestor, em seguida, pela ordem, foram adicionados: 2,0 ml de decaidronaftaleno
(antiespumante); 0,5 ml de sulfito de sédio levando a mistura ao aquecimento até
a fervura por cerca de 10 min, permanecendo em digestdo por mais 60 min, apds
o inicio da fervura. Ao final desse tempo, com as amostras ainda quentes foi feita
a filtragem por sucgdo a vacuo em cadinhos filtrantes de vidro, previamente
pesados. O material contido nos cadinhos foi lavado duas vezes com agua quente
(90 a 100°C), seguido de duas lavagens com acetona (30 a 40 ml) para remover
todo complexo gelatinoso formado, principaimente, de proteina e amido.
Terminadas as lavagens, os cadinhos filtrantes foram levados para secagem em
estufa a 105°C, durante 8h. Depois de resfriados em dessecador, os cadinhos
foram pesados. O teor de FDN foi calculado através da relagéo entre o peso da
FDN extraida e o peso inicial da amostra, sendo expresso em percentagem.

4.2.5.2. Determinacéo da Fibra em Detergente Acido (FDA)

Na determinacdo da fibra em detergente acida (FDA) ou lignocelulose foi
empregado o método proposto por VAN SOEST (1963). Amostras de 1,0 g de
farinha de alga seca foram colocadas em copos do aparelho digestor e em
seguida adicionados 100 ml de solugdo detergente acida (20 g de brometo-cetil-
trimetilaménio; 1 litro de acido sulfurico 1 N) e 2,0 ml de decaidronaftaleno
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(antiespumante). As amostras foram aquecidas durante 5 a 10 min, até a ebuligéo,
seguida da digestdo, durante 60 minutos. Apds a digestdo, as amostras foram
submetidas a filtragem por sucgdo & vacuo, em cadinhos filtrantes de vidro,
previamente pesados. O material digerido foi lavado duas vezes com agua quente
(90 a 100°C). Seguido de duas lavagens com acetona (30 a 40 mi). Ao fim das
lavagens as amostras foram colocadas na estufa a 105°C, durante 8 horas.
Decomrido esse tempo os cadinhos de vidro foram levados para esfriar em
dessecador e feitas as pesagens. O teor de fibra em detergente acido (FDA) foi
calculado através da relagdo entre o peso da FDA exiraida e o peso inicial da
amostra sendo expresso em percentagem.

4.2.6. Determinagéo de Ferro

O método foi segundo A.O.A.C. (1975). A determinacao foi feita tomando-se
10 ml da solugéo cloridrica (descrita no item 4.2.2.) para um bal&o volumétrico de
50 ml, sendo adicionados 1,0 ml de HCI concentrado, 1,0 ml de cloridrato de
hidroxilamina 10%, 5,0 ml de acetato de aménio 3 M e 2,0 ml da solugdo de
fenantrolina 0,1%. O volume foi completado com agua destilada para 50 mi e a
leitura de absorbancia feita em espectro fotdmetro a 510 nm, sendo o resultado
comparado a uma curva padréo obtida a partir da solugéo padrao de ferro.

4.2.7. Determinacdo de Fosforo

A metodologia utilizada foi segundo A.O.A.C. (1975), consistindo da
transferéncia para um baldo volumétrico ( 50 ml ) de 5,0 ml ou mais (dependendo
da amostra) da solug&o cloridrica (descrita no item 4.2.2.). A esta solugdo foram
adicionados 1,0 ml de hidréxido de aménio (1:1, p/v), 2,0 mi de acido nitrico (1:2) e
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20,0 ml de solugcdo de molibidato de vanadato de aménio (milibidato de aménio
2% e vanadato de amonio 0,1%). Para solugéo de referéncia foram adicionados os
reagentes mencionados acima, com exceg¢ao da amostra. A leitura foi feita apés
30 minutos em espectro fotdbmetro a 470 nm e, os resultados comparados a uma
curva padrao obtida a partir de solugdes padrdes de ferro.

4.2.8. Determinagéo de Caicio

Para determinagéo de calcio (A.O.A.C. 1975), foram pipetados 25 ml da
solugdo cloridrica (descrita no item 4.2.2.) em um erlenmeyer e a esta foram
adicionados 20 mi da solucdo de molibdado de aménio 6% e 5,0 ml de acido
cloridrico 10%. Em seguida, a mistura foi levada para uma chapa aquecedora a
60'C para completa precipitagdo do fésforo, deixada em repouso até atingir a
temperatura ambiente e filtrada em papel de filtro faixa azul. Ao filtrado recolhido
no erlenmeyer adicionaram-se 20 ml de solugédo tamp&o pH 10 para elevar o pH
da solugdo que passou de uma coloragdo levemente amarela para incolor.
Acrescentaram-se 20 ml de NaOH 4 M, 50 ml de KCN 0,1 M e 50 ml de
trietanolamina 20%. O volume da solugdo foi elevado até 300 ml com &agua
destilada e, em seguida, foi adicionada pequena porgcdo de indicador Calcon,
sendo a titulagdo realizada com EDTA 0,02M até a passagem da cor vermelha
para azul intenso. Calculo para a determinagdo em equivalentes grama do célcio
foi realizado usando-se a formula:

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

Onde:

V = volume de EDTA gasto na titulagéo
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F = fator da solugdo EDTA
P = peso referente a aliquota
M = 0,02

4.2.9. Determinagdo de Magnésio

Para determinacdo de magnésio (A. O. A. C., 1975), foram pipetados 20 ml
da solugé@o cloridrica (descrita no item 4.2.2.) e, a esta adicionados 20 mi da
solugdo de molibdato de aménio 6%, 5,0 ml de acido cloridrico 10%, sendo a
mistura levada para uma placa aquecedora a 60°.C para completa precipitagéo do
fésforo. Em seguida a mistura foi deixada em repouso até atingir a temperatura
ambiente e filtrada em papel de filtro faixa azul. Ao filtrado foram adicionados 20
ml de uma solugdo tampéao constituida de hidréxido de aménio (NHsOH) 11,4 M e
cloreto de aménio (NH4«CI) 1,2 M, pH10, para elevar o pH da solugdo cuja
coloragcdo passou de levemente amarela para incolor. Foram entdo, adicionados
5,0 mi de KCN 0,1 M, 5,) mi de trietanolamina 20% e 5 gotas de eriocromo negro T
como indicador. A titulagéo foi realizada com EDTA 0,02 M até a viragem da cor
vermelha para azul.

% Mg = (V'-V). F.M.24. 100
P.100

Onde:

V’= volume de EDTA gasto na titulagao

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

M =0,02
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4.2.10. Determinagao de Vitamina C

Na determinag&o de vitamina C foi empregado o método de RIBEAU-
GAYON & PEYNAUD (1971). o procedimento foi feito tomando-se uma quantidade
conhecida da amostra, a qual foram adicionados 2,0 ml de acido sulftrico (H2SO4)
2 M, 1,0 mi de iodeto de potassio (KlI) 10%, 1,0 mi de amido 1% e 50 ml de agua
destilada. A titulagdo foi feita com iodato de potassio (KiOs) 0,1M. Os calculos
para determinagao da vitamina C na amostra foram feitos utilizando-se a formula:

Vit. C (mg/100)=V . 8.8 . 100
PA

Onde:

V = volume de KIOs; 0,1 M gasto na titulagéo
PA = peso de amostra utilizada na determinacéo
8,8 = mg de &cido ascorbico que reage com 1,0 mi de KiO30,1 M

4.2.11. Determinagéo do Valor Calérico Total

Na determinagd@o do valor calérico total foram utilizados aqueles obtidos
para carboidratos (C), proteinas (P) e lipidios (L), empregando-se a formula (FAE,
1985).

Valor calérico total =(C x4)+ (P x4)+ (L x9)
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4.3. Extracdo de Proteinas da Alga Marinha

4.3.1. Preparagéo do Extrato Total

Na preparagéo do extrato total, a farinha de alga S. filiformis, obtida por
maceragao com nitrogénio liiquido, foi deixada em contato com tampéo Tris-HCI
25 mM, pH 7,5, na proporgdo 1:3 (p/v), sob agitagcdo por 4 horas a temperatura
ambiente. Decorrido este tempo, 0 homogenato foi filtrado em tecido de nylon e,
em seguida centrifugado a 10.000 x g por 30 minutos em centrifuga refrigerada
(4°C). O precipitado foi descartado e o sobrenadante obtido denominado de extrato
total, submetido aos ensaios das atividades hemaglutinante e téxica, dosagem de
proteinas, efeitos da temperatura e do pH sobre a sua estabilidade toxica e
precipitagcdo com sulfato de aménio.

4.3.2. Preparacgéo da FO/70

O extrato total foi submetido & precipitagdo com sulfato de aménio até
70% de saturac@o durante quatro horas a temperatura ambiente. Apds esse
periodo foi feita uma centrifugagcdo a 10.000 x g durante 30 minutos a 4 °C. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido com
tampéo Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, dialisado exaustivamente contra o tampéo de
extragcdo, sob agitagcdo constante. A fragdo protéica assim obtida (FO/70) foi
avaliada quanto ao teor de proteina, atividades hemaglutinante e tdxica, para dar
prosseguimento a purificacdo da proteina. O esquema geral de purificacdo esta
representado na FIGURA 2.
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FIGURA 2 - Esquema de purificagdo da toxina e lectina da alga Solieria filiformis
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Tampao Tris-HCI, 25 mM, pH 7,5 (1:3, m/v)
Agitacao por 4 horas
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4.4. Determinacdo de Proteina

A dosagem de proteinas soluveis nas diferentes preparages foram
realizadas segundo o método de BRADFORD (1976). Apdés 10 minutos de
contato das amostras com o reagente Coomassie G-250, a temperatura ambiente,
as absorbancias foram lidas a 595 nm (espectrofotdmetro Spectronic 20). A
concentracdo de proteinas foi estimada com relagdo a uma curva padrédo obtida
com albumina sérica bovina (BSA). Para estimativa das concentragbes de
proteinas nos eluatos das cromatografias foi utilizado a leitura de absorbancia a
280 nm.

4.5. Deteccdo e Quantificacdo dos Componentes Protéicos Bioativos

4.5.1. Determinagdo da Atividade Hemaglutinante

A atividade hemagiutinante foi determinada pelo método das diluicoes
seriadas em tubos de ensaio segundo BENEVIDES et al., 1996. Em cada tubo de
ensaio foram adicionados 100ul de solugdo de NaCl 0,15 M, seguindo-se a adi¢do
de igual volume da amostra fazendo-se entdo uma série de diluigdes duplas (1/2;
Ya; 1/8; 1/16, etc). Um volume de 100 ul de suspensédo 2% de eritrécitos de coelho,
tratados com tripsina (0,1 mg/10 ml da suspenséo de eritrécitos) foi adicionado a
cada diluicdo. Os tubos de ensaio foram deixados em repouso a temperatura
ambiente por 60 minutos, e submetidos a centrifugagdo a 2.000 x g por 30
segundos, e a reagdo de hemaglutinagdo observada a olho nu, sendo o titulo
expresso em unidades de hemaglutinagao (UH/mI), ou seja, o inverso da maior
diluicdo de uma dada concentragdo de proteina capaz de provocar aglutinagdo
visivel.
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4.5.2. Atividade Anti-triptica

Para avaliagdo do inibidor de tripsina presente na alga em estudo foi utilizada
a técnica descrita por KAKADE, com algumas modificagées (HAMERSTRAND et
al., 1981). Em amostras de 0,02 g de fina farinha de alga foi adicionado 1 ml de
soluggdo NaOH 0,01 N, e deixadas sob agitacdo constante por 3 horas a
temperatura ambiente, seguidos de repouso por 30 minutos nas mesmas
condicbes de temperatura. Decorrido este tempo, aliquotas de 0,5 ml dos
sobrenadantes foram retiradas e misturadas a 0,05 mi de solugdo de NaOH 0,01N.
As misturas obtidas foram centrifugadas a 14.000 x g/5minutos. Depois da
centrifugacéo foram tomadas aliquotas de 0,1 ml das misturas e incubadas a 37
°C, num meio de reagéo que continha 1,6 ml de Tamp&o Tris-HCI 50 mM, pH 8,2
contendo CaCl 20 mM, 0,1 ml de tripsina (solugéo estoque de 0,4 mg em 10 mi de
HCI 0,01 N) e o substrato BAPNA. Na dissolugéo de 10 mg de BAPNA foi utilizado
0,5 ml de dimetilsulféxido, tendo sido submetido a vigorosa agitagdo em vortex
até a dissolugdo completa do substrato. Ao final, o volume foi completado para 1mi
com agua milli-Q, submetido outra vez a agitagdo, e usado imediatamente. A
interrupgdo da reag¢édo ocorreu quando 0,2 mi de acido acético 30% (v/v) foram
adicionados, e seguida a leitura a 410 nm. A curva padrao obtida com SBTI foi
empregada para o calculo dos resultados, os quais foram expressos como a
quantidade em miligrama (mg) de tripsina inibida (Ul/g) de farinha de alga.

4.5.3. Avaliagéo da Atividade Toxica

A avaliagido da toxicidade de diferentes fragées do processo de purificagéo
da proteina da alga estudada foi feita em camundongos fémeas, pelas vias
intraperitoneal (ip) e intravenosa (iv). Foram usados grupos de 4 animais por dose,
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as quais eram estimadas tomando como base 10 g de peso vivo de cada animal
(LITCHFIELD & WILCOXON, 1949), as doses encerravam teores de proteina
toxica que causavam a mortalidade de 0 — 100% dos animais, em intervalo de 24
horas para as aplicagdes ip. ou até 1 hora para as inje¢des intravenosas das
doses testadas. Segundo VASCONCELOS et al., (1994) uma unidade de DLso foi
definida como a quantidade de proteina (g/kg de peso corpéreo) capaz de causar
convulsdes e morte em 50% dos animais testados.

4.5.4. Efeito do pH Sobre a Estabilidade da Atividade Téxica do Extrato Total

Na avaliagdo do efeito do pH sobre a estabilidade da atividade téxica do
extrato total concentrado foram usadas aliquotas de 10 ml ajustadas nos valores
de pHem1, 3, 5. 7,5 e 10, sendo em seguida mantidas a temperatura ambiente
durante 60 minutos, centrifugadas e reajustadas ao valor do pH inicial com HCI ou
NaOH. Os sobrenadantes foram levados ao mesmo volume inicial e dialisados
contra tampé&o Tris-HCI 25 mM, pH 7,5. Foram feitas determinacdes de proteina e
avaliada a atividade tdxica usando para isso 4 (quatro) camundongos (fémeas)
pesando entre 19 e 25 g, para cada valor de pH, e o indice de atividade téxica
expresso como percentagem de mortalidade em cada grupo.

4.5.5. Efeito da Temperatura Sobre a Estabilidade da Atividade Téxica do Exirato
Total

A termoestabilidade da atividade toxica do extrato total concentrado por
liofilizacdo e equilibrado com tampdo Tris-HCI 25 mM foi determinada pelo
aquecimento de aliquotas de 2,5 ml em banho-maria nas temperaturas de 50, 70,
80 e 90°C, em intervalos de 10, 20, 30 e 60 minutos. As aliquotas foram resfriadas
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em banho de gelo e centrifugadas por 5 minutos. Os sobrenadantes foram
testados em grupos de 4 camundongos fémeas para cada temperatura. O indice
de atividade toxica foi expresso com percentagem de mortalidade em cada grupo.

4.6. Purificacdo das Proteinas. Toxina e Lectina, da Alga S. filiformis

4.6.1. Cromatografia de Afinidade em Coluna de Manana-Sepharose 4B

A preparagdo do gel de Manana-Sepharose 4B empregado na cromatografia
de afinidade, com o objetivo de purificar a proteina presente na F0/70 obtida da
precipitacdo com sulfato de aménio, proveniente do extrato total da alga marinha
vermelha S. filiformis, foi realizada considerando a interacdo da proteina com o
polisssacarideo manana de levedura. O acoplamento da manana & Sepharose 4B
ativada com brometo de cianogénio (CNBr) foi feito mantendo-se a proporgdo 2:1
(mg de manana /g de Sepharose 4B ativada).

Inicialimente, 2,0 g de Sepharose foram suspensos em solugdo de HCI 1
mM (aproximadamente 200 ml de solugdo de HCI /g de Sepharose 4B ativada)
deixando-se em contato por 15 minutos, para preservar a atividade dos grupos
reativos que hidrolisam a pH alto. Na etapa seguinte o gel foi fitrado em funil de
placa sinterizada, e lavado sucessivas vezes com a mesma solucao.
Posteriormente, o gel foi submetido a outra lavagem com tampé&o de acoplamento
bicarbonato de sdédio (NaHCOs) 0,1 M, pH 8,3 contendo NaCl 0,5 M, por
aproximadamente trés vezes (5,0 ml de tampé&o/g de Sepharose 4B ativada na
foorma de gel seco) e, transferido imediatamente para a solugdo do ligante
preparada previamente com o tampao de acoplamento, deixando-se 16 horas no
misturador a 4 °C. Passado periodo de contato o material foi filtrado, e os grupos
ativos remanescentes presente no gel foram bloqueados pela adicdo do tampao
bloqueador (tampéao glicina 0,2 M, pH 8,0) por 2,0 horas a temperatura ambiente.
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O excesso de ligante ndo acoplado foi retirado pela lavagem do gel com tampéo
acetato 0,1 M, pH 4,0 contendo NaCl 0,5 M (pH baixo), e depois com tampéo de
acoplamento bicarbonato de sédio (pH alto). Este ciclo foi repetido por quatro a
cinco vezes, concluindo o processo com tampéao de acoplamento.

Aliquota de 5 ml da FO/70 centrifugada foi submetida & cromatografia de
afinidade em coluna de Manana-Sepharose 4B previamente equilibrada com
tampé&o Tris-HCI 256 mM, pH 7,5, utilizando coletor de fragdes operando em fluxo
constante de 36 mi/hora. O material ndo retido (pico 1) foi eluido com o mesmo
tampéo de equilibrio, enquanto a fragdo protéica ligada a matriz (pico Il) referente
a lectina, foi eluida com uma solugédo de uréia 4 M. Os dois picos eluidos na
cromatografia foram coletados em fragdes de 3 mi/tubo e suas absorbancias lidas
a 280 nm em espectrofotdometro LKB-Ultraspec Ill. O pico | foi concentrado por
liofilizagdo, equilibrado contra o tampao de eluicdo, submetido a8 dosagem de
proteina, e testadas suas atividade hemagiutinante e téxica. A fragdo protéica
eluida com uréia 4 M (pico |l) foi dialisada exaustivamente contra a agua,
concentrada por liofilizagdo e equilibrada com tampéo de extragcdo. Apés a dialise,
a frag@o protéica obtida foi usada para detecgado das atividades hemaglutinante e
toxica, e dosagem de proteinas solaveis.

4.6.2. Cromatografia de Filtragdo em Gel em Coluna de Sephadex G-100

O pico | da manana contendo uma fraca atividade hemagiutinante foi
submetido a cromatografia de filtracdo em gel em coluna de Sephadex G100
acoplada em coletor Pharmacia LKB Frac-100. A coluna medindo 90 x 1,5 cm foi
previamente equilibrada com tampao Tris-HCI 256 mM, pH 7,5 sendo coletadas
fracdes de 3 mltubo. A eluicdo dos picos protéicos foi obtida com o mesmo
tampédo de equilibrio, e a leitura de suas absorbancias feita em comprimento de
ondas de 280 nm. Os picos obtidos foram concentrados por liofilizagao,
equilibrados contra o tampéo de eluicdo e submetidos & dosagem de proteina, e
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determinacdo das atividades hemagiutinante e téxica. A massa molecular da
proteina téxica na forma nativa (Pico | com atividade obtido deste procedimento)
foi calculada usando-se a mesma coluna de Sephadex G-100 descrita neste item,
relacionando-se os volumes de eluigdo com aqueles dos marcadores. Os calculos
foram determinados por regresséo linear. Na calibragdo prévia da coluna foram
utilizadas as seguintes proteinas: BSA (66,0 kDa), anidrase carbdnica (29,0 kDa) e
citocromo ¢ (12,4 kDa).

4.7. Caracterizacao Fisico-Quimica e Estrutural da Proteina Téxica da Alga S.
filiformis

4.7.1. Determinacdo da Massa Molecular por Eletroforese em Gel de
Poliacrilamida em Presenca de SDS e B-Mercaptoetanol

A amostra da toxina da alga S. filiformis obtida através da cromatografia de
exclusdo molecular em gel de Sephadex G-100 foi submetida a eletroforese em
gel de poliacrilamida na presenga de SDS e B-mercaptoetanol segundo o método
de LAEMMLI (1970), adaptado para o uso de placas (10,2 x 8,4). As placas de
eletroforese foram montadas com gel de concentragao contendo 3,95% de
poliacrilamida em tampap Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 e SDS a 1% e com um gel de
separagéo contendo 12,5% de poliacrilamida em tampao Tris-HCI 3,0 M e pH 8,8.
O tampé&o dos eletrodos era composto de Tris-HCI 0,025 M, pH 8,3, glicina 0,2 M e
SDS 0,1%.

As amostras liofilizadas foram dissolvidas em tampao Tris-HCI 0,0625 M, pH
6,8 contendo glicerol, SDS e/ou B-mercaptoetanol e submetidas ao aquecimento a
100°'C por 5 minutos. As amostras foi adicionado o azul de bromofenol 0,1% para
controle das corridas eletroforéticas, que foram realizadas a uma corrente
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constante de 20 mA durante 2 horas, utilizando-se uma fonte regulavel de comrente
continua.

A coloragdo das proteinas foi realizado com uma solugdo de Coomassie
Brilliant Blue R-250, 0,25% em etanol, acido acético e agua (4:0,7:5,3, viviv) por
um periodo de 18 horas. O descoramento foi feito com uma solugdo de etanol,
acido acético e agua (3,5:1:8,0, viviv). Os marcadores de migragao eletroforética
empregados foram: albumina sérica bovina (66 KDa), ovalbumina (43 KDa),
gliceraldeido 3-fosfato-desidrogenase (36 KDa), anidrase carbdnica (29 KDa),
tripsinogénio (24 KDa), inibidor de tripsina (21 KDa) e a-lactoalbumina (14,2 KDa).
As massas moleculares aparentes foram estimadas & partir das curvas
construidas com os Rfs dos marcadores usados na corrida eletroforética.

em Camundongos

A avaliagcéo histopatoldgica dos efeitos da lectina, quando injetada por via
iv. em camundongos foi realizada segundo a metodologia de JUNQUEIRA &
JUNQUEIRA, (1983) cujas etapas sao descritas a seguir:

1° Etapa - Fixagao

Os 6rgéos (pecas): coragdo, pulmdes, pancreas, rins, figado, estdmago e
intestinos (grosso e delgado) imediatamente ap6s morte do camundondo foram
removidos e fixados em formol a 10%, para preservar a morfologia e composicéo
dos tecidos e, assim conservados até a obtengao dos preparados histopatologicos
permanentes (laminas).

2° Etapa - Desidratacdo
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As pecgas passaram por banhos de etanol em concentragdes crescentes (70
e 90%), e por mais trés banhos consecutivos com alcool absoluto, cada um com
duracgéo de 1 hora.

3? Etapa — Diafanizagéo

Para eliminagcdo do etanol e clareamento dos tecidos dos érgéos (pecas),
estes foram submetidos a trés banhos consecutivos de xilol especial para
histologia, cada um com duragao de 1hora.

4® Etapa — Parafinizagéo

Para ocupar os espacgos vazios nos tecidos dos 6rgéos, formados pela
evaporacdo do xilol, as pecas foram mergulhadas trés vezes consecutivas em
parafina pura (fundida a 50 °C), cada uma com duracgéo de 1 hora.

5% Etapa - Inclusdo

Nesta etapa as pegas foram colocadas em uma mistura contendo parafina
fundida, céra de abelha e céra de camauba (1,0 Kg de parafina: 15,0 g de céra de
abelha: 15,0 g de céra de camauba) em formas retangulares de papel e, deixadas
solidificar a temperatura ambiente, sendo portanto denominadas de blocos de
parafina.

6° Etapa — Microtomia

Os blocos de parafina foram seccionados em micrétomo, em cortes de
3 a 8 ym, em seguida submetidos ao estiramento em banho-maria a 50 C e
posteriormente colocados sobre laminas de vidro. Estas, foram levadas a estufa a
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50 °C para eliminar a parafina contida no corte e, lavadas com xilol desparafinador
por 30 min.

7% Etapa — Hidratagéo

Os tecidos nas laminas foram hidratados por banhos consecutivos em
alcool etilico absoluto a 90 e 70%, respectivamente, cada com duragdo de 1 min,
seguido de uma lavagem rapida com agua destilada.

8® Etapa — Coloragédo

Os tecidos foram corados (coloragdo dupla) com hematoxilina e eosina
(HE), onde cada corante permaneceu em contato por 3 min. O primeiro
(Hematoxilina) da uma coloragdo azul aos nucleos das células e o segundo
(Eosina), uma coloragéo résea aos citoplasmas.

9® Etapa - Desidratacao

Para a desidratagéo e remogao do excesso dos corantes, os tecidos foram
submetidos a trés banhos com alcool absoluto, cada com duragéo de 1 min.

10® Etapa — Clareamento

A eliminagdo do etanol e clareamento dos componentes dos tecidos
néo corados por HE, foi realizada com trés banhos consecutivos de xilol, cada por
1 min. Em seguida, as laminas (triplicatas) foram analisadas em microscépio
optico utilizando objetiva 100X.
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Lectina da Alga S. filiformis sobre o ciclo evolutivo do carrapato bovino
B. microplus

Os ensaios foram conduzidos sob condigdes controladas de
temperatura e umidade (28 °C e 80%, respectivamente) em estufa BOD,
utiizando-se fémeas ingurgitadas, de bovinos leiteiros infestados naturaimente
conforme demonstrado na FIGURA 3. As teledginas foram pesadas e reunidas em
grupos homogéneos de 15 individuos (n=15). Em seguida, foram lavadas em agua
destilada e secas em papel absorvente. O grupo controle foi imerso em agua
destilada, enquanto os demais foram submetidos a imers&o nas fragbes protéicas
(extrato total e aquoso), PlI-Manana (toxina) e Pll-Manana (lectina) durante 5 min.

Posteriormente, as teledginas foram fixadas com fita dupla face em
placas de petri, permanecendo com o dorso voltado para cima e mantidas na
estufa BOD nas condigdes ja descritas. Iniciada a oviposi¢do (postura), os ovos
foram coletados diariamente de cada teledgina, pesados e transferidos para
seringas descartaveis de 5 mL, sendo estas entdo, seladas com algodado e
mantidas na estufa BOD. Ao término da oviposicéo (ca. 3.000 ovos/teledgina), o
peso das quendginas, fémeas apds postura (PQ), e o peso da massa total dos
ovos (PMTO) foram utilizados para os calculos dos indices das eficiéncias
reprodutiva (IER), nutricional (IEN) e do produto (EP).

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

Nos caélculos das eficiéncias reprodutiva, nutricional e do produto foram
empregadas as formulas de DRUMMOND et al. (1973), conforme descritas a
seguir:
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ER = PMOT x_%E x_20.000
PQ

PMOT
PI-PQ

Onde:

Pl = peso inicial da teleégina
PQ = peso da quendgina

EP = (ERc_—ERg) x 100
ERc

Onde:

EP = eficiéncia do produto

ERc= eficiéncia reprodutiva do grupo controle
ERE = eficiéncia reprodutiva do grupo experimental
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FIGURA 3 - Ensaio de avaliagdo da atividade toxica dos extratos total e

aquoso, toxina e lectina da alga S. filiformis sobre o ciclo evolutivo
do carrapato bovino B. microplus. A - Imerséo das teledginas: 1 -
Agua (controle), 2 e 3 - Extrato Total, 4 e 5 - Extrato Aquoso, 6 -
Toxina e 7 - Lectina; B e C - Oviposicéo e D - Eclosdo até morte
das larvas.
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4.10. Analise Estatistica

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

5.1. Composicéo Quimica Elementar da Alga S. filiformis

Os resultados da analise da composi¢do quimica elementar da alga S.
filiformis (TABELA 3) mostram que esta apresentou teores elevados de
umidade(94,7%), proteina (25,8%), fibora em detergente neutro (30,9%) e
carboidratos (35,2%). Teores menores foram encontrados para cinzas (13%), fibra
em detergente acido (7,84%) e lipidios (0,3%). Para os minerais analisados a
partir das cinzas, o calcio e 0 magnésio apresentaram-se em maiores proporgdes,
(45,1 e 74,4 mg/100g, respectivamente), tendo os minerais ferro e fésforo se
apresentado valores menores (3,2 e 4,6 mg/100g, respectivamente). O teor de
vitamina C encontrado foi de 8,3 mg/100g da amostra analisada, sendo o valor
cal6rico total obtido de 246,7 kcal/100g.

Os percentuais de proteina encontrados para esta mesma alga por
SILVA, (1997) e RAMOS et al., (1998) foram inferiores ao determinado neste
trabalho (23,8% e 21,2%, respectivamente). GUEDES et al., (1988) avaliando a
variagdo sazonal na composicdo quimica de algumas espécies de algas
bentdnicas, entre elas a espécie do mesmo género, Soliena tenera, mostraram
que esta apresentou baixos percentuais de proteina bruta que variaram de 7,2 a
12,3%, dependendo do periodo e do ano de coleta. Onde podemos sugerir que a
pequena variagdo no percentual protéico encontrado para a alga S. filiformis
esteja também relacionada com a variagéo sazonal. De acordo com THIVY (1960),
o contetudo protéico de algumas algas marinhas é semelhante ao obtido para
diversas sementes de algumas planta superiores, tais como, arroz, trigo e
algumas leguminosas.
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Tabela 3 - Composicéo quimica elementar da alga Solienia filiformis

Constituinte Teor na amostra
(%)
Umidade 9470
Base Seca
Cinzas 13,0
*Proteina Total 25,8
Lipidio Total 0,3
Fibora em Detergente Neutro 30,9
(FDN)
Fibra em Detergente Acido (FDA) 7.8
**Carboidrato Total 22,2
Minerais (mg/100 g)
Calcio 451
Magnésio 74 .4
Fosforo 46
Ferro 3,2
Vitamina C (mg/100g de amostra) 8,3
Valor Calérico total (Kcal/100g) 1947

* Nitrogénio total x 6,25.
** Obtido por diferenca.
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Com relagdo aos minerais analisados a partir das cinzas da alga S.
filiformis (ferro, fésforo, céicio e magnésio), os percentuais obtidos (3,2, 4,6, 45,1 e
74,4, respectivamente) comportaram-se de forma contraria ao obtido para a alga
vermelha Amansia multifida por SILVEIRA (2001), que encontrou teores mais
elevados para o fosforo e ferro (18 e 16 mg/100g da amostra, respectivamente) e
teores mais baixos para o célcio e magnésio ( 0,8 e 0,1mg/1100g da amostra,
respectivamente).

Algumas algas marinhas s&o consideradas fontes ricas em vitaminas e
minerais (ARAZAKI & ARAZAKI, 1983), no entanto, o teor de vitamina C
encontrado para a alga S. filiformis , é considerado baixo quando comparado aos
teores obtidos para alga Amansia multifida (15,3 mg/100 g ) por SILVEIRA (2001)
e para a alga verde Ulva fasciata (165,8 mg/100 g) por PEREIRA (2000).

Ainda, segundo GUEDES et al., (1988) as variagcdes nos percentuais
dos constituintes quimicos das algas podem ser justificadas pelos seguintes
motivos: 1 - as localidades das pesquisas s&o fitogeograficamente diferentes; 2 -
dentro do ambiente marinho ha uma grande diversidade de locais, contribuindo
para esta variacdo; 3 - devido a variagdo das espécies, algumas vezes as
comparagdes das suas composi¢gdes quimicas sado realizadas a nivel de género.

5.2. Deteccédo das Atividades Hemaglutinante, Toxica e Anti-triptica no Extrato
Total da Alga S. filiformis

O extrato total de S. filiformis, rico em atividade hemaglutinante contra
eritrocitos (2%) de coelho tratados enzimaticamente com tripsina, como
previamente demonstrado por BENEVIDES et al.,, (1996) foi concentrado por
liofilizacdo parcial, dialisado com tampao Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 mostrou-se
toxico para camundongos quando injetado por via ip.. Os sintomas observados
apos a aplicacéo desse extrato foram: piloerecéo, xeroftalmia, aceleragdo do ritmo
respiratério (dispnéia), ataxia locomotora, convulsdes tdnico-cldnicas, seguidos da
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morte dos animais. A DLsp encontrada foi de 16,5 mg de proteina/Kg de peso
corpéreo, que pode ser considerada baixa quando comparada com a encontrada
por SILVEIRA, (2001) ao avaliar a atividade téxica do extrato total concentrado de
Amansia multifida, para o qual a DLsp calculada foi de 2,4 mg de proteina/Kg de
peso corporeo.

Na analise da agao anti-triptica no extrato total alcalino de S. filiformis foi
demonstrada auséncia de atividade, confirmando que a toxicidade intraperitoneal
para camundongos ndo esta associada ao inibidor de tripsina. SILVA (1998), a0
analisar a atividade inibitéria para tripsina dos extratos totais de dez espécies de
algas marinhas vermelhas, entre elas a espécie em estudo S. filiformis, mostrou
que estes apresentaram-se isentos desta atividade. O mesmo foi observado por
SILVEIRA, (2001) quando avaliou a atividade anti-triptica do extrato alcalino da
alga Amansia multifida.

5.3. Efeito do pH sobre a Estabilidade da Atividade Téxica do Extrato Total

O efeito do pH ( faixa de pH 1-10) sobre a estabilidade téxica do extrato
total concentrado da alga S. filiformis mostrou que a atividade téxica para
camundongo por via ip. permaneceu estavel a uma variagéo de pH de 3 a 7.5.
Entretanto, em pH 10 (alcalino) a atividade téxica foi reduzida a 25%, sendo
completamente inativada em pH 1 (Tabela 4)

Total

A estabilidade térmica da atividade toxica do extrato total foi também
avaliada. Quando aliquotas deste extrato foram submetidas ao aquecimento a 60
°C por 10 min, a atividade toxica permaneceu estavel. No entanto, na mesma
temperatura durante 60 min a atividade toxica foi reduzida em 75%, tormando-se
totalmente inativa a 90 °C por 60 minutos (TABELA 5).
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Tabela 4 - Efeito do pH sobre a estabilidade da atividade téxica do extrato total da
alga S.filiformis

FRAGAO PH s
10 30 5,0 75 10,0 ;
Extrato total - ++++ ++++ ++++ +++-

(+) Atividade toxica expressa em percentagem de animais mortos apos inje¢ao por
via ip. do extrato total ((0,42 mg de proteina/10 g de animal capaz de matar 100%
dos animais testados), capaz de matar 100% dos animais testados). 100% (++++),
75% (+++)
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Com relagcdo a estabilidade térmica da atividade hemaglutinante
presente no extrato total, esta ja havia sido demonstrada por BENEVIDES et al.,
(1996). Portanto, conforme relatado pelos autores, a atividade hemagiutinante
residual foi reduzida a 75% quando do tratamento a 60°C por 30min de
aquecimento, sendo inativada a 90 °C no mesmo intervalo de tempo de
aquecimento.

5.5. Purificacdo das Proteinas. Toxina e Lectina. da Alga S. filiformis

Tendo em vista a toxicidade do extrato total e sua estabilidade em uma
ampla faixa de pH, deu-se prosseguimento a este estudo concentrando as
proteinas presentes nesse extrato por precipitacdo com sulfato de amoénio a 70%
de saturacéo (F0/70). Esta fracdo (DLso 13,8 mg/Kg do peso do animal, por via ip.
em camundongos) foi utilizada para dar prosseguimento a purificacdo das
proteinas com atividade toxica (toxina e lectina). Vale ressaltar, que o pH mantido
em todas as etapas de purificacéo foi 7,5 e que as atividades hemagiutinante e
toxica foram avaliadas em todas as etapas do procedimento de purificagéo.

Vale salientar ainda, que o procedimento de separagao e purificagao
das proteinas contendo as atividades hemaglutinante e téxica presentes nesta
(FO/70) foi o mesmo utilizado na purificagéo da lectina desta alga por BENEVIDES
et al. (1996), com excegao da etapa de cromatografia de troca idnica em coluna de
DEAE-celulose que precede ao procedimento de cromatografia de afinidade em
coluna de Manana-Sepharose 4B, visto que os referidos autores utilizaram este
procedimento apenas com a finalidade de reter parte dos pigmentos nesta matriz
cromatografica e além disso, 0 uso desta etapa ocasionaria um rendimento
protéico mais baixo.
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TABELA 5 - Efeito da temperatura sobre a estabilidade da atividade téxica do
extrato total da alga S. filiformis

Tempo (min) Temperatura (° C)
50 60 90
10 ++++ ++ ++ +---
20 ++++ ++ +- -
30 ++++ ++-- +---
60 ++ + + +--- -

Atividade toxica expressa em percentagem (%) de animais mortos apds injegéo
ip do extrato total (0,42 mg de proteina/10 g de animal capaz de matar 100%
dos animais testados). 100%(++++); 75% (+++); 50% (++) € 25%(+)
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5.5.1. Cromatografia de Afinidade em Coluna de Manana-Sepharose 4B

O perfil cromatografico obtido por aplicagédo da FO/70 na coluna de
Manana-Sepharose 4B (FIGURA 4) mostrou a presenga de dois picos, sendo o
primeiro (Pl), eluido com o tamp&o Tris-HCI 25 mM , pH 7,5, apresentando uma
fraca atividade hemagiutinante e mostrando-se téxico quando aplicado
intraperitonealmente em camundongos e, o segundo pico (Pll), eluido com uréia 4
M, despigmentado, contendo uma forte atividade hemaglutinante e apresentando
atividade téxica quando aplicado em camundongos por vias ip. e iv., com DLso 1,7
e DLso 1,5, mg/Kg de peso corpéreo do animal, respectivamente (TABELA 6).

Tendo em vista o Pl ainda ter apresentado atividade hemaglutinante,
este foi novamente aplicado em coluna de Manana-Sepharose 4B até permanecer
isento desta atividade e, apds este procedimento foi obtida uma DLsp 21,7 mg/Kg
do peso do animal por via ip. em camundongos, mostrando-se portanto ser menos
toxica do que as obtidas nas fragdes protéicas, extrato total e FO/70, levando-nos
a sugerir a existéncia de um outro componente menos tdxico que a lectina, na alga
S. filiformis (TABELA 7).

5.5.2. Cromatografia de Filtragdo em Gel em Coluna de Sephadex G-100.

Assim, como o procedimento em coluna de Manana-Sepharose 4B n&o
foi decisivo para isentar totalmente o Pl-manana da atividade hemaglutinante, em
vitude da concentragdo aplicada em relagdo a proteina lectina, ultrapassar a
capacidade de ligagdo dos sitios ligantes (manana) da matriz a esta proteina e,
como este pico (Pl) ainda mostrou-se altamente pigmentado, optou-se em dar
prosseguimento a purificagdo do componente téxico presente no PI, utilizando-se
a cormatografia de filtragdo em gel em coluna de Sephadex G-100.
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FIGURA 4 - Cromatografia de afinidade em coluna de Manana-Sepharose 4B da
FO/70 equilibrada com tampé&o Tris-HCI 25 mM, pH7,5. O primeiro
pico (PI) foi eluido com tampé&o de equilibrio e o segundo pico (Pll)
eluido com Uréia 4 M. Coluna: 5,0 x 0,5cm, fluxo:36 mL/h e fragdes:
3,0 mL/tubo . (e+—s) A 280 nm. (e—e)UH/ mL. N Atividade téxica
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TABELA 6 - Purificagao da lectina com atividade téxica da alga S. filiformis

Proteina Atividade Hemaglutinante Atividade Téxica
Fracdes Total UH |Especifica| Purificagdo | DLso** | Purificagdo
Mg/mL %
(mg) Total* | (UH/mg) (x) (mg/Kg) (x)
Extrato 0,12 | 190,8 |100| 407040 | 2133,3 1,0 16,5° 1,0°
FO/70 290 | 1204 | 63 | 339968 | 2823,7 1,3 13,8° 1,2°
Pll-Manana| 0,14 1,68 | 0,8 | 128055 | 81047,5 38,0 1,7°e15° 9,7°

*U.H. Total — Unidades de hemaglutinagao total

**Miligramas de proteina capaz de matar 50% dos animais testados por via ip. ou iv

# por via ip.
®por via iv.
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Portanto, esta fragao protéica ( PI-Manana) quando aplicado em coluna
de Sephadex G-100, apresentou um perfil cromatografico contendo trés picos
protéicos. O primeiro pico obtido (Pl), apresentou-se ainda pigmentado, mas livre
de atividade hemaglutinante e encerrando atividade téxica com DLsp 17,8 mg/Kg
de peso do animal, o segundo pico (Pll), apresentou-se despigmentado, contendo
atividade hemagiutinante e o terceiro pico (Plll) mostrou-se isento das atividades
hemaglutinante e téxica (FIGURA 5 e TABELA 7).

A primeira lectina purificada de algas marinhas a apresentar atividade
téxica para camundongos foi obtida recentemente da alga Gracilana ornata por
Leite (2003), onde a dose letal verificada foi de 50 mg/Kg de peso do animal por
aplicagéo por via iv. em camundongos, sendo portanto considerada menos téxica
do que a lectina obtida da alga S. filiformis.

5.6.1. Massa Molecular das Proteinas, Toxina e Lectina, por Eletroforese em Gel

de Poliacrilamida em presenca de SDS e B-mercaptoetanol

A massa molecular da lectina (Pll-manana) da alga S. filiformis
determinada em condi¢des desnaturantes em presenga de SDS mostrou um perfil
eletroforético constituido de duas bandas protéicas com massas de 58,6 e 29,3
kDa. Entretanto, quando a lectina foi submetida ao tratamento com o agente
redutor B-mercaptoetanol, a subunidade de maior massa (58,6 kDa) foi reduzida
passando, portanto, a coincidir com a subunidade de 29,3 kDa. Esse resultado nos
mostrou que a lectina da alga S. filiformis € uma proteina dimérica e nao
monomeérica conforme descrito por BENEVIDES et al, (1996) que haviam
deterrminado a massa molecular desta proteina somente em presenga do agente
redutor B-mercaptoetanol (FIGURA 6).

A FIGURA 7 mostra o perfil eletroforético dos picos, Pl-manana, PlI-
manana (lectina) e PI-Sephadex (toxina), obtidos por PAGE-SDS na presenca de
B-mercaptoetanol. O perfil eletroforético do Pl-manana mostrou uma banda

protéica de massa molecular aparente de 14 kDa e, ainda, a presenca de duas
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FIGURA 5 - Cromatografia de filtragc&do em gel em coluna de Sephadex G-100
do Pl-manana. A coluna foi equilibrada e eluida com tamp&o Tris-

HCI25 mM, pH 7,5. (e—) A 280 nm; (s—e) UH/m;
N
& Atividade toxica.
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TABELA 7 - Purificagéo da toxina da alga S. filiformis

Proteina Atividade Hemaglutinante Atividade Toxica
Fracdes mg/ | Total % UH | Especifica | Purificagdo | DLsg** | Purificagéo
mL | (mg) Total* | (UH/mg) (x) (mg/Kg) (x)
Extrato 0,12 | 190,8 | 100 | 407040| 2133,3 1,0 16,5° 1,0%
FO/70 2,90 | 1204 | 63 |339968| 28237 1.3 13,8% 1,22
Pl-Manana | 282 | 640 | 33 | 454 0,7 - 21,7°
Pl-Sephadex | 1,12 | 21,0 | 11 - - - 17,8° -

*U.H. Total — Unidades de hemaglutinagéo total

**Miligramas de proteina capaz de matar 50% dos animais testados por via ip. ou iv.

# por via ip.

®por via iv.
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FIGURA 6 - Eletroforese em gel de poliacrilamida, na presenca de SDS e na
auséncia e presenca de B-mercaptoetanol
1. PI-Manana somente com SDS
2. Pll-Manana somente com SDS
3.
4. Marcadores: a-lactoalbumina (14,2 kDa), inibidor de tripsina
(20,1 kDa); Anidrase Carbdnica (29,0 kDa); Gliceraldeido 3-
fosfato-desidrogenase (36,0 kDa); Ovalbumina (45,0 kDa) e
Albumina sérica bovina (66,0 kDa).

Pll-Manana com SDS e B-mercaptoetanol
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FIGURA 7 - Eletroforese em gel de poliacrilamida, na presenga de SDS e B-

mercaptoetanol

1. Pl-Manana

e 3. PI-Sephadex
Pll-Manana

il

Marcadores: a-lactoalbumina (14,2 kDa), inibidor de tripsina (20,1
kDa); Anidrase Carbdnica (29,0 kDa); Gliceraldeido 3-fosfato-
desidrogenase (36,0 kDa); Ovalbumina (45,0 kDa) e Albumina
sérica bovina (66,0 kDa).
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bandas protéicas de massas moleculares correspondendo as obtidas para as duas
subunidades da lectina quando determinadas na auséncia de B-Mercaptoetanol
sugerindo portanto, uma contaminacao desta fragdo pela lectina. A banda protéica
de massa molecular mais baixa (14 kDa) provavelmente é responsavel pela
toxicidade apresentada por este pico, visto que esta fragdo ainda apresentou
contaminantes (pigmentos e lectina), ndo fica excluida a possibilidade de que
estes também sejam responsaveis por esta toxicidade. O perfil eletroforético do
Pl-Sephadex também mostrou a presenca das mesmas bandas protéicas
apresentadas pelo Pl-manana, ou seja, também apresentou contaminagZo pela
lectina, apesar da atividade hemaglutinante desse pico ter sido considerada como
ausente. Provavelmente, a concentragcdo dessa fragcao por liofilizacdo (Pl-
Sephadex) para posterior utilizagao por eletroforese, foi responsavel pela deteccao
da lectina, 0 que ndo ocorreu no ensaio de hemagiutinagdo, que foi avaliado
quando esta se encontrava em baixas concentragdes.

5.7 . Avaliacdo Histopatoldgica da Acdo da Lectina da Alga S. filiformis

Na avaliagcdo histopatolégica por aplicagdo das fragdes protéicas, Pl-
manana e Pll-manana, em camundongos por via iv., estas induziram contragoes
abdominais acentuadas com sangramento transvaginal nos momentos que
antecederam a morte dos animais. Imediatamente ap6s a morte, estes foram
necropsiados onde foi observado que a cavidade intra -abdominal apresentava-se
hemorragica para todas as fragdes protéicas avaliadas, sendo com menor
intensidade para o Pl-manana (FIGURA 8).

O exame histopatolégico dos oérgdos pulmdes, coragdo, figado e rins
(FIGURAS 9 a 14) mostrou: 1 - no figado: congestao acentuada em sinusodides e
espago porta-biliar com discreto infiltrado mononuclear, 2 - nos pulmdes:
acentuada congestéao interlobular e septal, enfisema pan-acinar, bronquectasia e
edema intra-alveolar focal, 3 - no bago: moderada congestdo esplénica; 4 - no
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estdmago: moderada congestdao e edema na parede; 5 - no coragdo: moderada
congestdao e hemorragia recente focal no miocardio e 6 - nos rins: acentuada
congestado na cortical e medular com areas focais de hemorragia recente.

Nesta avaliacdo histopatolégica ficou evidenciada a congestédo
plurivisceral com focos de hemorragia recente, focos esparsos de necrose nos
parénquimas hepatico e renal e microtrombos em algas capilares dos glomérulos
renais, ocasionada pelos efeitos téxicos da lectina (Pll-manana) e toxina (PI-
manana), tendo estes efeitos se mostrado mais evidentes para a lectina. Estas
alteragdes, sugerem o quadro de coagulagdo intravascular disseminada (CIVD).
Esses resultados confirmam portanto, a toxicidade dos componentes protéicos
(lectina e toxina) presentes na alga S. filiformis. Congestédo generalizada, mas de
forma moderada, também foi observada recentemente para a lectina da alga
Gracilaria omata quando aplicada em camundongos por via iv. (DLso 50 mg/Kg
de peso do animal) por LEITE (2003), mostrando portanto, ser a lectina desta
alga de mais baixa toxicidade. Pesquisas relacionadas a detecgdo e isolamento
de proteinas com atividade téxica em algas marinhas sé foram iniciadas por SILVA
(1997), que encontrou um componente toxico para camundongos por via ip.,
distinto da lectina, na alga marinha vermelha Vidalia obtusiloba. Posternormente,
BENEVIDES et al. (1998a), estudando dez espécies de algas marinhas das
familias Rhodomelaceae, Gelidiaceae, Hipneaceae, Solieriaceae e Gracilanaceae,
observaram que nove das dez espécies avaliadas tiveram seus extratos
fortemente toxicos para camundongos quando injetados por via ip.. SILVEIRA
(2001) purificou uma toxina, distinta da lectina, da alga marinha vermelha Amansia
multifida que se mostrou altamente téxica para camundongos por via iv. (Dlsp
0,21 mg/kg de peso do animal). SANTOS (2001) purificou uma lectina de folha de
salsa (LTS), que foi altamente téxica para camundongos por via iv.(DLsy 0,22 mg
/kg de peso do animal).
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FIGURA 8 - Necropsia de camundongos pds-morte por efeitos téxicos da lectina e
toxina da alga S. filiformis. A - controle; B - Toxina e C - Lectina.
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FIGURA 9 - Fotomicrografia de corte histolégico do figado de camundongos
submetidos a aplicagdo com a lectina da alga S. filiformis. A -
Congestdo acentuada em sinusdides e espago porta-biliar e B -
Congestdo acentuada em sinusdides e espaco porta-biliar e
discreto infiltrado mononuclear (Corante: HE; Objetiva: 100 X).
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FIGURA 10 - Fotomicrografia de corte histolégico do puimdo de camundongos
injetados com lectina toxica da alga S. filiformis. A - acentuada
congestao interlobular e septal, enfisema pan-acinar, bronquectasia; B
- Acentuada congestéo interlobular e septal e enfisema pan-acinare C
- Congestao acentuada interlobular e septal e enfisema intra -alveolar
focal (Corante: HE; Objetiva: 100 X).
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FIGURA 11 -

Fotomicrografia de corte histolégico de camundongos quando

aplicado lectina toxica da alga S. filiformis. A — Bago: Moderada
congestdo esplénica; B — Estdmago: Moderada congestdo e
edema na parede do estdmago (Corante: HE; Objetiva: 100 X).
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FIGURA 12 - Fotomicrografia de corte histologico de camundongos quando
aplicado a lectina téxica da alga S. filiformis. A — Coracgéo:
Moderada congestéo e hemorragia recente focal no miocardio; B —
Rins: Acentuada congestao na cortical € medular com areas focais
de hemorragia recente (Corante: HE; Objetiva: 100 X).
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5.8 Avaliacdo da Atividade Toxica dos Extratos Total e Aquoso, da Toxina e

microplus

Os resultados da avaliagao de toxicidade das fragbes protéicas extrato
total e aquoso, toxina e lectina da alga S. filiformis sobre as diferentes fases do
ciclo de vida do carmrapato bovino B. microplus foram comprovados
estatisticamente pela analise das médias obtidas dessa avaliacido em relagéo ao
controle (4gua) e estdo mostrados nas FIGURAS 13 a 20.

A avaliacdo dos dados obtidos com os extratos total e aquoso (FIGURA
13) demonstrou que houve uma diferenca significativa nos pesos das teledginas
(PT) e da massa total dos ovos (PMTO) que foi reduzida em 22% e 17%,
respectivamente. Entretanto, ndo houve diferenca significativa nos pesos das
quendginas (PQ).

Na andlise da influéncia dessas mesmas fragdes sobre os periodos de
postura das teleéginas (PPT), de incubagéo dos ovos (Pl) e de eclosdo (PE),
mostrada na FIGURA 14, foi observada um efeito téxico de reducdo do PPT (10%
e 12%, respectivamente) levando a um aumento no Pl (32% e 29%,
respectivamente), seguidos de um menor periodo de ecloséo (PE) (27% e 36%,
respectivamente).

A variavel percentagem de eclosdo (%E) foi reduzida em 28% somente
para o extrato total em relagcdo ao controle. Entretanto, nao foi observado
diferenca significativa para os indices de eficiéncias reprodutiva (IER) e nutricional
(IEN) para os dois tratamentos (FIGURA 15).

Com relagdo ao periodo de sobrevivéncia das larvas (PS), este foi
reduzido em 22% e 23%, respectivamente, para os dois tratamentos mostrando a
acao téxica dessas fragées sobre o desenvolvimento das larvas de B. microplus.
Entretanto, ndo foi observada diferenga significativa para o periodo de mortalidade
para os dois tratamentos (FIGURA 16).
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Na andlise de comparagdo das médias dos efeitos toxicos entre esses
dois tratamentos (extratos total e aquoso) mostrada na TABELA 8, ficou
evidenciado que o efeito téxico do extrato total foi maior do que o observado com
o extrato aquoso, visto que este levou a um aumento do periodo de incubagao dos

ovos, o0 qual ocasionou uma redugéo na percentagem de ovos eclodidos.

Esses resultados sugerem a presenga de componente(s) com atividade
téxica na alga S. filiformis sobre a maioria das fases do ciclo de vida do B.
microplus avaliadas e, descarta a possibilidade dos efeitos toxicos produzidos
terem sido ocasionados pelo tampao de extracao do extrato total (Tris-HCI 25 mM,
pH 7,5), visto que os dois tratamentos mostraram resultados semelhantes para a
maioria das variaveis analisadas em relagéo ao controle.

Dando continuidade a este estudo de atividade toxica, as fragdes toxina
e lectina, também foram avaliadas estatisticamente em relagdo ao controle.

Nesta analise foram observadas diferencas significativas para as
variaveis PQ e PMTO (FIGURA17) para os dois tratamentos, sendo o efeito toxico
mais acentuado para a lectina. Provavelmente, a diferenca significativa obtida em
relacdo ao PMTO (reducdo) foi ocasionada pela retencdo dos ovos nas
quendginas que apresentaram um aumento de peso em relagéo ao controle em
consequéncia da toxicidade destas fragcdes protéicas.

Na FIGURA 18 observa-se que houve um efeito toxico mais evidente
para os dois tratamentos em relacdo a reducao dos PPT e PE quando
comparados ao controle. Nesta andlise, a lectina mostrou-se mais tdxica,
ocasionando uma reducdo desses periodos de 54% e 45%, respectivamente.
Enquanto a toxina exerceu efeito toxico somente sobre o periodo de eclosédo dos
ovos (PE).

Ainda na avaliacdo da influéncia das mesmas fracées sobre as
variaveis %E, PS e PM (FIGURAS 19 e 20) foram obtidos resultados com efeitos
toxicos de redugdo considerados significativos para os dois tratamentos, onde
reducdes maiores também foram obtidas para o tratamento com a lectina.
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Peso (mg)

PT ' PQ | PMTO

Variaveis

FIGURA 13 - Efeitos dos extratos total e aquoso da alga S. filiformis sobre os pesos
das teledginas, quendginas e da massa total de ovos de B. microplus.

Controle; ¢ Extrato Total, ¢ Extrato Aquoso
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PPT P PE

Varidweis

FIGURA 14 - Efeitos dos extratos total e aquoso da alga S. filiformis sobre os
periodos de postura das teledginas e periodos de incubacgao e eclosdo
dos ovos de B. microplus. Controle; ¢ Extrato Total; e Extrato
Aquoso
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FIGURA 15 - Efeitos dos extratos total e aquoso da alga S. filiformis sobre a
percentagem de eclosdao dos ovos e das eficiéncias reprodutiva e
nutricional do B. microplus. Controle; « Extrato Total; « Extrato

Aquoso
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Tempo (dias)

Variaveis

FIGURA 16 - Efeitos dos extratos total e aquoso da alga S. filiformis sobre os
periodos de sobrevivéncia e mortalidade das larvas de B. microplus.
Controle; ¢ Extrato Total; « Extrato Aquoso
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Tabela 8 - Comparagao entre as médias dos efeitos toxicos dos extratos total e
aquoso da alga S. filiformis sobre o periodo de incubacido e
percentagem de eclosao dos ovos de B. microplus.

Tratamentos

Variaveis
Ext. Total Ext. Aquoso
Pl 368" 232°
%E 74 47 90,28

Médias no sentido das linhas seguidas da mesma letra ngo diferem
entre si (p<0,05). Pl: Periodo de incubagéo; %E: Percentagem de
ecloséo.
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A TABELA 9 mostra a comparagao entre as médias dos tratamentos
lectina e toxina, onde foi verificada uma variagao significativa para as variaveis
PMTO, PPT, PM € EP. A lectina mostrou - se mais toxica que a toxina, visto gue,
ocasionou uma reducdo mais acentuada para o periodo de postura da teledgina
levando a uma maior redugao de oviposigdo (massa de ovos) € da mortalidade
das larvas, comprovando desta maneira sua maior eficiéncia (EP).

Portanto, esses resultados preliminares de atividade tdxica para a
lectina da alga S. filiformis, sugerem que ela podera ser empregada como uma
ferramenta importante nos estudos das diferentes fases do ciclo de vida do
carrapato bovino Boophilus microplus, assim como, contribuir com dados para
estudos posteriores de utilizacdo de lectinas de algas marinhas no controle de
ectoparasitas.
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FIGURA 17 - Efeitos da Toxina e Lectina da alga S. filiformis sobre os pesos das
teledginas, quendginas e da massa total de ovos de B. microplus.

Controle; ¢ Toxina; e Lectina
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Tempo (dias)

PP Pl PE

Variaweis

FIGURA 18 - Efeitos da Toxina e Lectina da alga S. filiformis sobre os periodos de

postura das teledginas e periodos de incubacgao e eclosdo dos ovos de
B. microplus. - Controle; ¢ Toxina; ¢ Lectina
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Percentagem

FIGURA 19 - Efeitos da Toxina e Lectina da alga S. filiformis sobre a percentagem
de eclosdo os ovos e das eficiéncias reprodutiva e nutricional do B.

microplus. Controle; ¢ Toxina; e Lectina
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Tempo (dias)

Variaveis

FIGURA 20 - Efeitos da Toxina e Lectina da alga S. filiformis sobre os periodos de
sobrevivéncia e mortalidade das larvas do B. microplus. - Controle; «

Toxina; ¢ Lectina
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Tabela 9 - Comparacao entre as médias dos efeitos toxicos da toxina e lectina da
alga S. filiformis sobre algumas fases do ciclo vital do carrapato
bovino B. microplus.

Tratamentos

Variaveis
Pl Manana Pll Manana
PMTO 151,32% 127,44°
. 10,20% 4,738
PM 51,0% 42278
EP 5974 19,578

Médias no sentido da linha seguidas da mesma letra ndo diferem entre
si (p<0,05). PMOT: Peso da massa total de ovos, PP: Periodo de
postura, PM: Periodo de mortalidade, EP: Eficiéncia do produto.
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CONCLUSOES

A toxina de massa molecular de 14 (kDa) presente na alga S. filiformis,
ndo € a unica responsavel pela toxicidade apresentada no pico |, obtido no
procedimento cromatografico de filtragdo em gel em coluna de Sephadex G-100,
uma vez que, este pico ainda apresentou-se levemente pigmentado, néo fica
excluida a possibilidade de que os pigmentos ou outro(s) componente(s) sejam
também responsaveis por esta toxicidade.

A lectina téxica (DLsp 1,7 € 1,5 mg/Kg de peso corpdreo por vias ip. e
iv., respectivamente, e a toxina (DLso 21,7 e 17,8 mg/Kg de peso corpéreo por
vias ip. e iv., respectivamente) presentes na alga S. filiformis, ocasionaram
alteragbes dos orgdos (figado, pulmdes, rins, coragdo e estdmago) de
camundongos “swiss”’ evidenciando, congestdo e focos hemorragicos das
visceras, necrose dos parénquimas hepatico e renal e microtrombos nas algas
capilares dos glomérulos renais, caracterizando o quadro de coagulagdo
intravascular disseminada (CIVD), que confirma a toxicidade destas proteinas.

A lectina e a toxina da alga S. filiformis mostraram-se téxicas ao ciclo
evolutivo do ectoparasita Boophilus microplus, sendo mais intensos os efeitos
toxicos sobre as fases de reducdo do peso total da massa dos ovos; reducdo dos
periodos de postura da teledgina e de mortalidade e, o maior indice de eficiéncia
do produto, induzidos pela lectina.

Os ensaios preliminares de atividade téxica para a lectina da alga S.
filiformis, nas diferentes fases do ciclo de vida do carrapato B. microplus, indicam
que ela podera contribuir com dados para estudos posteriores de utilizagéo de
lectinas de algas marinhas no controle do B. microplus.
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Efeitos toxicos de lectina e toxina da Solienia filiformis... Anexos

TABELA A 1- Comparagao entre as médias dos efeitos toxicos dos extratos total
e aquoso da alga S. filiformis sobre os pesos das teledginas (PT),
quendginas (PQ) e da massa total de ovos (PMTO) de B.

microplus.
Tratamento Varlavels
PT PQ PMTO
Controle 2716* 59.4° 173,52
Extrato Total 228 5 * 60,0 * 1359°
Extrato Aquoso 2507 * 62,5 143,7°
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TABELA A 2- Comparagao entre as médias dos efeitos toxicos dos extratos total

e aquoso da alga S. filiformis sobre o periodo de postura das
teledginas (PPT) e periodos de incubacgéo (Pl) e eclosédo dos ovos

(PE) de B. microplus.

Tratamento Varlavels
PPT P PE
Controle 122 1962 21,73
Extrato Total 10,7° 36,8° 14.8°
Extrato Aquoso 10,6° 23,2° 140"
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TABELA A 3- Comparagao entre as médias dos efeitos toxicos dos extratos total
e aquoso da alga S. filiformis sobre a percentagem de eclos&o dos
ovos (%E) e das eficiéncias reprodutiva (IER) e nutricional (IEN) de

B. microplus.
Tratamento Varlavels
%E IER IEM
Controle 96,3° 63,72 81,72
Extrato Total 74.4° 53 2% 736%
Extrato Aquoso 90,2% 57,3% 76,0
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TABELA A 4- Comparacgao entre as médias dos efeitos tdxicos dos extratos total
e aquoso da alga S. filiformis sobre os periodos de sobrevivéncia
(PS) e mortalidade (PM) das larvas de B. microplus.

Tratamento Varlavels
PS PM
Controle | 98,3° 66,7 2
Extrato Total E 76,9 64,1
Extrato Aquoso i 753" 60,4%
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TABELA A 5- Comparacédo entre as médias dos efeitos toxicos da toxina e lectina
da alga S. filiformis sobre os pesos das teledginas (PT),
quendginas (PQ) e da massa total de ovos (PMTO) de B.

microplus.
T
Tratamento Varlavels
PT PQ PMTO
Controle 231,22 27 3° 1692
Toxina 237 6% 60,12 151,32
Lectina 217 4% 64,3% 127 44°
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TABELA A 6- Comparacéo entre as médias dos efeitos toxicos de toxina e lectina
da alga S. filiformis sobre os periodos de postura das teledginas
(PPT), de incubacéo (PI) e eclos&o dos ovos (PE) de B. microplus.

Tratamento Varlavels
PPT o PE
Controle 8® 24° 10°
Toxina 10,2% 23 6% 7 5b
Lectina 473 23.6% 6,8
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TABELA A 7- Comparagéao entre as médias dos efeitos toxicos de toxina e lectina

da alga S. filiformis sobre a percentagem de eclos&o dos ovos (%E)

e das eficiéncias reprodutiva (IER) e nutricional (IEN)) de B.

microplus.
Tratamento Varlavels
%E IER IEN
Controle 95° 65,2 2 8453
Toxina 89,2% 63,8% 86,2%
Lectina 80,4° 58,0% 78.6%
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TABELA A 8- Comparacgéao entre as médias dos efeitos toxicos de toxina e lectina
da alga S. filiformis sobre os periodos de postura sobrevivéncia
(PS) e mortalidade (PM) das larvas de B. microplus.

Tratamento Varlavels
PS PM
Controle 73* 58,3°
Toxina 65,8% 51,0%
Lectina 63.0° 42,2°
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