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Apresentacdo

Na busca de alternativas para aumentar a disponibilidade de alimentos para as
populacdes, os cientistas tém explorado as mais diferentes dreas do conhecimen-
to. Muito embora, bem conhecido pelos povos orientais, os povos dos paises
em desenvolvimento ainda carecemn de melhores esclarecimentos com relagéo a
utilizagdo de fontes de recursos naturais como as algas, em suas dietas didrias.
Desta maneira, torna-se necessério, a identificagdo do potencial das algas como
fornecedoras de fontes néo convencionais de proteina animal, tendo em vista,
disponibilizar este nutriente para as populagdes de baixa renda a pregos mais
competitives, melhorando assim a sua qualidade de vida.

Maria Pinheiro Fernandes Corréa
Chetfe-Geral da Embrapa Meio-Norte
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Introducao

O culto ao naturalismo e a busca de um padrdo de vida cada vez mais saudével
tém impulsionado entidades governamentais e pesquisadores a procurarem e
adotarem estratégias de utilizag@o econdmica dos recursos naturais para 0s mais
diversos fins, principalmente aqueles com potencial medicinal e alimentar. E
nesse contexto que algas marinhas, tradicionalmente exploradas pelos povos
orientais sob o ponto de vista nutricional, farmacéutico e comercial, representam
uma apgio para a melhoria da qualidade de vida da populagdo de baixa renda,
principalmente nos pafses subdesenvolvidos.

De uma maneira geral, as algas marinhas s&o consideradas excelentes fontes de
protelnas e carboidratos, possuindo baixos teores de lipidio {(Rao, 1965;
Schonfeld-Leber, -1979; Harvey, 1988; Ito & Hori, 1989; Mabeau et al., 1992;
Costa,1995). Algumas espécies apresentam nas suas composi¢des
aminoacidicas elevadas quantidades de arginina, acido aspértico, dcido
glutdmico, glicina e alanina {(Mabeau et al., 1992}, As algas também sédc fontes
promissoras de alguns minerais requeridos pelo homem, por exemplo, o iodo,
justificando assim a quase inexisténcia de “b6cio” nos habitantes da costa da.
.Asia (Ericson & Lewis, 1953; Yamagata & Yamagata, 1972; Arasaki & Arasaki,
1983).- Além disso, t8m sido encontradas em alguns desses representantes
quantidades aprecidveis deé.vitaminas A, B1 {tiamina), B2 (riboflavina), C e
especialmente B12, ainda nao detectada em vegetais {(Chapman, 1970;
Robinson, 1980; Darcy-Vryllon, 1993).
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Purificag8o e caracterizagdo parcial de uma toxina protéica presente na alga Vidalia obtusiloba
{Martens ax C. Agardh] J. Agardh

Em razio da importancia nutricional e econémica das proteinas vegetais aos
organismos animal e humano, diversos trabalhos sobre isolamento e caracteriza-
¢éo protéica, bem como estudos sobre a toxicidade de algumas dessas proteinas
para animais superiores, tém sido realizados nas dltimas décadas (Pusztai et al.,
1992; Oliveira et al., 1994; Vasconcelos et al., 1984; Sgarbieri, 1996). No
entanto, embora o litoral brasileiro seja constitufdo por uma grande diversidade
de espécies algais, ndo foram observados na literatura consultada trabalhos
relatando a presenga de protelnas téxicas em algas marinhas, com excecgéo das
lectinas, as quais sdo definidas como um grupo de protelnas que possuern pelo
menos um dominic ndo catalitico que se liga reversivelmente a mono ou
oligossacarideos especificos {Peumans & Van Damme, 1995).

Este trabalho teve como objetivo o isolamento, a purificagdo e a caracterizacéo
parcial de uma proteina téxica detectada na alga Vidalia cbtusiloba, apds a
realizagdo de um “screening” de substdncias protéicas bioativas em dez espécies
de algas marinhas vermelhas coletadas no litoral cearense.

Metodologia
Coleta e armazenagem de algas

Algas marinhas vermelhas pertencentes a espécie Vidalia obtusiloba foram
coletadas durante marés bhaixas {Praia do Pacheco e do Farol, Estado do Cearé) e
transportadas ao laboratério de biogufmica vegetal da Universidade Federal do
Ceara. Apos lavadas com 4gua destilada para retirada das epffitas, foram
estocadas em sacos plasticos a -10° C para posterior utilizagdo.

Preparacdo do extrato total e da fragdo 0/60 (F )

Algas frescas foram maceradas em gral de porcelana na presenca de nitrogénio
llquido e deixadas em contato com Tris-HCI, 25 mM, pH 7,5, na proporgéo de 1:3
{m/v}; por 4 horas, sob agitagédo constante, a 4°C. As suspensses foram filtradas
em tecido de nylon e centrifugadas a 10.000 g por 30 minutos, a 4°C. Os preci-
pitados foram descartados e os sobrenadantes obtidos, denominados de extratos
totais, foram dialisados contra o mesmo tampéo de extragdo durante 24 horas.
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{Mertens ex C. Agardh) J. Agardh

O extrate total dialisado foi precipitado com sulfato de aménic até 60% de
saturacéo e apds 6 horas, o material foi centrifugado a 10.000 g por 30
minutos, a 4°C. O precipitado foi ressuspenso no tampéo de extragdo e dialisado
exaustivamente contra ¢ mesmo tampao. A fragdo protéica assim obtida foi
designada como Fragéo .. ( F .. ), avaliada quanto ao teor protéico, atividade
téxica e hemaglutinante e utilizada nas etapas seguintes de isolamento da
atividade téxica (Fig. 1).



ALGA FRESCA + Tampdo Tris-HCI, 25 mM, pH 7%

+ Agitagdo por 4 horas

+ Filtragdo em tecido de nylon

+ Centrifugagdo (10.000 xg, 4 °C, 30 minutos)

Precipitado Sobrinadante
Descartado
|
Sobrenadante 1 Sobrenadante 2
+60% de saturagdo com sultato + Didlisa contra
+ Contato “overnight” Tampéao/extracio
+ Centrifugacio
(10.000 xg, 4°C, 30 minutos) Extrato total l
Sobrerl'nadante Precipi{ado
{Descartado) + Tampao Tris-HCI, 25 mM, pH 7.5
+ Didlise contra tampio de extragfo
[ e |
Croatografia de Troca l6nica em DEAE-Sephacel
1
[ |
Pl PIl
Atividade toxica Atividade hemaglutinante

Cromatografia de Interagdo Hidrofébica em PHENYL - SEPHARQSE

Cromatografia de Exclusdo Molecular

Fig. 1. Esguema geral de isolamento da protelna téxica extraida da alga Vidalia obtusioba,
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Purificagdo e caracterizagfo parcial de uma toxina protéfca presente na alga Vidalia obtusilvha
{Mertens ex C. Agardh) J. Agardh

Atividade tdxica

Camundongos {4 a 6) pesando entre 20-25 g foram usados para avaliagdo da
toxicidade intraperitoneal. A atividade tdxica foi definida como a mortalidade:
observada em camundongos durante 24 horas, apés injecdo intraperitoneal do
extrato total e da fragdo 0/60 da alga estudada. A DL, foi calculada pelo método
de Litchfield & Wilcoxon (1949).

Termoestabilidade das atividades hemaglutinante e téxica

A estabilidade térmica da atividade t6xica na F ., foi determinada pela incubacao
da fraco em banho-maria a temperaturas de 50, 70 e 90°C. Nos intervalos de
10, 20 e 30 minutos, allquotas de 3 ml eram retiradas, centrifugadas e subme-
tidas & dosagem de proteina, atividades hemaglutinante e téxica,

Cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-
Sephacel

A F ., obtida por precipitacdo com sulfato de aménio foi submetida &
cromatografia de troca iénica em coluna de DEAE-Sephacel. A coluna medindo
13,5 x 1,6 cm foi montada deixando-se o gel sedimentar por gravidade e, em
seguida , equilibrada com tampéo Tris-HCI, 26 mM, pH 7,6. A F__ foi previ-
amente dialisada contra o mesmo tampdéo, aplicada na coluna, e a eluicdo
feita com o tampéo de equilibrio. Apéds a completa eluigdo da fracdo nao retida
na coluna, realizou-se a eluigdo da fragdo retida pela utilizagdo de NaCl 1 M a pH
7.5. Durante a cromatografia, foi mantido um fluxo constante de 30 ml/hora,
coletadas fragdes de 3 ml e as absorbéncias determinadas a 280 nm. As fracbes
obtidas foram dialisadas contra tampao de extragdo, concentradas por liofilizagio
parcial e usadas para a determinacdo das atividades hemaglutinante e téxica,
dosagem de proteinas sollveis, eletroforese e cromatografia de interagao
hidrofébica em cotuna de Phenyl-Sepharose CL-48.
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durante 30 minutos, tornando-se totalmente inativa a 90° C ap6s o mesmo
periodo de tempo (Fig. 2).

Entretanto, a atividade téxica detectada na mesma fracdo protéica manteve-se até
70°C por 20 minutos, desaparecendo, no entanto, apés 30 minutos (Tabela 2).

A atividade téxica mostrou-se também estével & temperatura de -20°C e ao
procedimento de liofilizacao.

" * ® 50°C
H
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|
o
u
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L
i 70°
(%) & T mcoc
1 e —
0 r:
10 20 30

Fig. 2. Efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante presente na F , de

Vidalia obtusiloba.

Tabela 2. Efeito da temperatura sobre a atividade téxica presente na F 0/60 de
Vidalia obtusiloba.

-

Temperatura 89 d Srphippy am s g 28 0T Atividade téxica” |
10 + o A+t
50° C 20 + +
30 +
10 +
70° C 20 +
30 3
10 -
90> C 20 -
30 .

MWAtividade téxica (n=4) foi expressa em percentagem de animais mortos apés injecéo
ip. de”1 ml dos extratos totais. 100% (++ + +}; 75 % {(+ + +); 50% (+ +) e 25% (+}.
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Separacdo das atividades téxica e lectinica por
cromatografia de troca ibnica em Deae-Sephacel

O perfil cromatogréfico, obtido por aplica¢do da F ., em cromatografia de troca
ibnica em DEAE-Sephacel, mostrou a existéncia de dois picos pigmentados. Um
primeiro pico (Pl) de coloragdo marrom, ndo retido na coluna contendo atividade
toxica e livre de atividade hemaglutinante, e um segundo pico {PIl), eluido com
Tris-HCI, 256 mM, pH 7,5 com NaCl 1M, de coloragdo vermelha, com atividade
hemaglutinante, porém, atéxica (Fig. 3). A lectina semi-purificada apresentou
uma atividade especifica de 3.413,3 UH/mgP e uma purificacdo de 18 vezes em
relacéo ao extrato total. O Pl, correspondente a 15,6% das proteinas
introduzidas na coluna, mostrou-se téxico para camundongo quando injetado
intraperitonealmente, enquanto o Pl (lectina semipurificada), correspondendo a
40% das proteinas introduzidas, apresentou-se destituido de atividade téxica
(Tabela 3}. Esses dados sugerem, portanto, a inexisténcia de toxicidade
intraperitoneal da lectina e comprovam a presenca de uma proteina com
toxicidade intraperitoneal na alga V. obtusiloba.

Tabela 3. Separacdo das atividades hemaglutinante e téxica na alga Vidalia
obtusiloba.

EXTRATO 193,8 100,0 36480,0

F 0/ 60 18,00 9,3 10240,0

Pl (DEAE) 2,80 1,5 - - - o+
Pil (DEAE) 7,20 37 245786,0 3413,3 18 C
PIl (Phenyl) 0,20 0,1 - - & +

' Presenga ou auséncia de atividade toxica.
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Fig. 3. Cromatografia de troca idnica da F oieo €M coluna de DEAE-Sephacel equilibra-
da com tampéo Tris-HCI, 25 mM, pH 7.,5. O primeiro pico (PI-DEAE) eluido com o
tamp&o de equilibrio e o segundo pico (PII-DEAE) eluido com tamp&o Tris-HCI, 25
mM, pH 7,5 contendo NaCl 1M.

Cromatografia de interacdo hidrofébica

A proteina téxica, semipurificada por cromatografia de troca iénica (Pl), ao ser
submetida a cromatografia de interac&o hidrofébica, apresentou um perfil
cromatogréafico contendo trés picos protéicos livres de atividade toxica (P, Plll e
PIV} e um pico protéico (Pll) contendo atividade téxica (Fig. 4). O rendimento
da toxina foi de 0,1 x quando comparado com o teor de proteinas sollveis no
extrato total. Apesar de o indice de purificacdo néo ter sido calculado em virtude
da baixa concentrag@o de proteinas, observa-se a purificacdo da toxina (14
vezes)} ao longo do processo, quando se analisa o teor protéico e atividade
téxica dos picos PI-DEAE e Pll-Phenyl (Tabela 3).
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Fig. 4. Cromatografia de interacdo hidrofébica do PI-DEAE em coluna de Phenyl-
Sepharose CL-4B equilibrada com tampéo Tris-HCI, 26 mM, pH 7.5 contendo
(NH,)SO,. O primeiro pico (PI-Phenyl) foi eluido com o tampédo de equilibrio e o
segundo e terceiro picos (Pll e Plll-Phenyl) foram eluidos num gradiente de (NH,),SO,

de 1 a 0 M. O quarto pico (PIV-Phenyl) foi eluido com &agua destilada.

Cromatografia de exclusdo molecular em coluna de
Superose-12 HR 10/30 (FPLC)

A Fig. 5 mostra o perfil cromatografico obtido em coluna de Superose-12 HR em
auséncia e presenca de galactose 0,2 M do PIl-Phenyl. A proteina téxica (Plll da
cromatografia de exclusdo molecular) corresponde a 88,9% do total de proteina
eluida, comprovando assim o alto grau de pureza. Quando se determinou a
massa molecular aparente, encontrou-se um valor extremamente baixo, indicando
que, mesmo em presenca de D-galactose 0,2%, a toxina provavelmente ainda
estava interagindo com a coluna, a qual continha agarose na sua matriz.
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Fig. 5. Cromatografia de exclusdo molecular em coluna de Superose-12 HR 10/30,
acoplada a um sistema de FPLC. A - Equilibrada e eluida com Tris-HCI, 0,1 M, pH
8,0 contendo NaCl 0,15 M e azida sédica 0,04%. B - Equilibrada e eluida com Tris-
HCI, 0,1 M, pH 8,0 contendo NaCl 0,15 M e azida sédica 0,04% e galactose 0,2 M.

Determinacdo da massa molecular da proteina téxica da alga
V. obtusiloba por eletroforese em gel de poliacrilamida em
presenca de SDS e b-mercaptoetanol

A Fig. 6 mostra os perfis eletroforéticos de diferentes amostras obtidas ao longo
do procedimento de purificagdo da proteina toxica da alga V. obtusiloba,
analisados em PAGE-SDS na presenca de b-mercaptoetanol. Os resultados
obtidos apresentaram ao longo de todo o procedimento uma intensa banda de
massa molecular aparente de 40 kDa correspondente a proteina téxica, além de
uma banda com pouca intensidade de massa molecular aparente de 14 kDa. E
provavel que esta Ultima banda seja a contaminagéo da toxina, como foi verifica-

do por cromatografia de excluséo molecular em coluna de Superose-12 HR
(FPLC).
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Fig. 6. Eletrofarese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS e b-mercaptoetanol
das amostras obtidas durante o processo de separacdo das atividades téxica e lectinica
presentes na alga Vidalia obtusiloba: 1 - Extratos, 2 - F 0/60, 3 - PI-DEAE, 4 - PII-
Phenyl, 5- marcadores de massa molecular (fosforilase b, 94,0 kDa; albumina sérica
bovina, 67,0 kDa; ovalbumina, 43,0 kDa; anidrase carbdnica, 30,0 kDa; inibidor de
tripsina, 20,1 kDa; lactoalbumina, 14,4 kDa).

Consideracoes Finais

O principio téxico detectado na alga V. obtusiloba é de natureza protéica,
termolabil, solivel em &gua e solucdes salinas diluidas e estdvel ao procedimento
de liofilizagdo com massa molecular aparente de 40 kDa. A fracéo tdxica é
destituida de atividade hemaglutinante e inibidora de tripsina, constituindo-se,
portanto, numa nova proteina.
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