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RESUMO

Palythoa caribaeorum € um cnidério colonial, abundante no litoral pernambucano.
Durante a maré baixa produz um muco que protege contra a dessecacdo. Embora
seja conhecida a composicdo basica deste muco, nenhuma proteina até hoje foi
isolada e caracterizada. Desta forma, este trabalho se prop6s a desenvolver uma
metodologia de processamento e purificacdo que permitisse a obtencdo de uma
amostra com relevante contetdo protéico, baixa viscosidade e alta solubilidade, a
qual fosse possivel a sua aplicacdo em colunas cromatograficas comerciais, além de
testar atividade farmacoldgica. Para isto, amostras foram coletadas nos meses de
Marco/09, Janeiro e Maio/10 na praia de Porto de Galinhas-PE. Mar/09 e Jan/10
foram submetidas a homogeneizacdo mecanica enquanto Mai/10 passou por uma
liquidificacdo. Apods centrifugacdo, o sobrenadante de Jan/10 (Jan/10B) passou por
uma diluicdo nas propor¢des 1/6 e 1/12. Mai/10 foi submetido a diluicdo 1/3 logo
apos liquidificacdo. Jan/10B e Jan/10Y*? passaram ainda por tratamento quimico
com uréia 6M e acido acético 1%, e eéter/etanol e cloroformio/metanol,
respectivamente. Por Ultimo, aliquotas de Mar/09B, Jan/10B e Mai/10*3, foram
submetidas a precipitacdo protéica com sulfato de amoénio. As fracBes obtidas em
todos os procedimentos foram dialisadas. Em seguida, foram realizadas dosagem
protéica, atividade hemaglutinante, eletroforeses, cromatografias, além de inibicdo
das atividades hemaglutinante e hemorragica. Os resultados mostraram que a
metodologia mais eficaz na preparacdo da amostra foi a liquidificacdo seguida de
diluicdo 1/3 e precipitacdo protéica em faixas curtas de concentragcdo de sal. A partir
da fracdo F3-Mai/10*, obtida por esta metodologia, uma lectina de 34 KDa (PcmL-
1) foi parcialmente purificada, através de uma cromatografia de afinidade em coluna
Con A Sepharose 4B, seguida de cromatografia de troca anibnica em coluna
Resource Q. Além disso, o muco de P. caribaeorum mostrou ser uma fonte
importante de lectinas xilose e lactose-especificas, e possiveis inibidores de

proteases.

Palavras-chave: Palythoa caribaeorum, lectina, purificacdo, hemaglutinacéo.



ABSTRACT

Palythoa caribaeorum is a colonial cnidarian, abundant on the coast of Pernambuco.
During low tide produces a mucus that protects against drying. Although it is known
the basic composition of this mucus, no protein to date has been isolated and
characterized. Thus, this study proposes to develop a methodology that allows
processing and purification to obtain a sample with significant protein content, low
viscosity and high solubility, which was possible its application in commercial
chromatographic columns, and to test pharmacological activity . For this, samples
were collected during the months of March/09, January and Maio/10 on the beach of
Porto de Galinhas-PE. Jan/10 and Mar/09 were subjected to mechanical
homogenization while May/10 underwent blending. After centrifugation, the
supernatant Jan/10 (Jan/10B) underwent dilution in the proportions 1/6 and
1/12. May/10 underwent dilution 1/3 immediately after blending. Jan/10B and
Jan/10Y*? yet passed through chemical treatment with 6M urea and 1% acetic acid,
and ether/ethanol and chloroform/methanol respectively. Finally, aliquots of Mar/09B,
Jan/10B and Mai/10"® were subjected to protein precipitation with ammonium
sulfate. The fractions obtained in all procedures were dialyzed. Then, were
performed dosage of protein, hemagglutination activity, electrophoresis,
chromatography, and inhibition of hemagglutinating activity and hemorrhagic. The
results showed that the most effective methodology for sample preparation was the
blending followed by a dilution 1/3 and protein precipitation in short tracks of salt
concentration. From F3-Mai/10"* fraction obtained by this method, a 34-kDa lectin
(PcmL-1) was patrtially purified by affinity chromatography on a Con A Sepharose 4B
column followed by anion exchange chromatography on a Resource Q column.
Furthermore, the mucus of P. caribaeorum proved to be an important source of

lectins xylose and lactose-specific and protease inhibitors.

Key-words: Palythoa caribaeorum, lectin, purification, hemagglutination.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Palythoa caribaeorum

Os zoantideos s&@o cnidarios antozoarios polipdides, coloniais, marinhos e
habitantes de recifes costeiros (Soares et al., 2006). Zoantideos do género Palythoa
sdo abundantes em aguas tropicais e subtropicais rasas em todo o mundo (Reimer
et al., 2007), sendo a espécie Palythoa caribaeorum (Duchassaing e Michelotti,
1860) amplamente distribuida em toda costa oeste do Oceano Atlantico (Castro e
Pires, 2001). Os individuos desta espécie se caracterizam por apresentarem 0S
polipos inseridos numa massa de tecido espessa, o0 cenénquima (Pérez et al., 2005),
além de incorporar grdos de sedimentos em sua parede corporal (Reimer et al.,
2007).

P. caribaeorum abriga em suas células dinoflagelados simbiontes, conhecidos
por zooxantelas (Zooxanthellae) (Kemp et al., 2006; Lin et al., 2000). As zooxantelas
estdo localizadas em vacuolos dentro das células endodermais (Glider et al., 1980).

Estas algas fotossintéticas conferem aos seus hospedeiros maior
produtividade e sobrevida, contribuindo significativamente para sua nutricao,
transformando carbono inorganico em carbono fixado fotossinteticamente
(Muscatine, 1990). Em troca, as zooxantelas recebem altas concentracdes de
nitrogénio e carbono inorganico e outros nutrientes (Cook et al., 1988), além de
receberem protecdo contra os predadores e contra os raios UV (Lesser e Shick,
1989). As zooxantelas sdo as principais responsaveis pela alta produtividade nos
ambientes recifais, sendo a energia produzida por elas transferida para a cadeia
alimentar recifal (Benson e Muscatine, 1974; Ducklow e Mitchell, 1979).

Segundo Lin et al. (2000), o estabelecimento da simbiose entre corais e
zooxantelas requer um certo grau de especificidade para o hospedeiro selecionar o
seu simbionte. Em seu trabalho, isolou e caracterizou glicoproteinas da parede
celular de zooxantelas da anémona marinha Aiptasia pulchella. Além disso, os
grupos carboidratos destas glicoproteinas foram removidos por deglicosilacdo
enzimatica, a fim de testar a capacidade infectante das zooxantelas para a
anémona. Os resultados mostraram que a taxa de infeccdo algal declinou

significativamente com o tratamento. Isto indicou que a integridade das
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glicoproteinas da superficie zooxantelar esta diretamente envolvida no sucesso do
estabelecimento da relacéo entre algas simbioticas e hospedeiros cnidarios.

Entretanto, o crescente aumento da temperatura global nas ultimas décadas,
e 0 aquecimento das aguas oceanicas tém provocado impactos negativos nos
ambientes recifais (Kemp et al., 2006), com a perda das algas endosimbiéticas pelos
corais, seu conseqiente branqueamento, e até a morte destes corais. Em aguas
rasas, onde habita P. caribaeorum, o branqueamento € induzido pela combinacéo
das altas temperaturas e da alta irradiancia (Brown, 1997; Kemp et al., 2006).

O fendbmeno do branqueamento de corais ocorre devido a perda das algas
endosimbidticas (Brown, 1997). De forma geral, o estresse causado pela
temperatura provoca o descolamento e liberacdo das células endodermais contendo
as zooxantelas. Apoés a liberagéo, estas células desintegram-se no ambiente (Gates
et al., 1992). Acredita-se que o descolamento das células endodermais seja causado
pela disfuncéo na adesao celular devido ao estresse termal (Quinn, 1989). Por outro
lado, o estresse termal pode causar a desnaturacdo das proteinas envolvidas na
adesao celular (Watson e Morris, 1987). Outro fator que pode causar a liberacéo das
zooxantelas é a baixa salinidade, que provoca a lise celular por choque
hipoosmaotico (Goreau, 1964).

O aumento na temperatura das aguas superficiais marinhas, causado pelo
aquecimento global, levou pesquisadores a predizer que os recifes de corais podem
desaparecer dentro de 20 a 50 anos, visto que 0s corais ndo possuem a capacidade
de se adaptar tdo rapidamente as mudancas ambientais (Hoegh-Guldberg, 1999).

P. caribaeorum (Figura 1), uma espécie de coral mole abundante no litoral
pernambucano, também sofre as conseqiiéncias do aquecimento das aguas
marinhas, sendo possivel encontrar diversas colénias branqueadas nos locais onde
ocorre. As colbnias de P. caribaeorum ocupam extensas areas, formando grandes
tapetes sobre os costdes rochosos (Pérez et al.,, 2005), e durante a maré baixa
produzem um muco que protege contra a dessecacdo, o que |lhe confere o nome

popular de “Baba de boi”.
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Figura 1 - Imagens de P. caribaeorum. (A) Colbnia fotografada durante a maré baixa. Por
Carlos Pérez em 25/10/2007. (B) Coldnia submersa. Por Alvaro Migotto. Endereco:
http://200.144.190.194/cbm/index.php/pt/component/rsgallery2/category/9/asinline.html?limit
=1&start=22
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1.2 - MUCOS

O muco é uma estrutura de origem fisiol6gica, que pode ser encontrado na
forma de fluido ou gel, apresentando diferentes consisténcias, dependendo do
organismo ou 0rgao que o produz.

Véarios tipos de mucos ja foram estudados e alguns tiveram proteinas
purificadas e caracterizadas. Dentre aqueles provenientes de organismos
vertebrados estdo os mucos gastrico (Slomiany et al., 1983), cervical (Jeanloz et al.,
1986; Moriyama et al., 1999; Ming et al., 2007), olfatério (Briand et al., 2002),
bronquial (Slayter et al., 1984; Degroote et al., 2003) e intestinal (Mantle e Allen,
1981; Mall et al., 1987) humanos e de outros animais saudaveis ou doentes, além de
mucos da pele de peixes (Nagashima et al., 2004; Okamoto et al., 2005; Yu et al.,
2008; Subramanian et al., 2009), enguias (Muramoto et al., 1999; Sumi et al., 2004)
e raias (Tsutsui et al., 2009). Em relacdo aos invertebrados, ja foram estudados
mucos de equinodermo (Bavington et al., 2004), platelminto (McGee et al., 1998),
moluscos (Melo et al., 1998; Smith et al., 1999; Fountain e Campbell, 2002; Li e
Graham, 2007; Guo et al., 2009) e corais moles e duros (Daumas e Thomassin,
1977; Daumas et al., 1981; Krupp, 1985; Kljajic et al., 1987; Meikle et al., 1987,
Coffroth, 1990; Jatkar et al., 2010).

De forma geral, os mucos produzidos por 6rgaos animais desempenham
funcdes protetivas, como uma barreira fisica contra microorganismos e injaria
provocada por enzimas e substancias quimicas, prevenindo o estabelecimento de
infecgdes. Algumas glicoproteinas (Mantle e Allen, 1981; Slomiany et al., 1983),
oligossacarideos (Degroote et al., 2003) e inibidor de protease (Ohlsson e Tegner,
1976) ja foram isolados destes mucos. Em relacdo ao muco cervical humano, foram
isolados peptideos antimicrobianos (Ming et al., 2007) e um inibidor de protease
(Moriyama et al., 1999).

O muco epidermal de peixes apresenta peptideos antimicrobianos, os quais
previnem a colonizacdo de microorganismos (Nagashima et al., 2003; Subramanian
et al., 2009); lectinas (Muramoto et al., 1999; Okamoto et al., 2005; Tsutsui et al.,
2009) e inibidores de proteases (Nagashima et al., 2004), os quais funcionam como
fatores do sistema imune inato; além de proteinas pigmentares (Yu et al., 2008).

Os mucos de invertebrados apresentam um espectro de fungdes bem mais
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amplo do que o de vertebrados. Entre suas funcbes estdo o revestimento, para
defender contra predadores e contra a dessecacdo; a navegacao, por conter
substancias que indicam dire¢éo de casa, acasalamento e predacgéo; a alimentacéo,
por ser uma importante fonte de nutrientes; a locomocgao, a adesdo e a excregao
(Denny, 1989). Algumas proteinas ja foram isoladas destes mucos, como uma
lectina (Fountain e Campbell, 2002) e a epigramina (Li e Graham, 2007) ambas
provenientes do muco de gastropodes, glicoproteinas anti-adesivas do muco de
equinodermos (Bavington et al., 2004), uma lectina manose especifica da camada
mucosa de um coral (Kljajic et al., 1987), uma glicoproteina (Meikle et al., 1987) e
mucinas, ambas de mucos de corais (Jatkar et al., 2010).

A presenca de lectinas nos mucos de alguns invertebrados marinhos indica 0s
mucos como importantes fontes destas moléculas, no entanto, os inibidores de
proteases estdo entre as classes proteicas ainda nao identificadas nos mucos de

invertebrados marinhos.

1.2.1 — Mucos de Corais

O muco é o maior produto da secrecdo de corais (duros e moles) nos mares
tropicais (Meikle et al., 1987), sendo produzido nas células glandulares ectodermais
a partir do carbono fixado pelas zooxantelas, bem como dos compostos derivados
da alimentacdo do coral (Trench, 1970). E um fluido viscoeléastico altamente
hidratado (Meikle et al., 1988) e corrente que quando liberado fica exposto ao
ambiente marinho e é movido através das correntes ciliares na superficie do animal
(Lewis e Price, 1976), onde fica sujeito a altera¢des quimicas e fisicas.

O muco desempenha diversas func¢des, importantes para o coral que o produz
bem como para a comunidade no qual ele esta inserido. Protege contra o
dessecamento, durante a maré baixa, além de ser a maior fonte de nutrientes do
ecossistema recifal (Benson e Muscatine, 1974; Coffroth, 1984; Meikle et al., 1987).
Tem importante funcdo na cadeia alimentar recifal, pois tanto a producdo quanto o
consumo do muco € um meio de transferéncia de energia potencial dos corais e
suas algas simbiontes para os outros organismos que vivem no recife (Coles e
Strathmann, 1973; Benson e Muscatine, 1974; Ducklow e Mitchell, 1979).

A producao de muco representa ainda uma propriedade altamente adaptativa
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no caso de animais sésseis, nos quais sdo carentes de mecanismos
comportamentais complexos para captura de presas e liberacdo de sedimentos do
seu organismo (Hubbard e Pocock, 1972), além de ser uma resposta imediata e
detectavel para as mudancas nas condi¢des ambientais (Brown e Bythell, 2005).

Além disso, 0 muco prové um importante substrato para a colonizacdo de
microorganismos. Freqientemente, 0 muco adere além de particulas de sedimentos,
algas, protozoarios, nauplios, diatoméacias e bactérias, criando uma comunidade
bastante heterogénea, o que demonstra o seu valor nutricional (Coles e Strathmann,
1973; Benson e Muscatine, 1974; Ducklow e Mitchell, 1979; Coffroth, 1990).

Em se tratando de quantidade de muco produzido, Wild et al., (2004) relata
gue o género dominante de corais duros da Grande Barreira de Corais da Australia,
Acropora, € capaz de liberar até 4,8 litros de muco por metro quadrado por dia. Além
disso, entre 56 e 80% deste muco € liberado na coluna de agua onde é dissolvido e
rapidamente transporta energia e nutrientes para os organismos do recife.

O muco produzido por corais vém sendo estudado h& alguns anos quanto a
sua composicdo bioquimica e representa uma mistura de componentes moleculares
farmacologicamente ativos. E constituido basicamente de carboidratos, lipideos e
proteinas, havendo grande quantidade de glicoproteinas. Segundo literatura os
valores relatados para o conteldo de carboidratos podem variar de 25 a 67% do
peso seco do muco (apoés liofilizagdo), o conteudo de proteinas pode alcancar
valores de 1,6 a 72,7% e o conteudo de lipideos pode chegar a 93% (Daumas e
Thomassin, 1977; Ducklow e Mitchell, 1979; Daumas et al., 1981; Meikle et al.,
1988). Coffroth (1990), analisando o muco de corais poritideos, demonstrou além da
presenca de glicoproteinas, a ocorréncia de complexos polissacarideos-
glicoproteinas, tipicos dos mucos de invertebrados.

No entanto, os trabalhos realizados com mucos de corais sempre deixaram
davidas quanto & sua composicdo bioquimica real, devido a inconsisténcias
atribuidas a contamina¢es por matéria particulada, bactérias, entre outros, que sao
facilmente removidos por métodos basicos, sendo necessario desenvolver um
meétodo capaz de apurar as analises bioquimicas com os mucos de corais (Krupp,
1985).

Recentemente Jatkar et al., (2010) mostrou que o muco de coral contém

mucinas poliméricas de alto peso molecular, similares as que sao encontradas nos
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mucos de vertebrados e, que os corais sdo capazes de produzir dois diferentes tipos
de mucos, dependendo da concentracdo destas mucinas.

Os estudos através dos anos mostraram que devido as diferencas
encontradas, como a integridade e a viscosidade, as metodologias desenvolvidas

sao especificas para cada grupo de animais.

1.3 - LECTINAS

Lectinas sao proteinas ligantes de acucar e glicoproteinas, que reconhecem
carboidratos especificos e sdo capazes de aglutinar varios tipos de celulas pela
ligagdo a glicoconjugados da superficie celular. Sdo de origem ndo imune e nao
enzimatica, ou seja, ndo sao anticorpos nem enzimas (Barondes, 1988; Sharon e
Lis, 1989; Peumans e Van Damme, 1998; Kilpatrick, 2002).

Na auséncia de um sistema imune mediado por anticorpos (Arason, 1996;
Vasta e Ahmed, 1996), acredita-se que muitas lectinas mediem a interacdo entre
hospedeiros invertebrados e microorganismos simbiontes (Muller et al., 1981; Jimbo
et al., 2000), por estarem envolvidas em diversos processos de reconhecimento
molecular (Kawabata e lwanaga, 1999), podendo fornecer a primeira linha de defesa
e desencadear um importante mecanismo efetor na eliminacao de patdgenos (Bayne
et al., 1985; Kilpatrick, 2002).

As lectinas podem atuar reconhecendo moléculas no interior das células, na
superficie celular ou até em fluidos fisioldgicos (Sharon e Lis, 2004). A maioria das
lectinas animais conhecidas s&o encontradas no interior do organismo, no entanto
algumas lectinas sdo encontradas na superficie externa do corpo, como no muco
que recobre a pele de peixes (Suzuki et al., 2003; Okamoto et al., 2005).

Vérias lectinas tem sido purificadas e caracterizadas de tecidos e fluidos
corporais de invertebrados marinhos (Barnejee et al., 2004), tais como ascidias
(Molchanova et al., 2005), equinodermos (Giga, et al., 1987; Oseki et al., 1995;
Kakiuchi et al., 2002; Gowda et al., 2008), anelideos (Molchanova et al., 2007),
crustaceos (Gokudan et al., 1999; Muramoto et al., 2001; Rittidach et al., 2007),
moluscos (Gerlach et al., 2005; Naganuma et al., 2006; Kawsar et al., 2009; Alpuche
et al., 2010) e esponjas (Kawsar et al., 2008).

No entanto, sdo poucas as lectinas isoladas de cnidarios (Kljajic et al., 1987,
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Goto et al., 1992; Goto-Nance et al., 1996; Jimbo et al., 2000; Fenton-Navarro et al.,
2003; Imamichi e Yokoyama, 2010). Destas, quatro lectinas foram isoladas de
corais, sendo uma delas D-manose especifica, com 14.800 Da, com atividade
mitogénica, isolada de um extrato feito a partir da mistura da camada mucosa
encontrada em torno do coral juntamente com 1-2mm de massa tecidual localizada
abaixo da camada mucosa (Kljajic et al., 1987); as outras lectinas de corais (Goto et
al., 1992; Goto-Nance et al.,, 1996; Jimbo et al., 2000) foram purificadas de um
extrato feito a partir da trituragéo da colonia.

1.4 — INIBIDORES DE PROTEASES

Muitas das proteinas envolvidas em algumas das principais vias fisiol6gicas
sdo enzimas proteoliticas, sendo necessario um mecanismo para controlar sua
atividade e evitar danos ao organismo (Travis e Salvesen, 1983). Desta forma,
ocorreu a evolugdo de uma série de proteinas, denominadas inibidores de
proteases, cuja fungdo é diminuir a protedlise, atuando sobre classes especificas de
proteases (Laskowiski e Kato, 1980; Travis e Salvesen, 1983).

Inibidores de proteases sdo moléculas ubiquas. Apresentam-se de multiplas
formas em diversos tecidos e fluidos animais, bem como em plantas e
microorganismos (Laskowiski e Kato, 1980).

A grande maioria dos inibidores existentes nos fluidos biolégicos regula a
atividade de serinoproteases, entretanto quantidades significativas de inibidores de
metaloproteases também estédo presentes nestes fluidos (Travis e Salvesen, 1983).

A peconha ofidica € uma importante fonte de metaloproteases, sendo estas
as responsaveis pela atividade hemorragica causada em decorréncia do
envenenamento (Fox e Serrano, 2005). Inibidores de metaloproteases podem ser
encontrados na propria serpente, tanto no plasma quanto na peconha (Chudzinski et
al., 1989; Tanisaki et al., 1991; Cheung e Cushman, 1973), ou ainda no plasma de
animais resistentes a peconha que utiliza estes inibidores para neutralizar suas
principais acdes (Neves-Ferreira et al., 2000; Trento et al., 2001).

Em relacdo a invertebrados marinhos, dois inibidores de serinoproteases
foram isolados do plasma de ostra (Xue et al., 2006) e lagosta (Liang et al., 1997).
No entanto, nenhum inibidor de metaloprotease foi identificado até o0 momento. Em
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se tratando de invertebrados de forma geral, foram isolados e caracterizados dois
inibidores de metaloproteases da hemolinfa de duas espécies de moscas (Wedde et
al., 1998; Pohar et al., 1999).

1.5 - JUSTIFICATIVA

Apesar da vasta presenca de Palythoa caribaeorum nos mares tropicais e da
sua ampla distribuicdo no litoral brasileiro, 0 seu muco é praticamente inexplorado.
P. caribaeorum tem sido alvo de varios estudos ecoldgicos e comportamentais
(Sebens, 1987; Acosta, et al., 2005; Francini-Filho e Moura, 2010), no entanto, 0s
componentes bioativos do seu muco e o seu potencial farmacoldgico sdo quase
desconhecidos, o que dificulta a execugdo de pesquisas cientificas.

Poucos trabalhos tém dado importancia as proteinas presentes nos mucos de
corais. A maioria dos trabalhos bioquimicos realizada com zoantideos baseia-se nas
atividades biologicas de metabdlitos secundarios (terpenos, alcaldides, esterdides,
peptideos ciclicos, etc.) (Caballeira e Reyes, 1995; Babu et al., 1997; Shigemori et
al., 1999), tendo sido a maioria destes metabdlitos purificada diretamente de extratos
celulares. A principal molécula e a mais estudada, isolada de zoantideos do género
Palythoa é a palitoxina, uma substancia ndo protéica com aproximadamente 2600
Da, altamente tdxica e letal (Moore e Scheuer, 1971; Moore e Bartolini, 1981), a qual
tem seu mecanismo de acdo relacionado ao blogueio da bomba Na'/K*-ATPase
(Frelin e Van Renterghem, 1995). Nenhum trabalho, no entanto, relata a purificacao
de proteinas do muco de zoantideos, ndo havendo uma metodologia descrita.

Héa cerca de quatro anos, nosso grupo de pesquisa vem estudando o muco
secretado por colénias de Palythoa caribaeorum coletadas nas praias de Suape e
Guadalupe, litoral sul de Pernambuco. Os resultados obtidos mostraram auséncia de
atividade coagulante em plasma humano, fosfolipasica e citotoxica para hemacias e
plaguetas humanas, e ainda a presenca de atividade aglutinante sobre hemécias
humanas e atividade inibitéria da agregacao plaquetaria (Nobre et al., 2007). Além
disso, foi verificada uma acédo inibitdria da atividade hemorragica induzida pela
peconha da jararaca Bothrops leucurus, levantando a hipétese de existirem no muco
potentes inibidores de proteases. As andlises eletroforéticas revelaram componentes
protéicos de alto, médio e baixo peso molecular, sendo este o primeiro relato da
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presenca de proteinas em secre¢ao de zoantideos (Nobre et al., 2008).

Desta forma, o presente trabalho se propds a desenvolver uma metodologia
para a purificacdo das proteinas do muco, a fim de obter a primeira proteina isolada
do muco secretado pelo zoantideo P. caribaeorum.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - GERAL

Desenvolver uma metodologia para a purificacdo das proteinas do muco do

zoantideo Palythoa caribaeorum.

2.2 - ESPECIFICOS

2.2.1 - Determinar um método para o processamento inicial do muco que
permita a obtencdo de uma amostra com relevante conteudo protéico, baixa

viscosidade, alta solubilidade e presenca de atividade farmacoldgica;

2.2.2 - Desenvolver um protocolo para a purificacdo das proteinas presentes
no material processado, utilizando colunas cromatograficas comerciais e sistema

automatizado (Akta purifier).
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - COLETAS DE MUCO

Amostras de muco de P. caribaeorum foram obtidas de col6nias normais (sem
processo de branqueamento visivel) da praia de Porto de Galinhas, litoral sul de
Pernambuco, nos meses de Mar¢o/2009, Janeiro/2010 e Maio/2010, durante a maré
baixa. As amostras foram coletadas em tubos plasticos pela raspagem das coldnias
com o uso de luvas, sendo em seguida transportadas em gelo até o laboratério e

mantidas a -20°C até o momento do uso.

3.2 - PROCESSAMENTO DOS MUCOS

Os mucos coletados foram submetidos a diferentes formas de processamento
no intuito de se obter uma amostra com menor viscosidade, maior solubilidade e
com maior conteddo protéico para os testes farmacolégicos e passos
cromatograficos.

As amostras de muco passaram por duas formas de homogeneizacdes, a fim
de verificar o melhor procedimento a ser utilizado. Inicialmente, os mucos
descongelados de Marg¢o/2009 (Mar/09) e Janeiro/2010 (Jan/10) passaram por uma
forte homogeneizacdo manual, durante 10 min. O muco de Maio/10 (Mai/10) foi
submetido a liquidificacdo também por 10 min. Em seguida, todo o muco de Mar/09
(devido ao baixo rendimento na coleta) e aliquotas dos mucos de Jan/10 e Mai/10
foram centrifugadas 2x a 20.000 x g, por 40 minutos, sendo os sobrenadantes
resultantes coletados e denominados Mar/09B, Jan/10B e Mai/10B (amostras brutas,

sem diluicao), respectivamente.

3.2.1 - Diluigéo dos Mucos

Aliguotas de Jan/10 e Mai/10 (amostras apenas homogeneizadas e néo
centrifugadas) foram submetidas a processos de diluicdes adaptados da
metodologia de Slayter et al. (1984). A fim de verificar a melhor diluicdo a ser
utilizada, Jan/10 foi diluido nas proporgfes de 1/12 e 1/6, e Mai/10 na proporcdo de
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1/3. Todo o processo de diluicdo foi realizado em agua destilada e as amostras
foram mantidas sob agitacdo constante a 4°C por 12 horas. Em seguida, 0s mucos
diluidos foram centrifugados a 1.600 x g por 30 minutos e os sobrenadantes obtidos
denominados Jan/10"*?, Jan/10"° e Mai/10".

Aliguotas dos diferentes sobrenadantes, com e sem diluicdo, foram
submetidas a dialise, utilizando membranas com limite de exclusdo de 12000 Da
(SIGMA-ALDRICH, Saint Louis, MO, U.S.A) (utilizadas para todas as dialises
realizadas durante o trabalho), por 24h a 4<C, contra agua destilada, sendo a agua
substituida a cada 2h. Em seguida foram liofilizadas e mantidas a -20C. Como
controle de eficiéncia do processo de diluicdo, foram realizados testes comparativos
de concentracdo protéica e aglutinacdo de hemacias, como descrito nos itens 3.3 e
3.4.2, respectivamente.

3.2.2 - Tratamentos Quimicos

Buscando a melhor metodologia para a obtencdo de um concentrado de
proteinas do muco, enriguecendo assim a amostra a ser purificada, foram realizados
testes com quatro compostos quimicos diferentes. As amostras Jan/10B e Jan/10%*2
foram submetidas aos seguintes tratamentos:

1) Tratamento com uréia 6M segundo a metodologia de Paszkiewicz-Godek
(1995): a fim de desagregar as moléculas presentes no muco (devido a sua acgao
caotropica), uréia solida foi adicionada lentamente a 20 ml da amostra Jan/10B, para
uma concentracdo final de 6M, sendo a suspensao agitada por 6 h a 4C. Em
seguida foi centrifugada a 20.000 x g por 30 min a 4C e o sobrenadante
armazenado a -20TC.

2) Tratamento com acido acético como descrito por Ming et al. (2007): ainda
com o objetivo de desagregar as biomoléculas do muco, 20 ml da amostra Jan/10B
foram misturados a acido acético numa concentragéo final de 1%, sendo submetido
a forte agitacdo mecéanica por aproximadamente 2 min. A suspensao foi centrifugada
a 12.000 x g por 30 min a 4T e o sobrenadante arma zenado a -20<C.

3) Precipitacdo de lipideos com cloroférmio/metanol segundo Bligh e Dyer
(1959): 1 ml da amostra Jan/10*? foi misturada a uma solucdo contendo
cloroférmio/metanol na propor¢céo de 2:1 (v/v), formando dupla camada. A camada
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contendo cloroférmio foi coletada e a camada contendo o metanol foi tratada com
2,5 ml de cloroférmio. O precipitado, contendo lipideos foi descartado. A solucao
sobrenadante foi armazenada a -20<C.

4) Precipitacdo de lipideos com éter/etanol de acordo com Nalbone et al.
(1980): a amostra Jan/10Y*? foi diluida em 2 volumes de éter/etanol (1:3, V/v),
ficando por 1h a 4C. A suspenséao foi centrifugada a 3.000 x g por 15 min e o
precipitado submetido a 2 centrifugagbes com a mesma solugdo, sendo o
precipitado lipidico descartado, o sobrenadante de cada centrifugacdo combinado e
armazenado a -20TC.

O material obtido de cada tratamento foi dialisado contra agua destilada a 4C
por 24h, sendo a agua substituida a cada 2h, e mantido a -20C até o momento do
uso. A eficiéncia das metodologias foi comparada através de dosagem protéica e

testes de hemaglutinacdo como descrito nos itens 3.3 e 3.4.2, respectivamente.
3.3 - DOSAGENS PROTEICAS

As dosagens protéicas foram realizadas em micro-placas segundo o método
de Bradford (1976), misturando-se 5ul das diferentes amostras com 250 pl do
reagente de Bradford (SIGMA-ALDRICH, Saint Louis, MO, U.S.A.). Apés incubacéo
por 15 minutos, as amostras foram lidas a 595 nm em leitor de placas (BIORAD,
Hércules, CA, U.S.A.). As concentracdes protéicas das amostras foram estimadas

através de uma curva padrao de albumina de soro bovino (0,0625 a 0,5 mg/ml).
3.4 - ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE
3.4.1 - Fixacdo de Hemécias Humanas em Glutaraldeido

Para a atividade hemaglutinante foram utilizadas hemacias tratadas com
glutaraldeido, segundo Bing et al. (1967). Sangue humano dos tipos A+, B+, AB+ e
O+ foi coletado em solucdo Alsever (Bukantz et al., 1963), na proporcao 1/1,6. O
sangue foi centrifugado (1.300 x g, 15 min), sendo as heméacias lavadas trés vezes
em NacCl 0,15M. Em seguida, 1,5% de hemacias (v/v) foram incubadas a 4°C por 30
min (com agitacdo branda a intervalos de 5 min) em glutaraldeido 1% (v/v) diluido
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em uma solucdo contendo tampéao fosfato de sédio 0,15 M, pH 8,2 (um volume),
NaCl 0,15 M (nove volumes) e agua destilada (cinco volumes). Por fim, esta solucao
foi centrifugada a 1.300 x g, por 10 min. As hemacias “glutarizadas” foram
ressuspensas em NaCl 0,15 M a 2,5% (v/v) e armazenadas a 4°C por até 3 meses.

3.4.2 - Testes de Hemaglutinagao

Os testes foram realizados em microplacas de 96 pocos, utilizando amostras
a uma concentracao protéica de 2mg/ml.

Para o teste, inicialmente foram pipetados 50ul de NaCl 0,15M nos 18
primeiros pocos da microplaca. Em seguida, foram adicionados ao 2° poco 50 pl das
amostras (100 pg de proteinas), sendo realizada diluicdo seriada na proporcdo de
1:2, até o 18° pogo. Posteriormente, foram adicionados 50pul da solu¢do de hemacias
2,5% em cada poco e a placa incubada por 1h em superficie plana. Neste ensaio, o
resultado positivo € caracterizado pela formagcdo de um véu de hemécias,
contrastando com o resultado negativo onde se evidencia a formacédo de um botdo
compacto no fundo da placa.

O titulo de hemaglutinacéo, definido como o inverso da maior diluicdo que
exibiu hemaglutinacdo, foi reconhecido como a unidade de hemaglutinacdo (UH). A
atividade especifica € representada pelo niumero de UH por mg de proteina (Liu et
al., 2006; Imamiche & Yokoyama, 2010). A dose minima hemaglutinante (DMHg) foi
reconhecida como a concentracdo protéica da maior diluichio com atividade

hemaglutinante (Fenton-Navarro et al., 2003).

3.4.3 - Testes de Inibicdo da Atividade Hemaglutinante

Para os testes de inibicdo, solugbes de D-Glicose, D-Manose, Metil-a-D-
Manopiranosideo, D-Galactose, D-Frutose, Lactose, Sacarose, D-Xilose e D-acetil-
glicosamina foram preparadas para uma concentracdo de 200 mM em NaCl 0,15M.
Separadamente, estas solucbes foram testadas em microplacas de 96 pocos,
adicionando-se se 50ul de solucdo de inibicdo até o 18° poco, com excecdo do
segundo, em substituicdo ao NaCl 0,15M utilizado na atividade hemaglutinante. No
segundo poco foram colocados 50ul da solucdo inibidora com o dobro da



VASCONCELOS, T.L. Purificacdo e caracterizacéo bioquimica e farmacolégica ...
30

concentracdo. Em seguida, adicionou-se ao segundo poc¢o 50ul da amostra (100ug
de proteinas), sendo realizada diluicdo seriada na proporcéo de 1:2, até o 182 poco.
A amostra foi incubada com a solugao inibidora por 15 min, sendo em seguida
adicionados aos 18 poc¢os 50ul da solu¢édo de hemécias 2,5%. A placa foi incubada
por 1h em superficie plana.

A inibicdo da atividade hemaglutinante do muco de P. caribaeorum por
acucares foi expressa pela porcentagem da diminuicdo do titulo de hemaglutinacao,
tendo como 100% o maior titulo com atividade hemaglutinante da amostra.

3.5 - PURIFICACAO DE PROTEINAS DO MUCO DE P. caribaeorum

3.5.1 - Precipitacdo Protéica dos Mucos

Inicialmente, as amostras Mar/09B e Jan/10B foram submetidas a
precipitagdo com sulfato de amonio de acordo com Green e Hughens (1955), nas
faixas de concentragédo 0-45% e 45-90%. Devido ao baixo rendimento na coleta do
muco de Mar/09, toda esta amostra foi utilizada na precipitacdo. Para obtencdo da
primeira fracdo protéica (F1), sulfato de amoénio foi adicionado a cada amostra até
uma concentragao de 45% e a suspensao mantida sob agitacdo constante a 4°C por
aproximadamente 24h. Posteriormente, a suspenséao foi centrifugada a 11500 x g
por 10 min e o precipitado resultante denominado F1-Mar/09 e F1-Jan/10, de acordo
com a amostra inicial utilizada. Aos sobrenadantes resultantes, foi adicionado sulfato
de aménio até a concentragdo final de 90%, para a obtencdo da segunda fracao
protéica (F2). A suspensdo permaneceu sob agitagdo constante a 4°C por
aproximadamente 24 horas, sendo posteriormente centrifugada a 11500 x g por 10
minutos. Os precipitados foram denominados F2-Mar/09 e F2-Jan/10. Os
sobrenadantes finais foram nomeados de SF-Mar/09 e SF-Jan/10.

No intuito de tentar separar melhor as proteinas e glicoproteinas de outras
biomoléculas presentes no muco, aléem de obter uma amostra menos viscosa que
facilitasse a sua aplicacdo em colunas cromatograficas, o muco de Mai/10 foi
submetido a precipitacdo com sulfato de aménio, apds passar pelo processo de
diluicdo 1/3, em faixas de concentracdo mais curtas (0-25%, 25-50%, 50-75% e 75-
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100%), resultando em cinco fracdes protéicas denominadas: F1-, F2-, F3-, F4- e SF-
Mai/10Y3, respectivamente.

Todas as fragbes obtidas em ambos os processos de precipitacdo foram
ressuspensas em agua destilada, dialisadas contra a mesma a 4<C por 24h, sendo a
agua substituida a cada 2 h, liofilizadas e mantida a -20C até o0 momento do uso.
Posteriormente, as fragbes foram submetidas a dosagem protéica e testes de

hemaglutinagéo de acordo com os itens 3.3 e 3.4.2, respectivamente.
3.5.2 - Analises Cromatograficas

Diferentes colunas cromatograficas foram testadas na tentativa de se obter
uma metodologia especifica para o muco de P. caribaeorum, ja que ndo foram
encontradas na literatura metodologias para a purificacdo de proteinas de amostras
com caracteristicas similares. Os passos cromatograficos foram realizados com
amostra submetida ao processo de diluicdo e diferentes fragbes protéicas,
resultantes das 3 amostras de muco submetidas a precipitacdo por sulfato de
amonio, preferencialmente as que apresentaram atividade hemaglutinante, maior

solubilidade, menor viscosidade e maior concentragcao protéica.
3.5.2.1 - Cromatografia de afinidade manual

Cromatografias de afinidade para lectinas foram realizadas em coluna ConA
Sepharose 4B (4 ml, GE Healthcare, Suécia), montada e equilibrada com tampéao
Tris-HCI 20mM, pH 7,4 contendo NaCl 0,5M, mesmo tampé&o utilizado para diluir as
amostras. A amostra (Img/ml de proteinas), previamente centrifugada a 5.000 x g
por 10 min, foi aplicada a coluna, sendo esta incubada a 4 por 12 horas, para
maior tempo de interagdo das moléculas da amostra com os ligantes da coluna. O
material ndo retido foi eluido com 12 ml do tampéo de equilibrio e o material com
afinidade a coluna foi eluido com 12 ml de tamp&o PBS 50 mM pH 4,5 contendo
NaCl 0,5 M, ou com Tris-HClI 20mM pH 7,4 contendo NaCl 0,5M e Metil-a-D-
Manopiranosideo 0,5M, em fluxo de 0,2 ml/min. O conteudo protéico das fracdes
coletadas foi monitorado a 280 nm. Em seguida, as fragbes foram reunidas,
dialisadas contra agua destilada a 4C por 24 h e liofilizadas, sendo posteriormente
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submetidas a dosagem protéica, testes de hemaglutinagcdo e SDS-PAGE como
descrito nos itens 3.3, 3.4.2 e 3.6, respectivamente.

Ao final de cada cromatografia a coluna foi lavada com 12 ml de NaCl 1 M
para a retirada do material que néo foi eluido com o tampéo de elui¢cdo, seguida por
12 ml de tampéao Tris-HCI 20 mM pH 7,4 contendo NaCl 0,5M, MnCl, 1mM e CaCl,
1mM, para o restabelecimento dos ions necessarios para o bom funcionamento da

resina.

3.5.2.2 - Cromatografia de afinidade em sistema AKTA purifier

Visando maior rapidez e praticidade nas andlises, amostras (1 mg/ml de
proteina) foram cromatografadas em coluna HiTrap ConA (1ml, GE Healthcare,
Suécia) conectada ao sistema AKTA Purifier (GE Healtcare, Suécia). A preparacao
das amostras, o equilibrio da coluna e a eluicdo das fracdes foram realizados
utilizando os tampdes descritos para a cromatografia de afinidade em sistema
manual. Apdés a entrada da amostra na coluna, a corrida foi suspensa por 10 min
para incubacdo da amostra com a resina, sendo entao reiniciada a cromatografia. O
fluxo de ligacdo foi de 0,1 ml/min e o de eluicdo de 0,5 ml/min, sendo coletadas

frac6es de 1ml. O conteldo protéico foi monitorado a 280 nm.

3.5.2.3 - Cromatografia de exclusdo molecular em sistema AKTA purifier

As cromatografias foram realizadas em coluna Superdex 200 (24 ml, GE
Healthcare, Suécia), conectada ao sistema AKTA Purifier (GE Healthcare, Suécia) e
equilibrada com tampé&o Tris-HCI 0,1 M pH 8,0. Amostras de 1 ml (5 mg/ml de
proteinas), previamente diluidas no tampao inicial e centrifugadas a 5000 x g por 10
min, foram aplicadas a coluna e as fragdes (2ml) eluidas com o tampéao de equilibrio
a uma taxa de fluxo de 0,5 ml/min. O conteudo protéico foi monitorado a 280 nm.

3.5.2.4 - Cromatografia de troca idnica em sistema AKTA Purifier

Cromatografias de troca ibnica foram realizadas em coluna Resource Q (1ml,
GE Healthcare, Suécia), previamente equilibrada com o tampéo Tris-HCI 50 mM pH
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8,0, a uma taxa de fluxo de 0,5 ml/min. Apds centrifugacdo a 5000 x g por 10 min e
sonicacdo do sobrenadante por 15 min, amostras de 1 ml (Img/ml de proteinas),
previamente diluidas e dialisadas (a 4°C por 12 horas) contra o tampao de equilibrio,
foram aplicadas a coluna. O contetdo nao ligado a coluna foi eluido com o tampéo
Tris-HCI 50 mM pH 8,0, enquanto as moléculas anibnicas ligadas a coluna foram
eluidas com o mesmo tampao contendo NaCl, em gradiente linear de 0-1M, a um
fluxo de 0,5 ml/min. As fracdes resultantes foram dialisadas contra dgua destilada
por 24h a 4C e concentradas com polietilenoglicol (PEG) 35000 Da para os testes

de hemaglutinacdo e analise por SDS-PAGE.

3.6 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Eletroforeses foram realizadas segundo o método de Laemmli (1970), na
presenca de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-PAGE). Utilizou-se gel de empilhamento
5% em tampéao Tris/HCI 0,5M pH 6,8, géis de resolucdo 10% ou 12,5% em tampao
Tris/HCI 1,5M pH 8,75, tampé&o de corrida Tris 0,025M glicina 0,192M contendo SDS
0,1% pH 8,3 e padrdes de massa molecular de 14 a 97 KDa (LMW-SDS Marker Kit,
GE Healtcare, New Jersey, U.S.A.). As eletroforeses foram processadas a 100 V,
por aproximadamente 2 horas. ApGs a corrida, os géis foram corados por AgNO3
segundo o0 método de Blum et al., (1987).

3.7 — INIBICAO DA ATIVIDADE HEMORRAGICA

O ensaio de inibicdo da atividade hemorragica, induzida pela peconha de B.
leucurus, pelo muco de P. caribaeorum foi realizado utilizando grupos (n=3) de
camundongos fémeas, pesando entre 18 e 24 g, com o dorso previamente depilado.

Inicialmente, como controle positivo da hemorragia, um grupo de animais foi
inoculado com 50 pl de pegonha (10 ug), por via intradérmica. Uma hora apds o
indculo, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e a pele do dorso
retirada para a medicao do halo hemorragico. Utilizando um paquimetro, a medicao
foi realizada tracando uma cruz, a partir do centro do halo, pegando a maior
distancia. Para os testes de inibicdo, as amostras (50 pg de proteinas) foram pré-
incubadas com a peconha (10 pg), por 10 minutos a temperatura ambiente, e em



VASCONCELOS, T.L.

Purificacdo e caracterizacéo bioquimica e farmacolégica ...

34

seguida a mistura foi testada no dorso de camundongos como descrito acima. Como

controles negativos, grupos de animais foram inoculados ou com 50 ul de solucéo

salina 0,85% ou com 50 pl das amostras de P. caribaeorum (50 pg de proteinas).

A inibicdo da atividade hemorragica da peconha de Bothrops leucurus pelo

muco de P. caribaeorum foi expressa pela porcentagem de diminuicdo do halo

hemorragico, considerando-se o halo hemorragico provocado pela peconha (controle

positivo) como 100%.

3.8 - RESUMO ESQUEMATICO DA METODOLOGIA UTILIZADA
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4 - RESULTADOS

4.1 - COLETAS DE MUCO

Foram obtidos da coleta de Marco/09 apenas 0,2 L de muco. Apesar de haver
quatro coletores trabalhando, o tempo de coleta foi de aproximadamente 20 min.,
devido a um atraso na chegada ao costdo rochoso e consequente subida da maré. A
coleta de Janeiro/10 rendeu 1,6 L de muco, obtidos em aproximadamente 2 horas,
por cinco coletores. A coleta de Maio/10 rendeu 1,5 L de muco, obtidos em

aproximadamente 3 horas por apenas um coletor.

4.2 - PROCESSAMENTO DOS MUCOS

4.2.1 - Homogeneizacao das Amostras

Das duas formas de homogeneizac¢fes testadas, a liquidificagdo da amostra
se mostrou a mais eficaz. Enquanto a homogeneizacdo manual ndo misturou a
amostra, deixando a parte compacta do muco separada da parte liquida, provocando
assim bastante perda de material na hora da centrifugagéo pela ndo separacao da
parte compacta, a liquidificagcdo homogeneizou a amostra por completo ocorrendo

completa separacdo na centrifugacao e alto aproveitamento da amostra.

4.2.2 - Diluicao das Amostras

Devido a escassez da amostra Mar¢co/09, apenas as amostras de Janeiro e
Maio/10 foram utilizadas. Inicialmente a diluicdo foi realizada na propor¢cao 1/12
segundo a metodologia utilizada. Em seguida foi verificado que n&o havia diferencas
significantes entre os mucos diluidos 1/6 e 1/12. Desta forma preferiu-se diminuir
ainda mais a proporcdo da diluicdo utilizada (1/3), a fim de se trabalhar com

menores quantidades de amostras e facilitar o andamento da pesquisa.

4.2.3 - Dosagem Protéica e Atividade Hemaglutinante dos Mucos Diluidos
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As dosagens protéicas resultantes dos processamentos dos mucos estdo

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Dosagens protéicas do muco do zoantideo Palythoa caribaeorum bruto e
diluido, coletado nos meses de Janeiro e Maio/10. Realizadas em micro-placas de 96
pocos, utilizando o método de Bradford (1976).

AMOSTRAS Jan/10 Mai/10

Concentracgdo P rotéica (mg/ml)

B** 0,186 + 0,008 0,196 + 0,002
1/3 * 0,189 + 0,008
1/6 0,186 + 0,016 *
1/12 0,186 + 0,002 *

*Nao determinado
*Amostras iniciais: Jan/10B e Mai/10B

Comparando as amostras Jan/10B e Mai/10B, verificou-se uma semelhanca
entre os valores obtidos para o teor protéico, correspondendo ambos a menos de
20% dos constituintes da amostra. Os valores obtidos nas dosagens protéicas das
amostras diluidas demonstraram que o processo de diluicdo néo influenciou positiva
ou negativamente na quantidade de proteinas.

Os resultados referentes a atividade hemaglutinante das amostras iniciais e
diluidas estdo apresentados na Tabela 2. Comparando-se as amostras Jan/10B e
Mai/10B, observou-se que, embora tenham apresentado dosagens protéicas
bastante semelhantes, os maiores titulos de hemaglutinacdo foram obtidos por
Jan/10B sobre hemacias do tipo O+ (2048 U.H.) e AB+ (256 U.H.), apresentando
atividade hemaglutinante especifica (AHE) de 11010,7 e 1376,3 e dose minima
hemaglutinante (DMHg) de 0,98 e 7,8 ng/ml de proteinas, respectivamente,
engquanto que Mai/10B apresentou titulo de 128 U.H. para heméacias A+ e AB+, com
AHE de 653,1 e DMHg de 10 ng/ml.

Quando as amostras de Janeiro e Maio/10 foram submetidas ao processo de
diluicdo, as fracbes resultantes tiveram sua atividade hemaglutinante bastante
diminuida. Jan/10¥*2 e Jan/10Y® apresentaram titulos de 8 e 32 U.H., AHE de 43,0 e
172,0 e DMHg de 250 e 60 ng/ml, respectivamente, sobre hemécias do tipo O+.
Mai/10Y® apresentou 16 U.H., AHE de 84,6 e DMHg de 120 ng/ml, enquanto a
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amostra inicial Mai/10B apresentou 128 U.H., AHE de 653,1 e DMHg de 10 ng/ml
sobre hemécias AB+. A maior atividade hemaglutinante de Mai/10® foi sobre
hemécias do tipo O+ com 32 U.H., AHE de 169,3 e DMHg de 60 ng/ml.

Apesar do processo de diluicAo das amostras ndo ter melhorado a
concentracdo de proteinas e ainda ter diminuido a atividade hemaglutinante, o
mesmo foi bastante efetivo na diminuicdo da viscosidade, facilitando as etapas

posteriores.

Tabela 2 - Atividade hemaglutinante do muco do zoan tideo Palythoa caribaeorum
bruto e diluido, coletado nos meses de Janeiro e Ma  i0/10. Realizada em micro-placas de
96 pocos, utilizando hemacias humanas glutarizadas e amostras em concentragdo protéica
inicial 2mg/ml.

AMOSTRAS TITULO DE ATIVIDADE ESPECIFICA DMHg****
HEMAGLUTINACAO (AHE)*** (ng/ml de proteina)
(U.H.)**
Hemacias Hemacias Hemacias
A+ B+ AB+ O+ A+ B+ AB+ O+ A+ B+ AB+ O+
Jan/10B 64 32 256 2048 3441 172,0 1376,3 11010,7 30 60 7,8 0,98
Jan/10*° * * * 32 * * * 172,0 * * * 60
Jan/10"* * * * 8 * * * 43,0 * * * 250
Mai/10B 128  * 128 *  653,1 * 653,1 * 10 * 10 *
Mai/10"° 4 4 16 32 21,2 21,2 84,6 169,3 500 500 120 60

*N&do determinado
**Unidade de Hemaglutinacdo

**Atividade Especifica: UH/mg proteina

****Dose Minima Hemaglutinante

4.2.4 - Dosagem Protéica e Atividade Hemaglutinante dos Mucos Tratados

Quimicamente

Analisando os resultados da dosagem protéica dos mucos quimicamente

tratados (Tabela 3), podem ser observadas maiores concentragbes nas amostras
tratadas com uréia 6M e acido acético 1%, em relagdo a amostra inicial Jan/10B. O

muco tratado com uréia 6M apresentou a maior dosagem protéica (0,254 mg/ml).
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Em relacdo aos mucos tratados com cloroférmio/metanol e éter/etanol, tendo

02 nao foi observada diferenca significativa no teor

como amostra inicial Jan/1
protéico da amostra submetida ao primeiro tratamento, enquanto que o segundo

atuou diminuindo a concentragdo de proteinas.

Tabela 3 - Dosagens protéicas do muco do zoantideo Palythoa caribaeorum tratado
quimicamente, coletado no més de Janeiro/10.  Realizadas em micro-placas de 96 pocos,
utilizando o método de Bradford (1976).

AMOSTRAS Concentracado Protéica (mg/ml)
Jan/10B 0,186 £ 0,008
Jan/10B / Uréia 6M 0,254 + 0,04
Jan/10B / Acido Acético 1% 0,202 + 0,01
Jan/10%2 0,186 + 0,002
Jan/10Y*? | Cloroférmio/Metanol 0,184 + 0,03
Jan/10**? | Eter/Etanol 0,108 + 0,016

Em relagéo a atividade hemaglutinante dos mucos quimicamente tratados, o0s
resultados podem ser visualizados na Tabela 4.

Os testes realizados nas amostras tratadas com uréia 6M e acido acético 1%
revelaram altos titulos de hemaglutinacdo, sendo o titulo da amostra tratada com
uréia 6M igual ao titulo da amostra inicial Jan/10B (2048 U.H. e DMHg de 0,98
ng/ml), entretanto, as atividades especificas foram significativamente diferentes
(8063 a AHE do muco tratado com uréia 6M e 11010,75 a AHE do muco inicial). Por
outro lado, as amostras tratadas com Cloroférmio/metanol e Eter/etanol n&o
mostraram atividade quando testadas sobre hemacias do tipo O+.

Embora os tratamentos com uréia e acido acético tenham aumentado o
conteudo protéico e mantido a atividade hemaglutinante sobre hemacias do tipo O+,
os mesmos nao foram eficazes na diminuicdo da viscosidade da amostra,

dificultando o seu uso em testes farmacoldgicos e etapas de purificacao.
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Tabela 4 - Atividade hemaglutinante do muco do zoan tideo Palythoa caribaeorum

tratado quimicamente, coletado no més de Janeiro/10 . Realizada em micro-placas de 96
pocos, utilizando hemacias humanas glutarizadas e amostras em concentragdo protéica
inicial 2mg/ml.
AMOSTRAS TiTULO DE ATIVIDADE DMHg***
HEMAGLUTINACAO ESPECIFICA (ng/ml de proteina)
(U.H)* (AHE)**
Hemacias O+
Jan/10B 2048 11010,75 0,98
Jan/10B / Uréia 6M 2048 8063 0,98
Jan/10B / Acido Acético 1% 512 2534,65 3,9
Jan/10"* 8 43,01 250
Jan/10**?  Cloroférmio/Metanol 0 0 0
Jan/10**? | Eter/Etanol 0 0 0

*Unidade de Hemaglutinacdo
**Atividade Especifica: UH/mg proteina
***Dose Minima Hemaglutinante

4.3 - PURIFICA(;AO DE PROTEINAS DO MUCO DE P. caribaeorum
4.3.1 - Precipitagdo com Sulfato de Amonio

A Tabela 5 apresenta as concentracdes protéicas das fracdes obtidas na
precipitacdo das amostras Mar/09B, Jan/10B e Mai/10"* com sulfato de aménio.

De forma geral, comparando as concentracfes protéicas das amostras dos
trés diferentes meses, foram verificadas maiores concentragdes nas amostras de
Mar/09B. De acordo com os resultados encontrados, as fragbes F1 das amostras de
Mar/09B e Jan/10B, submetidas a0 mesmo processo de precipitacdo, apresentaram
a maior concentracdo protéica, sendo elas de 0,572 e 0,185 mg/mi,
respectivamente. Com relacdo & amostra de Mai/10*?, fracionada em quatro etapas,
0 maior conteudo protéico foi encontrado na fragdo F3 (0,363 mg/ml).
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Tabela 5 - Dosagem protéica das fracdes resultantes da precipitacdo protéica com
sulfato de amdnio do muco do zoantideo  Palythoa caribaeorum, coletado nos meses
de Marco/09, Janeiro e Maio/10 . Realizada em micro-placas de 96 pocos utilizando o
método de Bradford (1976).

AMOSTRAS Mar/09 Jan/10 Mai/10*°

Concentracao Protéica (mg/ml)

F1 (0 - 45%) 0,572 + 0,04 0,185 + 0,02 *

F2 (45 - 90%) 0,509 + 0,012 0,146 * 0,016 *
F1 (0 - 25%) * * 0,050 * 0,003
F2 (25 - 50%) * * 0,214 + 0,02
F3 (50 - 75%) * * 0,363 + 0,027
F4 (75 - 100%) * * 0,144 + 0,025
SF** 0,491 + 0,006 0,028 + 0,008 0,047 % 0,022
B * 0,186 + 0,008 0,196 + 0,002

*Nao determinado
**Sobrenadante Final
**Amostras iniciais: Mar/09B, Jan/10B e Mai/10*°

Com relacdo a atividade hemaglutinante (Tabela 6), apenas as fracOes
obtidas das precipitacdes de Mar/09B e Mai/10% foram submetidas aos testes.

De acordo com os resultados obtidos nas fragbes de Mar/09B, F1 apresentou
maior atividade sobre hemacias O+ (128 U.H., AHE de 223,8 e DMHg de 10 ng/ml),
engquanto F2 foi mais ativo sobre hemacias A+ (32 U.H., AHE de 62,9 e DMHg de 60
ng/ml). O SF ndo apresentou acdo hemaglutinante sobre nenhum tipo de hemécias
testadas.

Com relacdo as fracdes de Mai/10Y°, todas apresentaram atividade
hemaglutinante, inclusive o SF. A fracdo F1 apresentou a maior atividade sobre
todos os tipos de hemacias testadas (64 U.H., AHE de 1280 e DMHg de 30 ng/ml),
enquanto que o F3 apresentou maior atividade sobre hemacias AB+ e O+ (32 U.H.,
AHE de 88,1 e DMHg de 60 ng/ml). Apesar de sua menor atividade hemaglutinante,
F3-Mai/10** foi escolhido para dar continuidade ao processo de purificacdo das
proteinas, ja que foi a amostra que apresentou maior dosagem protéica, baixa
viscosidade e boa solubilidade. Neste intuito, a fracdo F3-Mai/10"* foi analisada por
SDS-PAGE 10%, mostrando seis bandas protéicas, com pesos moleculares
estimados em 158, 115, 63, 53, 34 e 32 KDa aproximadamente (Figura 4).
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Tabela 6 - Atividade hemaglutinante das fragbes res
precipitacdo com sulfato de amoénio do muco do zoant ideo Palythoa caribaeorum,
coletado nos meses de Marco/09 e Maio/10. Realizada em micro-placas de 96 pocos,
utiizando hemacias humanas glutarizadas e amostras em concentracdo protéica inicial

ultantes do processo de

2mg/ml.
AMOSTRAS TITULO DE ATIVIDADE ESPECIFICA DMHg **
HEMAGLUTINACAO (AHE)*** (ng/ml de proteina)
(U.H.)**

Hemacias Hemacias Hemacias
A+ B+ AB+ O+ A+ B+ AB+ O+ A+ B+ AB+ O+
F1-Mar/09 64 64 * 128 111,9 1119 * 223,8 30 30 * 10
F2-Mar/09 32 16 * 16 629 314 * 31,4 60 120 * 120
SF-Mar/09 0 0 * 0 0 0 * 0 0 0 * 0
F1-Mai/10"®* 64 64 64 64 1280 1280 1280 1280 30 30 30 30
F2-Mai/10*®* 32 32 64 64 1495 1495  299,1 299,1 60 60 30 30
F3-Mai/10*® 16 16 32 32 441 441 88,1 88,1 120 120 60 60
F4-Mai/10"® 2 2 4 8 13,9 139 27,8 55,5 1000 1000 500 250
SF-Mai/10"® 4 4 16 32 851 851 340,4 680,8 500 500 120 60

*N&o determinado

**Unidade de Hemaglutinacdo
**Atividade Especifica: UH/mg proteina
****Dose Minima Hemaglutinante

KDa . KDa
1 158
115
97
66 63
53
45
34
30 32

Figura 4 - Perfil eletroforético em SDS-PAGE 10% da  fracdo F3-Mai/10 °. SDS-PAGE
realizada segundo Laemmli (1970) e corada por AQNO3 de acordo com Blum et al. (1987).
P) Padrbes de massa molecular (30 a 97 KDa). F3) Bandas protéicas com massas
moleculares estimadas, resultantes da andlise da amostra F3-Mai/10"*.
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4.3.2 - Andlises Cromatograficas

Com o objetivo de obter uma sequéncia de passos cromatograficos no qual
fosse possivel isolar uma proteina do muco de P. caribaeorum, diversas
cromatografias foram realizadas variando as amostras utilizadas, a concentracao
das amostras, os sistemas de purificacdo, as colunas cromatogréaficas, as taxas de
fluxo e os tampdes utilizados para a eluicdo. Alguns dos resultados para estas
tentativas podem ser visualizados no apéndice deste trabalho.

A seguir sera apresentada a metodologia que se mostrou mais eficaz para a
obtencgéo de proteinas do muco de P. caribaeorum. A amostra escolhida para estas

analises foi a fracdo F3-Mai/103

, resultante do processo de diluicdo do muco na
proporcao 1/3, seguida pela precipitacdo por sulfato de aménio entre 50 e 75% de
sal. A escolha se baseou no fato desta amostra ter apresentado maior dosagem
protéica, menor viscosidade e alta solubilidade, além de ter apresentado uma

atividade hemaglutinante intermediaria.

4.3.2.1 - Cromatografia de afinidade (Sistema manual)

Aliquotas de 4ml (1mg/ml de proteinas) de F3-Mai/10*® foram submetidas &
doze cromatografias de afinidade em coluna ConA Sepharose 4B, realizadas de
acordo com o item 3.5.2.1 tendo sido o material ligado a coluna eluido com tampéao
contendo Metil-a-D-manopiranosideo 0,5M. O perfil cromatografico (Figura 5) exibiu

hY

dois picos, denominados NR (material ndo ligado a resina) e R (material com
afinidade a resina). Depois de dialisados e liofilizados, os pools NR e R foram
ressuspensos e submetidos a dosagem protéica, apresentando concentracdes de

1,141 mg/ml e 0,551 mg/ml, respectivamente.
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Figura 5 - Cromatografia em coluna ConA Sepharose 4 B do F3-Mai/10 **. A coluna foi
equilibrada com tampédo Tris HCI 20mM, pH 7.4, contendo NaCl 0,5 M (fluxo 0,6 mi/min),
sendo o NR eluido com mesmo tampéo (fluxo 0,4 ml/min) e o R eluido com Tris HCI 20mM,
pH 7.4, contendo NaCl 0,5 M e Metil-a-D-manopiranosideo 0,5M (fluxo 0,2 ml/min). O
conteudo protéico das fracBes foi monitorado a 280 nm.

Para determinar a atividade hemaglutinante dos pools NR e R foram utilizadas
hemacias do tipo A+. Apesar da alta dosagem protéica obtida pelo pool R, este
apresentou moderada acdo hemaglutinante (16 U.H., AHE de 29,04 e DMHg de 120
ng/ml). Nao foi observada atividade hemaglutinante no NR.

O perfil eletroforético dos dois picos cromatograficos (Figura 6), mostrou 3
bandas protéicas majoritarias em NR, com massas moleculares estimadas em 87,

53 e 34 KDa, e 1 banda protéica em R, com massa molecular estimada em 34 KDa.
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KDa P NR R

Figura 6 - Perfil eletroforético em SDS-PAGE 10% do s picos NR e R. Picos resultantes
da cromatografia de F3-Mai/10"® em coluna ConA Sepharose 4B. SDS-PAGE realizada
segundo Laemmli (1970) e corada por AQNO3 de acordo com Blum et al. (1987). P) Padrbes
de massa molecular (30 a 97 KDa). NR) e R) Material ndo ligado e com afinidade a coluna,
respectivamente. Setas indicando as massas moleculares estimadas das bandas protéicas.

4.3.2.2 - Cromatografia de troca ibnica (AKTA purifier)

Os pools NR e R, obtidos da cromatografia de afinidade de F3-Mai/10%?,
foram submetidos separadamente a cromatografias em coluna Resource Q.

O perfil cromatografico do NR mostrou trés picos (Figura 7). O primeiro,
contendo as proteinas neutras e com cargas positivas, correspondeu a fracdo néo
ligada a coluna e foi denominado NR-Q1. Quando analisado por eletroforese (Figura
8), este pico apresentou duas bandas protéicas majoritarias, de massas moleculares
estimadas em 34 e 19 KDa. O segundo e o terceiro picos da Resource Q, contendo
proteinas carregadas negativamente, foram denominados NR-Q2 e NR-QS3,
respectivamente. No seu perfil eletroforético, nenhuma banda protéica foi visualizada
em NR-Q2, enquanto que em NR-Q3 foi observada uma banda de massa molecular
estimada em 35 KDa. Como esperado, ndo houve atividade hemaglutinante para
NR-Q1, NR-Q2 e NR-Q3.
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Figura 7 - Cromatografia em coluna Resource Q do pico NR.
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A coluna foi equilibrada

com tampao Tris HCI 50mM pH 8.0, em fluxo de 0,5 ml/min. NR-Q1 foi eluido com o0 mesmo
tampao de equilibrio, enquanto que NR-Q2 e NR-Q3 foram eluidos com tampao de equilibrio
contendo NaCl 1 M. O conteudo protéico das fracGes foi monitorado a 280 nm.
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Figura 8 - Perfil eletroforético em SDS-PAGE 10% do

NR-Q1

NR-Q2

NR-Q3

s picos NR-Q1, NR-Q2 e NR-Q3.

Picos resultantes da cromatografia de NR em coluna Resource Q. SDS-PAGE realizada
segundo Laemmli (1970) e corada por AQNO3 de acordo com Blum et al. (1987). P) Padr6es
de massa molecular (30 a 97 KDa). Setas indicando as massas moleculares estimadas das

bandas protéicas.
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A cromatografia em coluna Resource Q da fracdo R, obtida também da
cromatografia de afinidade, mostrou perfil muito similar ao encontrado para o pico
NR. Na Figura 9, trés picos majoritarios podem ser visualizados, tendo sido
denominados R-Q1, R-Q2 e R-Q3. A andlise eletroforética destes picos (Figura 10)
mostrou a presenca de uma banda protéica em R-Q1 de peso molecular estimado
em 34 KDa. Por outro lado, perfil protéico de R-Q2 e R-Q3 néo foi visualizado.

Quando submetidos a testes de hemaglutinagdo, sobre hemécias tipo A+,
apenas o pico R-Q1 apresentou atividade (2 U.H.). Devido ao baixo rendimento da
purificacdo ndo foi possivel determinar a atividade especifica desta lectina, bem
como a inibicdo da atividade hemaglutinante. A primeira lectina parcialmente
purificada do muco de Palythoa caribaeorum foi entdo denominada PcmL-1

(Palythoa caribaeorum mucus Lectin).
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Figura 9 - Cromatografia em coluna Resource Q do pico R. A coluna foi equilibrada com
tampao Tris HCI 50mM pH 8.0, em fluxo de 0,5 ml/min. R-Q1 foi eluido com o mesmo
tampé&o de equilibrio, enquanto que R-Q2 e R-Q3 foram eluidos com tampé&o de equilibrio
contendo NaCl 1 M. O conteudo protéico das fragdes foi monitorado a 280 nm.
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Figura 10 - Perfil eletroforético em SDS-PAGE 10% d os picos R-Q1, R-Q2 e R-Q3. Picos
resultantes da cromatografia de R em coluna Resource Q. SDS-PAGE realizada segundo
Laemmli (1970) e corada por AGNO3 de acordo com Blum et al. (1987). P) Padrdes de
massa molecular (30 a 97 KDa). Seta indicando a massa molecular estimada da Unica
banda protéica visualizada em R-Q1.

Na Tabela 7 é possivel visualizar o resumo da purificagdo de PcmL-1,
comparando-se todos os resultados obtidos utilizando hemécias do tipo A+. Vale
ressaltar que as amostras de muco apresentaram melhor afinidade para hemacias
do tipo O+ e AB+. Isto sugere que se, nos testes realizados com as fracdes
purificadas, fossem utilizadas heméacias O+ e AB+, os resultados seriam melhores

do que o obtido com hemacias A+.

Tabela 7 - Resumo comparativo da purificacdo parcia | da primeira lectina encontrada
no muco do zoantideo Palythoa caribaeorum (PcmL-1).

AMOSTRAS HEMACIAS  TITULO (U.H.)** AHE*** DMHg (ng/ml) ***
Mai/10 A+ 128 653,1 10
Mai/10"3 A+ 4 21,2 500
F3 Mai/10™* A+ 16 44,1 120
Retido (Con A) A+ 16 29,04 120
PcmL-1 A+ 2 * *

*N&o determinado

**Unidade de Hemaglutinacdo
***Atividade Especifica: UH/mg proteina
****Dose Minima Hemaglutinante
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4.4 - INIBICAO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

Inicialmente, os acglcares D-Glicose, D-Manose, Metil-a-D-Manopiranosideo,
D-Galactose, D-Frutose, Lactose, Sacarose, D-Xilose ou D-acetil-glicosamina foram
testados sobre a amostra F3-Mai/10¥® a fim de identificar aqueles com maior
especificidade na inibicdo da atividade hemaglutinante sobre hemécias do tipo AB+.
Como resultado, apenas xilose e lactose foram capazes de inibir a hemaglutinacéo
induzida pela amostra.

Testes de inibicAo da atividade hemaglutinante foram repetidos entdo
utilizando xilose e lactose como inibidores e as seguintes amostras de Mai/10:
Mai/10B, Mai/10*® e F3-Mai/10®. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura
11.

120

100 969 93,75 93,75
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60 B Xilose

LTl

I‘O

B Lactose
40

20

Inibigae da Atividade Hamaglutinante
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Amostras d= ruco

Figura 11 - Inibicdo da atividade hemaglutinante da s amostras de Mai/10 . Atividade
realizada com as amostras Mai/10B, Mai/10"°® e F3-Mai/10"® (2mg/ml de proteinas),
utilizando os carboidratos Xilose e Lactose (200mM) como inibidores e hemacias humanas
glutarizadas do tipo AB+.

De acordo com os resultados, a xilose mostrou alta especificidade para as
amostras testadas, sendo mais especifica para a amostra Mai/10B, a qual foi inibida
em 96,9%. Ja a Lactose foi menos ativa, sendo mais especifica para as amostras
F3-Mai/10*° e Mai/10B, as quais foram inibidas em 75%.
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4.5 — INIBICAO DA ATIVIDADE HEMORRAGICA

Ensaios de inibicdo da atividade hemorragica, induzida pela peconha de B.
leucurus, foram realizadas utilizando as amostras Jan/10B e Mai/10Y3
F1, F2 e SF-Mar/09, além de F1, F2, F3, F4 e SF-Mai/10Y.

Os resultados apresentados na Figura 12 mostram uma maior acao inibitoria

, as fracoes

para a amostra de Jan/10B, chegando a inibir 84% do halo hemorragico provocado
pela peconha. Altas porcentagens de inibicdo foram encontradas também quando
testadas as fracdes F2-Mai/10** (cerca de 60% de inibicdo) e F4-Mail0*3, (59% de
inibicdo), sendo estas taxas superiores & apresentada pela amostra inicial Mai10**
(cerca de 31%). A fracdo F3-Mai/10'3, utilizada nos processos de purificacéo, foi
capaz de inibir 47% da hemorragia provocada pela pegconha. As fracbes de Mar/09
foram as menos potentes em inibir a hemorragia, com taxas de inibicdo de 25%,
14,6% e 6,7% para F1, F2 e SF-Mar/09, respectivamente.

As medidas dos halos antihemorragicos das amostras utilizadas podem ser
visualizados na Tabela 8.
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Figura 12 — Efeito inibitério das fracdes de muco d e Palythoa caribaeorum sobre a
atividade hemorragica induzida pela pegonha de Bothrops leucurus. Testes realizados
em dorso de camundongos fémeas (18 e 24q), utilizando diferentes fragcbes de muco (50 pg
de proteinas) pré-incubadas com a pegonha (10 pg) por 10 min. Os animais foram injetados
com a mistura por via intradérmica e os halos hemorragicos medidos apos 1h.
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Tabela 8 — Halos antihemorragicos das amostras de m
utilizadas no teste de inibicdo da atividade hemorr

Bothrops leucurus. Testes realizados em dorso de camundongos fémeas (18 e 24Q),
utilizando diferentes fracdes de muco (50 ug de proteinas) pré-incubadas com a peconha
(10 pg) por 10 min, sendo a peconha utilizada como controle positivo da hemorragia. Os
animais foram injetados com a mistura por via intradérmica e os halos hemorragicos

medidos apés 1h.

uco de Palythoa caribaeorum
agica induzida pela peconha de

AMOSTRAS DE MUCO INIBIDORAS

MEDIDAS DOS HALOS (cm)

F1 Mar/09 1,8+0,4
F2 Mar/09 2,05 +£0,05
SF Mar/09 2,24 £0,11

Peconha (controle positivo da hemorragia) 2,4+£0,24
Jan/10B 0,47 £0,16
Mai/10"* 2,02+0,22

F1 Mai/10** 2,7+0,36
F2 Mai/10"® 1,16 £ 0,16
F3 Mai/10"® 1,55 0,27

F4 Mai/10"® 1,2+ 0,05
SF Mai/10"? 1,99 + 0,04

Peconha (controle positivo da hemorragia) 293104




VASCONCELOS, T.L. Purificacdo e caracterizacéo bioquimica e farmacolégica ...
52

5 - DISCUSSAO

O muco de P. caribaeorum € um fluido transparente, altamente viscoso
(Meikle et al., 1988), contendo grande quantidade de sedimentos, que sao liberados
pelo seu organismo (Hubbard e Pocock, 1972; Haywick e Mueller, 1996).

Sua viscosidade caracteristica pode ser atribuida a grande quantidade de
glicoproteinas presentes e representa um fator limitante para o processo de
purificacdo de proteinas. Devido a sua viscosidade, se faz necesséria a realiza¢éo
de uma série de procedimentos antes da aplicacdo das amostras em colunas
cromatograficas, a fim de quebrar a viscosidade destas amostras e evitar o
entupimento das colunas, que em geral sdo bastante caras. Ja em 1977, Daumas e
Tomassin mencionaram certa dificuldade de trabalhar com este muco, devido a sua
viscosidade e ainda pelo fato de ap6s liofilizacdo tornar-se de dificil solubilizac&o.

O muco de P. caribaeorum normalmente apresenta uma consisténcia de um
fluido compacto, com grande quantidade de material particulado que dificilmente é
separado da parte liquida, mesmo apoOs sofrer forte agitagdo mecéanica e
centrifugacao.

A melhor forma de processamento encontrada foi a de liquidificacdo do muco,
seguida por diluicAo sob agitacdo prolongada e centrifugacdo. Dessa forma, se
obteve a parte liqguida do muco totalmente separada da matéria particulada, o que
conferiu a amostra uma consideravel diminuicdo da viscosidade. Este processo de
diluicho e homogeneizacdo prolongada do muco, antes da centrifugacédo, foi
adaptado de um trabalho com muco bronquial humano (Slayter et al., 1984).
Segundo os autores, a diluicAo acompanhada pela agitagdo da amostra por varias
horas, permite uma melhor separacdo das moléculas, obtendo-se assim uma
amostra mais livre de matéria ndo protéica, apos centrifugacéo e dialise do material
obtido.

Utilizando o método de liquidificacdo e diluicAo seguido de centrifugacao,
obteve-se a quebra da viscosidade do muco. Embora o processo de diluicdo ndo
tenha alterado o conteudo protéico das amostras e tenha prejudicado sua atividade
hemaglutinante, os resultados obtidos sugerem que o método de diluicdo utilizado
separou 0s complexos protéicos presentes na amostra de muco, o que levou a uma

amostra menos viscosa, sendo esta a metodologia mais viavel. A baixa da atividade
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hemaglutinante na amostra diluida, no entanto, poderia ser explicada pela auséncia
de um sistema tamponado, contendo sal, no processo de diluicdo. A diluicdo foi
realizada em agua destilada, ndo em solucdo tampdao, e por um longo tempo. Por
ser de origem marinha, a manutencdo de determinada concentracdo de sal na
amostra pode ser limitante para o bom funcionamento das biomoléculas presentes
no muco.

Entre um procedimento e outro utilizado na preparacdo das amostras, estas
passaram por diversas didlises. A didlise foi um passo importante que permitiu retirar
0S sais e pequenas moléculas presentes no muco antes de a amostra ser liofilizada.
Segundo Krupp (1985) ha muitas inconsisténcias nos trabalhos que focam a
composicao bioquimica de mucos de corais, devido a contaminacdo da amostra com
diferentes compostos, como material particulado, ions, sais, entre outros. Entretanto,
ao ser utilizada, a amostra era sempre ressolubilizada em solugéo salina ou solucéo
tampdo, dependendo do procedimento a ser realizado (dosagem protéica,
eletroforese, cromatografia, etc.).

Para acompanhar o processo de purificacdo de proteinas do muco de P.
caribaeorum, foi escolhida a atividade hemaglutinante devido aos relatos na
literatura da presenca de lectinas em extrato de coral, anémona e até medusa
(Jimbo et al. 2000; Fenton-Navarro et al., 2003; Imamichi e Yokoyama, 2010). Neste
trabalho, foi confirmada a presencga de atividade hemaglutinante nas 3 amostras de
muco testadas, bem como nas fracbes submetidas a processos de dialises, embora
nestas ultimas a atividade tenha sido reduzida.

Como primeiro passo de purificacdo foi escolhido o método de precipitacédo
gradual de proteinas por sulfato de amoénio. Este método foi necessario para a
obtencdo de amostras com maior conteddo protéico, e porque embora 0 processo
de diluicdo tenha diminuido significativamente a viscosidade das amostras, estas
ainda ndo se apresentavam liquidas o suficiente para a realizacdo de etapas
cromatograficas.

A analise do contetudo protéico das amostras precipitadas, bem como das
amostras iniciais, resultou em dados interessante quanto a variabilidade do muco de
P. caribaeorum. De acordo com os resultados, as fracbes do muco coletado em
marco de 2009 apresentaram concentracdes protéicas bem maiores do que as
amostras precipitadas de janeiro e maio de 2010. De acordo com estes resultados,
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variacbes no conteudo protéico do muco podem ocorrer, no entanto, em literatura
nao ha estudos que mostrem variagdes (relacionadas a determinadas épocas do
ano) na constituicdo de mucos de cnidarios, embora sejam encontrados trabalhos
focados em variagbes nas estagcbes do ano (inverno e verdo) relacionados ao
branqueamento das colonias (Kemp et al., 2006), ao desencadeamento da
espermatogénese (Boscolo e Silveira, 2005), ambos em P. caribaeorum, a
densidade das algas simbidticas e pigmentos (Brown et al., 1999; Fitt et al., 2000), e
a biomassa tecidual (Fitt et al., 2000), ambos em corais scleractineos. Em pesquisa
de Kelecom e Solé-Cava (1982), verificando a variacdo na composicao de esterois
de trés espécies de Palythoa, verificou-se que em P. caribaeorum os esterdis nao
apresentaram variagdo sazonal, geografica ou sexual.

Pernambuco é um estado que fica no Nordeste do Brasil, na regiao
intertropical, local que sofre com a grande oscilacdo das chuvas durante todo o ano,
sendo caracteristicos dois periodos: o seco (Outubro a Marco) e o chuvoso (Abril a
Setembro, podendo ocorrer a antecipa¢do do periodo chuvoso) (Rebougas et al.,
1999).

Um dos fatores que poderia ter influenciado na variagdo protéica dos mucos
testados neste trabalho € a precipitacdo pluviométrica. Analisando dados
pluviométricos do ITEP (Instituto Tecnolégico de Pernambuco) dos anos 2009 e
2010, ndo foram observadas diferencas significantes na média de precipitacdes dos
meses em que foram coletados os mucos. No entanto, verificando a precipitacao
pluviométrica diaria, foi observado que nos dias de coleta das amostras de Jan/10 e
Mai/10 houve 9.2mm e 21.8mm de precipitagdo, respectivamente, enquanto no dia
da coleta da amostra de Mar/09 o indice de precipitacédo foi de 0 mm (sendo Mar/09
a amostra que, de forma geral, apresentou maior concentracdo protéica).
Provavelmente no ano de 2010 houve a antecipacdo do periodo de chuvas,
ocorrendo precipitacdes até trés meses antes do periodo normal.

Inicialmente para a realizagcdo dos passos cromatograficos foi utilizada a
amostra F1-Mar/09, a qual obteve a melhor dosagem protéica de todas as fracdes
obtidas a partir do processo de precipitacdo com sulfato de amoénio, bem como uma
das melhores atividades hemaglutinantes. Entretanto, devido ao baixo rendimento
da coleta da amostra de Mar¢o/09, ndo houve quantidade suficiente desta amostra
para dar continuidade as andlises, embora tenham-se obtido bons resultados (os
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quais podem ser visualizados no apéndice deste trabalho). Outra amostra submetida

0Y®, no entanto devido a baixa

a diferentes colunas cromatogréaficas foi Jan/l
dosagem protéica das amostras de Janeiro e ao baixo rendimento cromatografico de
Jan/10® (resultados também no apéndice) optou-se por ndo trabalhar com esta
amostra. Além disso, Jan/10*® ainda apresentava-se viscoso, dificultando a
passagem nas colunas. Desta forma, as metodologias foram unidas, o muco de
Maio/10 que havia sido liquidificado e diluido, passou também pelo processo de
precipitacdo protéica com sulfato de amoénio, utilizando quatro faixas de
concentracao do sal.

Amostras mais soluveis e menos viscosas foram obtidas utilizando faixas
mais curtas de concentracdo de sulfato de aménio, separando melhor as proteinas
de outras biomoléculas ativas do muco, como carboidratos e lipideos. Segundo
Slomiany et al. (1983), trabalhando com muco gastrico, cada mol de glicoproteinas
nativas contém aproximadamente 24 moles de &cidos graxos ligados
covalentemente a estas, sendo os lipideos os provaveis responsaveis pela
insolubilidade do muco. E possivel que situacdo semelhante tenha ocorrido com o
muco de P. caribaeorum e que, durante o fracionamento protéico, os lipideos do
muco tenham precipitado nas duas primeiras fracdes, que apresentaram baixa
solubilidade. E possivel também que os carboidratos presentes no muco de
P.caribaeorum sejam o0s principais responsaveis pela baixa solubilidade, tendo sido
estas moléculas precipitadas na sua maioria nas duas primeiras fracoes.

Em relacéo a atividade hemaglutinante de forma geral, com exce¢do de uma
Unica fracdo (SF-Mar/09), todas as demais foram capazes de aglutinar hemécias
humanas. Segundo Sharon e Lis (2001), hemaglutininas contém sitios que se ligam
a carboidratos presentes na superficie de hemacias, resultando na ligacdo cruzada
das células e consequente precipitacdo, o que caracteriza a hemaglutinacao.

A fracdo de Maio/10 com maior atividade hemaglutinante especifica - AHE
(F1-Mai/10'®), por ter apresentado uma das menores dosagens protéicas e
baixissima solubilidade ndo pbde ser utilizada para dar continuidade ao processo de
purificacdo, evitando assim o entupimento das colunas e o0 aumento da pressao no
sistema Akta purifier. O sobrenadante final (SF) de Maio/10, embora tenha
apresentado a segunda maior AHE, apresentou baixa dosagem protéica e
geralmente é descartado. Neste trabalho o SF foi utilizado apenas para demonstrar
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a sua importancia como fonte de lectinas. A fracéo escolhida (F3-Mai/10*%), embora
nao tenha obtido uma alta AHE, apresentou o maior teor protéico, baixa viscosidade,
boa solubilidade e bom rendimento bruto, sendo entdo submetida a cromatografias
de afinidade especifica para lectinas.

Para aumentar a taxa de ligacdo proteina-resina, optou-se por incubar a
amostra na coluna overnight, seguindo indicacdo do manual de cromatografia de
afinidade da GE Healtcare. Antes da aplicacdo da amostra a resina, seguiu-se ainda
o procedimento indicado por Joshi et al. (1997), sonicando a amostra para diminuir
ao maximo a viscosidade e facilitar a entrada da amostra na coluna. O uso desta
metodologia mostrou-se eficiente, resultando na obtencdo de um pool protéico (NR),
sem atividade hemaglutinante e com pelo menos 3 bandas protéicas visualizadas
por eletroforese, além de uma fracdo contendo lectinas (R), visualizada na
eletroforese como uma banda protéica. Comparando estes perfis eletroforéticos (NR
e R) e o da amostra inicial aplicada a coluna (F3-Mai/10¥®), na qual foram
evidenciadas 6 bandas protéicas, pode ser observado a presenca de uma banda
protéica de 34 KDa em todos os pools, sugerindo a presencga de proteinas com
funcdes diferentes, mas com mesma massa molecular, ja que apenas o pool
contendo as lectinas com afinidade a coluna (R) apresentou atividade
hemaglutinante.

A analise de ambos o0s pools em cromatografia de troca anibénica também
resultou em dados interessantes. Uma banda protéica de 19 KDa, que n&do apareceu

nos perfis do NR e da amostra inicial (F3-Mai/10"®

), foi observada na fracdo néao
ligada a resina de troca anibnica (NR-Q1). Esta banda protéica pode ter sido
resultante da separagcdo de um complexo molecular durante o processo de
purificacdo. Com relacdo as proteinas que compunham a banda de 34 KDa, estas
apareceram em dois pools diferentes (NR-Q1 e NR-Q3), apresentando no ultimo um
tamanho de 35 KDa. Quando o pool R, com atividade hemaglutinante, foi submetido
as mesmas analises, um perfil cromatografico muito similar ao da amostra NR foi
observado e, novamente, a banda protéica de 34 KDa, esteve presente no pool ndo
ligado a resina (R-Q1). Entretanto, ao contrario do NR-Q1, R-Q1 apresentou
atividade hemaglutinante. Esses resultados nos leva a sugerir que o muco de
P.caribaeorum pode apresentar proteinas de mesma massa molecular, com cargas

similares, porém com atividades farmacoldgicas diferentes. Além disso, é possivel
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gque o muco contenha associagcbes ou complexos protéicos, e que a forma
complexada seja importante para a manutencdo da funcéo protéica.

Com o objetivo de verificar quais agucares eram capazes de inibir a atividade
hemaglutinante do muco de P. caribaeorum, foram realizados testes com as
amostras Mai/10B, Mai/10"® e F3-Mai/10"3. Infelizmente, os pools resultantes das
cromatografias de F3-Mai/10Y® ndo apresentaram quantidade protéica suficiente
para os testes. Os resultados mostraram alta taxa de inibicdo da aglutinagcéo pela
xilose e moderada inibicdo pela lactose. A especificidade das lectinas pelo aclcar
xilose parece ser uma ocorréncia rara na area da biologia animal, principalmente em
se tratando de invertebrados. O Unico relato na literatura de uma lectina especifica
para xilose de origem animal foi feito por Yamada e Aketa (1982), os quais
purificaram uma proteina do plasma seminal do ourico Hemicentrotus pulcherrimus,
capaz de inibir a aglutinacdo de heméacias humanas do tipo A+ e de coelho. Além
dessa, uma Unica outra lectina xilose-especifica foi isolada de um fungo comestivel e
testada sobre hemacias de coelho (Liu et al.,, 2006). Entretanto, € importante
ressaltar que muitos trabalhos com lectinas de invertebrados, ndo utilizam este
acucar nos testes, ao contrario da lactose que é comumente utilizada. De forma
geral, lectinas especificas para lactose parecem ser mais comuns, varias ja foram
isoladas de tecidos de vertebrados normais ou tumorais (Lotan et al., 1991), duas
foram isoladas do fungo comestivel Tricholoma mongolicum (Wang et al., 1995),
outras duas foram purificadas do muco da pele da enguia Anguilla japonica (Tasumi
et al., 2002). Provenientes de invertebrados foram isoladas trés lectinas de ascidias
coloniais, sendo elas lactose-especificas e ativas sobre hemacias de porquinho da
india (Schluter e Ey, 1989).

Analisando as massas moleculares das lectinas especificas para xilose e
lactose ja isoladas, foi observado que as lactose-especificas de muco de pele de
enguia apresentavam massas de 16 e 32 KDa (Tasumi et al., 2002) semelhantes as
tumorais, com massas de 14 e 35 KDa (Lotan et al., 1991). A lectina de cogumelo
especifica para xilose também apresentou massa de 14 KDa (Liu et al., 2006).
Dessa forma, a massa molecular da primeira lectina parcialmente isolada do muco
de P. caribaeorum (PcmL-1), 34 KDa, esta de acordo com a massa molecular média
das lectinas xilose ou lactose especificas ja relatadas.

Trabalhos anteriores realizados em nosso laboratorio (Nobre et al., 2008)
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demonstraram a presenca de atividade inibidora de hemorragia, causada pela
peconha da jararaca B. leucurus, no muco de P. caribaeorum coletado nas praias de
Guadalupe e Suape, litoral sul pernambucano. Nesta dissertacdo foram realizados
testes anti-hemorragicos a fim de avaliar a presenca desta atividade também nas
amostras de muco de Porto de Galinhas. No muco de P. caribaeorum coletado em
Porto de Galinhas, a maior atividade inibitéria foi encontrada em uma amostra de
janeiro (Jan/10B), no entanto, o pool utilizado para a purificacdo de proteinas (F3-
Mai/10®) também mostrou-se ativo. Estes resultados sugerem a presenca de
inibidores de metaloproteases no muco, ja que estas moléculas séo as responsaveis
pela atividade hemorragica das peconhas botropicas. A presenca de inibidores de

outras classes protéicas € uma hip6tese a ser testada.
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6 — CONSIDERACOES FINAIS

Para o processamento inicial do muco de P. caribaeorum, a melhor
metodologia encontrada foi a liquidificacdo do muco, seguida pela diluicdo do
mesmo na proporcdo 1:3 com agitacao prolongada da mistura, centrifugacéo e, por
fim, didlise do sobrenadante. Dessa forma, se obteve uma amostra mais liquida e

com consideravel diminuigdo da viscosidade.

Como primeiro passo de purificacdo, o método mais eficiente consistiu na
precipitacdo gradual de proteinas por sulfato de amoénio utilizando curtas faixas de
concentracdo do sal. Este método possibilitou a obtencdo de uma fracdo protéica
mais soluvel, menos viscosa, com atividade hemaglutinante e com conteudo protéico

suficiente para a realizacao das etapas cromatograficas.

Como passos cromatogréficos, a utilizag&o inicial de uma resina de afinidade
para lectinas seguida por cromatografia em coluna de troca anidnica foi eficaz na
separacao de proteinas aglutinantes de hemacias humanas e de outras proteinas

presentes na amostra.

O muco de P. caribaeorum demonstrou ser uma fonte importante de
proteinas biologicamente ativas, incluindo lectinas e possiveis inibidores de
proteases. Entretanto, variagdes no conteudo protéico e nas atividades bioldgicas

podem ocorrer em fungéo do periodo de coleta das amostras.

Testes de inibicdo da atividade aglutinante em hemacias humanas sugeriram

que as lectinas do muco séo xilose e lactose-especificas.

Testes de inibicdo da atividade hemorragica, induzida pela peconha de B.
leucurus, comprovaram a acao inibitéria do muco coletado em Porto de Galinhas,

sugerindo a presenca de inibidores de metaloproteases na amostra.
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APENDICE

RESULTADOS DOS PASSOS CROMATOGRAFICOS REALIZADOS CO M
OUTRAS AMOSTRAS
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1 - AMOSTRA F1-MAR/09

1.1 - CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM SISTEMA MANUAL

A primeira amostra submetida a cromatografia de afinidade para lectinas foi
F1-Mar/09 (Figura 1), sendo escolhida dentre as trés fragbes do muco de Mar/09B
por apresentar maior conteudo protéico e maior atividade hemaglutinante. Foram
obtidos dois picos de interesse: o Nao retido (NR) e o Retido (R). Os pools dos
materiais NR e R apresentaram concentragcfes protéicas de 0,539 mg/ml e 0,466

mg/ml, respectivamente.

0,9 NR

0,8 -
0,7 -
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Figura 1 - Cromatografia em coluna ConA Sepharose 4 B do F1-Mar/09. A coluna foi
equilibrada com tampé&o Tris HCI 20mM, pH 7.4, contendo NaCl 0,5 M (fluxo 0,6 mi/min),
sendo o NR eluido com mesmo tampao (fluxo 0,4 ml/min) e o R eluido com PBS 50Mm pH
4,5, contendo NaCl 0,5 M (fluxo 0,2 ml/min). O conteudo protéico das fra¢cdes foi monitorado
a 280 nm.

Para a triagem da atividade hemaglutinante dos pools resultantes foram
utilizadas hemacias tipo O+, ja que a fracdo F1 apresentou maior atividade sobre
este tipo sanguineo. Quando testada a atividade hemaglutinante, o R mostrou
potente acdo hemaglutinante, com 256 U.H., sendo a AHE 549,3 e a DMHg 7,8
ng/ml. Nao houve atividade hemaglutinante em NR.
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O perfil eletroforético dos picos (Figura 2) mostrou no R quatro bandas
protéicas majoritarias de massas moleculares estimadas em 37, 28, 19 e 14 KDa
aproximadamente, enquanto o NR apresentou apenas duas bandas majoritarias de
pesos moleculares de 40 e 23 KDa aproximadamente.

Figura 2 - Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12,5%  dos picos R e NR. Picos resultantes
da cromatografia de F1-Mar/09 em coluna ConA Sepharose 4B. SDS-PAGE realizada
segundo Laemmli (1970) e corada por AgNO3 de acordo com Blum et al. (1987). NR) e R)
Material ndo ligado e com afinidade a coluna, respectivamente.

1.2 - CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM SISTEMA AKTA PURIFIER

A fim de obter maior rapidez e praticidade, devido a auséncia de bomba
peristaltica para controle da velocidade de fluxo e da lentiddo do processo de
purificacdo utilizando a coluna manual, a amostra F1-Mar/09 (1mg/ml de proteina) foi
aplicada em coluna HiTrap ConA acoplada ao AKTA. Ao contrario do esperado,
apos varias tentativas com diferentes concentragcbes de amostra e variando-se as
taxas de fluxo de ligacdo e de eluicdo, apenas em uma corrida da amostra F1-
Mar/09 obteve-se a formacdo dos picos NR e R (Figura 3). Entretanto, o baixo
rendimento protéico da corrida ndo permitiu a realizacdo dos testes de
hemaglutinagcdo nem SDS-PAGE.
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Figura 3 - Cromatografia em coluna HiTrap ConA do F  1-Mar/09. A coluna foi equilibrada
com tampéo Tris HCI 20mM, pH 7.4, contendo NaCl 0,5 M (fluxo 1,0 ml/min), sendo o NR
eluido com mesmo tampao (fluxo 1,0 ml/min) e o R eluido com PBS 50Mm pH 4,5, contendo
NaCl 0,5 M (fluxo 0,5 ml/min). O conteudo protéico das fracdes foi monitorado a 280 nm.

1.3 CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO MOLECULAR EM SISTEMA AKTA
PURIFIER

Buscando maior praticidade para as purificagcbes, a amostra F1-Mar/09
(5mg/ml de proteinas) foi ainda submetida & cromatografia de exclusdo molecular
em coluna Superdex 200 acoplada ao cromatografo AKTA purifier. O perfil
cromatografico (Figura 4) mostrou quatro picos, contendo o primeiro (P1) proteinas
de alto peso molecular. Os outros trés picos (P2, P3 e P4), contendo proteinas de
menores pesos. No entanto os picos formados nédo foram bem separados. Mesmo
centrifugando a amostra, o sobrenadante ainda apresentou alta viscosidade, o que
provavelmente atrapalhou na purificacdo das proteinas do muco. Por ser uma coluna
extremamente sensivel, optou-se por nao utilizar mais esta amostra viscosa, e sim

os resultados de outras cromatografias nesta coluna.
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Figura 4 - Cromatografia de Exclusdo molecular em ¢  oluna Superdex 200 de F1-
Mar/09. A coluna foi equilibrada com tamp&o Tris-HCI 0,1M pH 8,0 (fluxo 0,5 ml/min), sendo
os picos P1, P2, P3 e P4 eluidos com mesmo tampéo. O contetdo protéico das fracdes foi
monitorado a 280 nm.

2 - AMOSTRA JAN/10 Y8

ApoOs processamento da amostra de Jan/10, realizou-se SDS-PAGE (gel de
resolucdo 12,5%) (Figura 5), a fim de verificar a eficiéncia dos procedimentos
realizados (Diluicdo e precipitacdo). Foi visualizada a pureza das bandas protéicas

da amostra Jan/10Y®

, em relacdo as outras amostras. Seu perfil permitiu uma melhor
visualizacdo das bandas. A analise do perfil eletroforético das fracbes mostrou
grande arrasto de carboidratos, dificultando a visualizacdo das bandas protéicas.

Jan/10Y8,
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Figura 5 - Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12,5%  das amostras de Jan/10. SDS-
PAGE realizada segundo Laemmli (1970) e corada por AgNO3 de acordo com Blum et al.
(1987). P) Padrbes de massa molecular (14 a 66 KDa). F1 e F2-Jan/10, mostrando arrasto
de carboidratos; SF-Jan/10 com baixa concentracdo protéica; Jan/10Y®, mostrando uma
variedade de bandas protéicas.

Devido a quantidade insuficiente da amostra F1-Mar/09 para a realizacao de
novos passos cromatograficos, F1-Jan/l10 e Jan/10Y® foram submetidos a
cromatografia de afinidade em coluna manual ou na HiTrap acoplada ao AKTA.
Entretanto, em nenhuma das corridas realizadas houve retengcédo de proteinas pela
resina. Em relacdo a ConA Sepharose 4B, provavelmente o uso de solu¢des com pH
baixo, ou a prépria viscosidade do muco pode ter provocado alteragcdes nas

propriedades ligantes da resina.

2.1 - CROMATOGRAFIA DE TROCA ANIONICA EM SISTEMA AKTA PURIFIER

Priorizando o desenvolvimento de uma metodologia de purificacdo de
proteinas do muco de P. caribaeorum, com rendimento suficiente para testes

bioquimicos e farmacoldgicos, utilizou-se a amostra Jan/10

(2mg/ml de proteinas),
a qual mostrou perfil cromatografico limpido, em uma nova tentativa de purificacéo,

em coluna Resource Q. O perfil cramatogréfico (figura 5) mostrou os picos NR
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(proteinas de carga positiva e sem carga que ndo foram ligadas a coluna) e R
(proteinas de carga negativa retidas pela coluna). No entanto, a Resource Q nao foi

capaz de separar bem o material retido proveniente da amostra Jan/10"®

, podendo
sugerir que o procedimento de diluicdo do muco por si s6 ndo seja eficiente na
separacao das biomoléculas do muco.

Este passo cromatografico foi repetido varias vezes a fim de gerar quantidade
suficiente de material para ser utilizado em coluna de exclusdo molecular. Os NR e
R obtidos foram unidos, dialisados contra agua destilada por 24 h a 4°C e

liofilizados.
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Figura 5 - Cromatografia em coluna Resource Q da amostra Jan/l  0“°. A coluna foi
equilibrada com tampéao Tris HCI 50mM pH 8.0, em fluxo de 0,5 ml/min. NR foi eluido com o
mesmo tamp&o de equilibrio, enquanto que R foi eluido com tamp&o de equilibrio contendo
NaCl 1 M. O conteudo protéico das fracdes foi monitorado a 280 nm.

2.2 - CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO MOLECULAR

ApoOs cromatografia de troca anionica, 1ml do material retido, contendo 0,274



VASCONCELOS, T.L. Purificacdo e caracterizacéo bioquimica e farmacolégica ...
81

mg/ml de proteinas, foi submetido a cromatografia de exclusdo molecular em coluna
Superdex 200 acoplada ao AKTA. No entanto, o perfil cromatografico (Figura 6)
mostrou trés picos mal separados, os quais foram submetidos a SDS-PAGE, e
nenhuma banda protéica foi visualisada. Além disso, o0s trés picos nao apresentaram
atividade hemaglutinante sobre as hemacias testadas (O+).

Desta forma, devido ao baixo rendimento, a amostra Jan/10*® foi descartada

para uso em cromatografias.
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Figura 6 - Cromatografia de Exclusdo molecular em coluna Super  dex 200 do picoR . A
coluna foi equilibrada com tampéo Tris-HCI 0,1M pH 8,0 (fluxo 0,5 ml/min), sendo os picos
P1, P2 e P3 eluidos com mesmo tampao. O conteudo protéico das fragdes foi monitorado a
280 nm.





