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RESUMO

O ecossistema marinho é capaz de proporcionar uma enorme diversidade de
biomoléculas com potencial terapéutico. Neste ambiente altamente competitivo, 0s
organismos precisam de barreiras quimicas para se proteger reduzindo ou evitando
contaminagdo por microrganismos. O Palythoa caribaeorum é um zoantideo
(Cnidéario) que produz um muco, conhecido popularmente como baba de boi, cuja
principal funcdo € proteger a coldnia contra dessecac¢éo e patdégenos. O muco ainda
€ pouco conhecido quanto as suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas. Esse
fato vem despertando o interesse por estudos que desvendem suas propriedades
biol6gicas, bem como identifigue a sua composicéo. Diante do exposto, 0 presente
estudo teve como objetivo avaliar as propriedades biolégicas do muco e determinar
seu perfil proteomico. Para tal, as atividades biol6gicas foram testadas contra as
linhagens de células S-180, Hela, MCF7, fibroblastos e J774 (macrofagos) através
do método MTT. Ainda, a citotoxicidade do muco também foi avaliada em heméacias
humanas e a sua capacidade antioxidante testada. O perfil proteomico foi
determinado pela eletroforese 2-DE seguido da espectrometria de massa (MALDI-
TOF). Os resultados demonstraram que 0 muco nao exibiu acao citotoxica contra as
células testadas, mas o extrato proteico apresentou viabilidade abaixo de 50 % nas
linhagens de MCF-7 e S-180. A linhagem celular J774 tratada com o extrato proteico
apresentou IC50 de 6,9 ug/mL. Entretanto, no tratamento de fibroblastos com o
extrato proteico (6,25 pg/mL) foi visualizado crescimento celular. Na avaliacédo
antimicrobiana o extrato proteico apresentou CMI de 250 ug/mL para Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis.
O muco nao apresentou atividade hemolitica e foi capaz de reduzir em 50 % do
radical ABTS. O estudo proteomico pela eletroforese 2-DE, mostrou a presenca de
76 spots, dos quais 14 foram identificados pela MALDI-TOF. Sao estas, “glutamyl-
tRNA synthetase”, “Hypothetical protein PFICI_09699” e “Hypothetical protein
NECAME_18605", “Proteasome subunit aloha type-1”, “PAS domain S-box protein,
parcial’, “Uroporphyrinogen-Iii synthase”, “Beta-2-microglobulin®, “Zinc

” “*

metalloproteinase-disintegrin-like”, “mitochondrial import inner membrane tranlocase



subunit Tim 10”, “deoxynucleoside triphosphate triphosphohydrolase SAMHD1-LIKE
isoform X2”, “Zinc Finger Protein 654”7, “Deleted in malignant brain tumors 1 protein-
like”, LIN-52. “Killer protein”. Desse modo, conclui-se que o extrato proteico
apresentou proteinas com potencial acdo antibidtica, cicatrizante e antitumoral.
Portanto, o0 muco produzido pelo P. caribaeorum se apresenta como uma fonte rica
em matéria-prima para isolamento de moléculas com importante potencial

biotecnoldgico e farmacéutico.

Palavras-chave: Palythoa caribaeorum. cicatrizacdo. protedbmica. citotoxicidade.

muco.



ABSTRACT

The marine ecosystem is capable of providing a diversity of biomolecules that can be
used for the treatment of diseases. In this highly competitive environment,
organizations need chemical barriers to protect reducing or avoiding contamination
by microorganisms. The Palythoa caribaeorum is a zoanthid (Cnidarian) that
produces mucus, popularly known as baba ox, has main function to protect the
colony against desiccation and against pathogens. Mucus is still unknown as their
physicochemical and biological properties. Its features proposes a relevant study its
biological properties as well as the isolation of substances. The purpose of this study
was to evaluate the antimicrobial and cytotoxic activity of mucus and its protein
extract against tumor cell lines such as S-180, Hela, MCF7, Fibroblasts and J774
(macrophages) using the MTT method. The cytotoxicity of mucus was also evaluated
in human red blood cells and also for antioxidant capacity. Mucus showed no
cytotoxic activity against the tested cells, but the protein extract showed viability
below 50% in lines MCF-7 and S-180. The J774 strain treated with the protein extract
showed ICso of 6.9 pg/mL. For fibroblast cells or mucus or the protein extract showed
cytotoxicity, noting that the protein extract showed an increase of cells in 6.25 ug /
ml. The protein extract showed MIC of 250 ug/mL for Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis. Mucus
showed no hemolytic activity and was able to reduce by 50% the ABTS radical. The
proteomic study by 2-DE electrophoresis showed the presence of spots 76, 14 of
which were identified by MALDI-TOF. These, “glutamyl-tRNA synthetase”,
“Hypothetical protein PFICI_09699” and “Hypothetical protein NECAME_18605”,
“‘Proteasome subunit aloha type-1°, “PAS domain S-box protein, parcial’,
“Uroporphyrinogen-Ill  synthase”, “Beta-2-microglobulin”, “Zinc metalloproteinase-
disintegrin-like”, “mitochondrial import inner membrane tranlocase subunit Tim 107,
“‘deoxynucleoside triphosphate triphosphohydrolase SAMHD1-LIKE isoform X2,
“Zinc Finger Protein 654", “Deleted in malignant brain tumors 1 protein-like”, LIN-52.
“Killer protein”. Thus, it is concluded that the protein extract showed proteins with



potential antibiotic action, healing and antitumor. Therefore, the mucus produced by
P. caribaeorum presents itself as a rich source of raw material for isolation of

molecules with important potential biotech and pharmaceutical.

Keywords: Palythoa caribaeorum. healing. proteomics. cytotoxicity. mucus
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CAPITULO 1
1 INTRODUCAO

Na ultima década o estudo quimico e farmacoldgico de organismos marinhos
despertou o interesse de muitos pesquisadores, favorecendo a descoberta de novas
substancias quimicas bioativas com proposito terapéutico e que por muito tempo foi
negligenciado no Brasil. A biodiversidade do ambiente marinho associado a
diversidade quimica constitui um recurso praticamente ilimitado de novas
substancias ativas no campo de desenvolvimento de produtos bioactivos (ANEIROS
e GARATEIX, 2004; KOSSUGA et al., 2007; ALPPETANS et al., 2010).

Os zoantideos sdo cnidarios polipoides exclusivamente marinhos e habitam
os recifes costeiros (SOARES et al., 2006). Estes tem apresentado importantes
fontes de compostos bioativos com potencial farmacoldégico, como exemplo, a
atividade antimicrobiana de extratos de tecido e de metabdlitos secundarios,
principalmente toxinas extraida de zoantideos (VENKATESWARLU et al., 1998;
QUINTANA et al.,, 2015); a atividade antiviral, antimicrobiana e antineoplasica
estudada por Rinehart (1981). Apesar dos avancos com 0s cnidarios, a maioria das
pesquisas relacionadas ao isolamento de substancias e atividade biolégica de
produtos naturais de organismos marinhos é com as algas (LHULLIER et al., 2006,
HWANG et al., 2008, ZHANG et al., 2010, WIJESEKARA et al., 2011).

Uma das espécies de cnidarios que vem despertando a curiosidade dos
pesquisadores é o Palythoa caribaeorum (Duchassaing & Michelotti, 1860), um
zoantideo bastante abundante no litoral pernambucano, com maior predominancia
nas praias de Piedade, Guadalupe e Suape. Estes formam extensas col6nias que
guando expostas ao ambiente, durante a maré baixa, seus polipos produzem e
libera um muco, conhecido popularmente como “baba de boi” e cuja principal fungéo
€ proteger a col6nia da dessecacéo (SOARES et al., 2006, MELO et al., 2012). Essa
espécie pertence ao género Palythoa, o qual se caracteriza pela presenca de uma
potente toxina denominada palitoxina (WU, 2009).

Segundo Soares (2006), o muco é utilizado popularmente como analgésico e

anti-inflamatorio através do uso tépico acelerando o processo de cicatrizacdo nos
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tecidos lesionados. Assim, em seu estudo, foi observado que o extrato hidroalcodlico
a partir do P. caribaeorum nao apresentavam toxicidade em camundongos, além de
identificar uma significante atividade analgésica. Além da analgesia, 0 extrato
alcodlico do muco se mostrou com potencial para acelerar o processo de reparo
tecidual em ratos (COSTA, 2013).

Recentemente, estudos tem demonstrado que extratos de alguns cnidarios
apresentam efeito toxico sistémico que estdo relacionadas a sua atividade
proteolitica (GARCIA-ARREDONDO et al., 2015). A grande maioria das proteinas
purificadas e caracterizadas dos tecidos e fluidos corporais de invertebrados
marinhos, tais como as esponjas (KAWSAR et al., 2008), crustaceos (RITTIDACH et
al., 2007) e moluscos (ALPUCHE et al., 2010), sdo as lectinas (BARNEJEE et al.,
2004). Além das lectinas, outras vem sendo identificadas e apresentando potencial
biol6gico para antimicrobiano, antitumoral, antioxidante (STEINESTEL et al., 2015).

Diante do exposto, as caracteristicas citadas do Palythoa ressaltam a riqgueza
do seu muco como fonte de compostos biologicamente ativos, se fazendo
necessarias investigacbes mais profundas sobre suas propriedades bioldgicas.
Estudos nesta vertente se mostram inovadores, tendo grande impacto econdémico e
social, além de utilizar inovagfes biotecnoldgicas aplicadas a saude. Com isso, 0
presente trabalho tem como objetivo investigar as propriedades biolégicas do muco
e do seu extrato proteico; e atraves da eletroforese bidimensional seguido de analise
com espectrometria de massa do tipo Maldi-ToF caracterizar as proteinas presentes

No Muco.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar as propriedades bioldgicas e identificar o perfil proteomico do muco
produzido pelo P. caribaeorum.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade do muco produzido pelo Palythoa caribaeorum e do seu
extrato proteico frente a linhagens de células indiferenciadas;

e Estudar a atividade antimicrobiana do muco produzido pelo Palythoa
caribaeorum e de seu extrato proteico;

e Determinar a atividade antioxidante e hemolitica do muco produzido pelo
Palythoa caribaeorum;

e Tragar o perfil proteomico do muco produzido pelo Palythoa caribaeorum.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1. Cnidarios

O termo Cnidaria origina-se do grego “knide”, que significa “urtiga”,
denominando assim o filo que se caracteriza por animais cujo tecido encontram
células urticantes denominadas cniddcitos, utilizadas para sua defesa e captura de
presas. Estes animais vém causando interesse farmacolégico devido as substancias
secretoras, como toxinas e mucos (NEVES et al., 2007).

Uma caracteristica marcante do filo Cnidaria é a presen¢a de nematocistos
(cnidocistos), estruturas contendo toxinas utilizadas para defesa e alimentagéo,
produzidas por células especializadas (cnidocitos) localizadas na epiderme do
animal. Ainda, sdo animais diploblasticos, com apenas dois epitélios (epiderme e
gastroderme) separados por uma camada denominada mesogléia. Possuem apenas
uma cavidade corporea denominada cavidade gastrovascular, com apenas uma
abertura para o ambiente, a boca (RABELLO, 2007).

14



Contudo, o estudo quimico com cnidarios teve grande impulso durante a
década de 60 com o descobrimento das prostaglandinas em varias espécies de
corais moles do Caribe, em especial a Gorgonia Plexaura homomalla
(WEINHEIMER; SPRAGGINS, 1969). Algumas propriedades biolégicas, como
antimicrobiana foi detectada a partir de extratos de tecidos e de metabdlitos
secundarios extraidos de espécies de zoantideos. (VENKATESWARLU et al., 1998;
QUINTANA et al., 2015). Apesar dos avancos com 0s cnidarios, as algas lideram a
maioria das pesquisas relacionadas ao isolamento de substéancias, caracterizagao e
atividade biolégica de produtos naturais de organismos marinhos (HWANG et al.,
2008, ZHANG et al., 2010, WIJESEKARA et al., 2011).

3.2. Palythoa caribaeorum

Os zoantideos sao cnidarios polipoides exclusivamente marinhos que
habitam os recifes costeiros (SOARES et al., 2006). Algumas espécies, como 0
Palythoa caribaeorum, abrigam em seus tecidos, microalgas, denominadas
zooxantelas (zooxanthellae), com quem mantém uma relagdo de simbiose. Estas
algas fotossintéticas contribuem significativamente para a nutricdo do seu
hospedeiro (MUSCATINE, 1990; KEMP et al.,, 2006). Em troca, as zooxantelas
recebem altas concentragdes de nitrogénio e carbono inorganico (MEDONCA-NETO
et al., 2008) além de receberem protecdo contra os raios UV (LESSER e SHICK,
1989).

Os corais, zoantideos, anémomas do mar sdo descritos como competidores,
através de seus Orgaos agressivos como tentaculos, ou por aleloquimicos.
Evidéncias recentes sugere que varias espécies de zoantideos como Palythoa sp
tire proveito da carga de nutrientes em recifes e ganham uma vantagem competitiva
sobre outros organismos sésseis como esponjas (SINGH E THAKUR, 2016).

O P. caribaeorum (Duchassaing & Michelotti, 1860) é um zoantideo,
pertencente ao filo Cnidaria, amplamente distribuido nos recifes do Caribe e do
Brasil, em toda costa oeste do oceano atlantico (REIMER et al., 2007) e bastante
abundante no litoral sul de Pernambuco, com maior predominéncia nas praias de

Piedade, Guadalupe e Suape (Figura 1) e também em Porto de Galinha. Além de

15



também ocorrer no Atol das Rocas, nos arquipélagos de Fernando de Noronha, Sdo
Pedro e S&o Paulo, Abrolhos, e na ilha Trindade (NEVES et al., 2002). A
predominéancia deste organismo em muitos recifes pode ser explicada por sua alta
tolerdncia a estresses ambientais (SEBENS, 1982) e por sua alta capacidade
reprodutiva (ACOSTA e ASBAHR, 2000). Estes animais apresentam o0 corpo em
forma de coluna e formam extensas colénias quando expostas ao ambiente, e
durante a maré baixa, seus polipos retraidos produzem um muco, conhecido
popularmente como “baba de boi” e cuja fungéo € proteger a colonia da dessecagéao
(SOARES et al., 2006, MELO et al., 2012) (Figura 2).

O género Palythoa se caracteriza pela presenca de uma potente toxina
denominada palitoxina (WU, 2009), um dos mais toxico e complexo produto natural
de composicdo ndo proteica (SOSA et al., 2009). Sua acdo citotdxica foi avaliada
contra linhagem de células do intestino humano, Caco-2, usado como modelo in vitro
para investigar absorgdo da palitoxina no limem do intestino (PELIN et al., 2012), e
contra linhagem de células da pele humana, HaCaT (queratindcitos), para analisar in
vitro a resposta da pele em contato com a toxina, tendo como resultado a morte das
células por necrose, como principal mecanismo de morte celular (PELIN et al.,
2014). Estas pesquisas tiveram como respaldo, incidéncias de intoxicacdo humana
pela palitoxina através dos frutos do mar (ALIGIZAKI et al., 2011), e por contato
fisico direto na pele (DEEDS e SCHWARTZ, 2010). Esta toxina foi purificada e
descrita pela primeira vez em 1971 no Havai através do Palythoa toxica (MOORE e
SCHEUER, 1971) e posteriormente detectada em outras espécies de Palythoa,
como P. tuberculosa (KIMURA et al.,, 1972), P. mammillosa e P. caraibeorum
(ATTAWAY e CIERESZKO, 1974).

Figura 1. Praias localizadas no litoral sul do estado de Pernambuco, que possui coldnias de Palythoa

caribaeorum. a.Piedade, b.Guadalupe, c.Suape.
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Fonte: Melo et al., 2012
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Figura 2. Palythoa caribaeorum. a. Colbnias organizadas em tapetes na superficie do recife, b.

Pdlipos abertos (colénias submersas) c. Pélipos retraidos (coldnias expostas).
Fonte: Melo et al., 2012

Populacdes de P. Caribaeorum coletados no litoral Pernambucano foram
testadas para toxicidade em camundongos e nenhuma mortalidade foi observada
com doses de até 2000 mg/Kg, e ainda ndo induziam efeitos deletérios no sistema
nervoso central e autbnomo. Ainda neste trabalho, os pesquisadores identificaram
uma significante atividade analgésica em camundongos, quando inoculados com
extratos hidroalcodlicos deste zoantideo (SOARES et al., 2006). No entanto uma
abordagem bioquimica e fitoquimica, através de CCD foram identificadas a presenca
de terpenos e agucares redutores, assim como pequenas quantidades de proteinas
e grande quantidade de carboidratos (COSTA, 2013).

O P. caribaecorum também comumente encontrada nas aguas rasas do
Atlantico México, no qual, foi estudado uma fracdo de baixo peso molecular do seu
veneno, avaliada contra atividades dos canais de sédio voltagem-dependentes do
ganglio superior cervical, de neurdnios de rato. Os resultados mostraram que esta
fracdo foi sensivel a inativacdo do canal de sédio, evidenciando a presenca de
neurotoxinas (LAZCANO-PEREZ et al., 2014).

Apesar da ampla distribuicdo geografica do P. caribaeorum pouco se sabe a
respeito da microbiota do seu muco. Vendo isto, Campos et al., 2015 realizou uma
caracterizagdo taxondmica da microbiota presente no muco na praia do litoral sul de
Pernambuco. O grupo dominante encontrado foi Y-proteobacteria (72%) seguido de

a-proteobacteria, actinobacteria (12%) e Firmicutes (4%). Entre as Y'-proteobacteria
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Campos et al., 2015 encontrou Alcanivorax dieselolei, uma bactéria degradadora de
alcanos. Este € um género que compreende espécies gram-negativas, aerobias e
halofiticas, que possuem a capacidade de metabolizar hidrocarbonetos alcanos
como uma fonte de carbono, além de esta sendo utilizadas em projetos de
biorremediagdo em ambientes marinhos poluidos. Este foi o primeiro registro de
qgualquer associacdo entre A. dieselolei e P. caribaeorum, e a primeira ocorréncia

relatada no Oceano Atlantico.

3.3 Muco de corais

O muco € o maior produto de secrecdo de corais (duros e moles) sendo
produzido pelas células glandulares ectodermais a partir da fixacdo de carbono. E
um fluido viscoelstico, tendo a agua como maior constituinte, mas desde 1977 vem
discutindo a respeito da sua composicdo que varia de acordo com a espécie
(DAUMAS e THOMASSIN, 1977).

Estudos tem demonstrado que mudancas no meio ambiente como diminuicéo
no pH, aumento de temperatura e da matéria organica pode esta alterando a
composicdo dos corais e em consequéncia também o muco pode esta sofrendo com
as mudancas ambientais (AINSWORTH et al., 2009; LITTMAN et al., 2010).

Entre suas principais fungbes, o muco atua contra os raios ultravioletas,
predadores e contra dessecacao durante a maré baixa, inclui ainda locomocao,
limpeza, processamento de particulas de alimentos e defesa contra agente fisico-
guimica e agente infecciosa. Ele ainda fornece um ambiente e condicdes propicias
ao aparecimento de bactérias, atuando como suplemento para microrganismos
(TANIGUCHI et al., 2014 e 2015). A microbiota dos mucos de corais vem ganhando
espaco para pesquisa, pois 0S microrganismos associado aos corais pode
desempenhar um papel importante na saude do hospedeiro como protecdo contra
bactérias patogénicas pela sua producdo de compostos antibacterianos (RITCHIE et
al., 2006; SHNIT-ORLAND et al., 2009).

Além das zooxantelas, algas endossimbiédticas, no qual 0 muco mantém uma
associagdo simbiotica que contribui para nutricdo do hospedeiro transformando

carbono inorganico em carbono fotossintético (LESSER e SHICK, 1989;
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MUSCATINE, 1990), o muco secretado pelos corais apresenta outros
microrganismos, como bactérias, archaea, fungos e virus. Estes formam uma
estreita relacéo entre si, e qualquer disturbio ecolégico pode comprometer a saude
do hospedeiro, pois estes sédo capazes de proteger os corais da invasédo de
patdgenos (ROHWER et al., 2002).

Nos ultimos anos tem havido um aumento exponencial na pesquisa com
muco de corais. A area mais ativa tem sido o estudo da estrutura e funcéo,
retratando a dinamica do muco dos corais (BYTHELL E WILD, 2011). Em 2013,
Carlos et al. (2013) avaliou a composicao taxondmica de comunidades bacterianas
associadas com o muco de quatro espécies de corais (M. decactis, Mussismilia
hispida, Palythoa caribaeorum, e Tubastraea coccinea) em duas épocas (inverno e
verao).

Algumas proteinas ja foram isoladas de muco de invertebrados marinhos,
como ostras, no qual o muco demonstrou ter uma grande importancia no tratamento
de particulas de alimentos e nas interaccbes com agentes patogénicos. Dada a
pouca informacéo disponivel sobre o muco em bivalves, a caracterizacdo dessas
secre¢cdes mucosas tornou-se uma prioridade de investigacdo. Neste estudo, o
muco foi coletado separadamente dos manto, branquias e palpos labiais da ostra-
americana (Crassostrea virginica) e analisados por cromatografia liquida e
espectrometria de massa. Os resultados mostraram a presenca de uma grande
variedade de moléculas envolvidas em interaccbes hospedeiro-microbianas,
incluindo moléculas de adesédo (por exemplo, lectinas do tipo C) (ESPINOSA et al.,
2016).

Além de bivalves, o0 muco produzido pelo poliqueta Myxicola infundibulum
também foi avaliado quanto a suas propriedades fisico-quimicas, levando em
consideracdo ndo apenas o conteudo proteico (1,2%), mas também carboidratos,
lipideos, osmolaridade, condutividade elétrica (STABILI et al., 2014).

3.4. Estudos proteomicos de organismos marinhos
A proteomica € o estudo em larga escala de proteinas expressadas por um
organismo e fornece uma visdo global dos mecanismos toxicolégicos de

contaminantes. Portanto tem sido utilizada em ecotoxicologia, resultando no
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surgimento de "ecotoxicoproteomica". Portanto, a proteomica pode expor alteragdes
gue os poluentes provocam nas proteinas. Um estudo realizado com cipermetrina,
um pesticida agricola e doméstica, mostrou que este pesticida induziu alteracdes
nas proteinas relacionadas a fotossintese em algas marinhas (GAO et al., 2016; YU
et al., 2016).

Proteomica geralmente envolve extracdo, separacdo e identificacdo de
proteinas em amostras biologicas, visto que as proteinas sdo importantes para o
desenvovimento dos organismos vivos e que podem ter importantes perfis de
propriedades bioldgicas, pois representam uma variavel fonte de novos terapéuticos
(LIMA et al., 2013).

Alguns organismos marinhos, como bivalves (Perna viridis) tem sido
utilizados como modelo para conhecer o perfil proteico. No estudo, foram
comparados os perfis de proteinas em branquias de Perna viridis ap0s a exposicéo
ao Prorocentrum lima, um dinoflagelado que produz toxinas, e identificou as
diferencas de abundancia de spots. As proteinas que foram identificadas estéo
envolvidas em varias atividades biolégicas, como o0 metabolismo, citoesqueleto,
transducao de sinal, resposta oxidativa a estresse e desintoxicacdo (HUANG et al.,
2015).

Variedade de peptideos e proteinas de cnidarios foram identificadas atuando
como como neurotoxina e citolisinas. Mais de 32 espécies de anémonas do mar
produzem peptideos citoliticos e proteinas. Os cnidarios em geral, produzem que
toxinas representam uma estratégia para sobrevivéncia em condi¢des especificas.
N&do € surpreendente que 0s seus componentes exercam efeitos potentes e
especificos (ANDERLUH et al.,, 2002). A analise do perfil protebmico de outro
cnidario, Millepora complanata, popularmente conhecido como "coral fogo", levou ao
isolamento de uma proteina vasoconstrictora de 61 KDa (GARCIA-ARREDONDO et
al., 2015).

Os equinodermos, como estrelas do mar, também sao alvos de identificacéo
do seu conteudo proteico. Sua secrecao epidérmica, as quais representam a
primeira barreira contra invasores, foi analisada e identificada proteinas envolvidas
na defesa e adesdo do organismo (HENNEBERT et al., 2015). Os peixes por sua

vez, conhecidos por serem ricos em 6mega 3, vitaminas e minerais, apresentam
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peptideos a partir de proteinas hidrolisadas, com atividade antioxidante. Os
peptideos foram identificados e purificados de carapau (Megalaspis cordyla) e
corvina (Otolithes ruber) (KUMAR et al., 2012). Sila e Bougatef (2016) sugere que 0s
peptideos antioxidantes sejam utilizados ndo apenas como alimentos funcionais,
mas também para fins terapéuticos.

Além dos peixes (SLIZYTE et al., 2010), outros animais foram alvos de
analises de perfil proteomico, como mexilhdo (JUNG e KIM, 2005), lulas (SHEIH et
al., 2009), caracois marinhos (ROBINSON et al., 2015), Plancton Brachionus
rotundiformis (BYUN et al., 2009) todos apresentaram conteldo proteico com
propriedades antioxidante.

Grande parte das analises proteicas encontram peptideos com atividade
antioxidante. Porém 1985, os peptideos derivados da esponja Discodermia kilensls
foram estudados e detectados com acao antimicrobiana (MATSUNAGA et al., 1985;
LIU et al., 2008), sdo os chamados peptideos antimicrobianos, candidatos
promissores para novos agentes terapéuticos (KIM e WIJESEKARA, 2010;
MANSOUR et al., 2014).

As proteinas e peptideos bioativos tem sido isolados ndo s6 a partir de
animais marinhos, mas também de algas marinhas (SHEINH et al., 2009). Embora
em uma escala menor em relacdo aos animais marinhos, algumas proteinas como
lectina e ficobiloproteinas foram relatadas a partir de algas. E foi a partir da alga
vermelha Bryothamnion triquetrum que uma nova familia de lectina foi isolada
(BUCK et al., 1992; CALVETTE et al., 2000). Ademais, Saccharina longicruris é uma
macroalga, na qual apresenta proteinas antimicrobianas (BEAULIEU et al., 2015).

Além do uso terapéutico que as proteinas marinhas podem exercer, elas
podem utilizadas como bioindicadores da poluicdo, assim como as proteinas do
mexilh&o Mytilus galloprovincialis, por exemplo, coletadas sazonalmente no Norte do
Adriatico, Croécia, foram caracterizadas e determinadas como biomarcadoras de
poluicdo ambiental (HAMER et al., 2004). A utilizacdo da proteémica pode ser uma
ferramenta importante para se descobrir efeitos, até entdo desconhecidos, de
estressores ambientais, como mudancas na temperatura, osmética, e condi¢cdes
aerbbicas (TOMANEK, 2010).
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Resumo

O Palythoa caribaeorum, do filo Cnidaria, € um organismo marinho abundante no
litoral de Pernambuco e responsavel pela producdo de um muco durante a maré
baixa. Esse muco ainda € pouco conhecido quanto as suas propriedades
bioquimicas e farmacoldgicas. Desse modo, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar as
atividades biolégicas do muco e do seu extrato proteico (EP) e tracar o seu perfil
protedmico. A citotoxicidade revelou que o EP apresentou viabilidade celular abaixo
de 50 % nas linhagens de MCF-7 e S-180; ICso de 6,9 pg/mL para a linhagem de
macrofagos (J774); e favoreceu o crescimento celular de fibroblastos. Ainda, o EP
exibiu atividade contra Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus e Staphylococcus epidermidis. O muco nao apresentou atividade hemolitica
e foi capaz de reduzir em 50 % do radical ABTS. A identificacdo do perfil proteomico
mostrou 76 spots, dos quais 14 proteinas foram identificadas pelo algoritmo Mascot
(Matrix ~ Biosciences):  “glutamyl-tRNA  synthetase”, “Hypothetical protein
PFICI_09699” e “Hypothetical protein NECAME_18605", “Proteasome subunit aloha

type-1”,

” “

PAS domain S-box protein, parcial”’, “Uroporphyrinogen-lll synthase”, “Beta-
2-microglobulin”, “Zinc metalloproteinase-disintegrin-like”, “mitochondrial import inner
membrane tranlocase subunit Tim 107, “deoxynucleoside triphosphate
triphosphohydrolase SAMHD1-LIKE isoform X2”, “Zinc Finger Protein 654", “Deleted
in malignant brain tumors 1 protein-like”, LIN-52. “Killer protein”. Diante do exposto, o
muco produzido pelo P. caribaeorum apresenta-se como uma fonte rica para

isolamento de biomoléculas com atrativo potencial terapéutico.

Palavras-chave: Zoantideo. Palythoa caribaeorum. Protedmica. Citotoxicidade.

Muco.

Abstract

The marine invertebrates are capable of producing bioactive compounds that may be
of therapeutic use. The Palythoa caribaeorum belonging to the phylum Cnidaria, is

an abundant marine organism in the coast of Pernambuco. The mucus produced by

it during low tide, known as baba ox, is still little known about their biochemical and
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pharmacological properties. The objective of this study was to assess possible
biological activities of mucus and its protein extract and trace the proteomic profile of
the mucus. Cytotoxicity revealed that the protein extract showed cell viability below
50% in the lines MCF-7 and S-180, and the line of macrophages (J774) extract
showed ICsp of 6.9 ug / ml, suggesting the therapeutic use against intracellular
infections. Presented IGH 250 ug / ml for Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis. The identification of the
proteomic profile shows 76 spots, of which 14 proteins were identified: “glutamyl-
tRNA synthetase”, “Hypothetical protein PFICI_09699” and “Hypothetical protein
NECAME_18605", “Proteasome subunit aloha type-1°, “PAS domain S-box protein,
parcial”, “Uroporphyrinogen-Iii synthase”, “Beta-2-microglobulin®, “Zinc
metalloproteinase-disintegrin-like”, “mitochondrial import inner membrane tranlocase
subunit Tim 10, “deoxynucleoside triphosphate triphosphohydrolase SAMHD1-LIKE
isoform X27, “Zinc Finger Protein 654", “Deleted in malignant brain tumors 1 protein-
like”, LIN-52. “Killer protein”. Given the above, the mucus produced by P.
caribaeorum presents itself as a rich source for the isolation of biomolecules with

attractive therapeutic potential.

Keywords: Zoanthid. Palythoa caribaeorum. Proteomics. Cytotoxicity. Mucus.

Destaques

e Esse é o primeiro trabalho com objetivo de desvendar as proteinas existentes

NO MUucCO,

e O extrato proteico apresentou acao antitumoral in vitro e antimicrobiano;

¢ Identificada proteina Metaloproteinase envolvida na regeneracéao tecidual;

e Duas proteinas foram identificadas com potencial contra células tumorais.

1. Introducéo
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Nas Uultimas décadas houve um aumento nas descobertas de novas
substancias isoladas a partir de organismos marinhos (Blunt et al., 2014; Quintana et
al., 2015), pois estes tém sido visto como potencial de compostos bioativos com
véarias atividades bioldgicas, capazes de sintetizar moléculas citotoxicas potentes,
gue tem funcbes especificas para protecdo e defesa contra infeccbes por
microrganismos. As propriedades biolégicas podem ter aplicacBes terapéuticas para
a saude (Blunt et al., 2014; Kim et al., 2012). Um desses bioativos sdo as moléculas
de proteinas, promissoras para o desenvolvimento de compostos terapéuticos. A
caracterizagdo proteomica é importante para detectar as proteinas com numerosos
efeitos a saude (Beaulieu et al., 2015). H& proteinas compropriedades biologicas
bem definidas como antioxidantes (Robinson et al., 2015), antibacterianas (Sila et
al., 2014; Samy et al., 2015) e antiproliferativas (Picot et al., 2006; Suarez-Jimenez
et al., 2012) e anti-hipertensiva (Ochoa-M"endez et al., 2016).

O zoantideo Palythoa caribaeorum, pertencente ao filo Cnidaria, é bastante
abundante no litoral Pernambucano. Nesta regido € encontrado alto grau de
endemismo e competividade, iSso torna o ambiente mais diverso quanto as suas
caracteristicas biolégicas. Seu desenvolvimento é vegetativo com altas taxas de
regeneracdo. Durante a maré baixa, seus polipos liberam um muco conhecido como
baba de boi, que serve principalmente para proteger a colénia contra dessecacéao e
contra patégenos (Soares et al., 2006; Almeida et al., 2012).

A grande diversidade de biocompostos sintetizados pelos organismos
marinhos pode representar aplicagdes terapéuticas a saude humana (Vizetto-Duarte
et al., 2015). Segundo relatos populares, o muco apresenta efeito cicatrizante, anti-
inflamatdrio e analgésico (Soares et al., 2006). Portanto, as caracteristicas do muco,
o0 torna importante fonte para investigacdes, visto que ainda ndo ha estudos
bioldgicos, tdo pouco o isolamento de substancias.

Devido ao aumento da resisténcia aos antibioticos convencionais bem como
as doencas associadas a infeccfes, ha uma procura incessante para a descoberta
de novos agentes terapéuticos e eficazes ndo somente contra bactérias, mas
também contra células cancerigenas, no qual os quimioterapicos utilizados no
tratamento sdo sintéticos e causam efeitos indesejaveis. Porquanto, as proteinas e

seus derivados vém sendo investigados para o uso terapéutico, pois possuem perfil
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especifico, ndo causam efeitos colaterais e ndo promovem resisténcia bacteriana
(Padhi et al., 2014).

Este estudo tem a finalidade de avaliar a citotoxicidade do muco e o seu
extrato proteico contra células cancerigenas Sarcoma-180 (tumor ascitico de ratos),
MCF7 (cancer de mama humano) e HELA (adenocarcinoma do colo do (tero
humano), e células normais, J774 (macrofagos de murino) e CCD1072Sk ATCC®
CRL2088™ (fibroblastos humano), bem como testar seu potencial antimicrobiano. O
muco foi avaliado ainda quanto a sua atividade antioxidante e hemolitica.
Complementarmente, este € um trabalho pioneiro cujo objetivo foi determinar o perfil

proteico do muco e avaliar suas propriedades biologicas e do seu extrato proteico.

2. Material e Métodos

2.1. Coleta do material bioldgico

As amostras do muco produzido pelo zoantideo Palythoa caribaeorum foram
coletadas na praia de Porto de Galinha no municipio de Ipojuca, litoral sul de
Pernambuco/Brasil (8°30'24”S; 34°59'52”W). Esta etapa foi realizada com a
colaboracdo do Prof® Dr. Carlos Daniel Perez (Laboratorio de Biodiversidade do
Centro Académico de Vitéria/Universidade Federal de Pernambuco). O muco foi
coletado diretamente de suas colonias, através de estimulacdo digital, com auxilio
de luvas. O material coletado foi transportado em caixa térmica hermeticamente
fechada e lacrada a 4°C, até o local final do armazenamento (- 20°C). As amostras
bioldgicas coletadas do Palythoa foram submetidas ao congelamento (- 80°C), e em

seguida liofilizadas.

2. 2. Preparacdo do muco

O muco liofilizado (19g) foi reidratado com 15 mL de agua ultra pura e levado
ao banho ultrassdnico em baixa temperatura (= 4°C) por 40 min. Em seguida, o
material foi centrifugado, rotor RA-3R a 10.000 rpm por 15 min. a 20°C. O
sobrenadante foi coletado e submetido a congelamento (- 80°C) e novamente foi

para liofilizacao.
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Posteriormente, 400mg do liofilizado foi diluido em 1 mL de agua ultra pura e
foi feito a dosagem de proteinas através do kit comercial, 2-D Quant Kit (Ge
Healthcare), este kit € capaz de quantificar precisamente as proteinas da amostra
eliminando quaisquer interferentes, aumentando sua eficiéncia. A amostra foi lida no
espectrofotdmetro a 480 nm. Foi determinada uma curva padrao, e a partir desta, foi

estimada a dosagem de proteinas.

2. 3. Ensaio de citotoxicidade

Os experimentos foram conduzidos com Células de tumor primario,
Sarcoma-180 (S-180), assim como células tumorais permanentes HELA e MCF-7
(cancer de mama), e ainda utilizamos duas linhagens de células saudaveis, J774
(macréfagos) e CCD1072Sk (fibroblasto humano). Um ensaio de MTT foi utilizado
para determinar a viabilidade celular (Mossman , 1983). Exceto as células de S-180,
em que a contagem de células foi feita diretamente na camara de Neubauer, a uma
densidade de 1x10°8 células/mL, as outras linhagens foram cultivadas em meio de
cultura DMEM, suplementado com soro fetal bovino (10 %) e uma associacdo dos
antibiéticos: penicilina-estreptomicina (1 %). Estas foram tripsinizadas e depois
inoculadas em placas de 96 pocos, a uma densidade de 1x10% — 1x10° células/mL e
apos 24h de incubagéo a 37 °C e 5 % de CO2, foram expostas aos tratamentos por
48 horas, nas concentracdes finais de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 ug/mL. O composto
foi solubilizado em meio de cultura ndo suplementado. Apés 48h de exposicdo ao
tratamento, foi adicionado em cada poco, 25 pL de solugcéo de MTT (5mg/mL), e as
placas foram incubadas durante 3h. ApGs a incubagédo o sobrenadante foi removido
e foram adicionados 200 yL de DMSO. A leitura da absorbancia foi realizada em
Leitor de Microplaca, a 570 nm. Em comparagcdo com 0s grupos controle, a
citotoxicidade foi expressa em viabilidade celular: (As7o da populagéo celular tratada
X 100 / As7o da populagao celular ndo tratada) (Santos et al., 2015). Foi utilizado

DMSO como controle positivo.
2.4. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana in vitro foi avaliada pelo método de microdiluicao
de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014).
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Inicialmente foi distribuido caldo Mdueller-Hinton em cada po¢o das placas. Em
seguida foram adicionadas as amostras (proteinas e muco) através de diluicdo
seriada e posteriormente as suspensfes bacterianas foram adicionadas. As
microplacas foram incubadas a 35 °C por 24h e a concentragcdo inibitéria minima
(CIM) foi determinada como a menor concentragcdo capaz de inibir o crescimento
microbiano utilizando o corante resazurina. A concentracdo bactericida minima
(CBM) foi determinada depois dos resultados de CIM. Uma aliqguota dos micro-
organismos dos pogos em que ndo houve crescimento visivel foi inoculada em &gar
Mueller-Hinton e as placas foram incubadas a 35 °C por 24h. Apés este periodo a
CBM foi determinada como a menor concentracdo que nao houve crescimento

microbiano.

2.5. Determinagéo da atividade antioxidante total

Foi determinado pelo método de Re et al (Re et al., 1999). O radical ABTS*
foi dissolvido em um volume de agua destilada apropriado e adicionado a uma
solucéo de Persulfato de potassio e deixado a 27 °C por 16 horas ao abrigo da luz.
ApoOs esse tempo, 1 mL da solugdo foi dissolvido em etanol até obter uma
absorbéancia de 0,70 £ 0,5 nm a 734 nm. Para tal, utilizou-se o Trolox como padréao.

Em ambiente escuro foi transferido uma aliquota de 30 uL de cada diluigao
do muco para tubos de ensaio contendo 3,0 mL do radical ABTS". A leitura (734 nm)
foi realizada apos 6, 15, 30, 45, 60 e 120 minutos. As absorbancias obtidas foram
substituidas na equacdo da reta da curva padrdo do trolox. O valor final obtido

corresponde a porcentagem de atividade antioxidante.

2. 6. Atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi realizada de acordo com Jandud (2013) com
algumas modificagBes. O sangue para o ensaio hemolitico (5 a 10 ml) foi obtido de
voluntarios saudaveis por puncdo venosa e colocado em tubos heparinizados. Os
eritrocitos humanos foram isolados por centrifugacéo (1500 rpm, 10 min a 4 ° C). Os
eritrécitos foram lavados trés vezes com solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS; pH 7,4). Cada tubo recebeu 1,1 ml de suspenséao de eritrocitos (1%) e 0,4 mL

de diferentes concentracées do muco (500, 250 e 125 mg / ml). Os controles foi
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DMSO 20% (negativo) e Triton-x (positivo). Apés 60 min de incubagéo as células
foram centrifugadas e a absorvéncia do sobrenadante foi registada a 540 nm. A

atividade hemolitica foi expressa pela seguinte formula:

AH = Amostra (média) — Controle (-) X 100%
Controle (+) — Controle (-)

2.7. Determinacéo do perfil protebmico

2.7.1. Extracao e quantificagdo de proteinas totais
O muco liofilizado (400 mg) foi diluido em 1 mL de agua ultra pura para a
guantificacdo de proteinas totais pelo 2-D Quant kit (GE Healthcare Corp., USA). A
leitura foi realizada em 480nm, tendo BSA (Albumina de Soro Bovino) como padrao.
As proteinas totais foram precipitadas utilizando o kit comercial 2-D Clean-

Up (GE Healthcare Corp., USA) seguindo as instruces do fabricante.

2.7.2. Eletroforese Bidimensional (E2D)

Para separacdo das proteinas presentes no muco foi utilizada a eletroforese
bidimensional (E2D). Dessa forma, para a primeira dimensao, 400 pug de proteina
total foi solubilizado em 250 pL de solucdo de hidratacdo (7M uréia, 2M tiouréia, 4%
CHAPS, 100 mM de DTT, 0,002% de azul de bromofenol e 2 % de Pharmalite pH 3-
10) e usada para a rehidratacdo das fitas Immobiline DryStrips, durante 16 h, a 27
°C usando IPGbox (GE Healthcare Corp., USA). A focalizacdo isoelétrica das
amostras embebidas nas fitas foi realizada em aparelho IPGPhor 3 IEF System da
Amersham (GE Healthcare Corp., USA). Apdés a 12 dimensdo, as fitas foram
equilibradas com tampéao contendo 6 M de uréia, 50 mM tampéo TRIS-HCI pH 6.8,
30 % de glicerol, 2 % de SDS e DTT (10 mg/mL) durante 15 min e a seguir, usando
0 mesmo tampao e tempo de incubacdo, com a iodoacetamida (25 mg/mL) em
substituicdo ao DTT. A corrida da 22 dimensao ocorreu em gel de 12,5 % de SDS-
PAGE, corrente elétrica de 20 mA e utilizando um tampéao Tris-glicina descrito por
Laemmli (1970). Os géis foram corados com uma solugdo de Coomassie Brilliant

Blue e suas imagens digitalizadas com auxilio do Image Scanner Ill (GE Healthcare
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Corp., USA). Os spots foram analisados pelo Software ImageMaster 2D Platinum
Versao 7.0 (GE Healthcare Corp., USA).

2.7.3. Tripsinizacéo dos spots

Os spots foram cortados com auxilio de um bisturi estéril e nos tubos
contendo os spots, nos quais ficaram por 12h em 200 pyL de solugdo de
descoloracdo (50% metanol, 5% &acido acético). Em seguida, esta solucédo foi
removida e adicionada a solucao de lavagem (25mM NH4HCOs : 50% Acetonitrila),
levado ao vortex por 10 minutos, repetindo-se 0 passo por outras duas vezes. Em
seguida, pela adicdo de Acetonitrila 100%, iniciou-se a desidratacdo dos spots, e
entdo, os géis foram secados em speedvac (Concentraton 5301, Eppendorf). A
tripsina foi preparada conforme as instru¢des do fabricante (In vitrogen Inc, USA) em
tampdo de 25 mM NH4HCOs. Os spots foram mantidos imersos na solucéo de
tripsina em banho maria a 37 °C (20 h). Apés o final da digestdo com tripsina, a
enzima foi inativada e procedeu-se a extragdo organica dos peptideos pela adicao
de 30 pL de solugdo 5% TFA: 50% ACN. Depois de incubados por 1 h, a solugéo
contendo os peptideos extraidos foi transferida para um novo tubo e com o auxilio
do speedvac foi concentrada.

2.7.4. Andlise de Espectrometria de massa

Apos extracdo dos peptideos, as amostras foram diluidas e homogeneizadas
em 10 uL de &cido trifluoroacético (TFA) a 0,1%. Apds este procedimento, uma
aliquota de 2 L foi misturada com o mesmo volume de matriz (acido alfa-ciano-4-
hidroxicinamico, 10 mg/mL) e 1 uL dessa mistura foi aplicado sobre a placa de
MALDI. Todas as amostras foram aplicadas em triplicata. Apdés secagem em
temperatura ambiente, a placa de MALDI foi inserida no equipamento.

Para a obtencdo dos espectros, foi utilizado um espectrémetro de massa
MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight) Autoflex Il
(Bruker Daltonics, Billerica, MA), equipado com laser de fase sélida, Nd:YAG (355
nm). A aquisicdo dos espectros foi realizada em modo refletido positivo, na faixa de
deteccdo m/z 700 - 5000, com aceleragéo dos ions a 19 kV. Uma calibragéo externa
foi feita com mistura padrdo de peptideos (Bruker Daltonics), utilizando-se os
seguintes padrdes (massa monoisotopica): Angiotensina Il ([M+H]" 1046,5418),
Angiotensina | ([M+H]* 1296,6848), Substancia P ([M+H]* 1347,7354), Bombesina
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(IM+H]* 1619,8223), ACTH clip 1-17 ([M+H]* 2093,0862), ACTH clip 18-39 ([M+H]*
2465,1983) e Somatostatina 28 ([M+H]* 3147,4710). Os espectros foram analisados

com auxilio do programa FlexAnalysis verséo 3.0 (Bruker Daltonics).
Os espectros obtidos foram analisados usando o algoritmo Mascot (Matrix

Biosciences) contra os bancos de dados de proteina do NCBI e SWissProt. Os
parametros utilizados foram: Taxinomia: Metazoa; modificacdes fixadas:

cabamidometil (C), modificagBes variaveis: Oxidacéo (M).

2.8. Andlises estatisticas

Os resultados de foram apresentados como média * d.p., obtidos a partir de
trés experimentos independentes em quadruplicata para o ensaio de citotoxicodade.
A analise de variancia (One-way ANOVA) seguida pelo teste Bonferroni para
comparacdes multiplas foram utilizados para comparar as médias entre 0s grupos.
Para a analise estatistica do teste hemolitico e o teste antioxidante foi utilizado
ANOVA seguido do teste de Tukey, para comparacdo de médias. As diferencas
foram consideradas estatisticamente significativas se P < 0,05 usando o programa
Graph Pad Prism (versao 5.00).

3. Resultados e discusséo
3.1. Ensaio de citotoxicidade

Para a citotoxicidade vale destacar que um composto é considerado bom
candidato para inibir o crescimento celular quando sua viabilidade celular for abaixo
de 50 % segundo Na (2007).

Nas células de S-180 nas concentragdes de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 pg/mL
do muco, a viabilidade celular exibiu valores respectivos de 79,05 £+ 3,95; 91,01 +
4,62; 88,26 + 5,66; 87,6 £ 5,1; 96,54 + 5,2 % (figura 1A). Enquanto que, para o
extrato proteico os valores de viabilidade celular foram de 28,98 + 2,49; 62,48 + 3,63,
80,82 £ 4,70; 84,34 + 3,0; 85,20 + 4,84 %, conforme figura 1A. PE apresentou
viabilidade abaixo de 50 % na concentragdo de 100 pg/mL, confirmando que o
extrato proteico foi tdo efetivo quanto o DMSO (21,45 %). Na concentracdo de 50
Mg/mL o EP tem com efeito citotdxico contra as células de sarcoma de acordo com
Cai (2012).
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No estudo de citotoxicidade contra as células de Hela, o muco apresentou
viabilidade celular entre 60 e 80 %. Nas concentracfes de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25
Mg/mL os valores foram respectivamente de 65,96 + 1,44; 73,02 + 1,37; 76,76 +
0,005; 75,96 + 1,64; 76,68 + 0,96 % (figura 1B). Ja o extrato proteico apresentou
respectivos valores de viabilidade: 82,93 + 1,2; 84,29 £+ 5,1; 84,2 £ 5,34; 85,68 *
1,04; 87,70 £ 3,73% significativamente maiores em relacdo ao muco (Figura 1B).

Quanto as células MCF-7 os valores de viabilidade celular para o muco
foram de 93,58 + 5,6; 83,12 + 1,4; 86,58 + 5,02; 88,38 + 2,34; 99,93 + 4,52 %. O
extrato proteico apresentou viabilidade abaixo de 50 % nas concentracdes de 100,
50 e 25 pg/mL, apresentando valores respectivos de 43,1 + 5,4; 46,87 + 1,15; 46,45
+ 2,5 % (figura 1C) demonstrando que o extrato proteico foi efetivo contra essa
linhagem celular em concentragdes baixas.

Proteinas totais de outros organismos marinhos como as de peixes, testadas
contra MCF-7 apresentaram viabilidade acima de 70 % mesmo em alta
concentracdo (1000 ug/mL) (Picot et al., 2006). Moléculas distintas de proteinas,
como polimeros naturais extraidos de Lentinus polychrous, apresentaram viabilidade
acima de 50% nas concentracdes de 100 e 50 ug/mL (Thetsrimuang et al., 2011).
Confirmando que o EP apresenta maior capacidade de inibicdo contra essas células.

O EP apresentou viabilidade abaixo de 50 % nas concentracdes de 100, 50,
25 e 12,5 yg/mL em células de J774 respectivos valores de 22,18 + 1,08; 28,52 +
0,24; 31,60 = 3,29; 37,57 £ 1,88 %. O muco nao apresentou citotoxicidade
significativa em nenhuma das concentragbes conforme a figura 1D. Uma toxina
proteica, Adenilato-ciclase (AC), associada a superficie de Bordetella pertussis,
bactéria gram negativa, apresentou mais de 80 % de inibicdo contra J774 na
concentracdo de 100 pg/mL (Hewlett et al., 2006), demonstrando que compostos de
natureza proteica apresentam propriedades bioldégicas de uso terapéutico. As
moléculas téxicas a macrofagos sdo importantes para combater principalmente
infeccdes intracelulares, como no caso da tuberculose, no qual Mycobacterium
tuberculosis, um patogeno intracelular, invade os macréfagos e causa a tuberculose
(Lira et al., 2009). O EP do muco pode uma boa fonte de moléculas bioativas a

utilizac&o terapéutica contra a tuberculose.
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A viabilidade dos fibroblastos (CCD1072Sk) observada apds exposi¢cdo ao
muco foi de 77,32 + 5,76; 80,09 + 2,27; 82,23 + 5,67; 80,85 + 5,64; 80,89 + 5,34 %
nas concentracdes de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 pug/mL, respectivamente. O EP do
muco apresentou viabilidade de 88,58 + 1,30; 87,3 £ 2,59; 79,24 + 4,23; 82,0 = 1,30;
108,32 £ 3,19 %, respectivamente, conforme a figura 1E. (Figura 1E). Os resultados
demostraram que tanto o muco quanto 0 extrato proteico ndo apresentaram
citotoxicidade. Um achado interessante foi percebido quando na concentracdo de
6,25 pg/mL do EP foi observado um aumento no crescimento celular, sugerindo a
proliferacédo dos fibroblastos, em conformidade com os relatos populares (Soares et
al., 2006), sugerindo que o EP desempenha papel importante no processo de reparo
tecidual, como agente cicatrizante. Adicionalmente, ha relatos de moléculas de
origem proteica que promove significativamente a cicatrizagdo de feridas, como o
peptideo LL37 (Ramos et al., 2011). Extratos do P. caribaeorum foi testado para
citotoxicidade contra Artemia, pequenos crustaceos da ordem Anostraca (Alencar et
al., 2015). Porém, o corrente estudo foi o primeiro, cujo objetivo foi obter o extrato
proteico do muco que o Palythoa produz.

As concentracdes que inibe 50 % do crescimento celular (ICso) séo
mostradas na tabela 1. O muco apresentou valores de ICso superiores a 100 ug/mL
em todas as células testadas, bem como o EP para as células de Hela e
CCD1072Sk. Esses dados sugerem que o0 muco nhao € efetivo para inibir o
crescimento das células segundo Akindele (2015). As linhagens de S-180, MCF7 e
J774 apresentaram duas questdes importantes: a primeira € que as células S-180 e
MCF-7 foram sensiveis ao EP. A segunda, é que as células J774 foram ainda mais
sensiveis, apresentando ICso de 6,9 + 2,24.

Atualmente h&4 uma grande procura por novos compostos antitumorais que
sejam eficientes e especificos. Um dos mais comumente utilizados é a Doxorrubicina
sintética apresentando ICso de 0,38 = 0,09 e 5,90 £ 0,44 pg/mL para as células de
MCF-7 e S-180 respectivamente. Porém agentes quimioterapicos como a
doxorrubicina apresentam limitacdes: ndo sdo seletivos ou especificos e afetam
tanto as células tumorais como as normais, além de contraindicagfes na presenca
de infecbes generalizadas (Schmitt and Breinig, 2006). As caracteristicas de

especificidade de seus substratos tornam as moléculas de origem proteica mais
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efetivas e com menos efeitos colaterais, além de ser de origem natural. ja a

Doxorubicina é sintéticas, pouca especificidade (Chen et al., 2013).

3.2. Atividade antimicrobiana

Inicialmente, o muco foi testado para avaliar a atividade antimicrobiana
conforma tabela 2. Os resultados demonstraram que 0 muco n&do apresentou
atividade contra as bactérias testadas. Em seguida, a atividade antimicrobiana do
extrato proteico testada contra duas bactérias gram negativas (Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae) e duas gram positivas (Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis) (tabela 2). Para todas as bactérias testadas o extrato
proteico apresentou CMI (Concentragcdo Minima Inibitéria) de 250 ug/mL e CBM
(Concentracao Bactericida Minima) superior. Segundo, CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) resultados de CBM acima de 250 ug/mL n&o representa valor
significativo.

E. coli € uma bactéria do trato intestinal, considerada como um patégeno
oportunista, causa a maioria das infeccbes do trato urindrio. O género
Staphylococcus € um grupo de bactérias que causam infe¢cdes. O S. aureus, esta
presente em superficies mucosas, causa deterioracdo dos alimentos, e assim como
E. coli provoca infe¢des por via alimentar (Barbosa et al., 2016). O S. epidermidis,
patdégeno oportunista, participa da biodiversidade da pele, e ainda, esta associada a
infecgcbes de dispositivos médicos implantados, como proteses cardiacas e
articulares (Von et al., 20002) e vem adquirindo fatores de resisténcia multipla aos
antibioticos convencionais (Gill et al., 2005). A Klebsiella pneumoniae € uma bactéria
importante da familia das Enterobactérias. A sua implicagdo maior é infeccdes
hospitalares (aparelho urinario e feridas) (Xia et al., 2016), principalmente em
pacientes imunocomprometidos com HIV (Rameshkumar et al., 2016).

Em concordancia com nossos resultados, extratos de invertebrados
marinhos como Sagassum vulgare e Laurencia dendroidea também apresentaram
CMI de 250 pug/mL para S. aureus (Bianco et al., 2015). Por outro lado, Jandu (2013)
testou o extrato metandlico Myracrodruon urundeuva, conhecida como aroreira, e

obteve CMI acima de 390 ug/mL para E. coli, K. pneumoniae e S. aureus. Em
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comparagdo com nossos resultados, isso sugere que o extrato proteico teve
melhores resultados de CMI.

Os resultados do muco foram de acordos com o0s encontrados por Lima
(2013). Ele verificou que o extrato bruto do Palythoa caribaeorum nao apresentou
resultados significativos contra bactérias patogénicas. Outros corais também foram
avaliados para atividade antimicrobiana, como Phyllogorgia dilatata, no qual foi
observado que seu conteudo proteico possui caracteristicas antimicrobianas,
principalmente contra o crescimento de K. pneumoniae e S. aureus. Isso nos indica
gue o conteudo proteico de organismos marinhos sdo moléculas promissoras e uma
alternativa aos antibiéticos comuns, confirmando os resultados que obtivemos com o

extrato proteico do muco produzido pelo Palythoa caribaeorum.

3.3. Atividade antioxidante

Os radicais livres desempenham um papel crucial na patogénese de
doencas humanas, como céancer, artrite e varias doencas neurodegenerativas e
pulmonares (Rameshkumar e Gutteridge, 2015). Antioxidantes protegem contra
esses radicais e, portanto, sdo importantes ferramentas na obtencdo e preservacao
de boas condicbes de saude. Portanto, os perfis de numerosos compostos
antioxidantes, naturais e sintéticas, sao frequentemente, a fim de identificar os mais
potentes (Arts et al., 2004).

ABTS* (2,2'-azino-bis  (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic  acid)) é
comumente usado como radical livre para avaliar compostos antioxidantes capazes
de reduzi-lo (Oehlke et al., 2011; Cheng et al., 2015). O muco produzido pelo
Palythoa caribaeorum foi analisado quanto a sua capacidade de reducao do radical
ABTS, no qual foi testado na concentracdo de 100 e 200 mg/mL em diferentes
tempos 6, 15, 30, 45, 60 e 120 min. Os valores de inibicdo na concentracdo 100
mg/mL foi de 0,0; 3,51; 19,8; 22,2; 24,3; 51,1 % nos respectivos tempos de 6, 15, 30,
45, 60 e 120 min. Na concentracdo de 200 mg/mL os valores de inibicdo nos
respectivos tempos foi de 0,0; 30,5; 20; 34,24; 33,37; 58,62 %, conforme figura 2. Os
valores apresentaram resultados significativamente diferentes exceto aos 6 e 30
minutos. O muco apresentou inibicdo acima de 50 % aos 120 min, apresentando

valor significativo de acordo com Alencar (2015), no qual realizou teste de atividade
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antioxidante com extratos do Palythoa caribaeorum e encontrou porcentagens de
inibicdo acima de 50 %.

Um ponto importante a ser discutido € as concentracdes altas pelos quais o
muco teve agao antioxidante. Isso pode ser explicado pelo fato de que ele foi testado
na integra de sua composi¢cdo, sem isolamentos de moléculas. Mas, ja foi
comprovado na atividade citotoxica e antimicrobiana, que o isolado proteico do muco

apresentou resultados que confirma seu potencial biolégico.

3.4. Atividade hemolitica

A avaliacdo da atividade hemolitica € usualmente realizada para determinar
possivel efeito citotoxico que esteja relacionado com danos direto a membrana
celular. A figura 3. apresenta o resultado de toxicidade do muco frente a eritrocitos
humano. A atividade hemolitica do muco testado nas concentra¢des de 500, 250 e
125 ug/mL teve resultado de 0,0; 0,14 e 0,45 % respectivamente, no qual nao
apresentaram diferencas estatisticas comparando as concentracdes entre si.

O veneno da medusa Chysaora sp. foi analisado quanto a capacidade de
causar hemolise e apresentou 20 % de hemdlise em eritrocitos humanos na
concentragao de 22 ug/mL (Becerra-Amezcua et al., 2016). De acordo com atividade
hemolitica do muco, inferior a 1% em concentracdes mais altas, concluimos que o
muco ndo apresenta capacidade de causar hemolise em eritrécitos humanos.

Alencar (2015) realizou testes de hemolise em diferentes extratos do
Palythoa caribaeorum. Conclui-se na sua andlise que os extratos (etandlico,
diclorometano, acetato de etila, aquoso do P. caribaeorum) apresentaram baixo
potencial hemolitico, inferior a 10%. Apenas na concentragéo de 100 pg/mL o extrato
bruto e o extrato com diclorometano aumentaram consideravelmente seu potencial
de hemdlise. Comparando com nossos resultados, isso nos indica que o Palythoa
possui componentes que causam hemdlise, mas 0 muco que ele produz, testado
isoladamente, ndo apresenta capacidade hemolitica. Ainda deve-se destacar que
esse € 0 primeiro estudo que prop0s testar a capacidade hemolitica do muco.

Esse teste foi feito principalmente para descartar a hipétese de que o muco
possui atividade citotdxica contra as hemacias, pois se assim fosse, ele ndo poderia

ser util em preparacbes farmacolégicas segundo Jandud (2013). Uma vez que
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compostos que possui importante atividade antimicrobiana e antioxidante ndo pode
ser utilizado na composicdo de medicamentos de uso terapéutico (Jandu et al.,
2013). Portanto, 0 muco pode ser utilizado em preparac¢des farmacoldgicas, uma vez

gue ele ndo apresenta atividade hemolitica.

3.5. Determinacao do perfil proteomico

3.5.1. Quantificacédo de proteinas totais
A quantificagdo de proteinas realizada através do 2-D Quant Kit (GE
Healthcare ®) apresentou um rendimento de 0,57%. Em 400 mg do muco contém

aproximadamente 2,28 mg de proteinas totais.

3.5.2. Eletroforese 2D

O perfil proteico do muco foi tracado através da Eletroforese 2D e corado
com Comassie Blue conforme figura 5. A andlise do Software ImageMaster 2D
Platinum identificou 76 spots, sendo 79 % proteinas basicas (figura 4 A). Dentre os
spots visualizados, 24% se comportam como proteinas basicas com pl entre 7 — 9.
Enquanto que, 23 % dos spots representaram proteinas acidas (pl-6) (Figura 4 B).

Ao avaliar o parametro peso molecular (PM), 34 % dos spots refere-se a
proteinas de peso molecular na faixa de 10 — 20 KDa; 26 % dos spots em proteinas
de 30 - 40 Kda, 9 % 40-60 e 8 % em proteinas de 80 - 100 KDa (Figura 4 C).

3.5.3. Andlise de Espectrometria de Massa

Estudo em MALDI —TOF identificou 14 proteinas pelo banco de dados
MASCOT (Matrix Biosciences) conforme a Tabela 3. Foi utilizado o grupo Metazoa
para a identificacdo, no qual se encaixa o Palythoa. Ainda na Tabela 3 estédo
descritas as principais funcdes das proteinas identificadas.

O spot 8 (figura 5), identificada como glutamyl-tRNA synthetase. Uma
descoberta recente demonstra seu envolvimento no mecanismo de resisténcia a
biocidas por bactérias probiéticas como o Lactobacillus pentosus (Mufioz et al.,
2016) (Tabela 3). Isso sugere que a presenca dela no muco possa estar envolvida

no processo de resisténcia ao estresse oxidativo que os corais vém enfrentando
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devido aos efeitos das alteracdes climaticas, como o aumento da temperatura nos
mares (Voolstra et al., 2011).

Uma proteina importante identificada Zinc finger protein 654, correspondente
ao spot 71 (figura 5) € envolvida com a destruicdo de células tumorais, como
explicado na tabela 3. Portanto, sugere-se que ela esteja participando do processo
de inibicdo celular que o extrato proteico do muco apresentou, no corrente estudo,
frente as células MCF-7, S-180 e J774. Nao ha relatos da sua funcdo para o
Palythoa caribaeorum, porém ela pode ser responsavel pelo mecanismo de defesa,
na destruicdo de microrganismos patogénicos.

Outra proteina identificada como Deleted in malignant brain tumors 1 protein-
like corresponte ao spot 56 (figura 5), também pode estar envolvida na morte de
células tumorais (tabela 3). Esta é uma proteina de defesa imune inata expressa nos
pulmdes de recém-nascidos prematuros e adultos e que, cujo gene, vem sendo
mencionado como um candidato a supressor de tumor, contra cancer de cérebro,
pulmao e trato digestivo (Mollenhauer, et al., 2001). Em relacdo aos corais, sugere
gue esta proteina tenha envolvimento na defesa contra patégenos.

Hypothetical protein NECAME_18605 e Hypothetical protein PFICI_09699
corresponde ao spot 76 e 14 respectivamente (Figura 5), sdo proteinas hipotéticas
(SPH) conhecidas como proteinas cuja estrutura é desconhecida (Tan et al., 2014).
N&o foram encontrados na literatura fungcéo dessas proteinas.

As proteasomas, também encontrada no muco, correspondente ao spot 32
(Figura 5), desempenham fung¢des importantes e vitais para 0s seres vivos (tabela
3), por isso pode tornar-se uma estratégia terapéutica.

Beta-2-microglobulin (B2M), correspondente ao spot 61 (Figura 5). A sua
presenca no muco tem funcdo desconhecida, mas pode ser utilizada na inducdo de
apoptose de células tumorais (Yang et al., 2006). Outra proteina, Uroporphyrinogen-
lll sythase (URO-sintase lll) correspondente ao spot 34 (Figura 5), também nao tem
funcdo conhecida para o Palythoa, mas possivelmente sua funcdo esta envolvida em
manter o funcionamento normal do Palythoa, assim como em humanos (tabela 3).

A identificacdo do spot 33 (Figura 5) corresponde a PAS domain S-box,
encontrado em diversas espécies, como mamiferos, insetos, plantas, fungos e

cianobactérias. Pela sua fungdo descrita na tabela 3. ela deve estar associada a
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protecdo do Palythoa contra os raios UV, que o0 muco juntamente com as
zooxantelas garante durante a maré baixa (Lesser et al., 1989).

A metalloproteinase-disintegrin, correspondente ao spot 65 (Figura 5) faz
parte dos componentes da matriz extracelular, participando do processo de lesao do
tecido (tabela 3). Sua funcdo para o Palythoa é a mesma, regeneracao tecidual em
resposta ao pisoteio que essa espécie vem enfrentando com visitas turisticas, como
as que acontecem em Porto de Galinha. Concordando ainda com os resultados
obtidos nesse estudo, em que o EP aumentou a proliferacao de fibroblastos.

O spot 70 (Figura 5) foi identificada como Mitochondrial import inner
membrane translocase subunit Tim10, mas ndo ha relatos de sua funcdo para
Palythoa.

Ainda foi identificada a proteina deoxynucleoside triphosphate
triphosphohydrolase SAMHD1-LIKE isoform X2 correspondente ao spot 73 (Figura
5). Nao ha relatos da funcdo desta proteina no muco, mas como ela esta envolvida
no fator de restricdo do virus HIV (Franzolin et al., 2015), ela tem potencial para a
utilizacao terapéutica contra o virus HIV.

A Proteina Lin-52 e a Killer, correspondentes ao spot 60 e 66
respectivamente (Figura 5) tem fun¢des envolvidas na morte celular (tabela 3). A
presenca delas no muco pode estda associada a defesa do Playthoa contra
patogenos. Até o momento a funcdo de protecdo era dada apenas ao muco integro
(Soares et al., 2006). Porém a descoberta destas proteinas, prova sua relacéo direta
a esta funcdo. Sugerindo ainda, participacdo na inibicdo bacteriana contra
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis. Ademais, esta proteina pode ter provocado a morte celular das células
MCF-7, S-180 e J774 (figura 1 A, C e D) pelo bloqueio dos canais de calcio.

4. Conclusdes
Pode-se concluir que o extrato proteico apresenta-se como forte candidato

para atuar contra infecdes intracelulares, como tuberculose, além de grande

potencial de inibicdo contra células tumorais. Em contrapartida, o muco néo
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apresentou citotoxidade em nenhuma das células testadas, mas apresentou
moderada atividade antioxidante.

A acédo antimicrobiana do EP sugere a participacdo das Proteinas Killer, Zinc
Finger Protein 654, Deleted in malignant brain tumors 1 protein-like, LIN-52, Killer
protein, garantindo protecdo ao Palythoa contra patdgenos. Essa protecdo era
conferida apenas ao muco, mas com a descoberta das proteinas, conferimos a ela
esta funcéo.

Diante do exposto, podemos afirmar que as proteinas presentes no muco se
comportam com grande potencial para o uso terapéutico, com especificidade em
relacdo aos compostos sintéticos. Vale averiguar a capacidade individual de cada

proteina, sugerindo o isolamento e testes bioldgicos.
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Legenda das figuras

Figura 1. Viabilidade celular do muco e do extrato proteico do muco frente ao tumor
ascitico S-180 (A), Hela (B), MCF7 (C), J774 (D) e CCD1072 Sk (E). B Extrato
proteico; B Muco. As diferencas estatisticas foram determinadas por ANOVA
seguido do teste de Bonferroni. P < 0,05.

Figura 2. Atividade de eliminacdo do radical ABTS.+ (%) do muco produzido pelo
Palythoa caribaeorum nas concentracdes de 100 e 200 mg/mL, em tempos de 6, 15,
30, 45, 60 2 120 min. utilizando trolox como padrdo. As diferencas estatisticas foram
determinadas por ANOVA seguido do teste de Tukey. *P<0,05.

Figura 3. Atividade hemolitica do muco produzido pelo Palythoa caribaeorum em
diferentes concentragbes (500, 250 e 125 ug/mL). Foi utilizado o teste Tukey para
comparar as médias, mas ndo houve diferenca significativa entre as diferentes
concentracoes. P<0,05.

Figura 4. Dados dos spots gel SDS-PAGE (12,5%) identificados a partir do Software
ImageMaster 2D Platinum Versdo 7.0. (A) Classificacdo das proteinas; (B) Ponto
isoelétrico; (C) Peso molecular (KDa).

Figura 5. Perfil proteomico do muco produzido pelo Palythoa caribaeorum analisado
por Eletroforese Bidimensional SDS-PAGE (12,5%) corado com Comassie Blue.
Tiras de IPG (3-10) linear, 13cm, foram usadas para focalizacao isoelétrica.
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Fig. 3
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Fig. 4
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Tabela 1. Valores de ICso em células S-180, Hela, MCF7, J774 e
CCD1072Sk apés 48 horas de exposicdo ao muco produzido
pelo P. caribaeorum e o seu extrato proteico.

ICs0 ug/mL
Muco Extrato proteico
S-180 >100 51,67 +3.73*
HELA >100 >100
MCF-7 > 100 54,94 +4,1*
J774 >100 6,9+2,24 *
CCD1072Sk >100 >100

*P < 0,05, comparado com 0 muco
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Tabela 2. Concentragao Minima Inibitéria (CMI) e CBM (Concentragao Bactericida Minima) pg/mL do muco
e do seu extrato proteico. Todos os ensaios foram feitos em triplicata.

CMI CMI CBM
Microrganismos Gram  (Muco) (Extrato proteico) (Extrato proteico)
Acinetobacter baumannii ATCCe - NI NT =
19606
Escherichia coli ATCCe 25922 - NI 250 >250
Klebsiella pneumoniae ATCCe - NT 250 >250
700603
Shigella ATCCe 12022 - NI NT -
Salmonella ATCCe 14028 o NI NT -
Enterobacter cloacae ATCCe - NI NT -
13047
Pseudomonas aeruginosa - NI NT =
ATCCe 27853
MRSA feridas + NI NT -
Streptococcus pyogens cepa S NI NT -
clinica
Staphylococcus aureus ATCC + NI 250 >250
®29213
Kocuria rhizophila ATCCe 934 + NI NT -
Staphylococcus epidermidis + NT 250 >250

*NI: Ndo ocorreu inibigdo; NT: N&o testado
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Tabela 3. Lista de proteinas identificadas pelo MASCOT e expressadas no muco produzido pelo Palythoa caribaeorum contra a base de dados de proteinas do NCBI e SWissProt. Espécies e
funcBes de cada proteina.

ID Spot Protein Coverage ple MW g plenc MW enc Species Functions
319435166 8 glutamyl-tRNA synthetase 58% 5 55,23 5,25 56 Dietzia cinnamea Catalisar uma ligacdo de um aminoéacido para a
molécula de tRNA (Farah et al., 2014).
630028390 14 Hypothetical protein PFICI_09699 45% 6,18 9,52 7,12 39 Pestalotiopsis fici Desconhecida
697511537 32 Proteasome subunit aloha type-1 48% 6,08 30,353 6,05 31 Fulmarus glacilis Participa da regulagéo ciclo celular, diferenciagéo,
respostas inflamatérias, vias de transdugdo de
sinal, apoptose (Huang and Chen, 2009)
464316105 33 PAS domain S-box protein, parcial 48% 4.9 30,069 5,68 29 Leptospira interrogans | Funciona como sensores a estimulos luminosos
serovar (Zhulin et al., 1997); Tem fungdo na deteccéo e
transdug@o de sinal (Pellequer et al., 1998);
768927828 34 Uroporphyrinogen-Ill synthase 47% 5,33 30,087 5,92 29 Esta envolvida na conversdo de hidroximetilo em
Bacillus subtilis bilane uroporfirinogénio Ill. A sua deficiéncia, em
humanos, causa uma doenca autossdmica
recessiva, Porfiria Eritropoiética Congénita (PEC)
(Bishop et al., 2010).
637279932 56 Deleted in malignant brain tumors 1 81% 5,16 15,122 5,97 17 Anolis carolinensis Tumor supressor (Mollenhauer et al., 2001)
protein-like
LIN- 60 protein lin-52 homolog 35% 4,53 12,637 4.77 12 tetraodon nigroviridis Participa de um complexo de proteina grande com
51 TETNG importantes  reguladores  transcricionais  de
proliferacdo e morte celular (Bhaskar et al., 2012).
B2MG- 61 Beta-2-microglobulin 27% 5,84 13,148 4,96 13 Gallus gallus Esta associada a doencas inflamatérias e
CHICK hematoldgicas (Yeung et al., 1996)
VM3B4- Zinc  metalloproteinase-disintegrin- Participa da remodelacgéo tecidual (Oliveira et al.,
BOTSA 65 like bothrojarin-4 (fragment) 28% 5,36 11,436 5,65 10 Bothrops jararaca 2013)
Causam a morte celular pelo bloqueio de canais
659870098 66 Killer protein 85% 6.73 10,8 5,83 10 Caulobacter sp. de célcio (Schmitt e Breinig, 2006). Conferir
resisténcia a infec¢des fungicas (Magliani et al.,
2008).
mitochondrial import inner Participa da importacéo e insergdo de proteinas
543371659 70 membrane  translocase  subunit 54% 5,9 10,638 6,97 10 transmembranas na membrana interna da
Tim10 Pseudopodoces mitocdndria. Atua como uma proteina semelhante
humilis a chaperona que protege 0s precursores
hidrofébicos e o0s guia através do espago
intermembranar mitocondrial (Muehlenbein et al.,
2004).
831563256 71 Zinc finger protein 654 13% 7,12 15,05 7,16 14 Fundulus heteroditus Regula a morte cellular programada (Wang et al.,
2005);
deoxynucleoside triphosphate Bloqueia a replicagdo do virus em estagio inicial. E
657576201 73 triphosphohydrolase  SAMHD1-LIKE 60% 7,71 14,995 8,27 13 Stegastes partitus ainda é altamente expressa em células dentriticas
isoform X2 (Goldstone et al., 2011);
Hypothetical protein Necator americanos Desconhecida
915245772 76 NECAME_18605 78% 9,91 11,658 8,37 11

PM= peso molecular (KDa); TE= Tedrico; ENC= Encontrado
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ANEXO
(NORMAS DA REVISTA)

Introducéo

O Journal of Biotechnology fornece um meio para a rapida publicacdo de artigos
completos e breves comunicacdes sobre aspectos inovadores e inovadores da
biotecnologia. A Revista aceitard trabalhos que vao desde as posi¢cdes de genética
ou biologia molecular até aqueles que abrangem aspectos de engenharia
bioquimica, quimica ou de bioprocessos, bem como a aplicacdo por computador de
novos conceitos de software, desde que em cada caso o material seja diretamente
relevante para sistemas biotecnologicos. Os trabalhos que apresentam
informacdes de natureza multidisciplinar, que nédo seriam adequadas para
publicacdo em uma revista dedicada a uma Unica disciplina, sao
particularmente bem-vindos . As seguintes areas sdo abordadas no Diario:

Tipos de papel

(1) Papéis de corpo inteiro, geralmente ndo excedendo 15 paginas
dactilografadas. Os artigos completos devem: (a) ser divididos em sec¢des (Resumo,
Introducéo, Materiais e Métodos, Resultados, Discussao); (B) conter um resumo, nao
superior a 200 palavras, no inicio do trabalho, seguido por 3-6 palavras-chave; (C)
ndo exceder 10-12 péaginas impressas (aproximadamente 15 paginas
dactilografadas), incluindo o espaco necessario para as figuras.

(2) Comunicagbes curtas, ndo superior a 1500 palavras ou espaco equivalente,
incluindo figuras e tabelas. Estes devem ser breves relatorios definitivos e néo
conclusdes preliminares. As comunicacdes curtas nao precisam ser divididas em
Materiais e Métodos, Resultados e Discusséo, em vez disso, Materiais e Métodos
podem ser descritos no texto ou, se apropriado, em lendas de figuras ou notas de
rodapé de tabela.

(3) Os comentérios serdo publicados apds convite dos Editores ou sugestdo de
autores.

(4) As comunicacbes de genoma curtas sao um tipo especial de comunicacao curta,
descrevendo a sequéncia genbmica completamente montada e anotada de um
organismo biotecnol6gicamente relevante na base de dados correspondente (para
eucariotas, genomas de rascunho avancados também serdo considerados) e avalia
genes identificados com genes especiais Impacto nas propriedades
biotecnoldgicas. Devem ser preparados da mesma forma que as Comunicacdes
Curtas (ver 2) e conter, para além dos dados biotecnoldgicos mais relevantes, um
guadro que resume as principais caracteristicas do genoma abordado e o (S)
namero (s) de acesso da sequéncia de nucle6tidos. Os dados da sequéncia tém de
ser depositados no GenBank do NCBI, Ou a biblioteca de dados EMBL e tornado
publicamente acessivel antes da submissdo do manuscrito.
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(5) Questbes especiais sobre aspectos destacados da biotecnologia também séo
publicadas. Questdes Especiais podem conter contribuicbes selecionadas
(conferéncias convidadas) de conferéncias internacionais, ou uma cole¢ao de artigos
sobre um topico especifico, e podem ser compostas de artigos de revisao, trabalhos
de pesquisa e notas curtas. Os Editores Convidados responsaveis pela organizacao
de Questdes Especiais serdo convidados pelos Editores da Revista, mas também
podem ser sugeridos por cientistas que estdo dispostos a organizar um nuamero
especial sobre um tema que merece ser publicado.

(6) As cartas ao Editor e os anuncios de reunides e cursos serdo incluidos a critério
dos Editores e do Editor. (5) Questdes especiais sobre aspectos destacados da
biotecnologia também sdo publicadas. Questdes Especiais podem conter
contribuicbes  selecionadas  (conferéncias convidadas) de conferéncias
internacionais, ou uma colecédo de artigos sobre um topico especifico, e podem ser
compostas de artigos de revisao, trabalhos de pesquisa e notas curtas. Os Editores
Convidados responsaveis pela organizacdo de Questbes Especiais serao
convidados pelos Editores da Revista, mas também podem ser sugeridos por
cientistas que estdo dispostos a organizar um numero especial sobre um tema que
merece ser publicado. (6) As cartas ao Editor e os anuncios de reunides e cursos
serdo incluidos a critério dos Editores e do Editor. (5) Questdes especiais sobre
aspectos destacados da biotecnologia também sdo publicadas. Questdes Especiais
podem conter contribuicbes selecionadas (conferéncias convidadas) de conferéncias
internacionais, ou uma colecdo de artigos sobre um tépico especifico, e podem ser
compostas de artigos de reviséo, trabalhos de pesquisa e notas curtas. Os Editores
Convidados responsaveis pela organizacdo de Questdes Especiais serao
convidados pelos Editores da Revista, mas também podem ser sugeridos por
cientistas que estdo dispostos a organizar um numero especial sobre um tema que
merece ser publicado. (6) As cartas ao Editor e os anuncios de reunides e cursos
serdo incluidos a critério dos Editores e do Editor. Ou uma colecdo de artigos
sobre um topico especifico, e pode ser composto de artigos de revisao,
trabalhos de pesquisa e notas curtas. Os Editores Convidados responsaveis
pela organizacdo de Questdes Especiais serdao convidados pelos Editores da
Revista, mas também podem ser sugeridos por cientistas que estdo dispostos
a organizar um numero especial sobre um tema que merece ser publicado. (6)
As cartas ao Editor e os anuncios de reunides e cursos serdo incluidos a critério dos
Editores e do Editor. Ou uma colecdo de artigos sobre um topico especifico, e
pode ser composto de artigos de revisdo, trabalhos de pesquisa e notas
curtas. Os Editores Convidados responsaveis pela organizacdo de Questdes
Especiais serdo convidados pelos Editores da Revista, mas também podem
ser sugeridos por cientistas que estdao dispostos a organizar um ndamero
especial sobre um tema que merece ser publicado. (6) As cartas ao Editor e os
anuncios de reunides e cursos serdo incluidos a critério dos Editores e do Editor.

Estrutura do artigo

Subdivisédo- secdes numerada
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Divida seu artigo em secdes claramente definidas e numeradas. As subseccoes
devem ser numeradas 1.1 (em seguida, 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (0 resumo nao esta
incluido na numeracao da sec¢ao). Use esta numeragcdo também para referéncias
cruzadas internas: ndo se refira apenas ao "texto". Qualquer subseccdo pode
receber um breve cabecalho. Cada titulo deve aparecer em sua propria linha
separada.

Introducéo

Exponha os objetivos do trabalho e fornegca uma base adequada, evitando uma
pesquisa  bibliogréfica  detalhada ou um resumo dos resultados.
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Material e métodos

Fornecer detalhes suficientes para permitir a reproducdo do trabalho, com detalhes
do fornecedor e numero de catalogo, quando apropriado. Métodos ja publicados
devem ser indicados por uma referéncia: apenas devem ser descritas modificacdes
relevantes.

Teoria/ calculo

Uma secédo de Teoria deve estender, ndo repetir, o fundo para o artigo ja tratado na
Introducéo e lancar as bases para trabalhos futuros. Em contraste, uma sec¢éo de
Célculo representa um desenvolvimento pratico a partir de uma base tedrica.

Resultados
Os resultados devem ser claros e concisos.

Discusséo

Isso deve explorar a importancia dos resultados do trabalho, ndo repeti-los. Uma
secdo combinada de Resultados e Discusséo é frequentemente apropriada. Evite
citacOes extensas e discussao da literatura publicada.

Conclusdes

As principais conclusfes do estudo podem ser apresentadas em uma breve secdo
de Conclusbes, que pode ser isolada ou formar uma subsecdo de uma secdo
Discussao ou Resultados e Discussao.

Informacdes essenciais da pagina de rosto

* Titulo. Concisa e informativo. Os titulos sdo freqliientemente usados em sistemas
de recuperacao de informacdes. Evite abreviacbes e formulas sempre que possivel.
* Nomes de autores e afiliagdes. Indique claramente o (s) nome (s) e nome (s) de
familia de cada autor e verifique se todos o0s nomes estdo devidamente
escritos. Apresentar os enderecgos de afiliacdo dos autores (onde o trabalho real foi
feito) abaixo dos nomes. Indique todas as afiliacbes com uma letra de sobrescrito
em minUscula imediatamente apés o nome do autor e na frente do endereco
apropriado. Forneca o endereco postal completo de cada afiliacédo, incluindo o nome
do pais e, se disponivel, o endereco de e-maill de cada autor.
» Autor correspondente. Indicar claramente quem vai lidar com a correspondéncia
em todas as fases de arbitragem e publicacdo, também pos-publicagéo. Certifique-
se de que o endereco de e-mail é dado e que os detalhes de contato sdo mantidos
atualizados pelo autor correspondente.

o Endereco atual / permanente. Se um autor se deslocou desde que o
trabalho descrito no artigo foi feito, ou estava visitando no momento, um "endereco
atual” (ou "endereco permanente") pode ser indicado como uma nota de rodapé para
0 nome do autor. O endereco em que o autor realmente fez o trabalho deve ser
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mantido como o principal enderec¢o de afiliagdo. NUmeros arabicos sobrescritos séo
usados para tais notas de rodapé. Certifique-se de que o endereco de e-mail é dado
e que os detalhes de contato sdo mantidos atualizados pelo autor correspondente.

Resumo

E necessario um resumo conciso e factual. O resumo deve indicar brevemente o
objetivo da pesquisa, os principais resultados e principais conclusdes. Um resumo é
muitas vezes apresentado separadamente do artigo, por isso deve ser capaz de ficar
sozinho. Por esta razéo, as referéncias devem ser evitadas, mas se essencial, em
seguida, citar o autor (es) e ano (s). Além disso, devem ser evitadas abreviaturas
nao padronizadas ou incomuns, mas, se essenciais, devem ser definidas na primeira
mMengao no resumo.

Resumo gréfico

Embora um resumo gréafico seja opcional, seu uso € encorajado, pois atrai mais
atencao para o artigo on-line. O resumo grafico deve resumir o contetdo do artigo
de forma concisa, pictorica, destinada a captar a atencdo de um amplo leitor. Os
resumos gréaficos devem ser apresentados como um arquivo separado no sistema
de envio on-line. Tamanho da imagem: Forneca uma imagem com um minimo de
531 x 1328 pixels (h x w) ou proporcionalmente mais. A imagem deve ser legivel em
um tamanho de 5 x 13 cm usando uma resolucao de tela normal de 96 dpi. Tipos de
arquivos preferidos: arquivos TIFF, EPS, PDF ou MS Office. Vocé pode ver Exemplo
Graphical Abstracts no NOSSo site de informacoes.
Os autores podem fazer uso de Elsevier '

Destaques Os

destaques sdo obrigatorios para esta revista. Eles consistem em uma pequena
colecdo de pontos que transmitem as principais conclusdes do artigo e deve ser
apresentado em um arquivo editavel em separado no sistema de apresentacdo on-
line. Por favor, use 'Destaques' no nome do arquivo e incluir 3 a 5 pontos (maximo
de 85 caracteres, incluindo espagos, por ponto). Vocé pode ver exemplos de
destaques em nosso site de informacdes.

Palavras-chave

Imediatamente apds o resumo, fornecer um maximo de 6 palavras-chave, usando a
ortografia americana e evitando termos gerais e plurais e conceitos multiplos (evite,
por exemplo, ‘e, 'de’). Ser poupador com abreviaturas: apenas abreviaturas
firmemente estabelecidas no campo podem ser elegiveis. Essas palavras-chave

serdo usadas para fins de indexacéao.
Compostos quimicos

Vocé pode enriguecer seu artigo, fornecendo uma lista de compostos quimicos
estudados no artigo. A lista de compostos serd usada para extrair informagdes
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relevantes do banco de dados NCBI PubChem Compound e exibi-lo ao lado da
versdo on-line do artigo no ScienceDirect. Vocé pode incluir até 10 nomes de
compostos quimicos no artigo. Para cada composto, forneca o CID PubChem do
registo mais relevante como no exemplo seguinte: Acido glutamico (PubChem CID:
611). Por favor, posicione a lista de compostos imediatamente abaixo da seg&o
"Palavras-chave". E altamente recomendavel seguir a formatacédo exata do texto
como no exemplo abaixo:
Compostos guimicos estudados neste artigo Etilenoglicol
(PubChem CID: 174); Plitidepsina (PubChem CID: 44152164);

Abreviaturas

Definir abreviaturas que nao sdo padrao neste campo em uma nota de rodapé para
ser colocado na primeira pagina do artigo. Tais abreviaturas que sao inevitaveis no
resumo devem ser definidas na sua primeira mencgao la, assim como na nota de
rodapé. Assegurar a consisténcia das abreviaturas ao longo do artigo.

Agradecimentos

Agrupe reconhecimentos em uma secdo separada no final do artigo antes das
referéncias e ndo, portanto, inclui-los na pagina de titulo, como uma nota de rodapé
para o titulo ou de outra forma. Indique aqui os individuos que prestaram ajuda
durante a pesquisa (por exemplo, fornecer ajuda na lingua, escrever ajuda ou provar
a leitura do artigo, etc.).

Formatacao das fontes de financiamento

Liste as fontes de financiamento desta forma normalizada para facilitar a
conformidade com os requisitos do financiador:

Financiamento: Este trabalho foi apoiado pelo National Institutes of Health [conceder
nameros xxxx, yyyyl; A Fundacdo Bill & Melinda Gates, Seattle, WA [ndmero de
concessao zzzz]; E os Institutos de Paz dos Estados Unidos [nimero de concessao
aaaal.

N&o € necessério incluir descricbes detalhadas sobre o programa ou tipo de
subvencgdes e prémios. Quando o financiamento provém de um subsidio em bloco
ou de outros recursos disponiveis para uma universidade, faculdade ou outra
instituicdo de pesquisa, envie o nome do instituto ou organizacdo que forneceu o
financiamento.

Se nenhum financiamento foi fornecido para a pesquisa, inclua a seguinte frase:

Esta pesquisa ndo recebeu qualquer concessdo especifica de agéncias de
financiamento nos setores publico, comercial ou sem fins lucrativos.
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Notas

As notas derodapé devem ser utilizadas com moderacdo. Numere-os
consecutivamente ao longo do artigo. Muitos processadores de texto podem criar
notas de rodapé no texto, e esse recurso pode ser usado. Caso contrario, indique a
posicdo das notas de rodapé no texto e liste as notas de rodapé separadamente no
final do artigo. Nao inclua notas de rodapé na lista Referéncia.

Manipulacdo de imagens

Embora seja aceito que os autores as vezes precisam manipular imagens para
clareza, manipulagdo para fins de fraude ou fraude serd visto como abuso ético
cientifico e sera tratado em conformidade. Para imagens gréficas, esta revista esta
aplicando a seguinte politica: nenhum recurso especifico dentro de uma imagem
pode ser aprimorado, obscurecido, movido, removido ou introduzido. Ajustes de
brilho, contraste ou equilibrio de cor sdo aceitaveis se e desde que ndo obscuregcam
ou eliminem qualquer informacao presente no original. Os ajustes nao-lineares (por
exemplo, mudancgas nas configuracdes de gama) devem ser divulgados na legenda
da figura.

Arte eletronica

Pontos gerais

* Certifique -se de usar letras e tamanhos uniformes de sua arte original.

* Incorporar as fontes usadas se o aplicativo fornecer essa opcao.

» Aponte para usar as seguintes fontes nas suas ilustragdes: Arial, Courier, Times
New Roman, Simbolo ou use fontes parecidas.

* Numere as ilustracbes de acordo com a sua sequéncia no texto.

* Use uma convencao de nomenclatura légica para seus arquivos de arte.

* Fornecer legendas as ilustragbes separadamente.

* Dimensione as ilustragées proximas das dimensfes desejadas da versao
publicada.

* Envie cada ilustragdo como um arquivo separado.

Um guia detalhado sobre obras de arte eletronicas esta disponivel.

Vocé é convidado a visitar este site; Alguns excertos das informagdes
detalhadas sdo dadas aqui.
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