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RESUMO

Gastropodes terrestres exsudam muco através da superficie
corporal quando se locomovem, para protecdo do corpo contra injaria
mecanica, dessecagao ou contato com substancias nocivas; a quantidade de
muco aumenta quando sdo atacados por competidores, predadores ou
alguns parasitas. Diversos autores tém estudado os componentes do muco
do caracol gigante africano Achatina fulica, e demonstrado que o mesmo
secreta substancias com atividade bactericida que atuam tanto em bactérias
Gram-positivas quanto em Gram-negativas, protegendo o0s gastropodes que
se locomovem nas mais diversas superficies. Neste trabalho foi estudado o
efeito microbiolégico e bactericida do muco produzido pelas lesmas
terrestres Phyllocaulis boraceiensis, mantidas em condi¢bes controladas de
laboratorio. Analisou-se o efeito bactericida e/ou bacteriostatico de solucdes
teste frente as bactérias Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli) e Gram-—positiva (Staphylococcus aureus), através de
métodos de difusdo em discos e de diluicdes em tubos. As propriedades do
muco foram analisadas por métodos bioquimicos e os resultados serviram
de base para as caracterizacOes das especificidades dessa(s) acao(0es)

microbioldgica(s).



ABSTRACT

Terrestrial gastropods exude mucus over the entire body surface
when in locomotion to prevent from mechanical damage, desiccation or
contact with toxic substances; they also exude mucus when attacked by
predators, competitors and parasites. Several studies on the bactericidal
effect of the mucus obtained from Achatina fulica have been performed and
the antibacterial factors obtained and identified. The mucus proved to be
active in some strains of Gram—positive and Gram—negative bacteria. In the
present study, the mucus secreted by the slugs Phyllocaulis boraceiensis
was evaluated on its microbiological and bactericidal effects on
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli
cultures. The biochemical properties of the mucus were analyzed by
biochemical methods and its parameters obtained gave the support for the

characterization of the microbiological effects.
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1 - INTRODUCAO

Historicamente, certos produtos naturais de origem animal tém
sido fonte de compostos bioativos que podem agir como drogas
terapéuticas. Segundo Shen et al. (2000) cerca de 30 compostos coletados
de organismos marinhos estdo sendo avaliados por instituicdes
governamentais e universidades americanas. Nesse artigo os autores
descrevem, ainda, a existéncia de diversos peptideos extraidos do veneno
de moluscos do género Conus (conopeptideo), que atuam na defesa do
animal, e estdo sendo estudados como bloqueadores de canais de calcio
para a inibicdo de dores agudas no ser humano. Stix (2005) afirma que um
peptideo extraido de Conus magus (Linnaeus, 1758) tornou-se alvo de
estudos por ser eficiente no controle da dor aguda em pacientes terminais de
cancer e AIDS. Esse estudo foi monitorado pela “Food and Drug

Administration” (FDA - USA), e o composto sintético, liberado para uso.

Trabalhos com varias espécies de animais indicam a busca por
compostos com atividade antibacteriana: Rodrigues de la Vega et al. (2004)
relata que, na hemolinfa do escorpido Centruroides limpidus limpidus
(Karsch 1879), acumula—se o peptideo “Cll defensin—like peptide”, que vem
sendo estudado em processos septicémicos devido ao seu potencial
antibiotico. Ainda, segundo Dupuy et al. (2004), o gene que codifica uma
proteina no molusco bivalve Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)
inserido no DNA circular do virus causador da sindrome das manchas
brancas (WSSV), que atinge criagbes de camardo (Palaemon sp), foi
responsavel pela prevencao da infeccdo em animais inoculados com o virus
com genoma alterado. Estudando o contetdo de desovas de 39 espécies de
moluscos marinhos, Benckendorf (2001) observou que extratos de desova
de 32 dessas espécies causaram inibicdo do crescimento de patdégenos,
tanto humanos quanto marinhos. Segundo Bergsson et al. (2005), o muco
que recobre a epiderme do bacalhau Gadus morhua (Linnaeus, 1758)

apresentou atividade microbicida quando aplicado em colénias de Bacillus



megaterium (Bary, 1884), Escherichia coli (Migula, 1895) e Candida albicans
(Berkhout, 1923), ressaltando ainda que, nesta ultima espécie, a eliminacao

foi total.

Vertebrados possuem mecanismos de defesa dependente de
anticorpo, o que ndo ocorre nos invertebrados; assim, os invertebrados
desenvolveram mecanismos alternativos de protecédo (lijima et al., 1995).
Moluscos pulmonados terrestres como caramujos e lesmas tém o corpo
coberto por uma secre¢do mucosa abundante (Cottrell et al., 1994), formada
por uma mistura complexa de compostos (Deyrup-Olsen & Martin, 1982)
exsudados pela regido céfalo — pediosa do animal, que € ciliada e provida de
numerosas células glandulares mucosas na extremidade anterior do pé
(Ruppert & Barnes, 1996). O muco impede a dessecacéo (Deyrup-Olsen et
al., 1983), reduz o atrito durante a locomocao (Denny, 1989), e protege o
corpo contra injarias mecanicas e substancias nocivas (Triebskorn & Ebert,
1989). Nesse contexto, Spinella et al. (1997) isolaram e elucidaram a
estrutura quimica de dois triterpenos (testudinariol-A e testudinariol-B)
presentes no muco do molusco opistobranquio Pleurobrancus testudinarius

(Cantraine, 1835), tido como responsaveis pela protecdo da pele.

Kamiya et al. (1989) estudando a secrec¢ao (Julianin—S) de Aplysia
juliana (Quoy & Gaimard, 1832), evidenciaram sua acao antibacteriana em
colénias de Bacillus subtillis (Ehrenberg, 1835). lijima et al. (1995)
analisando Aplysianin—E, um composto protéico extraido do vitelo da desova
de Aplysia kurodai (Baba, 1937) verificaram que o composto agia como um
eficiente fungicida. lijima et al. (2003) trabalhando com compostos presentes
na superficie corporal do molusco opistobranquio Dolabella auricularia
(Lightfoot, 1786) e na parede celular, isolaram um componente microbicida
(dolabellanina B2) cuja atividade apresentou inibicdo de crescimento em 12
diferentes espécies de microrganismos, dentre os quais, Staphyloccocus
aureus (Rosenbach, 1884) e Escherichia coli. Estudando a atividade do

muco exsudado por Aplysia dactylomela (Rang, 1828), Melo et al. (1998)



verificaram que, tanto no material bruto, como naquele resultante da dialise,
uma proteina inibiu o crescimento de colénias de Staphyloccocus aureus,
Pseudomonas aeruginosa (Schroeter, 1872) e Proteus vulgaris (Hauser,
1885). Apds remocédo do disco de papel contendo a provavel proteina, as
colénias voltaram a crescer, 0 que sugeriu que o material apresenta
atividade bacteriostatica e ndo bactericida. Purificando a proteina
dactylomelina—P extraida da secrecdo de Aplysia dactylomela (Melo et al.,
2000) verificaram acdo bactericida sobre colonias de S. aureus. Com o
intuito de comprovar a acdo microbicida da secrecdo de Aplysia californica
(Cooper, 1863), denominada “scapin”, Yang et al. (2005) obtiveram inibic&o
do crescimento em colénias de E. coli, P. aeruginosa, Salmonella
typhimurium (Loeffler, 1892), Vibrio harveyi (Johnson & Shunk, 1936),
Bacillus subtilis, Streptococcus pyogenes (Rosenbach, 1884) e S. aureus.

Segundo Rollo & Wellington (1979) e Reidenbach et al. (1989), a
quantidade de muco exsudado por lesmas aumenta quando sdo atacadas
por competidores, predadores e alguns parasitas. A exsudacao pode ser
estimulada mecanicamente com facilidade (Pakarinen, 1994), porém o fluxo
cessa em poucos minutos e ndo mais se refaz antes de 24 horas (Deyrup-
Olsen & Martin, 1982, Martin & Deyrup-Olsen, 1986). Pakarinen (1994)
observou que espécimes das lesmas Arion fasciatus (Nilson,1823) e
Deroceras reticulatum (Muller, 1774) levam quatro segundos, em média,
para ativar o fluxo de muco apds o estimulo mecanico. A autora também
observou que o muco exsudado pelas glandulas dorsais protege essas
lesmas de predadores como os besouros Cychrus caraboides (Linnaeus,
1758) e Carabus violaceus (Fabricius, 1787), mas o sucesso depende da
estratégia do predador, que procura, com a rapidez do ataque, evitar a
exsudacdo do muco em abundancia. Caramujos pulmonados de agua doce
da espécie Biomphalaria glabrata (Say, 1818), hospedeiros intermediarios do
trematdédeo Schistosoma mansoni (Sambon, 1907) expostos a determinados

agentes quimicos em concentracdes sub-letais, exsudam grande



quantidade de muco na &agua, na tentativa de se protegerem do agente

toxico (Kawano, comunicagdo pessoal).

A despeito da estrutura fragil do tecido cutédneo e da necessidade
da manutenc¢éo da umidade para que ocorram trocas gasosas, 0s moluscos
terrestres séo resistentes a infeccdes, fato que sugere a existéncia de
atividade antibacteriana no exsudado da superficie corporal (Iguchi et al.,
1982). Neste artigo os autores descreveram que 0 muco secretado por
Achatina fulica (Bowdich, 1822) apresenta atividade bactericida tanto sobre
bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis e S. aureus), quanto em bactérias
Gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa). Posteriormente, Kubota et al.
(1985) demonstraram que a atividade antibacteriana ndo mais se
manifestava quando o muco era aquecido a 75'C por 5 minutos; entretanto,
Iguchi et al. (1985) isolaram uma lectina do muco da superficie do corpo de
A. fulica, mas verificaram que essa substancia ndo era a responsavel pela
atividade bactericida que havia sido detectada com o emprego do muco
integro. Otsuka-Fuchino et al. (1992) estudando a ac¢do bactericida da
glicoproteina achacina, extraida do muco de A. fulica, evidenciaram que a
mesma possui atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, porém somente sobre as colbnias em estagio de
crescimento. Essa proteina, produzida também pela levedura Pichia pastoris
(Phaff, 1956), tem acdo bactericida de largo espectro, o que ocorre também
com a achacina recombinante [rAch] que, quando em concentracbes da
ordem de 100 pg/ml, inibe o crescimento de diferentes espécies de bactérias
(Ogawa et al., 1999).

De acordo com Livingstone & Zwaan (1983) o muco dos
gastrépodes terrestres compde-se de mucopolissacarideos que sao
hetero—polissacarideos, usualmente compostos de dois tipos de unidades
monossacaridicas alternadas em que pelo menos uma apresenta um grupo
acido, carboxilico ou sulfarico. As moléculas carregadas negativamente séo

soliveis em &gua, formando solugdes altamente viscosas, podendo



associar-se a proteinas especificas e dando origem a substancias
semelhantes as gelatinas que sdo mucoproteinas ou mucinas. A composicao
quimica das mucinas e mucopolissacarideos varia entre as espécies de
moluscos. A presenca de grupos &acidos sulfatados parece ser uma
caracteristica dos mucopolissacarideos de gastropodes, em contraste com
as secrecOes viscosas de vertebrados que adquirem seu carater acido
principalmente de residuos de acido sialico. Cottrell et al. (1993) afirmam
que o principal componente do muco da lesma Arion ater (Linnaeus, 1758) é
uma cadeia longa de glicosaminoglicana e contem quantidade significativa
de galactosamina e galactose (Cottrell et al., 1994).



2 - JUSTIFICATIVA

Ha evidéncias claras de que o uso excessivo em humanos, de
drogas antibidticas para o tratamento profilatico e terapéutico exerce pressao
seletiva favorecendo a resisténcia de diversos patdgenos, como atestam
levantamentos realizados em hospitais da América do Norte, nos quais a
taxa de infeccdo por Staphylococcus aureus e por Enterococcus sp
aumentou de 13 % no periodo 1985-1986, para 26 % em 1998 (Bax et al.,
2000) e que metade das colbnias de Staphylococcus aureus isoladas nessas
instituicdes eram resistentes a antibiéticos como a meticilina (Vizioli & Salzet,
2002). Neste mesmo artigo os autores afirmam que é prioridade se acelerar
estudos com peptideos de origem animal e que tenham propriedades

antibioticas como alternativa para o combate a uma possivel bacteremia.

O filo Mollusca, com aproximadamente 100 mil espécies é o mais
numeroso depois do Filo Arthropoda. Como vem sendo demonstrado, o filo
reine espécies potencialmente produtoras de substancias antibioticas. Em
razao da procura por novos antibidticos naturais que possam representar
alternativas a sintese quimica, inclusive com vantagens em termos de
relagdo custo-beneficio, a identificacdo e atividade bactericida do muco de
gastropodes terrestres, marinhos e limnicos, somada ao fato de que a
maioria das espécies encontradas no pais nao foi estudada sob esse
aspecto, justifica a realizagdo do presente projeto interdisciplinar de
pesquisa envolvendo trés laboratérios de pesquisa. Este projeto contribuird
para a geracdo de conhecimentos, formacdo de pessoal especializado na
investigacdo de provaveis farmacos de origem animal e na descoberta de

substancias para aplicagdes diversas no futuro.



3 - OBJETIVOS

3.1 - Geral

Analisar 0 muco secretado pela lesma terrestre Phyllocaulis
boraceiensis (Thomé, 1972), visando detectar seu possivel efeito bactericida
e/ou bacteriostatico em colénias de diversas bactérias de importancia em

saude publica.

3.2 - Especificos

Determinar a composicao bioquimica e acdo microbicida do muco

de Phyllocaulis boraceiensis.



4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Manutencéao dos espécimes e obtencao de muco:

Trinta espécimes da lesma terrestre Phyllocaulis boraceiensis
(FIG 1) (Veronicellidae, Gastropoda, Mollusca) provenientes do municipio de
Taboédo de Serra (SP) foram utilizados para a realizagédo dos experimentos
durante um periodo de trés anos. Essa amostra da populagdo foi mantida
em viveiros de plastico com tampa telada e fundo contendo terra in natura,
em ambiente de laboratoério livre de poluicdo com controle de temperatura a
24° C e 75 % de umidade relativa do ar. Foram alimentados com pequenas
guantidades de vegetais diversos (alface, cenoura e batata), segundo
recomendacdo de Santos & Thomé (2000) e a higienizacdo dos viveiros foi
realizada a cada dois dias. A equipe do Laboratério de Malacologia da
Pontificia Universidade Catdélica do Rio Grande do Sul (PUCRS) contribuiu
com a identificagdo dos animais coletados.

FIG1- Exemplar

adulto de Phyllocaulis boraceiensis



A eliminagdo do muco (FIG 2) foi estimulada por processos
mecéanicos que ndo sacrificaram ou causaram danos aos espécimes
(Pakarinen, 1994). Cada amostra de muco foi obtida a partir de quatro
espécimes de P. boraceiensis que ficavam livres em uma superficie lisa
(placa de Petri) contendo uma fina camada de solucgéo salina (NaCl) 0,06 %
por aproximadamente 5 minutos. A adicdo dessa solugcdo nas placas de
coleta facilitou a liberacdo do muco e a remocdo do mesmo, com o auxilio de

uma espatula, para o recipiente de armazenagem em freezer a —80°C.

FIG 2 — Phyllocaulis boraceiensis eliminando muco

Para a realizacdo dos experimentos, amostras do muco foram
submetidas a solubilizacdo, cada uma com um dos seguintes solventes:
solucdo salina (NaCl) 1 M; Aalcool etilico (C,HsOH); dimetil sulfoxido
(C2H6OS) a 20 %; e acetonitrila (CoH3N).

4.2 - Eletroforese do muco em gel de SDS-PAGE:



A eletroforese em placa de gel de poliacrilamida, em presenca de
SDS, foi feita segundo Laemmli (1970). Foram empregadas placas de vidro
10x10 cm, lavadas com detergente neutro, enxaguadas varias vezes com
agua destilada e secas com papel toalha. Apds esse procedimento, as
placas foram limpas com etanol e secas ao ar livre. Foi preparado gel de
acrilamida 12,5 %, em tampéao Tris-HCI 0,4 M, pH 8,8, contendo SDS 0,1 %,
15 ul de TEMED, 50ul de persulfato, para um volume final de 8 ml. Apés a
polimerizacdo do gel de corrida, foi preparado o gel do pente, em tampéao
Tris-HCI 0,1 M, pH 6,8, acrescido dos demais reagentes ja citados. As
amostras foram aplicadas sempre diluidas com mercaptoetanol, aquecidas

a 95° C durante 5 minutos e posteriormente aplicadas no gel de corrida.

Foram utilizadas como padrdo de peso molecular proteinas de
13,7 a 97 kDa (MW) (10 ul) (Sigma) e a amostra correspondeu ao muco de
Phyllocaulis boraceiensis da cromatografia. Foi usado como tampao de
corrida Tris-HCI 0,025 M, contendo glicina 0,18 M, pH 8,0. A corrida foi
desenvolvida a temperatura ambiente (+25°C) com uma voltagem de 100

mV e duracdo de 1,5 horas.

A coloracdo das proteinas dos "pools" obtidos a partir de muco
liofilizado foi feita com nitrato de prata, conforme descrito por Heukeshoven
e Dernick (1985). Apés a corrida, o gel foi retirado do suporte e colocado em
solucdo de metanol 50 % (v/v) e acido acético 12 % contendo formaldeido
0,02 % (v/v) durante 12 horas para fixacdo e lavagem do SDS. O gel foi
retrado da solucdo de etanol / &cido acético / formaldeido e,
subsequentemente imerso por quatro periodos de 20 minutos em uma
solucdo de etanol 50 % (v/v), 1 minuto em solugdo de tiossulfato de sodio
0,02 % (p/v) e 20 minutos em solucdo de nitrato de prata 0,2 % (p/v)
contendo formaldeido 0,02 % (v/v). Para a coloracédo, o gel foi imerso em
uma solucéo de carbonato de sddio 6 % (p/v), contendo formaldeido 0,02 %

(v/v), até o aparecimento das bandas de proteinas. Para a interrup¢do da



reagdo, o gel foi imediatamente submerso em solugdo de metanol 50 %
(v/v) e acido acético 12 % (v/v), e posteriormente mantido em solucdo de
metanol 50 % (v/v). O gel foi descorado com uma solucéo de acido acético,

metanol e agua (10: 45: 45 %) por 24 horas.

4.3 - Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) do muco:

As amostras de muco provenientes da extracdo com solvente
organico e liofillizada foram purificados por HPLC utilizando-se um
cromatografo (HP Série 1100) equipado com uma coluna analitica C18, fase
reversa (4,6 X 250 nm, Beckman 5 pl Ultrasphere ODS). Foram purificados
empregando-se gradiente linear de 5 a 90% de acetonitrila (A) e acido
trifluoroacético 0,1 % (TFA) (B) em agua milli Q, durante 45 minutos, com
fluxo de 1 ml/min, monitorado a 214 nm. Os principais picos foram isolados,
liofilizados e armazenados a —20° C para verificagdo daqueles com maior
atividade. Os que possuiram atividade mais expressiva foram
recromatografados para analise de aminoacidos, ou posterior
sequenciamento ou deducédo da sequéncia. Todos os reagentes usados
foram de grau cromatografico Merck (Alemanhd).

4.4 - Atividade microbicida do muco de Phyllocaulis boraceiensis:

Para avaliar a atividade bactericida do muco tanto bruto quanto
liofilizado, frente a alguns microrganismos foram utilizadas espécies de
bactérias Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853) e Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC
25923) cultivadas no Laboratério de Bacteriologia do Instituto Butantan.

Amostras bacterianas mantidas em freezer a —80° C em glicerol a
20% foram semeadas em placas contendo meio de Tryptic Soy Broth

[TSB/BioRad], escolhido por ser um meio apropriado para o crescimento de



diversas bactérias Koneman et al. (1997). Apds incubacdo em estufa
incubadora BOD — REVCO, a 37° C por 16-18 horas, a pré-cultura liquida foi
diluida em solucdo salina (NaCl) a 0,85 % até atingir uma suspensao
bacteriana equivalente a 1-2 X 10® UFC / ml (padrdo 0,5 da escala de
McFarland), sendo semeada em placas contendo agar TSB. Um disco de
papel de filtro Whatmman n° 541, contendo a solucéo teste foi colocado
sobre a superficie de cada placa. Apos a incubacdo nas mesmas condicdes
especificadas ao inicio do paragrafo, as placas foram examinadas quanto a

presenca ou auséncia de halo de inibicdo do crescimento bacteriano.

Para avaliar a atividade bactericida do muco frente a temperatura
de incubacdo, colénias de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, um
microorganismo capaz de se desenvolver em temperatura variada, foram
incubadas a temperatura ambiente (+25°C) e a 37° C. A amostra bacteriana
mantida em freezer a -80° C em glicerol a 20 % foi semeada em meio TSB.
Apbs incubacdo a 37° C por 18 horas, uma aliquota deste pré-indculo foi
transferido para tubo contendo TSB e incubado a 37°C, a 180 rpm por 3h00.
Foi feita uma suspenséo em solucéo salina (NaCl) a 0,85 %, equivalente a 1-
2 X 10% UFC/ml (padr&o 0,5 da escala de McFarland), que foi diluida para 1-
2 X 10° UFC/ml. Transferiram-se 100 pl desta diluicdo para cada um dos
tubos contendo 1000 pl de meio TSB (concentracdo final de 1-2 X 107
UFC/ml). A suspensdo bacteriana dos tubos foi semeada em placas,
contendo meio TSB, com auxilio de um “swab” estéril. Foram aguardados 5
minutos para que houvesse uma completa absorgéo do excesso de umidade

nela contida.

Com o auxilio de um *“swab”, o muco bruto de Phyllocaulis
boraceiensis foi coletado do animal e diretamente inoculado em placa pré-
cultivada. A incubacéo foi realizada a temperatura ambiente (+25°C) e a 37°
C, por 24, 48 e 72 h. As placas foram examinadas quanto a presenca ou
auséncia de halo de inibicdo do crescimento bacteriano. Os experimentos-

controle dos testes de crescimento bacteriano foram feitos em placas



contendo apenas agar TSB e o teste de esterilidade da amostra em caldo

tioglicolato de sddio.

4.5 - Atividade microbicida do tecido de Phyllocaulis boraceiensis:

Com o intuito de verificar se ha compostos bioativos no tecido
epitelial do corpo do animal foram realizados dois experimentos. O primeiro
contando com material recolhido com o auxilio de um “swab” estéril do
revestimento do corpo do animal e outro com cortes de tecido epitelial feitos

com um bisturi na borda do manto do animal.

Para a pesquisa da atividade microbicida do tecido epitelial do
animal foi utilizado o método anteriormente descrito para a pesquisa do
muco, porém os experimentos foram realizados em tubos contendo meio
TSB. A incubacéao foi realizada a temperatura ambiente (+25°C) e a 37° C.
Foi feita a leitura apos 24, 48 e 72 h e foi avaliada a turbidez do caldo em
relacdo aos controles mantidos apenas com as suspensoes bacterianas. Os
experimentos-controle dos testes de crescimento bacteriano foram feitos em
placas contendo apenas agar TSB e o teste de esterilidade da amostra em

caldo tioglicolato de sodio.

4.6 - Dosagem de proteinas:

Para a dosagem de proteinas foi usado o método de Bradford
(1976) e a curva padrdo foi construida seguindo as concentracdes

constantes na tabela do Anexo 1, plotadas na figura do Anexo 2.



As solugbes usadas foram:

e Tampao Tris 0,05 M (pH = 7,0);

e Albumina bovina (100 mg/ml) e

¢ Reagente de Bradford - 1 (Bio-rad 1I0DO)

Foram avaliadas 10 amostras de muco em estado bruto, das
quais foram usados 100ul de cada adicionados a 700 ul de tamp&o Tris e
200 ul de reagente de Bradford. Dois tubos com 200 ul de reagente de
Bradford e 800 nul de tampdo Tris foram preparados para zerar o
equipamento. As leituras da absorbancia do padrédo e das amostras foram
feitas em espectrofotdmetro Pharmacia Ultrospesc 2000, com 595nm de
comprimento de onda. Uma segunda dosagem de proteina foi feita por
leitura direta da absorbancia em 280 nm, contando com 25 ul de amostra e
975 ul de tampéo Tris e a solucdo para se zerar o equipamento foi 25 ul de
acetonitrila e 975 ul de tampéao Tris. Todos os reagentes utilizados sdo da

Sigma Chemical Co.

4.7 - Dosagem de lipidios totais:

Para a dosagem de lipidios totais contidos no muco em estado
bruto, utilizou-se a metodologia de Chabrol e Charonaat segundo Collet &
Etienne, 1965.

As solugdes usadas foram:

e Acido sulfrico concentrado;

e Reagente de vanilina - 1g de vanilina em 100 ml de &gua
destilada foi aquecido ligeiramente para facilitar a dissolucdo. Foi adicionado
400 ml de acido sulfuarico a 85 % e a solucdo foi homogeneizada a
temperatura ambiente (+25°C) e transferido para um frasco escuro sendo

estocado;



e Solucdo méae para a obtencédo do padrédo - 1g de 6Oleo de oliva
puro dissolvido em 100 ml &lcool absoluto. A partir desta solucdo
(1000mg/100ml) foram preparados os padrdes de uso tomando-se 10, 15 e
20ml com o volume completado para 25 ml com alcool absoluto. Estes
padrbes contém respectivamente, 4, 6 e 8 mg/ml. Estes padrbes e mais o

estoque serviram para a construgcao da curva de calibragéo (Anexo 3).

Com tubos de ensaio devidamente identificados, adicionou-se a
cada um (amostra, branco e padrdes) 2 ml de acido sulfurico (PA). Os tubos
foram aquecidos em banho-Maria em ebulicdo por 10 minutos e submersos
em cuba com agua fria. A cada tubo foram adicionados 5 ml de reagente de
vanilina, agitados e deixados em repouso por 30 minutos a temperatura
ambiente (+25°C).

As leituras da absorbancia do padrao e das amostras foram feitas
em espectrofotbmetro Pharmacia Ultrospesc 2000 com 530 nm de
comprimento de onda. Foram avaliadas 10 amostras de muco em estado
bruto. De cada amostra foram usados 50 pl adicionados a 2 ml de acido
sulfurico concentrado, mais o reagente de vanilina. Dois tubos com 2 ml de
acido sulfurico, mais reagente de vanilina e 50 pl de acetonitrila foram
preparados para zerar o equipamento. Todos os reagentes utilizados foram
Merck.

4.8 - Dosagem de aminoécidos:

A composicdo em aminoacidos do muco em estado bruto de P.
boraceiensis foi determinada através da hidrolise total do material com HCI

6,0 M, por 24 h, a 110°C, sendo o acido removido a vacuo; para a andlise



dos aminoacidos livres na secrecéo, foi omitido o processo de hidrdlise. Os
aminoacidos foram derivatizados com fenil-isotiocianato (Merck) e
identificado por cromatografo para HPLC HP, modelo 1100 serie (coluna 4,6
mm x 25 cm, Beckman 5 ul Ultrasphere ODS-PTH). A comparacéo foi
efetuada com uma solugcdo padrdo de aminoacidos de concentracéo
conhecida, de acordo com o0 método de Heinrikson & Meredith (1984). Todos
os reagentes utilizados foram do Sigma (USA).

4.9 - Dosagem de glicose:

A determinacdo da glicose livre no muco bruto foi realizada

segundo o método proposto por Lima et al. 1977.

Solugdes necessarias:

e Reagente de Ortotoluidina - 9,5 g de borato de so6dio, 1,5 g de
tiouréia, 800 ml de acido acético glacial e 80 ml de ortotoluidina, agitado e
completado para 1000 ml com &cido acético glacial,

e Acido benzoéico (0,25 %) — 2,5 g de acido benzoéico puro diluido
em 800 ml de agua destilada em baldo volumétrico de 1000 ml e completado
para 1000 ml com agua destilada;

e Padrdo (solucdo-mae) — em baldo volumétrico de 100 ml foi
adicionado 1 g de glicose a solucdo saturada de &cido benzéico e
completado para 100 ml com esta solucéo;

e Solucdo padrdo de uso — em 4 tubos de ensaio devidamente
identificados (50, 100, 200 e 300) foram colocados, respectivamente, 0,5 ml,
1ml, 2 ml e 3 ml da solugcdo-méae e completados para 10 ml com a solucéo
de acido benzdéico e homogeneizados. Cada um destes tubos contém,

respectivamente, 50 mg, 100 mg, 200 mg e 300 mg.

Foram avaliadas 10 amostras de muco em estado bruto e, de

cada uma, utilizados 20ul, adicionados a 2 ml de reagente de cor. Para



zerar 0 equipamento, dois tubos foram preparados com 20 ul de agua
destilada e 2 ml de reagente de cor. Os padrdes foram preparados com 20 pl
de solucédo padrao de uso, adicionados de 2 ml de reagente de cor. A partir
destes dados foi obtido a curva padrdo (Anexo 4). Leituras da absorbancia
do padréo e das amostras foram feitas em espectrofotdbmetro com 625 nm
de comprimento de onda. Todos os reagentes utilizados foram da Merck

com grau PA.

4.10 - Dosagem de agUcares totais:

A determinacdo de glicose associada a outros compostos no
muco em estado bruto foi realizada a partir do método proposto por Chaplin
& Kennedy (1994).

e Solucdo padréo de uso = solugcdo-mae: Em tubos de ensaio
devidamente identificados foram colocados, respectivamente, 20 mg, 40 mg,
60 mg, 80 mg, 100 mg, 200 mg, 300 mg, 400 mg, 500 mg e 600 mg de
glicose que foram diluidas em 200 ul de agua deionizada. Procedeu-se a
quantificacao de glicose.

e Em tubos de ensaio devidamente identificados (amostra,
branco e padrdes), adicionou-se a cada um 200 ul de fenol a5 % e 1 ml de
acido sulftrico concentrado. Ap6s 10 min agitou-se intensamente e
aguardou-se por mais 30 min para se realizar a leitura e construir a curva

padrdo (Anexo 5).

Foram avaliadas 4 amostras de muco em estado bruto. Leituras
da absorbancia do padréo e das amostras foram feitas em espectrofotémetro
com 490 nm de comprimento de onda. Todos os reagentes utilizados foram

da Merck com grau PA.



4.11 - Espectrometria de massas:

O muco de P. boraceiensis foi caracterizado por espectrometria

de massas.

As andlises foram conduzidas no Laboratério de Espectrometria
de Massas, CAT- CEPID, Instituto Butantan, utilizando-se um espectrémetro
tipo MALDI/TOF-Pro (Amersham Biosciences).

Os perfis de massa gerados no MALDI-TOF foram adquiridos em
modo positivo, com freqiéncia de aquisicdo de oito tiros por segundo, a 20
kV, utilizando-se como matrizes para peptideos, o acido cinamico e, para
proteinas, o acido sinapico (ambas as matrizes em solucdo supersaturada
de 0,1 % TFA a 50 % acetonitrila), em modo automatico de monitoracéo de
sinal. A amostra analisada foi misturada com a solu¢cdo de matriz em uma
proporcdo de 1:1 (viv) e deixada secar a temperatura ambiente (+25°C).
Foram acumulados 200 espectros para cada analise e este perfil serviu para
acompanhar e avaliar a pureza da preparacdo, além do grau de hidrélise /
autélise da amostra. A calibracdo empregada foi sempre externa, utilizando
padrbes que abrangiam a faixa de massa molecular analisada. O processo
de aquisicao de dados e seu processamento foram realizados pelo programa

de controle do equipamento.
5- RESULTADOS

5.1- Manutencéo dos espécimes e obtencédo de muco:

O presente projeto foi programado para ser realizado com o muco
proveniente dos espécimes reproduzidos em cativeiro a partir daqueles
coletados na natureza. No periodo de realizacdo deste estudo (trés anos),
foram obtidas 26 desovas desses 30 espécimes de Phyllocaulis
boraceiensis, o que equivale em média 8 desovas por ano, porém somente

em 12 delas observou-se eclosdo dos ovos. Apesar dos filhotes



apresentarem um bom desenvolvimento nos primeiros dias de vida,
passados cerca de 15 dias todos haviam morrido. Portanto, todo muco
coletado para a realizacdo dos experimentos proveio de animais adultos
coletados na natureza, ao inicio do projeto, uma vez que nao foi possivel

manter a criagdo em cativeiro.

Para o preparo da solucdo de muco foram testados os seguintes
solventes: solucdo salina (NaCl) 1 M, &lcool etilico (C;HsOH), dimetil
sulféxido (C,HgOS) a 20 % e acetonitrila (C,H3N). Adicionando-se solucéo
salina ou &lcool etilico ao muco, ndo houve qualguer mudanca de estado
perceptivel a olho nu; adicionando-se o dimetil sulfoxido, ocorreu
fragmentacdo do material, mas ndo houve homogeneizacao. A utilizacdo do
dimetil sulféxido foi descartada por ser um composto residual, de carater
toxico, além do fato de seu rendimento ter sido menor que 10 %. A
acetonitrila foi o Unico solvente que apresentou resultados satisfatorios:
homogeneizou aproximadamente 30 % do muco deixando um residuo que
foi descartado. Optou-se, entdo, pela utilizacdo deste solvente por ser
organico, facilmente removivel por secagem a vacuo (liofilizacdo). Na
proporcdo de 1v: 3v (muco / acetonitrila), esta solucdo foi submetida a
agitacao “overnight” a temperatura de 8° C e posterior liofilizacdo. Todos os
experimentos realizados com material homogeneizado seguiram esta
metodologia de extracao.

5.2 - Eletroforese em gel de SDS-PAGE do muco:

De cada uma das cinco amostras (6, 7, 8, 9 e 10) de muco em
estado bruto de P. boraceiensis, submetidas a aquecimento a 110° C por 15
minutos, foram solubilizados 20 ug de cada amostra em agua destilada e
utilizados para a realizacdo de uma corrida de eletroforese em gel de
poliacrilamida (12,5 %). Observou-se a presenca de diversas bandas - FIG 3
- demonstrando uma grande quantidade de material protéico presente no

muco.



*MW = Peso molecular em kDa, padréo Sigma

FIG 3 — Corrida de eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %) (SDS-PAGE) das
amostras 6 a 10 de muco de Phyllocaulis boraceiensis



5.3 - Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC) do muco:

A fim de refinar a informacéo obtida com o gel feito a partir de
muco em estado bruto, cada amostra foi liofilizada e 250 ul de material foram
solubilizados em agua Milli Q, realizando—se uma corrida cromatografica
com equipamento para HPLC, empregando-se gradiente linear de 5 % a 90
% (FIG 4). Deste procedimento foram isolados 4 picos e 3 “pools”. Por serem
0S que apresentaram maior quantidade de material, uma aliquota dos picos

1, 2 e do “pool” 7 foi sepagada paras realizagéo de ensaios microbiologicos.
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Perfil cromatografico do muco liofilizado de Phyllocaulis boraceiensis obtido
em equipamento para HPLC empregando-se gradiente linear de 5 % a 90 %,

identificando-se os picos (1, 2, 4 e 6) e “pools” (3,5 e 7)



5.4 - Atividade microbicida do muco:

Primeiramente foi feita uma tentativa de se aplicar muco em
estado bruto em culturas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus,
porém devido ao seu carater glicosilado, ndo houve difusdo do muco no
agar. Para se evitar um resultado falso-negativo procedeu-se o estudo de
uma forma de dissolver o muco (vide item 5.1) sem que este perdesse suas

caracteristicas.

Estabelecido o método de homogeneizacdo do muco em estado
bruto, discos de papel-filtro foram embebidos com 10 ul do material
homogeneizado provenientes dos picos 1, 2 e do “pool” 7 isolados por
cromatografia, liofilizados e solubilizados em solugéo salina a 0,6 % (NacCl).
Apo6s a semeadura de Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 em placas com meio
de cultura TSB, os discos foram colocados no centro dessas placas e se
aguardou incubacdo por 24 h para se realizar a leitura, as quais
evidenciaram crescimento microbiano. Novo material foi processado e
diluido nas concentracbes de 10 ug/ml, 50 pg/ml, 100 ug/ml e 500 pg/ml.
Foram preparadas suspensdes bacterianas em meio TSB liquido com 1-2 X
10® UFC/ml (padréo 0,5 da escala de McFarland) de E. coli, S. aureus e P.
aeruginosa. Apos 24 h de incubacéo, foi feita a leitura dos tubos e também

se evidenciou crescimento microbiano semelhante aos tubos-controle.

Para se certificar da qualidade das amostras, foram feitos
experimentos-controle também para o muco em estado bruto. Foram
colocados 100 ul desse material em meio tioglicolato de sodio; apds

incubacdo houve crescimento de bactérias do tipo bacilos Gram—negativos.

Um frasco contendo 10 ml de muco em estado bruto solubilizado
em 30 ml de solucéo salina a 0,6 % (NaCl) foi exposto a luz ultra violeta por

40 minutos para esterilizacdo. Aliquotas de 10 ul, 50 pl, 100 pl e 500 ul



desse material solubilizado foram adicionadas a 900 ul de caldo de
crescimento semeado com 1-2 X 10® UFC/ml (padrdo 0,5 da escala de
McFarland) de E. coli, S. aureus e P. aeruginosa; apés 24 h de incubacgéo
realizou-se a leitura dos tubos, verificando—se crescimento bacteriano em

todos, semelhante ao crescimento bacteriano observado nos tubos-controle.

Amostra de muco em estado bruto foi semeada em duas placas
pré-semeadas com P. aeruginosa ATCC 27853, incubadas por 24, 48 e 72
h, uma a temperatura ambiente (+25° C) e outra a 37° C. ApoOs leitura das
placas, observou-se crescimento microbiano semelhante ao ocorrido na
placa-controle, n&o apresentando qualquer evidéncia de atividade
microbicida. A Tabela 1 resume os resultados obtidos nos experimentos

realizados com o muco de Phyllocaulis boraceiensis.

Tabela 1 — Atividade microbicida do muco de Phyllocaulis boraceiensis

. . . t°C de Meio de Crescimento
Microrganismo Tipo de amostra . ~ L
incubacao cultura bacteriano
E. coli, S. aureus Muco bruto 37°C TSB agar Nao
E. ;0"' S.aureus e |\ e iofilizado 37°C TSB agar N&o
. aeruginosa
10, 50, 100 e
E. coli, S. aureus e | 500ug/ml de muco 37°C TSB caldo Nao
P. aeruginosa liofilizado
. 10, 50, 100 e 500pl
E. coli, S. aureus e o o x
P. aeruginosa de muco bruto 37°C TSB caldo Nao
esterilizado
P. aeruginosa Muco bruto 25°C TSB agar N&ao
P. aeruginosa Muco bruto 37°C TSB agar N&o

* Em relagéo ao controle



5.5 - Atividade microbicida do tecido de Phyllocaulis boraceiensis:

Com a amostra de esfregaco de tecido epitelial do corpo do
animal procedeu-se o teste com caldo TSB semeado com Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Apos incubacéo a 37°C
por 24, 48 e 72 h, observou-se crescimento bacteriano de todas as trés

espécies semelhantes ao observado nos tubos-controle.

Com fragmentos de tecido da borda do manto do animal,
procedeu-se o teste em caldo TSB semeado com Pseudomonas aeruginosa.
ApoOs incubacdo por 24, 48 e 72 h, tanto a temperatura ambiente (+25°C)
como a 37° C, observou-se crescimento bacteriano semelhante ao

observado nos tubo-controle.

5.6 - Dosagem de proteinas:

A dosagem de proteinas, feita pelo método de Bradford (1976),
com 10 amostras de muco em estado bruto, apresentou média de
concentracdo protéica de 1,15 x 10™ mg/ml, erro padrdo de 0,591x10™ mg/ml
e desvio padrdo 0,187x10“ mg/ml. Devido ao fato do material estudado ter
caracteristicas particulares como a presenca de uma matriz mucosa, e isso
sugerir que os resultados poderiam estar sendo mascarados por essa
matriz, realizou-se a dosagem também por absorbancia em 280 nm e
obteve-se concentracdo média de 0,404 x 10° mg/ml de proteina, erro
padrdo de 0,649 x 10° mg/ml e desvio padrdo de + 0,2052 x 10 mg/ml.
Ambos os métodos detectaram quantidade de proteinas praticamente nula.

5.7 - Dosagem de lipidios totais:



A dosagem de lipidios de 10 amostras de muco em estado bruto
apresentou concentracdo média de 6,9 x 10 mg/ml de lipidios, erro padrdo
de 4,39 x 10 mg/ml e desvio padr&o de +1,39 x 10> mg/ml.

5.8 - Dosagem de aminoéacidos:

Das mesmas 10 amostras de muco utilizadas em outras
dosagens, trés amostras de muco n&o hidrolisado (2, 3 e 4) foram
submetidas a testes para a deteccdo de aminoacidos; ndo foi detectado
residuo de aminoacido a ndo ser uma quantidade de glucosideos
(glucosamina), provavelmente produto constituinte da matriz mucosa do
material. No entanto, quando se procedeu a dosagem de aminoacidos
presentes no muco hidrolisado das outras cinco amostras (6, 7, 8, 9 e 10), o
teste demonstrou ser o0 muco um composto protéico-peptidico cuja
composicdo absoluta e composicdo média constam da Tabela 2. Duas
dessas amostras (8 e 9) foram excluidas do calculo da média por

apresentarem valores discrepantes.

Tabela 2 — Concentracdo de aminoacidos no muco de Phyllocaulis

boraceiensis em estado bruto (mM/ml)



Aminoacido Amostra 6 Amostra 7 Amostra f} Amostra 3 Amostra 10 aml\c/l)st? ;dea"% e
(MM/ml)  (mM/ml)  (mM/mD* (mM/ml)*  (mM/ml) 10 (mM/ml)
AsX 0,675 0,357 0,126 7,872 0,357 0,463
Glx 0,522 0,279 0,108 1,325 0,279 0,360
Ser 2,865 0,449 0,234 4,076 0,449 1,254
Gli 2,551 0,719 0,386 2,185 0,719 1,330
His 2,036 1,219 0,409 4,391 1,219 1,491
Ala 1,495 0,627 0,719 1,024 0,627 0,916
Treo 0,955 1,491 0,788 1,711 1,491 1,312
Arg 0,355 0,211 0,062 0,559 0,211 0,259
Pro 4,162 6,988 5,225 5,393 6,988 6,046
Tir 1,259 0,641 0,279 1,219 0,641 0,847
Val 0,707 0,766 0,278 1,750 0,563 0,679
Met 0,500 0,861 0,204 3,020 0,771 0,711
% Cis 2,262 1,413 0,275 5,161 1,413 1,696
Iso 0,978 0,487 0,137 2,383 0,487 0,650
Leu 0,958 0,634 0,160 1,964 0,634 0,742
Fen 5,247 0,952 0,287 4,143 0,952 2,384
Lis 0,333 0,092 0,101 0,333

*As amostras 8 e 9 foram excluidas do célculo da média por apresentarem valores

discrepantes

5.9 - Dosagem de glicose:

Os dados obtidos na leitura das amostras submetidas a dosagem
de glicose foram todos valores negativos o que sugere que o material em

estudo ndo apresenta glicose livre.

5.10 - Dosagem de acUcares totais:

Os dados obtidos na leitura de quatro amostras submetidas a
dosagem de acUcares totais apresentaram uma grande quantidade de
glicose da ordem de 600 pug/ml de amostra a qual pode estar associada a
outros compostos glicosilados uma vez que a concentracdo de glicose livre
foi zero.

5.11 - Espectrometria de massas:



O gréfico de espectrometria de massas (FIG 5) revelou a
presenca de quatro ions-moleculares, sendo 0 mais expressivo um
composto com cerca de 17,5 kDa de peso molecular, havendo ainda picos
de 8,695 kDa, 35,229 kDa e 6,512 kDa.
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FIG 5 - Espectrometria de massas do muco em estado bruto de Phyllocaulis

boraceiensis



6 - DISCUSSAO

Buscar alternativas aos antibidticos sintéticos tornou-se parte
significativa dos estudos cientificos. A necessidade de se identificar e
caracterizar novos compostos naturais com propriedades microbicidas
tornou-se marco na ciéncia nacional, bem como na internacional. Mais e
mais agéncias de fomento tém patrocinado projetos com esse objetivo, como
€ o0 caso do Centro de Toxinologia Aplicada (CAT-CEPID), que envolve
diversas instituicdes e esta sediado no Instituto Butantan. Esse centro visa
gerar este tipo de conhecimento e concorda com 0 exposto por Barsby
(2006) quando relatou que as industrias farmacéuticas tém um enorme

interesse na obtencao desses compostos.

Procurando somar conhecimentos, e por incentivo de membros do
referido centro, o presente estudo foi realizado com o objetivo de aliar a
possibilidade de se obter um novo composto microbicida ao fato desse ser

isolado a partir de um produto de um animal de nossa fauna.

Veronicellidae sdo moluscos hermafroditas (Soares & Thomé,
2002) que podem realizar fecundagédo cruzada ou autofecundacgédo (Brites,
1995; Thomé et al., 1998; Thomé et al., 1999). Ainda Thomé et al. (1998)
afirmam que Phyllocaulis boraceiensis apresenta um longo e Unico periodo
de reproducao anual entre os meses de julho e setembro. No periodo de trés
anos, os 30 individuos da amostra pesquisada ovipuseram 26 (vinte e seis)
vezes no periodo entre julho e setembro; dentre as desovas apenas em 12
(doze) ocorreu eclosdo sucedida, bem como a manutencdo dos filhotes.
Apoés a ecloséo, os filhotes ndo resistiram mais de 15 dias, o que dificultou a
obtencédo de material para experimento.

Segundo Thomé (1972), Phyllocaulis boraceiensis, distribui-se
entre o sudeste de Minas Gerais e 0 norte de Santa Catarina, fato este que

motivou a utilizacdo dessa espécie como fonte de matéria prima, ja que em



todo o estado de S&o Paulo se encontraria o animal. No entanto, quando da
captura de espécimes para se iniciar a criagdo em cativeiro e o0s
experimentos, notou-se uma dificuldade em sua localizacdo. Com a
dificuldade de coleta, manutencédo e procriacdo desses animais, 0 estudo
contou com os 30 espécimes coletados no municipio de Tabodo da Serra
(SP) no inicio do projeto.

Superada essa fase, iniciou-se a fase de coleta do muco. Como
meta, tinha-se a premissa de se padronizar uma forma de coleta que nao
sacrificasse o0 animal seguindo especificacdes de Pakarinem (1994). Para
tanto usamos o0 método proposto por Pawlicki et al. (2004) quando
estudaram o muco da lesma Arion subfuscus (Draparnaud, 1805), que
consistia da coleta do muco secretado a partir de um estimulo mecéanico no

corpo do animal com uma espatula de metal.

Como o0 muco apresentou-se um material bastante viscoso - FIG 6
- houve a necessidade de homogeneizar as amostras antes de iniciar os
experimentos. Tratando-se de um composto bastante glicosilado, somente
um solvente organico com carater hidrofébico como a acetonitrila seria
capaz de homogeneizar as amostras. O sobrenadante da amostra
homogeneizada foi liofilizado e para a realizagdo dos experimentos esse
material foi reidratado.

o,

-
FIG 6 — Muco bruto flutuando em solucédo salina, evidenciando seu carater
ViSCOSO0

A corrida de eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %)
demonstrou a presenca de diversas bandas (até 300 kDa de peso molecular)

indicando uma grande quantidade de proteinas presentes no muco de P.



boraceiensis. Isso evidenciou um espectro maior de provaveis compostos
bioativos (bandas) do que a secrecdo de Aplysia dactylomela, que
apresentou bandas menores que 20,1 kDa e maiores que 66 kDa (Melo et
al., 1998). Melo el al. (2000), ainda estudando A. dactylomela isolaram a
proteina dactylomelina-P com 60 kDa. O muco de Achatina fulica também
apresentou uma Unica banda variando entre 70 e 80 kDa (Kubota et al.,
1985) e 0 mesmo para a secrecdo de Aplysia californica com uma banda de
60 kDa (Yang et al., 2005).

Da cromatografia com equipamento para HPLC empregando
gradiente linear de 5 % a 90 %, foram isolados 3 picos e 4 “pools”. Desses,
0S picos 1 e 2 e o “pool” 7 foram utilizados para a realizacdo dos

experimentos microbiolOgicos.

Na dosagem de proteinas feita pelo método de Bradford (1976),
10 amostras de muco em estado bruto foram analisadas. Na leitura em
espectrofotbmetro com 595 nm de comprimento de onda, a média de
concentracdo protéica foi de 1,15 x 10™ mg/ml. Devido ao fato do material
estudado ter caracteristicas particulares como a presenca de uma matriz
mucosa e isso sugerir que os resultados possam ter sido mascarados por
essa matriz, realizou-se a dosagem também em espectrofotbmetro com 280
nm de comprimento de onda e obteve-se concentracdo média de 4,04 x 10™
mg/ml de proteina. Em ambos pode-se verificar que foi baixa a quantidade
de proteina encontrada na secrecao, em oposi¢cao ao resultado obtido no gel
de eletroforese onde se evidenciaram diversas bandas protéicas.
Provavelmente os métodos de dosagem foram ineficazes para se detectar
proteinas nas amostras, possivelmente devido a presenca de glicose na

estrutura das moléculas.

A dosagem de lipidios das mesmas 10 amostras de muco em
estado bruto apresentou concentracdo média de 6,9 x 10™ mg/ml de lipidios.

Por ser este um valor minimo sugere-se que haja apenas lipidios residuais.



A auséncia de dados bibliogréficos impossibilitou a comparacdo do muco de
Phyllocaulis boraceiensis com o0 muco de outras espécies.

As amostras submetidas a dosagem de glicose apresentaram
grande quantidade de glicose associada a outros compostos presentes no
muco. Esse fator pode ter interferido na obtengdo do efeito microbicida
esperado, atenuado a expressao do mesmo e ainda atuar como mais um
nutriente no meio de cultura para as colénias bacterianas usadas neste

experimento.

No muco em estado bruto ndo hidrolisado ndo foi detectado
nenhum residuo de aminoacidos, apenas uma pequena quantidade de
glucosideos (glucosamina), provavelmente produto constituinte da matriz
mucosa do material. No entanto no material hidrolisado, detectaram-se
residuos de 17 aminoacidos. Yuasa et al. (1998) ao estudarem o muco da
lesma Incilaria fruhstorferi (Collinge) identificaram trés proteinas (Incilarias
A, B e C) que apresentaram residuos de 17 aminoacidos assim como
Thomas & Eaton (1998) ao estudarem o muco de Biomphalaria glabrata
observaram que o mesmo apresenta residuo de 19 aminoacidos. Portanto
as quantidades de aminodacidos presentes no muco dos gastropodes dos
dois ultimos experimentos sdo semelhantes & encontrada no muco de P.

boraceiensis.

Houve boa correlacdo entre as concentracbes de cada amostra,
obtidas pela andalise de aminoacidos e a intensidade das bandas obtidas no
gel de eletroforese, com excec¢do das amostras 9 e 10, sendo que esta
Gltima apresentou menor concentracdo de material e a primeira, embora na
andlise de aminoacidos tenha apresentado concentracdo de aminoacidos
compativel com as outras amostras, apresentou algumas bandas nao
presentes nas amostras 7, 8 e 9, mas presentes na amostra 10. ISso sugere

gue possa ter havido degradacédo do material contido na secrecéao.



Para se obter mais informagé&o relacionada a estrutura do muco,
realizou-se a espectrometria de massas, procedimento conduzido pela
equipe de pesquisadores do CAT-CEPID. Este método demonstrou a
existéncia de um composto, o mais abundante, com cerca de 17,5 kDa de
peso molecular, havendo ainda picos de 8,695 kDa, de 35,229 kDa e de
6,512 kDa. Portanto, pode se sugerir que 0 mondémero do composto seria a
espécie molecular de 8,695 kDa enquanto a espécie molecular mais
abundante, 17,5 kDa, seria um possivel dimero. Como se constatou ainda
um tetramero de 35,229 kDa, o composto de 6,512 kDa poderia ser um
fragmento do mondmero. Ja, com o gel de eletroforese, detectou-se bandas
de até 300 kDa, sugerindo que ocorreu a formacao de agregados altamente
estaveis ou mesmo polimeros do material, uma vez que nao foi possivel se
separar esses agregados com o SDS e B-mercaptoetanol. Esses agregados
(provavelmente glicose) podem ter prejudicado significativamente o0s
resultados microbioldgicos.

A existéncia de poucos picos apés a cromatografia por HPLC e de
varias bandas obtidas pela eletroforese em SDS-PAGE sugere a
possibilidade da existéncia de formas poliméricas do possivel principio ativo
(dimeros, trimeros, etc.). Esse dado é reforcado pelos dados de
espectrometria de massas onde se observaram poucos ions-moleculares

associados.

Com as fracbes isoladas por cromatografia do muco liofilizado,
foram realizados inumeros experimentos microbiolégicos, contando com
quantidades variadas de muco liofilizado e envolvendo-se espécies de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Constatou-se que 0 muco
liofilizado ndo foi capaz de inibir o crescimento das colbnias bacterianas.
Isso diferiu dos resultados de Melo, et al. (1998), onde houve reducdo de
40% do crescimento de Pseudomonas aeruginosa expostas ao muco de
Aplysia dactylomela e daqueles de lIguchi et al., (1982) que observou

reducao significativa no crescimento de col6nias de Staphylococcus aureus,



Bacillus subtilis, Escherichia coli e P. aeruginosa ao expd-las ao muco de

Achatina fulica.

Analisando-se o0s resultados obtidos no presente projeto,
guestionou-se o fato de que para homogeneizar o material foi utilizado um
solvente organico apolar (Acetonitrila), muito embora trabalhos da literatura
com compostos obtidos de espécies relacionadas foram extraidos por
estratégia semelhante a utilizada neste trabalho (Bergsson et al., 2005;
Braga et al., 2005), e que isto poderia ter causado a inativacdo dos possiveis
compostos com atividade microbicida do muco. Com o intuito de verificar
esta hipétese, uma nova bateria de experimentos microbiolégicos foi
realizada com 0s mesmos microrganismos s que com o0 muco em estado
bruto. Os mesmos resultados foram obtidos: todas as colonias apresentaram
crescimento semelhante ao observado nos tubos-controle. Pode-se supor,
portanto que a acetonitrila ndo prejudicou os resultados, uma vez que

presente ou ausente, foram os mesmaos.

Existe também a hip6tese do possivel composto ativo ser labil e
perder suas caracteristicas logo apos ser exsudado pelo animal ou ainda
que a temperatura de incubacdo das colénias bacterianas (37°C) foi muito
alta, contribuindo para a inativagdo dos possiveis compostos microbicidas.
Para isso realizou-se um experimento com Pseudomonas aeruginosa, um
microorganismo capaz de se desenvolver em temperaturas variadas, em que
placas pré-inoculadas foram expostas ao muco em estado bruto
imediatamente ap0s a coleta e incubadas a temperatura ambiente (£25° C),
e outra placa em igual condicdo incubada a 37° C. O mesmo resultado
ocorreu, ndo havendo aparecimento de halo de inibicdo do crescimento
bacteriano. Demonstrando que a temperatura nao foi o fator que impediu a

expressao do possivel principio ativo.

O experimento realizado com fragmentos do tecido epitelial do

corpo de P. boraceiensis ndo apresentou halo de inibicdo de crescimento



das colonias de Pseudomonas aeruginosa, o0 que se presumia poder
acontecer uma vez que lijima, et al. (2003) demonstraram que um extrato de
tecido do opistobranquio Dolabella auricularia agiu tanto como antifingico

como fungistatico em colénias de Candida albicans.

Considerando-se os experimentos realizados e resultados obtidos
no presente estudo e artigos cientificos que demonstram a eficacia
microbicida do muco de diversos moluscos, concluiu-se que o muco de
Phyllocaulis boraceiensis: a - atua como barreira fisica, impedindo a entrada
de microrganismos no corpo do animal; b - os compostos possivelmente
ativos ficam mascarados na matriz mucoéide da secrecéo; ¢ - ndo apresenta
propriedade microbicida e d - os microrganismos utilizados ndo foram
atingidos pelos possiveis principios ativos por ndo fazerem parte da
microbiota usual que afeta o molusco. Assim sugere-se que sejam
estudadas bactérias que habitam o solo de regibes onde se encontra este

animal.

Resumindo, o presente trabalho permitiu tragcar um perfil
bioquimico do muco de Phyllocaulis boraceiensis, ao elucidar os
componentes desse muco e suas quantidades. Ao mesmo tempo, 0s

resultados obtidos abrem novas perspectivas de estudos futuros.

Um préximo passo serd o de investigar outras formas de
desagregar o muco e realizar experimentos microbiolégicos envolvendo
microrganismos de solo ou da microfauna onde habitam esses animais.
Outra frente de pesquisa diz respeito ao estudo da presenca de grande
quantidade de glicose e principalmente, a relacdo desta com o
mascaramento dos possiveis compostos ativos do muco. E possivel, ainda,
que a auséncia de uma atividade antimicrobiana direta que poderia ser
obtida pelo isolamento de um composto com essa atividade seja
compensada pela caracteristica da secrecdo de Phyllocaulis boraceiensis:

possuindo ela alto teor de glicose, com possibilidades de gerar compostos



dimeros, trimeros e até polimeros, possibilitaria a formag¢éo de um “biofilme”

com propriedades mecéanicas que impediriam a penetracdo de bactérias.



7 - CONCLUSAO

O estudo de compostos de origem animal com aplicacao
farmacoldgica é hoje uma das linhas de pesquisa que mais tem apresentado
resultados com aplicagcdo imediata ao ser humano, haja vista as citacdes
apresentadas neste estudo que relacionam indmeros animais invertebrados,
de diversas regibes geograficas, produtoras de secrecdo com carater

microbicida.

Apesar da dificuldade de manutencédo e procriacdo dos espécimes
da lesma P. boraceiensis em condi¢des de laboratorio, € possivel se realizar

0S experimentos propostos com material coletado de espécimes selvagens.

O muco de P. boraceiensis apresentou um largo espectro de
provaveis compostos bioativos (até 300 kDa) diferentemente daqueles
encontrados na secrecdo de outros invertebrados, que apresentam proteinas

com peso molecular baixo apesar de bem definida.

O método de Bradford (1976) para dosagem de proteinas foi
ineficiente quando aplicado neste estudo, provavelmente porque o muco de

P. boraceiensis se apresenta bastante viscoso.

Quando realizada a dosagem de glicose, verificou-se a presenca
de grande quantidade deste composto, que, provavelmente, foi o fator que
dificultou as demais dosagens, mascarando a possivel propriedade
microbicida e também agindo como meio de cultura para as espécies

bacterianas estudadas.

Com o resultado da cromatografia, obtiveram-se quatro ions

moleculares sendo o dimero o mais abundante.



A partir das analises microbiolégicas, foi possivel constatar que
tanto o0 muco em estado bruto quanto o liofilizado ndo foram capazes de

inibir o crescimento das col6nias bacterianas a ele exposto.

Portanto, o muco de Phyllocaulis boraceiensis possivelmente aja
como barreira fisica, protegendo mecanicamente o corpo do animal
impedindo a entrada de microrganismos ou 0S compostos possivelmente

ativos presentes no muco ficam mascarados na matriz mucoéide da secrecao.

Ha também a possibilidade do muco nédo apresentar propriedade
microbicida ou ainda que os microrganismos utilizados n&do foram atingidos
pelos possiveis principios ativos por ndo fazerem parte da microbiota usual

gue afeta o molusco.

O muco de Phyllocaulis boraceiensis demonstrou ser um
composto bastante diferenciado das secre¢des dos demais moluscos devido
sua organizacao estrutural, fato este que provavelmente impossibilitou um
melhor estudo da propriedade microbiologica. Por outro lado foi realizado o
perfil bioquimico evidenciando a composi¢cdo bioquimica do muco dando
parametros para comparacdes e servindo de base para futuros estudos com

outras espécies animais.
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9 — ANEXOS

Anexo 1 — Concentracdes de albumina bovina utilizada para a construcdo da curva

padrao da dosagem de proteina pelo método de Bradford (1976).

Absorbancia

Albumina bovina Tampao Tris Reagente de Bradford —1  Concentracéo
(200 mg/ml) 0,05M (pH =7,0) (Bio-rad 10DO) final

25 ul 775 pl 200 pl 2,5 mg/ml
50 ul 750 pl 200 pl 5,0 mg/ml
100 pl 700 pl 200 pl 10,0 mg/ml
150 pl 650 pl 200 pl 15,0 mg/ml
200 pl 800 ul 200 pl 20,0 mg/ml
250 pl 550 pl 200 pl 25,0 mg/ml
500 pl 300 ul 200 pl 50,0 mg/ml
600 pl 200 pl 200 pl 60,0 mg/ml

0,5000 -

0,4500 - R?=0,9769

0,4000 -+
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0,3000 -+
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0,2000 +
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0,1000 -+

0,0500 -+

0,0000 T T T T ‘
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Concentracao de albumina (mg/ml)

Anexo 2 — Curva padréo da dosagem de proteinas pelo método de Bradford
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Anexo 3 — Curva padrdo da dosagem de lipidios

2 _
0.800 - R? = 0,9834

0,700 - 0733
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Anexo 4 — Curva padrdo da dosagem de glicose pelo método de Lima et al. (1977)
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Anexo 5 — Curva padrao da dosagem de agucares totais pelo método de Chaplin &
Kennedy (1994)
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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