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RESUMO

O ambiente marinho, com sua alta biodiversidade, tem se destacado como uma fonte promissora
de produtos naturais bioativos, cujas caracteristicas quimicas Unicas oferecem grande potencial
para o desenvolvimento de novas drogas. As algas s3o uma rica fonte de compostos com
propriedades biotecnoldgicas promissoras, incluindo lectinas: proteinas e glicoproteinas com
capacidade de ligagdo especifica, reversivel e ndo catalitica a carboidratos. A expressdo em
sistema heterdlogo possibilita a purificacdo de lectinas, cujas fontes naturais apresentam
adversidades como sazonalidade, baixo rendimento e a presenga de isoformas. O objetivo deste
trabalho foi produzir de forma heterdloga a lectina da alga marinha vermelha Alsidium
seaforthii, e caracterizd-la bioquimicamente e estruturalmente. A isolectina 3 (BSL3) Alsidium
seaforthii foi expressa em vetor pET32a-TEV, e obtida a partir da fragdo solivel das culturas
bacterianas de FEscherichia coli BL21(DE3). A proteina (rBSL3) foi purificada por
cromatografia de afinidade em matriz de niquel imobilizado, e a massa molecular foi estimada
em 30 kDa por SDS-PAGE 15%. O rendimento final de purifica¢do foi de cerca 1,35 mg por
2,5 litros de cultura induzida. O ensaio de atividade hemaglutinante demonstrou que rBSL3 ¢
capaz de aglutinar eritrécitos de coelho tratados com tripsina, tal como a forma nativa. A rBSL3
exibiu afinidade por tireoglobulina porcina, uma glicoproteina rica em oligossacarideos com
nucleo al,6-fucosilado. A determinagdo da estrutura primaria por espectrometria de massas em
tandem demonstrou identidade com a sequéncia da lectina nativa. A constante de dissociagao
do complexo lectina-ligante foi determinada por calorimetria de titulacdo isotérmica em 53 uM.
O tamanho hidrodindmico da lectina foi de 5,89 nm foi detectado por espalhamento dindmico
da luz. A predi¢do da estrutura secundaria por dicroismo circular demonstrou que rBSL3 ¢
formada por 18,5% de a-hélice; 29,3% de folhas-f3; 22,8 % de dobras-3 e de 28,5% de estruturas
aleatorias. A predicdo estrutural in silico realizada por AlphaFold2, baseada em aprendizado de
maquinas (machine learning), revelou uma composi¢do majoritaria por folhas-f na estrutura
secundaria e 98,51% de residuos de aminoacidos dispostos em regides favorecidas do grafico
de Ramachandran. Logo, considerando a caracterizagdo de rBSL3 no com as propriedades da
forma nativa, os resultados evidenciam o potencial como uma ferramenta no diagnostico de

cancer e na citotoxicidade contra células cancerigenas.

Palavras-chaves: producdo recombinante; calorimetria de titulacdo isotérmica; predi¢do
estrutural



ABSTRACT

Marine environments, due to their high biodiversity, stand out as promising sources of bioactive
natural products, whose unique structures and chemical properties offer great potential for the
development of new drugs. Algae are a rich source of compounds with relevant
biotechnological and pharmacological properties, including lectins: proteins and glycoproteins
capable of specific, reversible, and non-catalytic binding to carbohydrates. Heterologous
expression enables the production and purification of lectins, overcoming limitations of natural
sources such as seasonality, low yield, and the presence of isoforms. The aim of this work was
to heterologously produce the lectin from the red marine alga Alsidium seaforthii, characterize
it biochemically, and predict its three-dimensional structure in silico. The isolectin 3 of
Alsidium seaforthii (BSL3) was expressed using the pET32a-TEV vector and obtained from the
soluble fraction of Escherichia coli BL21(DE3) bacterial cultures. The protein (rBSL3) was
purified by nickel-affinity chromatography, and its molecular mass was estimated at 30 kDa by
15% SDS-PAGE. The final purification yield was approximately 1.35 mg per 2.5 liters of
induced culture. The hemagglutination assay showed that rBSL3 is capable of agglutinating
trypsin-treated rabbit erythrocytes, similarly to the wild-type form. rBSL3 demonstrated
affinity for porcine thyroglobulin, a glycoprotein rich in al,6-core-fucosylated
oligosaccharides, a glycan marker associated with tumor cells. Primary structure determination
by mass spectrometry confirmed identity with the native lectin sequence. The dissociation
constant of the lectin—ligand complex was determined by isothermal titration calorimetry as 53
uM. The hydrodynamic size of the lectin, 5.89 nm, was determined by dynamic light scattering.
Secondary structure prediction by circular dichroism revealed that rBSL3 is composed of 18.5%
a-helices, 29.3% B-sheets, 22.8% pB-turns, and 28.5% random coils. In silico structural
prediction using AlphaFold2, based on machine learning, indicated a secondary structure
predominantly composed of B-sheets, with 98.51% of amino acid residues located in favored
regions of the Ramachandran plot. Therefore, considering the characterization of rBSL3 in this
study alongside the properties of its wild-type form, the results highlight its potential as a tool

for cancer diagnostics and studies of cytotoxicity against tumor cells.

Keywords: recombinant production; isothermal titration calorimetry; structural prediction
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1INTRODUCAO

1.1 Algas

As algas marinhas compreendem organismos que despertam o interesse da
comunidade cientifica devido a sua importancia ecologica nos ecossistemas aquaticos ¢ seu
potencial como reservatdrio de substancias bioativas com vasta aplicabilidade (Cadar et al.,
2025; Nova; Gomes; Costa-Pinto, 2023). Como resultado das adaptacdes ambientais, esses
bioativos vao desde pigmentos acessorios e moléculas de reserva responsaveis por fungdes
homeostaticas, até substancias com capacidades mais especificas, como protecao e reproducao,
que provavelmente sdo adquiridas em razdo da concorréncia inibitéoria em um ambiente

dindmico e hostil (Hakim; Patel, 2020; Patel ef al., 2022).

Caracterizadas como produtores primarios procaridticos ou eucaridticos, as algas
sdo divididas em micro e macroalgas (Pereira, 2021). A riquissima diversidade desses
organismos os permite serem também agrupados de acordo com seus pigmentos, morfologias
e caracteristicas anatdmicas. As microalgas podem estar relacionadas a inlimeros subconjuntos
divididos entre organismos procaridticos (cianobactérias) e eucarioticos. Por outro lado, as
macroalgas dividem-se nos filos Chlorophyta (algas verdes), Rhodophyta (algas vermelhas),
Phaeophyta (algas marrons) e Cyanophyta (algas azuis-esverdeadas) (Sousa et al., 2023;
Waghmode, 2017).

As algas vermelhas sdo particularmente abundantes em aguas tropicais e quentes,
apesar de também serem encontradas em regides mais frias. Pouco mais de 100 espécies
diferentes de algas vermelhas sdo encontradas em ambientes de 4gua doce, contudo, no mar o
numero de espécies ¢ muito maior do que a combinagdo de todos os outros tipos de algas
marinhas bentdnicas. Os cloroplastos das algas vermelhas (estruturalmente semelhantes aos das
cianobactérias) contém ficobilinas, que mascaram a cor da clorofila a e dao a estas algas sua
cor caracteristica (Raven; Evert; Eichhorn, 2014). Além disso, em algas marinhas vermelhas, ¢
possivel observar a extragdo de acidos graxos, terpenos, pigmentos, compostos fenolicos,

vitaminas e proteinas (Cotas ef al., 2020).

O género Alsidium (anteriormente designado Bryothamnium), pertencente ao filo
Rhodophyta, ¢ composto por um total de 25 espécies amplamente distribuidas (Garcia-Soto;

Lopez-Bautista, 2018; Guiry; Guiry, 2018), que apresentam potencial para a producdo de
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compostos bioativos (Carpena et al., 2022; Harb, 2021). O litoral brasileiro abriga as espécies

Alsidium seaforthii e A. triquetrum (Martins et al., 2024; Santos et al., 2023; Sousa, 2022).

A alga Alsidium seaforthii da familia Rhodomelaceae (Figura 1) ¢ um exemplo
desse género que exibe potencial biotecnoldgico como repositdrio de moléculas bioativas (Harb
et al., 2022). Alguns desses metabolitos estdo presentes nos extratos aquosos € metandlicos,

como polifenois com agao inibitoria na transcriptase reversa de HIV-1 (Harb, Chow, 2022).

Figura 1 - Alsidium seaforthii.

Fonte: Adaptado de Carneiro et al., 2024.

Dentre os compostos sintetizados pelas algas que se destacam e estdo presentes em

A. seaforthii estdo as lectinas (Nascimento-Neto et al., 2012; Vasconcelos et al., 2014).
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1.2 Lectinas

As lectinas despertaram o interesse da comunidade cientifica desde o final do século
XIX. Em 1888, Peter Hermann Stillmark descreveu a atividade bioldgica de extratos da semente
de mamona (Ricinus communis L.), observando efeitos toéxicos atribuidos a ricina.
Posteriormente, foi relatado o fenomeno de aglutinagdo de eritrocitos promovido por esses
extratos, o que levou a introdug¢do dos termos ‘“aglutinina” ou “fito-hemaglutinina”. A
descoberta de que esses efeitos estavam relacionados a ligacdo especifica a carboidratos foi

fundamental para a consolida¢do do conceito de lectina (Watkins; Morgan, 1952).

Atualmente, as lectinas sdo definidas como proteinas ou glicoproteinas ubiquas que se
ligam de maneira especifica, reversivel e ndo catalitica a carboidratos e glicoconjugados,
configurando-se como ferramentas bioldgicas promissoras para aplicagdes clinicas e
biotecnoldgicas (Wang et al., 2017; Singh; Walia, 2018). A ligacdo ocorre por meio de
interagdes nao covalentes, como ligagdes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e forgas de van

der Waals, com alta seletividade por determinados glicanos.

A especificidade das lectinas se da pela presenca de a0 menos um dominio de
reconhecimento de carboidratos (DRC), elemento estrutural essencial para a interagdo com
residuos glicidicos. Em lectinas multiméricas, geralmente hd um DRC por subunidade, o que
aumenta a estabilidade e a especificidade da ligacdo. As propriedades do DRC — incluindo
nimero, composi¢do, orientagdo espacial e extensdo — influenciam diretamente a afinidade

das lectinas por diferentes glicoconjugados.

Além disso, algumas lectinas monoméricas podem apresentar mais de um DRC
funcional, ampliando sua capacidade de interacdo com multiplos ligantes. Frequentemente,
essas regioes de reconhecimento compartilham assinaturas conservadas em suas sequéncias,
permitindo a classificagdo das lectinas em familias estruturais e funcionais (Chettri et al., 2021;

Radhakrishnan et al., 2022).

A definicdo de lectinas foi refinada ao longo das décadas (Ahmmed et al., 2022;
Barondes, 1988; Gardéres et al., 2015; Goldstein et al., 1980), e hoje essas biomoléculas sao
amplamente reconhecidas por sua capacidade de reconhecer padrdes glicidicos especificos,
sendo aplicadas em diagnostico, terapias-alvo, engenharia de farmacos e controle de processos

infecciosos.
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1.3 Lectinas de macroalgas

O primeiro registro de lectina presente em algas foi descrito por Boyd, Almodovar
e Boyd (1966). Com o avanco dos anos, as lectinas foram sendo reportadas em um nimero
crescente de espécies. No Brasil, os primeiros estudos sobre lectinas de algas marinhas surgiram
no inicio da década de 1990. Ainouz ¢ Sampaio (1991) identificaram a presen¢a dessas
moléculas em aproximadamente vinte espécies de algas, incluindo representantes das rodofitas
e clordfitas. Os extratos obtidos mostraram-se eficazes na aglutinacao de eritrocitos de diversos
animais, como coelho, galinha, vaca e ovelha, além de células sanguineas humanas dos tipos

A,BeO.

As lectinas de algas marinhas possuem propriedades bioquimicas que as distinguem
das lectinas de plantas terrestres: peso molecular médio de 4.200 a 25.000 daltons;
majoritariamente monoméricas; hemaglutinacdo contra eritrocitos de coelhos tratados
enzimaticamente com tripsina e afinidade por carboidratos complexos/glicoproteinas (Costa

Filho, 2024; Hori; Miyazawa; Ito, 1990; Sampaio et al., 1993; Singh; Thakur; Bansal, 2015).

As lectinas de algas se apresentam comumente como monOMeEros.
Consequentemente, com a necessidade de suprir essas necessidades de estabilidade e/ou de
estender seus locais de contato com as superficies glicidicas, lectinas monoméricas podem
apresentar mais de um DRC em sua sequéncia de aminodcidos. Essas regides podem ser
repeticdes ou diferirem, atuando de forma cooperativa ou interagindo com diferentes

carboidratos (Nabi-Afjadi ef al., 2022; Notova et al., 2020).

O dominio de reconhecimento a carboidratos (DRC) ¢ a caracteristica basal das
lectinas e deve ser expressa pelo menos uma vez na cadeia peptidica — propriedades como a
quantidade de DRC na cadeia, composi¢do, orientagdao e extensdo definem a capacidade de
ligacao das lectinas. O DRC pode apresentar assinatura conservada em conjuntos de proteinas,
o0 que ajuda na sua classificacdo em familias/grupos (Chettri ef al., 2021; Radhakrishnan et al.,
2022). Em lectinas multiméricas, costumam-se encontrar um DRC por subunidade e a atuacao

dos sitios de ligacao por mondmeros confere maior especificidade e estabilidade para a ligagao.

De acordo com a especificidade de ligagao as glicoproteinas, as lectinas de algas
sdo classificadas como especificas a N-glicanos do tipo high-mannose (HM), do tipo complexo
ou do tipo hibrido, com maior representatividade do tipo HM (Dang et al., 2022; Hori;
Miyazawa; Ito, 1990; Nabi-Afjadi et al., 2022) (Figura 2).
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Figura 2 — Exemplos de glicosilagdo do tipo V.

LA
L
=

High Mannose Hybrid Complex

O Galactose A\ N-acetylglucosamine Y Fucose
O Mannose ) N-acetylneuraminic acid

Fonte: Adaptado de Dang ef al. (2022).

Os glicoconjugados e as glicoproteinas reconhecidas por lectinas de algas compdem
a membrana plasmatica de organismos e/ou tecidos bioldgicos mais complexos, a exemplo das
mananas encontradas na membrana de leveduras, ou mucinas, proteinas glicosiladas situadas
em tecidos epiteliais de metazoarios (Liu ef al., 2021; Melhem; Regan-Komito; Niess, 2021).
Ademais, os padrdes anormais de glicosilacdo presente em células tumorais tornam oportuno o
desenvolvimento de ferramentas moleculares capazes de reconhecé-las, como ¢ o caso das

lectinas (Buriak; Kumeiko, 2024).

1.3.1 Lectinas de algas vermelhas

Em relacdo a origem das lectinas na biodiversidade de algas marinhas, ¢ estimado
que aproximadamente 60% das lectinas isoladas de algas sdo do filo Rhodophyta (Costa Filho,
2024). A explicacdo se deve ao fato de um maior nimero de lectinas oriundas de algas
vermelhas apresentarem atividade hemaglutinante, mecanismo utilizado para confirmar a
presenca e a funcionalidade das lectinas nos extratos, € por conseguinte, o potencial bioldgico

inerente dessas macromoléculas em algas vermelhas (Singh; Walia, 2018).

Calvete e colaboradores (2000) foram os primeiros a determinar a estrutura primaria
de uma lectina de alga vermelha, extraida de Alsidium (Bryothamnium) triquetum (BTL), a qual
demonstrou capacidade de aglutinar eritrocitos de diferentes espécies animais, incluindo os

tipos sanguineos humanos ABO. Nagano ef al. (2005) elucidaram as estruturas primarias de
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duas outras lectinas, isoladas de Hypnea cervicornis (HCA) e Hypnea musciformis (HML),
utilizando uma abordagem combinada de degradacdao de Edman e espectrometria de massas do

tipo MALDI-ToF.

A lectina isolada da alga marinha vermelha Griffithsia sp. (GRFT) ¢ inibida
preferencialmente por N-glicanos do tipo HM, possuindo diversas caracteristicas interessantes
como alto nivel de rentabilidade, estabilidade estrutural e funcionalidade bioldégica — tornando-
aumas das lectinas mais amplamente estudadas (Mori et al. 2005). Esta proteina exibe atividade
antiviral, especialmente contra o HIV (através da interacdo com a glicoproteina do capsidio
viral gp120, rica em oligossacarideos do tipo HM), hepatite C, herpes tipo 2 (HSV-2), encefalite
japonesa (JEV), coronavirus (SARS-CoV) e virus Ebola (Lee, 2019; Wang et al. 2025).

Outras lectinas de algas marinhas vermelhas, como Eucheuma serra (Fukuda et al.,
20006), Acrocystis nana (Anam et al., 2017) e Solieria filiformis (Chaves et al., 2018), possuem
potencial anticancerigeno e sdo utilizadas como agentes de liberacdo de medicamentos devido

a sua especificidade a carboidratos.

1.3.2 Lectinas de algas verdes

Nos ultimos anos, algumas algas verdes tiveram lectinas propriamente estudadas
bioquimicamente e suas aplicagdes biologicas exploradas. Carneiro et al. (2020) isolaram duas
lectinas da alga Codium isthmocladum, denominadas CiL-1 e CiL-2. A CiL-1 demonstrou
afinidade por galactosideos e fetuina, enquanto CiL-2 apresentou preferéncia por galactosamina
e mucina tipo PSM-2. Ambas possuem massa molecular aproximada de 12 kDa e foram

eficazes na inibi¢dao da formacao de biofilmes bacterianos por Staphylococcus spp.

Trabalhos posteriores exploraram as propriedades anti-inflamatérias de CiL-1
(Alves et al., 2022) e a associagdo de CiL-2 com o antibidtico tetraciclina, apresentando
sinergismo contra cepas de Staphylococcus aureus (Costa Filho, 2024). Kumar e Barros (2020)
isolaram uma lectina da alga verde Ulva fasciata (UFH) com massa molecular de
aproximadamente 14,5 kDa. A UFH demonstrou capacidade de aglutinar eritrécitos dos grupos
sanguineos ABO, e estabilidade frente a variacdes de temperatura e pH. Contudo, ainda sao
necessarios estudos adicionais para esclarecer sua estrutura e investigar suas atividades

bioldgicas em ensaios in vitro.
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A lectina isolada da alga verde Bryopsis plumosa (BPL2) demonstrou eficcia na
inibicdo de células tumorais pulmonares, paralelamente, com baixa toxicidade em células nao
tumorais. A BPL2 também exibiu um efeito sinérgico significativo quando combinada com o
farmaco gefitinibe, resultando em aproximadamente 80% de redu¢d@o na viabilidade celular em

uma das linhagens testadas (Lee et al., 2022).

A lectina HBL40, isolada da alga verde Halimeda borneensis, demonstrou
atividade antiviral potente contra o virus Influenza (A/H3N2/Udorn/72). A HBL40 ¢ uma
proteina dimérica com subunidades de aproximadamente 20 kDa e apresentou especificidade
por N-glicanos tipo complexo, sendo a primeira isolada de algas marinhas com especificidade

por tais macromoléculas (Mu et al. 2024).

1.3.3 Lectinas de alga pardas

Apesar de se encontrar na literatura cientifica relatos de lectinas em todos os filos
de macroalgas, até o presente momento apenas trés lectinas derivadas de algas pardas foram
identificadas e isoladas de Hizikia fusiformis, Padina australis ¢ P. minor (Fajarningsih ef al.,

2019; Wu et al., 2016).

Segundo Harrysson et al. (2018), o isolamento dessas proteinas em algas pardas ¢é
dificultado pela elevada presenca de compostos ndo proteicos, como polifendis e

polissacarideos, que podem mascarar a atividade lectinica e dificultar sua detecgao.

1.4 Lectina de Alsidium seaforthii

A lectina da alga vermelha Alsidium seaforthii (BSL), previamente categorizada
como Bryothamnion seaforthii (Garcia-Soto; Lopez-Bautista, 2018), foi purificada por
cromatografia de troca i0nica e caracterizada estruturalmente através de espectrometria de
massa em fandem (MS/MS). A BSL purificada demonstrou em SDS-PAGE uma massa
molecular estimada de 9 kDa. Posteriormente, a andlise por espectrometria de massas
confirmou a presencga de cinco isoformas com as seguintes m/z: 8898.1 £2; 8960.8 £2; 9012.8
+2;9065.8 £2 ¢ 9096.1 £+ 2. Dentre as cinco isolectinas, BSL 2, BSL 3 e BSL 4 tiveram suas

estruturas primdrias elucidadas. As isolectinas sdo compostas de 91 residuos de aminoécidos,
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incluindo quatro residuos de cisteina. A atividade hemaglutinante realizada com eritrocitos de
coelho tratados com tripsina foi de 256 U.H.mg! (Ainouiz; Sampaio, 1991), e a inibi¢io ocorreu

exclusivamente pelas glicoproteinas fetuina, avidina e mucina (Nascimento-Neto et al., 2012)

O alinhamento da sequéncia de BSL com o banco de dados BLAST revelou 48%
de identidade e 64% de similaridade com HJA, uma lectina da alga vermelha marinha Hypnea
japonica (Hori; Matsubara; Miyazawa, 2000). Em comparagdo com a lectina de Alsidium
triquetrum (BTL), BSL difere em apenas sete posicdes exclusivas, apresentando 83% de
identidade (Calvete et al., 2000). Em relacdo a hemaglutinina BSH, isolada de A. seaforthii na
costa da Venezuela, a BSL diverge em cinco posigdes exclusivas, além das heterogeneidades
entre suas proprias isoformas: 43(P/S), 47(S/L), 55(G/A), 66(G/S) e 67(A/V) (Medina-
Ramirez et al. 2007). Dada a similaridade entre essas lectinas ¢ a presenga de isoformas, além
de outras caracteristicas bioquimicas semelhantes, os dados corroboram que BSL ¢ um membro
da primeira familia de lectinas de algas vermelhas marinhas, que inclui as isoformas de HJA,

BTL e BSH (Nascimento-Neto et al., 2012).

Outra propriedade compartilhada entre as isolectinas supracitadas ¢ a atividade de
ligagdo a glicoproteinas fucosiladas — como demonstrada em extratos das algas vermelhas
marinhas Bryothamnion triquetrum e B. seaforthii (Ainouz et al., 1995), Hypnea musciformis
e Hypnea cervicornis (Nagano et al., 2005), e H. japonica (Okuyama et al., 2009). A
fucosilacdo ¢ um subtipo importante da N-glicosilagdo, no qual residuos de fucose sao
adicionados por meio de ligacdes al,2-, al,3-/4- ou al,6-, além de envolver duas

fucosiltransferases especificas para O-glicanos.

Especificamente, a ligacdo al,6 ¢ reconhecida como um marcador biologico
proeminente para a carcinogénese e o controle de qualidade de anticorpos terapéuticos (Figura
3) (Duan et al. 2025; Pan; Zhang, 2025). Assim, as lectinas de algas desempenham um papel
significativo na decodifica¢do de informagdes provenientes dos glicanos, podendo atuar na
discriminacao de diferentes perfis de carboidratos (Nascimento et al. 2015; Okuyama et al.,

2009).



19

Figura 3 — Modifica¢des em N-glicanos

FUT8 Core fucose

A Fucose
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Fonte: Adaptado de Bastian ef al., 2021. A enzima fucosiltransferase 8§ (FUT8) transfere um residuo de L-fucose
da GDP-B-L-fucose (GDP-Fuc) para a GIcNAc mais interna de um N-glicano, formando uma ligagdo a-1,6. Um

fator chave na glicosilagdo tumoral ¢ a alterag@o da fucosilagdo do nucleo.

A baixa massa molecular da BSL ¢ uma propriedade marcante que facilita o
mecanismo de entrega de farmacos (drug delivery), assim como reduz a chance de deteccao por
sistemas antagonistas. Essas propriedades potencializam as aplicac¢des terapéuticas da lectina e
sugere pistas sobre suas funcdes e caracteristicas naturais (Negreanu-Pirjol et al., 2022). A
presenca de residuos de cisteinas na estrutura primaria da BSL culminam na formagdo de
ligagdes dissulfeto que desempenham papel significativo na estabilidade mecanica das

proteinas, como na estabilizacdo termodinamica (Samavati et al., 2020).

Em relacdo as demais atividades biotecnoldgicas da lectina de 4. seaforthii, a
proteina induziu a migrag¢do de neutrofilos, mecanismo importante em respostas inflamatorias
e processos imunologicos (Neves et al., 2001). BSL inibiu a aderéncia, in vitro, de espécies
bacterianas causadoras de céries dentarias (Teixeira et al., 2007). A lectina também exibiu
perfis distintos na interagdo com tumores do Sistema Nervoso Central (SNC), indicando uma
singularidade no reconhecimento de glicorreceptores em células tumorais, € um potencial

biomarcador tumoral em células do SNC (Conrado et al., 2012).

A BSL exibiu atividade antibacteriana em crescimento planctonico e na formacgao

de biofilmes. Especificamente, BSL reduziu a massa de biofilme de Staphylococcus aureus em
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todas as concentragdes testadas no estudo. No crescimento planctonico, BSL demonstrou
reducdo nas culturas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas
aeruginosa (Vasconcelos et al., 2014). A lectina demonstrou atividade anti-hiperglicémica,
atuou significativamente na producao de insulina por células B pancredticas e reduziu a

propor¢ao de radicais livres — atuando como antioxidante (Alves et al., 2020).

Recentemente, verificou-se a agao da BSL na reducgdo da concentragao inibitéria
minima (CIM) da tetraciclina em até 16 vezes contra S. aureus ATCC 25923, demonstrando

seu potencial em potencializar eficazmente o efeito do antibidtico (Carneiro ef al. 2024).

As aplicacdes biotecnoldgicas ja apresentadas para a BSL nativa se encontram

sumarizadas na tabela adiante (Tabela 1).

Tabela 1 — Atividades bioldgicas da lectina nativa de Alsidium seaforthii.

Atividades biotecnologicas Referéncias
Pro-cicatrizante Nascimento-Neto et al., 2012
Antibacteriana Vasconcelos et al., 2014
Antinociceptiva Viana et al., 2002

Marcador de Conrado et al., 2012

células cancerigenas

Indugdo da migracao de Neves et al., 2001
neutrofilos
Antibiofilme Teixeira et al., 2007
Diferenciagao de células Pinto et al., 2009
cancerigenas
Antioxidante De Alencar Alves et al., 2020

Anti-hiperglicémica De Alencar Alves et al., 2020
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Tabela 1 — Atividades biologicas da lectina nativa de Alsidium seaforthii (Conclusio).

Atividades biotecnolégicas Referéncias

Ensaios combinados com antibidticos Carneiro et al., 2024

1.5 Desafios na extracio e purificacio de lectinas de algas

A extragdo e purificacdo de lectinas de algas marinhas envolvem obstaculos que
vao desde a coleta dos espécimes até os métodos mais refinados de purificagdo dessas
moléculas. A principio, o contetido proteico passivel de ser extraido ¢ influenciado pela espécie
da alga, a época de coleta, localizagdo e condi¢des de crescimento do ambiente. As
caracteristicas fisioldgicas das algas marinhas, como a presenca da parede celular e talos
rigorosos, também influenciam no rendimento final da proteina extraida (Pliego-Cortés et al.,

2020; Maliki et al., 2022).

As metodologias tradicionais de purificacao de lectinas incluem processos aquosos,
acidos, alcalinos e enzimaticos, seguidos por maceragao com nitrogénio liquido, centrifugagao,
precipitagdo, ultrafiltracdo e cromatografia (Bleakley; Hayes, 2017). Apesar de oferecerem
rendimentos significativos, esses métodos enfrentam obsticulos que comprometem a
funcionalidade das lectinas prospectadas: a liberagdo de proteases dos vactiolos citosolicos, a
presenca de compostos fendlicos, a alta viscosidade causada por polissacarideos intracelulares
e interacdes i6nicas (Ganeva; Galutzov; Teissié, 2003; Joubert; Fleurence, 2008; Mendez;
Kwon, 2021). Outro aspecto crucial de ser ressaltado ¢ a semelhanca entre isoformas das
lectinas de macroalgas marinhas que dificulta seu fracionamento por completo, ou seja,
resultando frequentemente em aliquotas semipurificadas (Martinez-Alarcon; Blanco-Labra;

Garcia-Gasca, 2018).

Os métodos convencionais de extragdo causam impactos ambientais aos
ecossistemas marinhos, como esperada de qualquer atividade que envolva a bioprospeccao de
recursos naturais. A remogao da biomassa de algas modifica os habitats dos demais organismos
marinhos, principalmente nos habitats mais vulnerdveis como zonas subtidais arenosas ou

rochosas, como também na biodiversidade de espécies de peixes e invertebrados (Lyons ef al.,
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2014). No quesito de efeitos praticos, a coleta exacerbada das algas impacta na deteccdo de
contaminantes e na avaliagdo da saude do ambiente, uma vez que certas espécies atuam como

biomonitoras de poluentes de uma regido (Lavergne et al., 2021).

Logo, quando esse processo ¢ escalonado, os impactos e os desperdicios sdo
elevados progressivamente. Portanto, sdo necessarias melhorias para reduzir o tempo, o custo,
o consumo de energia e os riscos a saude tanto para os seres humanos quanto para o meio

ambiente na extragao e purificacdo de lectinas oriundas de algas marinhas.

1.6 Sistema heterologo de producio de lectinas de algas

A tecnologia do DNA recombinante, nas ultimas décadas, possibilitou o uso do
sistema de expressdo heterologo para a producdo de lectinas recombinantes (Van Damme,
2022). As lectinas recombinantes se apresentam mais homogéneas e definidas bioquimicamente
entre os produtos resultantes, evitando a potencial contaminagdo com outros compostos €
possibilitando a obtengao de uma unica proteina precisamente caracterizada (Martinez-Alarcon;
Blanco-Labra; Garcia-Gasca, 2018). Deve-se levar em consideragdo também que, embora
algumas isoformas diferenciem-se apenas ligeiramente em suas propriedades funcionais, as
particularidades de cada molécula podem afetar significativamente sua atividade biologica em

outros casos (Torres-Arteaga et al., 2022).

Com o intuito de simular as condi¢des de sintese da lectina na sua forma nativa, as
propriedades fisico-quimicas da proteina alvo sdo considerac¢des a serem tomadas na estratégia
da escolha do organismo modelo na produ¢do heterdloga de proteinas. Escherichia coli foi o
primeiro € o mais amplamente utilizado organismo para produzir proteinas recombinantes
devido a muitas vantagens - incluindo sua simplicidade, o conhecimento de sua fisiologia e de

seu genoma, bem como sua rapida taxa de reproducao (Brown, 2021; Terpe, 2006).

A cepa BL21(DE3) de E. coli é usualmente empregada na producao de larga escala
devido a altas taxas de transcricao pela integragdo da RNA polimerase T7 (Studier; Moffatt,
1986). Dentre os modelos de promotor em sistemas de expressao pET, o operon /ac continua a
ser uma opcao favordvel, e ¢ geralmente usado quando o gene alvo ¢ inserido a jusante

(Dubendorf; Studier, 1991; Ojima et al., 2025). Logo, a proteina repressora do operon apenas
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sera inibida pela alolactose ou uma estrutura analoga, como o comumente utilizado -D-1-

tiogalactopiranosideo isopropilico (IPTG) (Wurm et al., 2016).

Os plasmideos pET sao bastantes utilizados tanto no meio académico quanto na
industria para a produ¢@o de proteinas recombinantes. Rosenberg et al. (1987) descreveram o
primeiro plasmideo de expressdo pET, integrando o promotor forte ¢10 para a T7 RNA
polimerase (promotor T7) e o terminador de transcricdo T¢ (terminador T7) no esqueleto do
vetor pPBR322, estabelecendo a nomenclatura pET (plasmideo para expressao por T7 RNA
polimerase). Como a T7 RNA polimerase ¢ aproximadamente cinco vezes mais rapida que a
RNA polimerase de E. coli, grandes quantidades de RNA recombinante sdo geradas em um
curto periodo, e a proteina recombinante pode constituir até 50% do contetido proteico da célula

(Khananisho et al., 2023; Shilling et al., 2020).

A purificagdo de proteinas recombinantes tem como o cerne a separacao da
molécula alvo das milhares de proteinas inerentes do organismo hospedeiro usado na expressao
heterdloga. Devido as propriedades em comum entres as inimeras proteinas e a limitacdo das
técnicas tradicionais de separa¢do bioquimica com biomoléculas similares (peso molecular,
carga, hidrofobicidade etc.), a proteina recombinante requer uma caracteristica Unica que
possibilite o fracionamento do proteinas totais da célula ou organismo: etiqueta de purificagdo

de proteinas (Kimple; Brill; Pasker, 2013; Reece, 2004).

A His-tag ¢ uma cadeia composta geralmente por seis residuos de histidina
inseridos nas extremidades C-terminal ou N-terminal da proteina alvo. A histidina forma
ligagdes ndo-covalentes e de alta afinidade com metais de transigdo — usualmente o Ni** é
imobilizado a uma matriz de resina utilizada para capturar proteinas fusionadas com cauda
histidinica numa técnica de cromatografia de afinidade por ions metélicos imobilizados
(Immobilized Metal-Ion Affinity Chromatography - IMAC) (Hochuli ef al. 1988; Ojima-Kato,
2024; Porath et al., 1975).

Na literatura cientifica € possivel encontrar exemplos de lectinas de algas

sintetizadas com sucesso em sistema heterdlogo (Tabela 2).
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Lectina Organismo de Organismo Vetor de Proteina de Rendimento Caraterizacao Referéncia
recombinante origem hospedeiro expressio fusdo bioquimica/
biotecnologica
rOOA Oscillatoria E. coli BL21 | pET-28a(+) Histag 14,8 mg/1 L Caraterizagdo Sato; Hori, 2009
agardhii (DE3) bioquimica
rBTL Alsidium E. coli BL21 | pET32a- Tiorredoxina I mg/1 L Caraterizacdo Nascimento ef al.,
triquetrum (DE3) TEV Histag bioquimica 2015
rSfL-1 Solieria E. coli BL21 | pET-28a(+) Histag 60 mg/1 L Antimicrobiano Chaves et al., 2023
li ] DE3 o
Jiliformis ( ) Pro-cicatrizante
rGVSL Gracilaria E.coli BL21 | pET-28a(+) Histag X Reconhecimento de Nan et al., 2024
vermiculophylla (DE3) gametas
Griffithsin Griffithsia sp. | Saccharomyces | pSF-TEF1- X X Antiviral Tang et al., 2024
boulardii URA3
rLGFL Gracilaria E. coli BL21 pTATcon Tiorredoxina X Aglutinagdo Boonsri et al., 2025
heri DE3 bacteri
fisheri ( ) Histag acteriana

Fonte: O autor. X: ndo informado pelos autores e/ou ndo presente no estudo.
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1.7 Lectinas e o potencial antitumoral

Segundo os dados mais recentes levantados pela Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o Cancer (IARC) da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que em 2022
houve 20 milhdes de novos casos de cancer ¢ 9,7 milhdes de mortes. Cerca de 1 em cada 5
pessoas desenvolvera cancer durante a vida; cerca de 1 em cada 9 homens e 1 em cada 12

mulheres morrerao da doenga.

O cancer de pulmao foi o cancer mais comum em todo o mundo, com 2,5 milhdes
de novos casos, representando 12,4% de todos os novos casos. O cancer de mama feminino
ficou em segundo lugar (2,3 milhdes de casos; 11,6%), seguido pelo cancer colorretal (1,9
milhdo de casos; 9,6%), cancer de prostata (1,5 milhdo de casos; 7,3%) e cancer de estdmago
(970 mil casos; 4,9%). A previsdo ¢ de mais de 35 milhdes de novos casos de cancer em 2050,
um aumento de 77% em relag@o aos cerca de 20 milhdes de casos estimados em 2022 (IARC,

2024).

Dentre as sucessdes de marcas distintivas que as células evoluem progressivamente
para um estado neoplasico, permitem-as tornar tumorigénicas e malignas, esta a glicosilacao
aberrante. Seja tanto em termos de niveis alterados de expressdo de glicanos (quantitativa)
quanto na producdo de estruturas especificas (qualitativa), ¢ uma caracteristica universal de

todos os estagios do cancer (Yingli et al. 2025).

Considerando o crescente dnus do cancer e a busca por biomoléculas com atividade
antitumoral com baixa toxicidade em células humanas saudaveis, as lectinas impedem a
metastase ao se ligarem a carboidratos especificos na superficie celular, um processo crucial
para a interacdo entre as células. Adicionalmente, ha também a interagdo entre a lectina e
proteinas que regulam o ciclo celular e bloqueia a sintese de proteinas em diversas linhagens

de células tumorais (Arruda et al. 2023).

As lectinas de macroalgas marinhas, em geral, possuem especificidade a
carboidratos complexos e gliconjugados na superficie de células cancerigenas durante a
glicosilagdo — isso tornam-as particularmente uteis em aplicagdes bioldgicas e bioquimicas

(Catanzaro et al. 2019; Chaves et al., 2018 Pinto et al. 2009).

Logo, o presente projeto buscar expressar em sistema heterdlogo uma lectina da

alga marinha vermelha Alsidium seaforthii, considerando as suas propriedades bioquimicas e
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fisico-quimicas a fim de avaliar seu potencial e viabilizar o seu direcionamento para uma futura

aplicagdo biotecnologica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Produzir, por expressao heterdloga, a isolectina BSL3 da alga marinha vermelha

Alsidium seaforthii, e realizar sua caracterizagao bioquimica e estrutural.

2.2 Objetivos especificos

Produzir e purificar a isoforma BSL 3 de forma heter6loga em E. coli,

Avaliar a homogeneidade e pureza da lectina por meio de gel de poliacrilamida na
presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS—PAGE);

Avaliar a atividade hemaglutinante da lectina recombinante e sua especificidade
glicidica;

Determinar os parametros termodinamicos de associagdo entre a lectina e seus ligantes
através de calorimetria de titulag@o isotérmica (ITC);

Avaliar o tamanho hidrodindmico do complexo lectina-proteina fusionada por
espalhamento dinamico de luz (DLS);

Avaliar a estrutura priméria da lectina recombinante por espectrometria de massas
(MS/MS);

Avaliar a estrutura secundaria da lectina recombinante através de dicroismo circular;
Predizer a estrutura tridimensional da lectina e identificar potenciais dominios de

reconhecimento de carboidratos (DRCs).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao do gene sintético de BSL3

A regido codificadora do DNA referente a isoforma BSL3, compreendendo os
residuos de aminoacidos A' — K°! (Nascimento-Neto et al., 2012), foi utilizada para desenhar o
gene sintético adquirido junto a empresa FastBio, sendo otimizada a preferéncia de c6dons para
a Escherichia coli. A otimizagdo de cédons visa aumentar a producdo da proteina recombinante
alvo ao alterar codons do gene alvo, deixando-os mais similares aos cddons de uso da célula

hospedeira.

O gene foi inserido em um vetor plasmidial pET32a-TEV entre os sitios de restricao
Ncol e Xhol. O vetor possui um promotor transcricional T7 que confere uma alta expressao
proteica em E. coli. O plasmideo em questdo origina uma proteina de fusdo composta pela
proteina alvo acrescida de uma etiqueta de seis residuos de histidinas (histag) e da proteina
tiorredoxina (Trx) no N-terminal. Além disso, o pET32a-TEV carrega um gene de resisténcia
a ampicilina e um sitio de clivagem para a protease Tobacco Etch Virus (TEV), pertencente ao

virus do género Potyvirus.

O uso da informacdo genética tem autorizacdo e regulagdo junto ao SISGEN
(Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado, ID: A1792FE).

Os experimentos de biologia molecular foram realizados em um laboratorio de

biossegurancga certificado de acordo com as exigéncias governamentais (CQB: R007-2016).

A tabela a seguir sumariza os plasmideos e as cepas utilizadas durante o estudo

(Tabela 3).

Tabela 3 — Plasmideos bacterianos e cepas de E. coli utilizados.

Cepa ou plasmideo Propriedades Referéncia

DH5a Célula tratada quimicamente Invitrogen

para ser competente




Tabela 3 — Plasmideos bacterianos e cepas de E. coli utilizados (Conclusao).
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a transformacdo. Demonstra
uma alta eficiéncia de

transformagao.

BL21(DE3)

Célula de referéncia utilizada
para expressdo de proteinas
recombinantes em E. coli. A
nomenclatura (DE3) designa
a presenca de uma coépia
cromossomal da 77 RNA
Polimerase induzivel com
isopropil-B-tiogalactosideo

(IPTG).

Novagen

pET32a-TEV

O vetor foi projetado para a
clonagem e alta expressao de
sequéncias peptidicas
fundidas com a proteina
tiorredoxina.  Sitios  de
clonagem estdo disponiveis
para produzir proteinas de
fusdo que também contém
sequéncias  clivaveis  de
cauda de histidina e etiqueta
S para  deteccdo e
purificacdo.  Possui  um
promotor T7 induzivel com
IPTG e um gene de

resisténcia a ampicilina.

Novagen

Fonte: O autor.
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3.2 Preparacio das células competentes

A preparacao de células competentes foi realizada conforme descrito por Sambrook
(2002), ou método de cloreto de célcio. Um pré-indculo de células de E. coli foi preparado em
5 mL de meio liquido LB (Luria-Bertani) Broth e incubado a 37 °C durante 16 horas, sob
agitacdo constante. A cultura foi diluida (1/100) em 500 mL de LB liquido e incubada
novamente a 37 °C até atingir D.Og20nm = 0,4-0,6. Em seguida, foi incubada em banho de gelo
por 5 minutos. As células foram centrifugadas a 1.600 x g a 4 °C por 10 minutos e¢ o

concentrado celular suspendido cuidadosamente em 50 mL de 100 mM MgCl, gelado.

A ressuspensdo foi incubada em banho de gelo por 30-45 min e entdo centrifugada
a 1.600 x g a 4 °C por 10 minutos, descartando o sobrenadante. O concentrado celular foi
cuidadosamente suspenso em 10 mL de tampao 100 mM CaCl> gelado e incubado em banho
de gelo por 90-120 min. Foram adicionados 2 mL de glicerol (15-20% final) e distribuiu-se
rapidamente a suspensdo de células em tubos de microcentrifuga em aliquotas de 100 pL. Os

tubos foram rapidamente congelados em nitrogénio liquido e estocados em freezer -80 °C.

3.3 Transformacao bacteriana em E. coli DH5a

A reagdo de transformagdo consistiu na mistura de 2 uL de vetor pET32a-TEV-
BSL com 100 pL de células competentes de E. coli DH5a. Posteriormente, as células ficaram
em repouso em banho de gelo por 20 min, seguidas por um choque térmico em banho-maria a
42 °C por 45 segundos. Logo depois foram deixadas em repouso por mais 2 minutos no gelo.
Finalmente as células foram incubadas a 37 °C por 1 hora em meio LB-Broth (Sambrook,

2002).

Com o intuito de validar a transformagdo, uma aliquota da suspensdo de células
transformadas foi transferida para placas de Petri contendo LB 4gar (LB acrescentado de agar
1,6%, pH 7,5) € 100 pg.mL"!' de ampicilina. Em seguida, as placas foram incubadas a 37 °C por

16 horas. Os clones crescidos foram entdo selecionados para extragdo plasmideal.



31

3.4 Purificacao do plasmideo recombinante

Para a purificagdo do DNA plasmideal foi utilizado o kit ilustra™ plasmidPrep

Mini Spin. O procedimento foi executado de acordo com o manual do fabricante.

Cada colonia positiva, crescida em meio LB agar contendo ampicilina, foi
inoculada em 10 mL de meio liquido LB Broth a 37 °C por 16 h em 180 rpm. As células foram
entdo precipitadas por centrifugacdo a 1.000 x g por 5 min em tubos de microcentrifugagdo e o
sobrenadante foi descartado. O concentrado celular final foi ressuspenso em 250 pL de solugao
de ressuspensao celular, homogeneizado, e entdo foi adicionado 250 pL de solucdo de lise. Ao
homogeneizado, acrescentou-se 10 pL de solugdo alcalina deixando em incubacdo a

temperatura ambiente.

Ao fim de 5 minutos, 350 uL de solu¢do de neutralizagdo foram adicionados,
homogeneizados e submetidos a uma nova centrifugagdo a 13.000 x g por 10 minutos. O lisado
clarificado, correspondente ao sobrenadante, foi entdo aplicado em uma coluna de silica,
centrifugando-a em um tubo coletor a 13.000 x g por 1 min. Apds isso, 750 uL e depois 250
pL de solucdo de lavagem foram aplicados na coluna, intercalados por centrifugacdo a 13.000

X g por 1 min.

Em um tubo de microcentrifuga¢do limpo, os plasmideos foram eluidos da coluna

com adicdo de 50 pL de agua livre de nucleases.

3.5 Confirmacio dos plasmideos recombinantes

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de colonia foi realizada utilizando
colonias previamente cultivadas em meio LB-4agar com ampicilina seguidas pela extragao do
DNA plasmideal. Foram adotadas as concentragdes para uma reagao final de PCR: tampao 1x;
2,5 mM de MgCl; 0,4 uM de dNTP mix; 0,4 uM de iniciador T7; 0,4 uM de terminador T7;
0,5 pL de DNA plasmidial; 1 U de Taq DNA polimerase e 4gua ultrapura para completar o
volume final de 10 pL.

A amplificacdo ocorreu em termociclador Eppendorf 22 Mastercycler Nexus
Gradient, nas etapas: (I) desnaturacdo inicial do DNA a 94 °C por 5 minutos; (II) 30 ciclos a 94

°C por 30 segundos com anelamento por 30 segundos a 50 °C; extensao por 1 minuto e 30
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segundos a 72 °C; e (III) extensdo final de 72 °C por 7 minutos. Posteriormente, os produtos
oriundos da PCR — juntamente com os plasmideos purificados da extracdo plasmidial — foram
visualizados em gel de agarose para validacao da integridade do vetor e do sucesso da

transformagao bacteriana.

3.6 Transformacao bacteriana em E. coli BL21(DE3)

ApOs os experimentos prévios e a confirmagao do plasmideo recombinante, este foi
utilizado para transformacao de células competentes da cepa E. coli BL21(DE3). A reacgdo de
transformagao consistiu na mistura de 2 pL de vetor pET32a-TEV-BSL com 100 pL de células
competentes de E. coli BL21(DE3). Posteriormente, as células ficaram em repouso em banho
de gelo por 20 min, seguidas por um choque térmico em banho-maria a 42 °C por 45 segundos.
Logo depois foram deixadas em repouso por mais 2 minutos no gelo. Finalmente as células
foram incubadas a 37 °C por 1 hora em meio LB-Broth. Os mesmos passos de confirmagao dos
plasmideos recombinantes em E. coli DH5a foram empregados para validar o processo em E.

coli BL21(DE3).

3.7 Ensaios para estabelecimento de condi¢o 0tima de expressao

Com o intuito de otimizar a producao da lectina recombinante, testes de condigdes
acerca da expressao em sistema heterélogo foram conduzidos previamente a produgao em larga

escala.

As bactérias transformadas foram inicialmente pré-cultivadas em 5 mL de meio
LB-Broth com ampicilina (100 mg.mL™") a 37 °C, sob agitagdo continua de 190 rpm por 16
horas. Posteriormente, o cultivo foi transferido para 50 mL do mesmo meio LB com ampicilina
na mesma concentragdo. A inducdo da expressao ocorreu quando a D.O. 620nm atingiu entre
0,4-0,5, pela adi¢ao de isopropil-p-tiogalactosideo (IPTG) em concentragdes de 0,05; 0,1; 0,5
e 1,0 mM.

Diversos tempos (4, 16, 20 e 24 horas) e temperaturas (18, 25, 30 e 37 °C) foram
testados. Apos cada concetracdo de indutor, tempo final e temperatura de incubagdo, uma

aliquota de 1 mL foi coletada para avaliar a eficiéncia da expressdo proteica via SDS-PAGE
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15%. A condig¢do que resultou na maxima expressao de rBSL3 foi selecionada para produgdes

em maior escala.

3.8 Extracao de proteinas totais de E. coli recombinante

As células foram sedimentadas por centrifugagdo a 10.000 x g durante 10 minutos
a 4°C. Cada 1,0 g de pellet celular foi suspenso em 10,0 mL de tampao TBS (20 mM Tris,
150 mM NaCl, 5% v/v glicerol, pH 8,0) e lisado por sonicagdo. A lise celular foi realizada por
ultrassonicagdo em gelo, utilizando um sonicador de sonda Soni—tech Ultrasonic Clean 450 W,
em ciclos de 15 segundos a 30% de poténcia, com intervalos de 30 segundos entre os pulsos. O

material resultante foi centrifugado a 10.000 X g por 15 minutos a 4 °C.

A separagao das fragdes soluvel e insoluvel foi realizada mediante centrifugagao a
10.000 xg por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante (fragdo soluvel) e o sedimento (fragdo
insoluvel) foram coletados para analise por SDS-PAGE 15%. Ap0s as avaliagdes iniciais, foram
eleitas as condi¢des Otimas de expressdo para rBSL3 e entdo foram feitas indu¢des em volumes

maiores para purificacdo em larga escala das proteinas.

3.9 Ensaios de expressao em larga escala da rBSL3

As células bacterianas de expressdo foram inoculadas em meios Luria-Bertani (LB)
de 5 mL suplementados com 100 mg.mL™! de ampicilina e cultivadas overnight a 37 °C em um
agitador sob rotacdo a 190 rpm. Em seguida, as c€lulas foram transferidas para 1 L de meio LB
com adigdo 100 mg.mL! de am. A densidade 6ptica das culturas de bactérias foram mensuradas
até atingirem o valor de absorbancia 0,4-0,6 a 620 nm, e entdo adicionou-se o agente indutor

1sopropil-B-D-tiogalactosideo (IPTG) até atingir uma concentragdo final de 0,1 mM.

Ap0s 24 horas de incubagdo a 18 °C, as células foram recolhidas e suspensas em
tampao 20 mM Tris-HCl pH 8,0 contendo 150 mM NaCl; 5% v/v glicerol; 20 mM de imidazol.
A proporgao utilizada foi de 10 mL de tampao para cada 1 g de massa celular precipitada. A
lise celular foi realizada por ultrassonicacdo em gelo utilizando um sonicador de sonda Soni—
tech Ultrasonic Clean 450 W, em ciclos de 15 segundos em 30% de poténcia com 30 segundos

de intervalo. O material resultante foi centrifugado a 10.000 x g por 15 minutos a 4 °C.
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3.10 Ensaios de expressao da tiorredoxina

As células bacterianas de expressao (contendo o vetor pET32a-TEV sem o inserto)
foram inoculadas em meios Luria-Bertani (LB) de 5 mL suplementados com 100 mg.mL™! de
ampicilina e cultivadas overnight a 37 °C em um agitador sob rota¢dao a 190 rpm. Em seguida,
as células foram transferidas para 1 L de meio LB com adi¢do 100 mg.mL™' de am. A densidade
optica das culturas de bactérias foram mensuradas até atingirem o valor de absorbancia 0,4-0,6
a 620 nm, e entdo adicionou-se o agente indutor isopropil-B-D-tiogalactosideo (IPTG) até

atingir uma concentracao final de 0,1 mM.

Ap6s 24 horas de incubacdo a 18 °C, as cé€lulas foram recolhidas e suspensas em
tampao 20 mM Tris-HCI pH 8,0 contendo 150 mM NaCl; 5% v/v glicerol; 20 mM de imidazol.
A propor¢do utilizada foi de 10 mL de tampao para cada 1 g de massa celular precipitada. A
lise celular foi realizada por ultrassonica¢do em gelo utilizando um sonicador de sonda Soni—
tech Ultrasonic Clean 450 W, em ciclos de 15 segundos em 30% de poténcia com 30 segundos

de intervalo. O material resultante foi centrifugado a 10.000 x g por 15 minutos a 4 °C.

3.11 Purificacio de rBSL3 por cromatografia de afinidade de tipo IMAC

O extrato bacteriano foi submetido a uma cromatografia de afinidade em uma
coluna HisTrap FF Crude (5 mL; GE Healthcare) a um fluxo de 2,0 mL.min!. A resina foi
previamente lavada com cinco volumes de coluna do tampao 20 mM Tris-HCI pH 8,0 contendo
150 mM NaCl; 5% v/v glicerol; 20 mM de imidazol. A proteina foi eluida com tampao de
eluicao 20 mM Tris-HCI pH 8,0; contendo 150 mM de NaCl; 175 mM de imidazol e 5% v/v de
glicerol. As fracdes de 2 mL foram coletadas e analisadas por SDS-PAGE.

O principio da cromatografia de afinidade em metal imobilizado de tipo IMAC
(Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography) se baseia na interacao io6nica que se forma
entre o anel imidazolico dos residuos de histidina da proteina e a carga positiva dos ions de
niquel da resina. Consequentemente, a proteina ¢ eluida por um mecanismo competitivo

envolvendo uma quantidade crescente de imidazol presente nos tampdes.
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3.12 Ensaios de digestiao da rBSL3

Detectada as proteinas de fusdo (tioredoxina-His6-rBSL3), as fracdes retidas na
coluna de HisTrap foram dialisadas contra tampao 20 mM Tris-HCI pH 8,0 contendo 150 mM
NaCl; 5% v/v glicerol; 0,05 mM 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e 1mM de cisteina.

O material foi entdo submetido a uma reacao de digestao para a remogao da proteina de fusao.

A etiqueta de polihistidina pode ser eliminada por clivagem com a protease TEV
(produzida de forma recombinante) também fusionada a uma etiqueta de histidina. A proteina
de interesse foi incubada por 24 horas a 4 °C com a protease TEV diluida 1/20. Em seguida, a
lectina foi submetida a um sistema AKTA Pure (GE Healthcare) com uma coluna HisTrap FF

Crude (5 mL; GE Healthcare)

Dessa vez, a fracao nao retida contendo a proteina de interesse foi recuperada. As
proteinas nao digeridas, a proteina de fusdo e a protease TEV ficaram retidas a coluna, gragas

a presenca da etiqueta de histidina.

3.13 Avaliacao da homogeneidade por SDS-PAGE 15%

O SDS-PAGE 15% foi realizado com o objetivo de estimar a massa molecular
aparente em comparacao a massa molecular da lectina nativa (Nascimento-Neto et al., 2012) e
avaliar a homogeneidade da rBSL3 purificada. As aliquotas contendo rBSL3 foram avaliadas

através de SDS PAGE em condi¢des redutoras (Laemmli, 1970).

3.14 Ensaios de atividade hemaglutinante e de inibicao

Os ensaios de atividade hemaglutinante foram realizados utilizando eritrécitos de
coelho, os quais sao mantidos no Setor de Cunicultura do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal do Ceara. A coleta de sangue foi previamente autorizada pelo Comité de

Etica para o Uso de Animais de Produgdo (CEUAP 2211202101).

Os eritrocitos foram preparados em sua forma nativa e tratados com tripsina. Os

testes foram realizados seguindo o método da dupla diluicdo seriada, em placas de
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microtitulagdo de fundo em V. O ensaio de inibi¢do da atividade hemaglutinante foi realizado
com as seguintes glicoproteinas: mucina de estdmago de porco tipo 2 (PSM-II); mucina de
estomago de porco tipo 3 (PSM-III); fetuina bovina; mucina submaxilar bovina (BSM) e
tireoglobulina suina. Ambos os ensaios foram realizados de acordo com a metodologia

estabelecida (Sampaio et al., 2002). A tiorredoxina isolada foi utilizada como controle negativo.

3.15 Calorimetria de Titulacdo Isométrica (ITC)

A calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC) ¢ uma técnica que mede diretamente o
calor liberado ou absorvido durante a mistura de reagentes, o que permite caracterizar qualquer
processo quimico que envolva trocas de calor, e assim fornecendo um perfil termodindmico
completo da interagdo molecular .

Os experimentos de calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC) foram realizados
utilizando um calorimetro MicroCal PEAQ-ITC (Malvern Instruments) com uma célula padrao
de 250 uL e uma seringa de titulacdo de 40 uL. Foi avaliada a rBSL3 em interagdo com a

tireoglobulina suina.

As amostras foram preparadas em uma solugdo de 20 mM Tris-HCI pH 8,0
contendo 150 mM NacCl; 5% v/v glicerol; 175 mM de imidazol. A solu¢do contendo rBSL3 foi
ajustada para uma concentragao de 0,33 uM, enquanto a solucdo do ligante foi preparada em
concentracao de 0,4 uM e injetado pela seringa de titulagdo. A anélise foi conduzida em 19
ciclos de inje¢do, com volumes de 2 uL de solugdo de ligante sendo injetados na célula de

amostra a cada 150 segundos, sob agitacdo de 750 rpm.

A titulacdo da tiorredoxina isolada com a tireoglobulina suina foi realizada como

controle negativo.

Os efeitos de calorimetria integrados foram analisados por regressdo ndo linear
utilizando o modelo de ligacdo de sitio (software MicroCal PEAQ-ITC Analysis). Os dados
experimentais foram ajustados a uma curva tedrica, permitindo a determina¢do da constante de

dissociagao (Kd), da entalpia de ligacao (AH) e do nimero de sitios (7).
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3.16 Espalhamento Dindmico da Luz (DLS)

A técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS) ¢ uma ferramenta usada para
estudar o comportamento de difusdo de macromoléculas em solug@o. O coeficiente de difusdo
e, consequentemente, o tamanho hidrodinamico calculado a partir dele, dependem do tamanho
e da forma das macromoléculas. Além disso, € possivel inferir informagdes sobre a presenga de
agregados, a dispersividade e a homogeneidade da amostra (Stetefeld; Mckenna; Patel, 2016).

A andlise por DLS foi conduzida para avaliar o comportamento hidrodinamico e
homogeneidade da rBSL3 em determinada condi¢do de pH, assim como compara-la com a
proteina de fusdo tiorredoxina (controle negativo) nas mesmas condi¢des. A lectina e a
tiorredoxina foram solubilizadas na concentrag¢do final de 1 mg/mL em tampao 20 mM Tris-
HCI pH 7,0. As amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 20 minutos a 4 °C para eliminar
agregados insoluveis e particulas. Os sobrenadantes obtidos foram transferidos para cubetas de
poliestireno limpas e e as medi¢des de DLS foram feitas a 20 °C com um Zetasizer Advance
Ultra (Malvern Instruments, Worcestershire, UK).

As distribui¢cdes de tamanho hidrodindmico foram determinadas a partir das
funcdes de autocorrelacio de intensidade, nimero e volume, empregando o modelo de analise

de uso geral disponibilizado pelo fabricante.

3.17 Determinacio da estrutura primaria por MS/MS

3.17.1 Digestdo da lectina com enzima proteolitica em gel

Para a determinacdo da sequéncia de aminoacidos por espectrometria de massas
(MS/MS), a lectina purificada foi submetida a SDS-PAGE 12% corado com Coomassie
Brilliant Blue (Laemmli, 1970). As bandas foram excisadas e descoradas segundo o protocolo
previamente estabelecido (Shevchenko et al., 2007). As bandas eletroforéticas descoradas da

proteina seguiram para digestdo com a enzima proteolitica tripsina.

As digestdes foram realizadas em bicarbonato de amoénio 25 mM a 1:50 p/p
(enzima/substrato), mantidas a 37 °C por 18 horas. A digestdo foi interrompida com adig¢do de

2 pL de acido formico a 2%. Os peptideos resultantes foram extraidos do gel conforme

Shevchenko et al. (2007).
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3.17.2 Sequenciamento dos peptideos obtidos por digestio

Para o sequenciamento dos peptideos obtidos por digestao, as solu¢des contendo os
foram injetadas em uma coluna de fase reversa C18 (100 um x 100 mm) em um sistema
nanoAcquity (Waters Corporation, MA, EUA), os peptideos foram eluidos por gradiente linear
de acetonitrila, contendo 0,1% de acido formico. Os eluatos foram infundidos diretamente em

uma fonte de nanoeletrospray no espectrometro de massas (nESI-LC/MS).

O espectrometro de massas operou em modo positivo na faixa de 50 a 3000 m/z,
sob voltagem do capilar de 3,5 kV e temperatura da fonte de 363 K. As anélises de LC-MS/MS
foram conduzidas de acordo com a fun¢do DDA (Data Dependent Analysis - Anélise
Dependente de Dados), sendo selecionados para anélise de MS/MS ions precursores com carga
(z) entre 2+ e 4+, onde foram fragmentados por Dissociacdo Induzida por Colisdo (CID),

utilizando argénio como gés de fragmentagao.

3.17.3 Andlise dos dados

Para a andlise de dados os espectros coletados foram processados pelos programas
MassLynx v4.1 e ProteinLynx v2.4 (Waters Corporation). Os espectros de fragmentagdo foram
interpretados manualmente pelo uso da ferramenta PepSeq (Waters). A estrutura primaria

foideterminada por sobreposicao dos peptideos sequenciados.

3.18 Dicroismo circular

A estrutura secundaria da rBSL3 foi analisada por espectroscopia de Dicroismo
Circular (CD) usando um espectropolarimetro Jasco J-815 (Jasco International Co., Toquio,
Japao) equipado com um sistema peltier com temperatura controlada. A lectina foi solubilizada
em tampao fosfato 20 mM (pH 7,0) a uma concentrag¢do final de 0,2 mg/mL. A tiorredoxina
i1solada foi utilizada em concentragdo e tampao equivalentes para efeito de comparagao. Apds
a centrifugagdo, as amostras foram transferidas para uma cubeta de quartzo com 1 mm de

caminho Optico.
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Os espectros de CD foram registrados na faixa do UV-distante (190—-240 nm) a uma
velocidade de varredura de 50 nm/min. As predigdes da estrutura secundéria foram realizadas

utilizando o servidor online DichroWeb (Referéncia).

3.19 Predicao estrutural

A modelagem estrutural de rBSL3 sem a proteina de fusdo foi realizada usando o
servidor AlphaFold2, gerando cinco estruturas tridimensionais previstas a partir da sequéncia
de aminodcidos da isoforma (Jumper et al., 2021; Nascimento-Neto ef al., 2012). A analise do
modelo foi feita com base na cobertura de sequéncia e graficos de identidade fornecidos pelo

servidor.

Para avaliagdo estereoquimica, critérios como sobreposi¢des estéricas, parametros
de desvio de CP Ramachandran, rotdmeros e qualidade do angulo de ligacdo foram
considerados usando o software MolProbity € VoroMQA (Chen et al., 2009; Williams et al.,
2017). O modelo de maior qualidade foi selecionado e inspecionado visualmente no PyMOL

(Schrodinger).

Adicionalmente, os dominios de reconhecimento de carboidratos (DRC) da rBSL3

foram analisados com a ferramenta DogSiteScorer (https://proteins.plus), que aplica um filtro

de Diferenga Gaussiana a uma representacdo tridimensional da proteina para deteccdo de

cavidades (Volkamer et al., 2012; Schoning-Stierand ef al., 2020).

Para estimar a composicdo da estrutura secundaria de rBSL3 isolada (sem a
presenca da proteina de fusdo) por categoria (a-hélices, folhas-f etc.) a partir dos dados de
rBSL3 fusionada e da tiorredoxina isolada, foi utilizada a seguinte formula matematica (Figura

4):

Figura 4 — Calculo de estimativa em % da estrutura secundaria de rBSL3 isolada.

__ Sfusao — (FTrx - STrx)
SrBSL = T

Fonte: O autor. SrBSL: estimativa em % da estrutura secundaria de rBSL3 isolada; Sfusdo: percentual observado
na construgdo rBSL3 + Trx (por categoria: hélice, folha etc.); FTrx: fracdo da Trx na construgdo rBSL3 + Trx
(167 aa de 258 aa totais — 0,647); STrx: percentual de estrutura secundaria por categoria da Trx isolada (obtido

por dicroismo circular); FrBSL: fra¢cdo da rBSL3 na construgdo rBSL3 (1 — FTrx).


https://proteins.plus/
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4.1 Obtencio do gene sintético
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O gene codificante otimizado para a lectina rBSL3 foi construido no vetor de

expressao pET32a (+) entre os sitios de restrigdo Ncol e Xhol, contendo um sitio de clivagem

para a protease TEV (Figuras 5 ¢ 6).

Figura 5 — Mapa do vetor pET32a-TEV.
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Fonte: Imagem do vetor pET32a-TEVda empresa NovoPro. Dispomivel

https://www.novoprolabs.com/vector/V geztknbt

em:


https://www.novoprolabs.com/vector/Vgeztknbt
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Figura 6 — Sequéncia de aminodcidos da proteina recombinante rBSL3 com proteina de fusao

tiorredoxina (Trx).

rBSL3

10 20 30 40 50 60
MSDRITHLTD DSFDTOVLKA DEATLVDFEFWA EWCGPCHKMIA PILDETADEY QDGERLTVAKLIN

70 80 90 100 110 120
IDONPGTAPK YGIRGIPTLL LFRNGEVAAT KVGALSKGOL KEFLDANLAG SGSGHMHHHE

130 140 150 160 170 180
HHSEGLVPRG SGMRETAAAR FERQHMDSPD LGTODDODKAM ENLYFDEADP VCGSSGYSCT

150 200 210 220 230 240
TPATLTPKSP GNFPSGYDKL IVTGVGGSYP VYISRPDGFW VGKVSEGGCA NFGAYSGGGK

250
SEVGVYGSSG TIVAVACK

Nimero de aminodcidos: 258

Peso molecular: 27131.53 kDa

Ponto isolétrico tedrico (pI): 5.53

Coeficiente de extincio molar: 30.285 M-! cm!

Fonte: O autor. Sequéncia de aminoacidos da lectina rBSL3 com cauda de fusdo (proteina de fusdo Trx, his-tag e
sitio de clivagem para a protease TEV) expresso a partir do pET32a-TEV. Italico: Tiorredoxina (Trx). Sublinhado:
vermelho: sequéncia de seis residuos de histidina (his-tag), amarelo: sitio de clivagem para a protease TEV.

Negrito: lectina. Dados informados pelo NovoProLabs: https://novoprolabs.com/tools/protein-extinction-

coefficient-calculation.

4.2 Confirmacao dos plasmideos recombinantes

A confirmagao dos clones transformados com o vetor contendo a Open Reading

Frame (ORF) da rBSL3 foram realizados por PCR e visualizados em gel de agarose (Figura 7).


https://novoprolabs.com/tools/protein-extinction-coefficient-calculation
https://novoprolabs.com/tools/protein-extinction-coefficient-calculation
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Figura 7 — Valida¢do da transformagdo de células de E. coli provenientes da purificacdo do

plasmideal e PCR de coldnia.

® © ® @

1000

50

Fonte: O autor. Eletroforese em gel de agarose 1%. 1: marcador de peso molecular comercial (GeneRuler 50 pb
DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific); 2: pET32a-TEV-rBSL3 obtido apds a purificagdo plasmideal; 3: controle
negativo da PCR de col6nia; 4: tBSL3 em E. coli BL21(DE3) obtido dos produtos amplificados da PCR de colonia.

A OREF equivalente a rBSL3 fusionada a tiorredoxina contém 258 aminodcidos,
logo 774 pares de bases (pb). A amplificagdo abrangeu toda a regido dos primers T7 iniciador
(19 pb) e terminador (48 pb), consistindo em aproximadamente 841 pares de bases. Conforme
¢ observado no resultado da PCR, com banda acima de 500 pb e aproximadamente 870 pb, ¢

confirmado a presenca do vetor com a ORF de rBSL3.
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4.3 Ensaios para estabelecimento de condicao 6tima de expressao

Apoés avaliacdo da eletroforese em condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE) das
amostras obtidas, foi observado que em todos os testes realizados a proteina rBSL3 foi expressa
tanto na fracdo soluvel quanto na fracdo insolivel. Consequentemente, as seguintes condigdes
foram escolhidas para a expressao otimizada de rBSL3 em fragdo solivel: indu¢do com 0,1 mM

de IPTG a 18 °C por 24 horas (Figura 8).

Figura 8 - Testes de expressdo em E. coli BL21(DE3).

A) B) M Oh 37 C 30°C 25°C 18°C

60 kDa

30 kDa
30 kDa

15 kDa

15 kDa

Fonte: O autor. SDS-PAGE 15% dos testes de expressdo da rBSL3 no vetor pET32a (+). Transformagao em E.
coli BL21 (DE3). A: Teste da variacdo da concentragdo de IPTG (0,05 mM; 0,1 mM; 0,5 mM e 1mM) a 37 °C por
4 horas; B: Teste de variag@o da temperatura (37 °C por 4 horas; 30 °C por 16 horas; 25 °C por 20 horas ¢ 18 °C
por 24 horas) a 0,1 mM de IPTG. M: Marcador: lectina de Chondrilla caribensis, 15 kDa; lectina recombinante
de Solieria filiformis, 30 kDa; albumina sérica bovina, 66 kDa. Oh: teste sem indutor em OD 0.4 - 0.6; FI: Frag&o

insoluvel; FS: Fracao soluvel; rBSL3: proteina recombinante de rBSL3 com, aproximadamente, 30 kDa).

4.4 Purificacao da rBSL3 por cromatografia de afinidade do tipo IMAC

O rendimento final de purificacao da rBSL3 foi de cerca 1,35 mg por 2,5 litros de
cultura induzida. A rBSL3 inicialmente foi purificada por cromatografia de afinidade por ions
metalicos imobilizados com uma coluna HisTrap FF Crude (5 mL; GE Healthcare). Os picos

contendo a lectina foram eluidos (P2) com o tampao TBS contendo 175 mM de imidazol
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(Figura 9). Os eluatos foram submetidos a SDS-PAGE para verificar o grau de pureza, e a banda

de interesse apresentou massa estimada de 30 kDa (Figura 10).

Figura 9 — Cromatograma referente a aplicacdao dos lisados soluveis de E. coli aplicados em

coluna de niquel imobilizado HisTrap FF Crude (5 mL; GE Healthcare).
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Fonte: O autor. Os lisados soltveis se referem as seguintes condi¢des de expressdo: 18 °C por 24 horas com 0,1
mM de IPTG. P2: Uso do tampéo de elui¢do: 20 mM de Tris-HCI pH 8,0; 150 mM de NaCl; 5% v/v glicerol; 175

mM de imidazol. Fluxo: 2 mL/min. Volume dos tubos coletados: 2 mL.
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Figura 10 - Eletroforese em gel de poliacrilamida com adi¢ao de dodecil sulfato de s6dio 15%

de rBSL3

M P2
60 kDa
30 kDa - il
rBSL 3 rBSL3
15 kDa

Fonte: O autor. SDS-PAGE dos eluatos da cromatografia de afinidade com niquel imobilizado da rBSL3. M:
Marcador: lectina de Chondrilla caribensis, 15 kDa; lectina recombinante de Solieria filiformis, 30 kDa; albumina
sérica bovina, 66 kDa. P2: Pico eluido com tamp&o 20 mM Tris-HCI pH 8,0; contendo 150 mM de NaCl; 175
mM de imidazol e 5% v/v de glicerol. rBSL3: proteina recombinante com proteina fusionada de BSL 3 com,

aproximadamente, 30 kDa.

4.5 Purificacdo da rBSL3 por IMAC apos os ensaios de digestao

A rBSL3 submetida a digestdo com a protease TEV foi purificada por
cromatografia de afinidade por ions metdlicos imobilizados com uma coluna HisTrap FF Crude
(5 mL; GE Healthcare). Os picos contendo a lectina foram eluidos (P1) com o tampao TBS
contendo 20 mM de imidazol. As proteinas nao digeridas, a proteina de fusao e a protease TEV

foram eluidos (P2) com o tampao TBS contendo 175 mM de imidazol. (Figura 11).
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Figura 11 - Cromatograma referente a aplicacao da solugdo de rBSL3 apos didlise e digestao

em coluna de niquel imobilizado HisTrap FF Crude (5 mL; GE Healthcare).
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Fonte: O autor. Os lisados soluveis se referem as seguintes condi¢des de expressao: 18 °C por 24 horas com 0,1
mM de IPTG. A proteina de interesse foi incubada por 24 horas a 4 °C com a protease TEV diluida 1/20. P1: Uso
do tampéo de eluigdo: 20 mM de Tris-HCI pH 8,0; 150 mM de NaCl; 5% v/v glicerol; 20 mM de imidazol. P2:
Uso do tampao de elui¢do: 20 mM de Tris-HCI pH 8,0; 150 mM de NaCl; 5% v/v glicerol; 175 mM de imidazol.

Fluxo: 2 mL/min. Volume dos tubos coletados: 2 mL.

Os eluatos foram submetidos a SDS-PAGE para verificar o grau de pureza.
Verificou-se a presenca de rBSL 3 nas amostras digeridas e ndo cromatografadas. Contudo, ndao

foi observada a sua presenca apds a aplicagdo em coluna de niquel imobilizado HisTrap FF

Crude (5 mL; GE Healthcare) (Figura 12).
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Figura 12 - Eletroforese em gel de poliacrilamida com adi¢ao de dodecil sulfato de sodio 15%

de rBSL3 apos dialise e digestdo enzimatica.
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Fonte: O autor. SDS-PAGE 15% dos eluatos da cromatografia de afinidade com niquel imobilizado da rBSL 3
digerida. M: Marcador: lectina de Chondrilla caribensis, 15 kDa; lectina recombinante de Solieria filiformis, 30
kDa; albumina sérica bovina, 66 kDa. rBSL 3: proteina recombinante digerida de BSL com, aproximadamente, 9
kDa. 1: rBSL 3 digerida e ndo cromatografada. 2: rBSL 3 digerida e cromatografada. 3: Cauda contendo protease
rTEV (cerca de 30 kDa) e tiorredoxina (TRX) (cerca de 16 kDa).

4.6 Ensaio de atividade hemaglutinante e teste de inibi¢ao com carboidratos

A atividade hemaglutinante de rBSL3 foi realizada com eritrocitos de coelho
tratados enzimaticamente com tripsina. As amostras coletadas da cromatografia de afinidade
apresentaram 256 U.H.mL™! (Figura 13-A' e A?). A atividade hemaglutinante foi inibida por

tireoglobulina suina (Tabela 4).

A tiorredoxina isolada (controle negativo) ndo demonstrou atividade

hemaglutinante, e consequentemente, ndo foi realizado o ensaio de inibi¢ao(Figura 13-C).
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Figura 13 — Atividade hemaglutinante de rBSL3.

Fonte: O autor. Eritrocitos de coelho a 3% tratados com enzima tripsina. Al: lectina recombinante fusionada
(rBSL3) a 1 mg.mL"!. A% continuagdo da atividade hemaglutinante em A!. B: lectina recombinante fusionada
(rBSL3) a 500 pg.mL!. C: Tiorredoxina (controle negativo) a 1 mg.mL"!. D: Eritrocitos de coelho tratados em

solugdo de NaCl 0,15 M (Branco).

Tabela 4 — Inibi¢ao de atividade hemaglutinante de rBSL3.

Glicoproteinas CIM (rBSL3)
Mucina de estomago de porco II X
Mucina de estomago de porco 111 X
Mucina maxilar bovina X
Fetuina X
Tireoglobulina 31,25 ug.mL™!

Fonte: Autor. CIM: Concentragdo inibitoria minima. X: Ndo ocorreu inibi¢do na concentragdo de 1 mg.mL.

4.7 Calorimetria de Titulagcao Isométrica (ITC)

A afinidade da rBSL3 pela tireoglobulina, uma glicoproteina rica em residuos

fucosilados, foi avaliada por experimentos de Calorimetria de Titulagdo Isotérmica (ITC). A
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introdugdo da tireoglobulina em solugdo contendo rBSL3 resultou em picos exotérmicos,
indicando uma interacdo de natureza exotérmica.

A titulagdo revelou uma razao proteina/ligante de aproximadamente 9 (n = 9,33 +
1,46), sugerindo que nove moléculas de rBSL3 interagem com uma unica molécula de
tireoglobulina. A lectina apresentou afinidade significativa pelo glicano fucosilado, com uma
constante de dissociagdo (Kd) de 53,2 uM (£ 4,59 x 10~°) e uma constante de associacdo (Ka)
de 1,88 x 10* M. Os valores obtidos para a variagao entropica (AS) e entalpica (AH) foram de
12,3 kcal/mol e —18,1 kcal/mol (+9,64), respectivamente (Figura 14).

Nenhuma resposta calorimétrica expressiva foi observada na interacdo entre

tiorredoxina e tireoglobulina, utilizada como controle negativo (Figura 15).

Figura 14 - Calorimetria de titulagdo isométrica (ITC) de rBSL3
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Fonte: O autor. (A) Termograma de rBSL3 titulado com tireoglobulina. (B) Curva de titulagdo para a interagao
rBSL3-tireoglobulina. (C) Mapa de calor mostrando as contribui¢cdes da entalpia (AH, verde), entropia (—TAS,
vermelho) e energia livre de Gibbs (AG, azul) para a interagao de ligagdo rBSL3-tireoglobulina. Os experimentos
foram realizados a 25 °C utilizando um sistema MicroCal PEAQ-ITC, e os dados foram ajustados a um modelo

de ligag@o de um conjunto de sitios.
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Figura 15 - Calorimetria de titulagdo isométrica (ITC) de tiorredoxina.
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Fonte: O autor. Termograma de tiorredoxina titulado com tireoglobulina. O painel inferior mostra a curva de

titulagdo para a interagdo tiorredoxina-tireoglobulina.

4.8 Espalhamento Dindmico da Luz (DLS)

A analise por espalhamento dindmico de luz (DLS) foi utilizada para determinar o
tamanho hidrodindmico da rBSL3 e da proteina de fusdo tiorredoxina, assim como estimar a
homogeneidade e a possivel formagao de agregados.

A rBSL3 a1 mgmL™"! apresentou um perfil altamente polidisperso, com indice de
polidispersidade (PDI) equivalente a 1,0. O tamanho hidrodinamico médio (Z-Average) foi de
26,16 nm, um valor intermediario fortemente influenciado pela presenca de agregados maiores.

A distribuicdo por intensidade revelou duas populagdes principais: a primeira
populacdo, majoritaria em intensidade, apresentou tamanho médio de aproximadamente 2641
nm, contribuindo com 79,04% da intensidade total da amostra.

A segunda populagdo corresponde a particulas menores, com tamanho médio de
5,89 nm, responsavel por 11,38% da intensidade. Embora as particulas maiores dominem a
distribuicao por intensidade, as analises por niimero e por volume confirmaram que a fragado
numérica e volumétrica ¢ composta principalmente por particulas menores (~5-6 nm).

A analise do comportamento hidrodinAmico da tiorredoxina a mg.mL™! revelou
uma distribuicao polidispersa PDI igual a 1,0, sugerindo a presenca de espécies heterogéneas

em solugdo. O Z-Average foi de 5050 nm, valor influenciado pela presenga de grandes
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agregados. A distribuicdo por intensidade evidenciou duas populagdes distintas: a populagao
majoritaria apresentou tamanho médio de 2516 nm, representando 94,17% da intensidade total,
enquanto a populagdo minoritaria apresentou tamanho médio de 1,366 nm, correspondendo a
5,833% da intensidade. As distribui¢cdes por volume e por nimero revelaram que a fracdo

majoritaria da amostra ¢ composta por particulas menores (~1-3 nm) (Figura 16).

Figura 16 — Padrdes identificados nas distribui¢des baseadas em volume, intensidade e nimero
do espalhamento dinamico da luz de rBSL3 e tiorredoxina isolada.

Fonte: O autor. A: distribui¢do por intensidade de rBSL3; B: distribui¢do por volume de rBSL3; C: distribuigdo
por niimero de rBSL3; D: distribuigdo por intensidade de tiorredoxina; E: distribui¢do por volume de tiorredoxina

F: distribui¢do por niimero de tiorredoxina.

4.9 Determinag¢io da estrutura primaria por MS/MS

A digestao de rBSL3 com a enzimas tripsina produziu peptideos de variados
tamanhos, destes, cinco fragmentos no total foram utilizados para confirmar a sequéncia da

lectina recombinante fusionada (Tabela 4).
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Tabela 5 - Sequéncias de peptideos obtidas por digestdo enziméatica com tripsina da lectina

recombinante fusionada rBSL3.

m/z Sequéncia Massa A
Observada | Calculada | (Da)
866.4 | IHLTDDSFDTDVLK 1730,78 1730,87 | 0,08
634.3 | LNIDQNPGTAPK 1266,62 1266,65 | 0,03
584.7 | SPGNFPSGYDK 1167,44 1167,51 | 0,07
856.4 | IVTGVGGSYPVYISRPDGFWVGK 2566,31 2566,35 | 0,04
809.3 | VSEGGCANFGAYSGGGK 1616,63 1616,68 | 0,05

Fonte: O autor. Peptideos manualmente sequenciados apos digestdo enzimatica com tripsina dos spots € em

solucdo de rBSL3 e sob condicdo redutora. m/z: massa/carga. A: massa calculada — massa observada.

Os fragmentos de peptideos obtidos de rBSL3 com m/z 584,7; 856,4 ¢ 809,3
apresentam valores de massa calculada similares aos fragmentos de peptideos T2.1, T3.1 e T4.2
da lectina nativa de 4. seaforthii analisados por Nascimento-Neto e colaboradores (2012). Os
fragmentos mencionados obtidos neste projeto correspondem a fragdo da lectina alvo na

construcdo da proteina fusionada (Figura 17).

Figura 17 - Mapa peptidico de rBSL3 fusionada.

MSDKIIHLTD DSFDTDVLKA DGAILVDEWA EWCGPCKMIA PILDEIADEY QGKLTVAKLN

] _____ TSEE.@_____I [_
IDONPGTAPK YGIRGIPTLL LFKNGEVAAT KVGALSKGQL KEFLDANLAG SGSGHMHHHH
__T634.32__1

HHSSGLVPRG SGMKETAAAK FERQHMDSPD LGTDDDDKAM ENLYFQGADP VCGSSGYSCT

TPATITPKSP GNFPSGYDKI IVTGVGGSYP VYISRPDGEFW VGEKVSEGGCA NFGAYSGGGK

|___T554.7___| | ___________ TSSG.é __________ ‘ | ______ TSOQ.;; ______ |

SEVGVYGSSG TIVAVACK

Fonte: O autor. Mapa peptidico de rBSL3 fusionada montado por sobreposi¢ao de peptideos obtidos a partir de

digestao enzimatica com tripsina (T). Sublinhado: fragdo da construg@o correspondente a lectina alvo.
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4.10 Dicroismo circular

Os espectros oriundos do dicroismo circular de rBSL3 revelaram uma banda
positiva maxima em torno 193 nm e uma banda negativa minima em 211 nm. A tiorredoxina
isolada apresentou o seguinte perfil: uma banda positiva méxima em 192 nm e uma banda

negativa minima em 210 nm (Figura 18).

Figura 18 - Espectros de dicroismo circular de rBSL3 e tiorredoxina isolada.
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Figura 18 — Espectros de dicroismo circular de rBSL3 e tiorredoxina isolada (Conclusdo).
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Fonte: O autor. Espectro de Dicroismo Circular de rBSL3 e tiorredoxina isolada (Far - UV; 190 a 240 nm). A:

espectro da lectina recombinante fusionada rBSL3. B: espectro da tiorredoxina isolada.

Através do algoritmo de predigdo CONTIN (Sreerama; Woody, 2000), alocada no
servidor online DichroWeb (Van Stokkum et al., 1990), a composi¢do da estrutura secundaria
darBSL3 ¢ formada por ¢ formada por 18,5% de a-hélice; 29,3% de folhas-f3; 22,8 % de dobras-
B e de 28,5% de estruturas aleatdrias. A estrutura secundaria da tiorredoxina isolada ¢ formada
por ¢ formada por 27,4% de a-hélice; 29,3% de folhas-B; 22,8 % de dobras-f e de 28,5% de

estruturas aleatorias (Figura 19).
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Figura 19 — Grafico de comparagdo de estrutura secundaria.
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Fonte: O autor. Helix: a-hélice; Strand: folhas-B; Turns: dobras-f; Unordered: estruturas aleatorias.

A composi¢ao aproximada da estrutura secundaria da rBSL3 isolada ¢ formada por
2,17% de a-hélice; 46,18% de folhas-f3; 22,25% de dobras- € 25,56% de estruturas aleatdrias.
A composi¢do da estrutura secundéria da BSL selvagem ¢ formada por 5% de a-hélice; 51% de
folhas-P e 44% de estruturas aleatdrias (Sousa, 2022). Ou seja, fica em evidéncia a similaridade

no quesito de estrutura secundaria predita entre a forma selvagem e a forma recombinante.

4.11 Predicao estrutural

A anélise preditiva revelou que a estrutura secundéria da lectina BSL consiste em
conformagdes predominante de folhas-p organizadas em um arranjo tipo B-sanduiche (Figura
20-A). Essa arquitetura ¢ composta por varias cadeias [ antiparalelas conectadas por alcas
(segmento flexivel). Foi analisado um potencial dominio de reconhecimento a carboidratos
(DRC) localizado no centro de um arranjo B-sanduiche da proteina, proximo aos residuos
V(45); W(54); V(55); G(56); K(57); G(62); A(64); N(65); F(66); Y(69). Essa regido forma uma

cavidade que pode atuar como sitio de interagdo com ligantes (Figura 20-B).
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A estrutura obtida foi analisada e validada, mostrando 98,51% de residuos de
aminoacidos dispostos em regides favorecidas do grafico de Ramachandran, segundo o servidor
MolProbity. A analise por meio do VoroMQA forneceu um escore global de 0,522, valor

considerado de um modelo de alta qualidade estrutural.

Figura 20 - Estrutura geral da rBSL3 com localizacdo e representacao do DRC.
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Fonte: Elaborado pelo autor. A - A estrutura de rBSL3 ¢ representada como um desenho animado roxo. B - O
potencial sitio de ligagao a carboidrato de rBSL3 é mostrado contendo residuos interativos como linhas roxas. Para

maior clareza, alguns residuos de aminoacidos da proteina foram omitidos.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, uma isolectina da alga marinha vermelha A4. seaforthii foi
produzida por expressao recombinante apos otimizacdo de codons para expressdo em E. coli
BL21(DE3), otimizada para solubilidade e integridade estrutural. A sequéncia de nucleotideos
codificante de lectina foi introduzida no vetor de expressao pET32a-TEV usando os sitios de
restri¢ao Ncol e Xhol, compreendendo a proteina de fusdo (etiquetas) tiorredoxina seguida por
uma cauda de seis residuos de histidinas no N-terminal.

A escolha da isoforma BSL3 como candidata a expressdo recombinante baseia-se
em uma combinagdo de critérios estruturais e comparativos com dados experimentais
previamente estabelecidos. Dentre as isoformas da lectina BSL (BSL2, BSL3 e BSL4), a BSL3,
a isoforma mais abundante, apresenta a maior similaridade com a isoforma mais abundante de
BTL — compartilhando 83% de identidade de sequéncia (Nascimento, 2014; Nascimento-
Neto et al., 2012). A isoforma de BTL foi utilizada na produg¢do heter6loga e na caracterizagao
das suas propriedades bioquimicas (Nascimento, 2014).

As onze heterogeneidades observadas em BSL3/BTL sdo em sua maioria toleraveis
ou fora de regides conservadas. As posi¢des e o nimero de residuos de cisteinas sdo idénticas
entre as lectinas: C°, C!, C% ¢ C*° — destacando conservagido das pontes dissulfetos para a
estabilidade de ambas as lectinas.

Assim, dado o paralelismo estrutural evidente entre BSL3 e a isoforma mencionada
de BTL, cuja expressao recombinante de rBTL foi estabelecida com sucesso (Nascimento e?
al. 2015), € evidente a escolha da isoforma BSL3 para producao em sistema heterologo.

Na expressdo de proteinas recombinantes em E. coli, certos pardmetros podem
influenciar o rendimento final da produ¢do: a cepa da bactéria, o vetor e o tipo do meio de
cultura (Hayat et al. 2018). De acordo com os ensaios para o estabelecimento de condigdo 6tima
de expressao, € possivel inferir certas conclusdes. A variacdo de temperatura no cultivo ¢ um
dos fatores que influenciam no enovelamento correto da proteina e na formagao de corpos de
inclusdo (proteina agregada). Altas temperaturas contribuem para a expressdo da proteina
recombinante na fracao insoluvel — formando corpos de inclusdo. Temperaturas mais baixas
auxiliam no enovelamento correto de proteinas recém-formadas devido a diversas variaveis,
como uma taxa de tradugdo mais lenta e alteracdes na cinética de enovelamento da cadeia
polipeptidica (Incir; Kaplan, 2024). Como tal, a escolha de cultivar as células bacterianas neste

projeto a 18 °C por 24 horas ¢ baseada nessas evidéncias.
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Quanto a concentracao do indutor, nos ensaios realizados, 0,1 mM de IPTG foi ideal
para expressao na fracdo de soluvel de rBSL3. Altas concentragdes do indutor podem levar a
taxas de traducao que excedem a capacidade de enovelamento das chaperonas, ou seja,
resultando na formacao de corpos de inclusdo. Em geral, a concentragao usual para indugao
com IPTG ¢ 0,1-1 mM para expressao otimizada em E. coli (Falak; Sajed; Rashid, 2022).

Nesse contexto, outras lectinas de algas vermelhas quando expressas em sistema
heter6logo apresentaram os parametros otimizados semelhantes aos presentes neste trabalho:
rBTL com 0,2 mM por 16 horas a 16 °C e rSfL-1 com 0,05 mM por 20 horas a 25 °C (Chaves
et al., 2023; Nascimento, 2014).

O plasmideo pET32a-TEV origina uma proteina de fusdo composta pela proteina
alvo, acrescida da proteina tiorredoxina e de uma etiqueta de histidina (Histag). As etiquetas de
fusdo melhoram a solubilidade e o enovelamento da proteina expressa, além de aumentarem a
eficiéncia da purificacdo (Costa ef al., 2014; Eche; Gordon, 2021). A escolha da tiorredoxina
(Trx) se sustenta na propriedade da proteina em reduzir liga¢des dissulfeto em outras proteinas,
o que ¢ fundamental para o enovelamento correto da cadeia de aminoacidos, favorecendo a
solubilidade e prevenindo a formac¢ao de corpos de inclusdo (Yuan; Geng; Wang, 2025).

A tiorredoxina pode ser ligada tanto na extremidade N-terminal quanto na C-
terminal da proteina de interesse, no entanto, a tiorredoxina nao se liga a fase estaciondria
durante processos cromatograficos. Logo, para uma purificacao eficaz, a Trx precisa ser usada
em conjunto com uma cauda de seis residuos de histidinas ou outro grupamento que possua
caracteristicas de afinidade.

A etiqueta em questdo foi explorada no processo de purificacdo da rBSL3 quanto
darBTL. Os anéis de imidazol da histidina interagem com as cargas positivas dos ions de niquel
da resina, através de interagdo idnica, 0 que permite a purificacdo da proteina de interesse
através de cromatografia de afinidade em coluna de niquel imobilizado (IMAC). O sistema de
etiqueta Hiss, aliado a tecnologia IMAC, permanece como a principal escolha para purificagao
genérica em passo Unico por suas diversas vantagens. Devido ao seu tamanho e carga reduzidos,
a etiqueta de seis residuos raramente interfere na estrutura ou fun¢ao da proteina-alvo, podendo
ser facilmente adicionada em qualquer uma das suas extremidades N ou C-terminal (Lichty et
al.,2005; Yadav et al., 2016).

A analise por SDS-PAGE 15% revelou que fragdes retidas na coluna de HisTrap
correspondem a proteina rBSL3 fusionada a tiorredoxina com etiqueta de residuos de histidina.
As bandas de interesse possuem um peso molecular estimado de 30 kDa — equivalente a

proteina de fusdo tiorredoxina com etiqueta de histidina, em torno de 18 kDa, fusionada a
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lectina alvo rBSL3, com cerca de 9 kDa. Devido a inexisténcia da presenca e homogeneidade
em SDS-PAGE 15% da banda respectiva aos produtos da rBSL3 apoés didlise, digestdo com
TEV e cromatografia de afinidade em coluna de niquel imobilizado, optou-se por trabalhar com
a lectina recombinante anexada a proteina de fusdo. Tal estratégia nao foi empregada na
expressao em sistema heterologo da rBTL (Nascimento, 2014).

A rBSL3 mostrou atividade de hemaglutinagdo contra eritrécitos de coelho tratados
com tripsina, o que estd de acordo com as lectinas de Hypnea japonica (HJA), Alsidium
triguetrum (BTL) e Alsidium seaforthii da costa venezuelana (BSH) — pertencentes a mesma
familia de lectinas de algas da BSL (Calvete et al., 2000; Hori; Matsubara; Miyazawa, 2000;
Nascimento et al., 2015; Nascimento-Neto et al., 2012). Sua contraparte nativa mostrou uma
atividade especifica equivalente quando em contato com eritrocitos tratados com tripsina, sendo
detectada aglutina¢do até uma diluicao de 28, o que confere a proteina uma atividade especifica
de 256 UH/mg de proteina (Ainouz; Sampaio; 1991). A atividade de hemaglutinacdo confirma
a integridade funcional da rBSL3, e a inexisténcia da capacidade da proteina de fusdo
tiorrexodina em interagir seletivamente com carboidratos especificos (Boonsri et al., 2025).

O reconhecimento e ligacdo a tireoglobulina suina por rBSL3 demonstra a
propriedade compartilhada entres as lectinas da familia mencionada: a especificidade restrita
por N-glicanos complexos com o nucleo de fucosilagdo al-6. A tireoglobulina (Tg) ¢ uma
glicoproteina de 660 kDa com altos niveis de glicosilacdo situada nas estruturas foliculares da
glandula tireoide, e que atua como precursora dos hormonios tireoidianos tiroxina (T4) e
tritodotironina (T3) (Steurer et al., 2021; Vijlder; Graaf; Ris-Stalpers, 2004).

A fucosilagdo representa o mecanismo de transferéncia de um residuo de fucose
para as cadeias de oligossacarideos presentes em glicoproteinas ou glicolipidios da membrana
celular. Existem dois tipos de N-fucosilagdo: fucolisacdo central (a-1,6-fucosilacdo) e
fucolisacdo terminal (a-1,2-fucosilagdo, a-1,3/4-fucosilagdo) (Ma et al., 2019). A
tireoglobulina apresenta dois tipos de cadeias, oligomanose e N-acetilactosamina — sendo que
nesta ultima os principais N-glicanos sdo estruturas biantenarias al-6 fucosiladas (Nagano et
al., 2005).

A inibicdo da atividade hemaglutinante de rBSL3 pela tireoglobulina corrobora
com os resultados observados na lectina recombinante da alga vermelha 4. triquetrum e na
lectina da alga vermelha H. japonica: a especificidade restrita a N-glicanos fucosilados do
nucleo (al-6) (Nascimento et al., 2015; Okuyama et al., 2009). Além disso, a inibi¢do pela

tireoglobulina também foi observada com a lectina nativa da A. seaforthii (Sousa, 2022).
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Em mamiferos, a fucosilagdo do ntcleo ¢ caracterizada por uma ligagdo a-1,6-
fucose, ¢ uma das formas mais comuns de fucosilagdo em N-glicanos e ¢ mediada
exclusivamente pela enzima FUTS. A regulacdo significativa da FUTS8 observada em varios
tipos de cancer sugere seu papel critico na atividade das células cancerigenas (Huang et al.,
2025). Por exemplo, células de cancer de pulmdo com alto potencial metastatico exibem N-
glicanos com fucosilagdo do nicleo na E-caderina, uma proteina crucial para a adesao celular,
enquanto células com baixo potencial metastatico ndo possuem essa modificacdo (Rafique et
al., 2024). Assim, fica explicito o potencial uso da rBSL3 como uma ferramenta para
compreensdo dos mecanismos de glicosilagdo em células cancerigenas e/ou células saudaveis
devido a sua especificidade por N-glicanos complexos com o nucleo de fucosilagdo al-6.

As interagdes termodindmicas apresentadas entre a lectina recombinante fusionada
rBSL3 e a glicoproteina tireoglobulina suina foram analisadas por calorimetria de titulagdo
isotérmica (ITC). A constante de associacio (Ka) igual a 1,88 x 10* M' e a energia livre de
Gibbs (AG) igual a -5,83 kcal/mol indicam que a interagdo proteina-glicoproteina apresenta
uma afinidade significativa, e que a reagdo ocorreu de forma espontanea. Outras lectinas quando
em contato com seus respectivos glicanos apresentaram Ka similares a rBSL3: a lectina da
esponja marinha Aiolochroia crassa e fetuina (3,039 x 10* M™); a lectina da esponja marinha
Aplysina fistularis e mucina de estomago de porco (5,95% 10° M™); lectina da Canavalia
ensiformis e 2-(metacrilamido)glicopiranose (1,75 x 10° M) (Andrade et al., 2025; Torres,
2024; Wang et al., 2013).

O numero de ligagdo (n) encontrado foi de 9, indicando que nove moléculas da
rBSL3 interagem com uma unica molécula de tireoglobulina porcina. A tireoglobulina ¢ uma
glicoproteina composta por oligossacarideos do tipo high mannose (tipo unidade A) e do tipo
complexo (tipo unidade B) ligados a residuos de asparagina na porcao peptidica em todas as
espécies estudadas (Arima; Spiro; Spiro, 1972). A unidade do tipo complexo em tireoglobulina
apresenta nove oligossacarideos N-glicanos fucosilados do nucleo al-6 (Yamamoto ef al.,
1981).

Além disso, a associagdo ¢ impulsionada pela forte contribuicao da entalpia (AH)
de -18,1 kcal/mol, evidenciando o carater exotérmico da interagdo. Ainda que a contribuigdo
entropica positiva (AS = 12,3 kcal/mol) indique um aumento da desordem — divergente do
conceito da forma¢do de um complexo ordenado — a entropia positiva favorece
termodinamicamente a interacdo ao reduzir AG, ou seja, uma reagdo espontanea e favoravel.

A afinidade de rBTL por oligossacarideos fucosilados também foi investigada por

experimentos de ITC. A injecdo de um octassacarideo com fucose no nicleo al,6 na célula
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contendo rBTL resultou em fortes picos exotérmicos, revelando uma interacdo exotérmica
(Nascimento et al., 2015). Tanto rBSL3 e rBTL apresentam especificidade a N-glicanos
fucosilados no nucleo (al-6).

Nos resultados obtidos em DLS, aliquotas de rBSL3 fusionada e tiorredoxina
isolada (controle negativo) foram analisadas quanto a sua homogeneidade e a formagdo de
agregados. Os trés parametros analisados (intensidade, volume e nimero) referem-se a
diferentes formas de representar a distribuicao de tamanhos de particulas em um ensaio de DLS.
A distribuigdo por intensidade ¢ baseada na quantidade de luz espalhada por cada particula. A
distribui¢do por volume destaca o volume relativo por faixa de tamanho na solucdo estudada.
A distribui¢do por niimero estima o numero real de particulas presentes em cada faixa e
tamanho.

O indice de polidispersdao (PDI) igual a 1 sugere uma alta heterogeneidade em
ambas as amostras. O tampao de analise (Tris-HCI 20 mM pH 8; NaCl 150 mM), sem glicerol,
sugere a formagdo de agregados. O perfil da tiorredoxina (Trx) como controle negativo revelou
uma populagdo predominantemente homogénea, com tamanho médio de aproximadamente 1,3
nm, compativel com a forma monomérica da proteina (Collet; Messens, 2010).

A proteina recombinante rBSL3 apresentou um perfil heterogéneo, com a
coexisténcia de populagdes pequenas (~5-6 nm) e agregados maiores (~2500-5000 nm), além
de um aumento significativo no indice de polidispersao. Esses resultados sugerem que, embora
a presenca da Trx tenha contribuido para a manutenc¢do de uma fragao soluvel, a proteina de
interesse mantém uma propensao intrinseca a formagao de agregados por meio de mudangas
conformacionais da fusdao das duas proteinas.

As analises in silico corroboram com os dados preditos para a lectina nativa de A.
seaforthii realizados anteriormente por C-I-TASSER: a predominédncia de folhas-f em sua
estrutura secundaria (Sousa, 2022). Outras lectinas de algas também demonstram a mesma
caracteristica (Carneiro et al., 2020; Chaves et al.,2018, Costa-Filho, 2024; Menezes, 2024;
Silva, 2023). Os residuos de aminoacidos que compdem o potencial sitio de ligacdo a
carboidratos de rBSL3 apresentam similaridade com os sitios presentes nas lectinas de
macroalgas vermelhas Amansia multifida e Solieria filiformis — ambas da familia de lectinas
homologas da aglutinina de Oscillatoria agardhii (OAAH) (Chaves et al., 2023; Silva, 2023).
Contudo, estudos sao necessarios acerca das lectinas que pertencem a mesma familia de BSL.

A predigdo da estrutura secundaria obtidas pelos resultados da analise pelo
dicroismo circular se alinha com os resultados da andlise in silico: uma parcela majoritaria da

estrutura de rBSL3 ¢ composta por folhas-f. Ao analisar as absor¢des maximas ¢ minimas de



62

rBSL3 com outras lectinas de algas vermelhas, ¢ possivel inferir as similaridades estruturais.
As lectinas das algas vermelhas Solieria filiformis (SfL) e Meristiella echinocarpa (MeL)
exibiram absor¢do maxima negativa em 207 nm e 214 nm e um maxima positiva em torno de
193 e 190 nm, respectivamente (Chaves, 2018). A lectina da alga vermelha Amansia multifida
apresentou uma absor¢do maxima e¢ minima de 195 e 216 nm, respectivamente estudo
(Mesquita et al., 2021). As lectinas nativas de Alsidium triquetrum (BTL) e Alsidium seaforthii
(BSL) exibiram absor¢ao maxima em torno de 190 nm e 194 nm, e uma absor¢ao minima de
212 nm e 218 nm para BTL e BSL, respectivamente (Sousa, 2022).

De acordo com Sreerama e Woody (2003), ha a possibilidade de dois tipos de
espectros de dicroismo circular para proteinas com predominancia de estruturas tipo B:
proteinas-BI e proteinas-BII, onde os espectros do tipo -fI sdo semelhantes aos de modelo B-
folha, com um méaximo positivo em 190 nm e maximo negativo em torno de 210 a 220 nm. A
rBSL3 fusionada apresentou uma absor¢do com maximos negativos € positivos proximos aos
de proteinas com predominancia de estruturas folha-pB, e semelhantes aos espectros de

proteinas-BI.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, foi desenvolvido um protocolo eficiente para a expressao heterdloga
da lectina BSL3, oriunda da alga Alsidium seaforthii. A proteina recombinante foi obtida em
sua forma ativa e corretamente dobrada, apresentando atividade hemaglutinante e pardmetros
bioquimicas compativeis com a forma silvestre.

A lectina demonstrou afinidade por glicanos contendo fucose al,6, especialmente
na interacdo com tireoglobulina, sugerindo seu potencial uso, em ensaios futuros, como
marcador tumoral em células que expressam esse tipo de modificacdo e na citotoxicidade contra

células cancerigenas.
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