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RESUMO

As lectinas sdo definidas como proteinas ou glicoproteinas que possuem pelo menos um
dominio ndo catalitico capaz de reconhecer carboidratos de forma especifica, e interagir de
maneira reversivel, sem alterar suas estruturas. As lectinas vém sendo estudadas por mais de
um século, sendo encontradas tanto em organismos vegetais como em animais, distribuidas no
citoplasma, no nucleo e nas membranas celulares das mais diversas células animais. As lectinas
animais sao classificadas em familias, de acordo com a funcdo que exercem, além de suas
caracteristicas funcionais e estruturais. Os anfibios tém sido pouco estudados quanto a presenga
e distribuicdo de lectinas nas secrecBes de suas mais diversas glandulas. O objetivo deste
trabalho foi determinar aspectos estruturais de uma proteina ligante a galactose e seus derivados
presente na secrecdo da glandula paratide do sapo Rhinella schneideri. Espécimes de R.
schneideri foram coletados na cidade de Floriano, Piaui. A proteina foi isolada através de
métodos cléassicos de quimica de proteinas. E uma proteina heterogénea, pois apresentou
subunidades com peso molecular distinto, com afinidade por 4-nitrofenil-a-galactosideo, a-
lactose, B-lactose, lactulose e mucina tipo 2. Através de cromatografia de exclusdao molecular,
a proteina apresentou duas subunidades com peso molecular diferente, 64 kDa e 40 kDa. O
conteddo de estrutura secundaria foi analisado por dicroismo circular. A proteina € constituida
principalmente de folhas B, como ja foi relatado para outras lectinas animais especificas de
galactosideos. A proteina em sua forma nativa, apresentou 62,5°C como temperatura de
melting, evidenciando que a mesma possui estabilidade térmica diante de altas temperaturas. A
proteina foi submetida a uma clivagem proteolitica. Os peptideos de cada subunidade foram
sequenciados parcialmente, e ndo apresentaram similaridades com qualquer das proteinas
disponiveis nos bancos de dados, mas os peptideos se sobrepdem quando relacionado uma
subunidade com a outra, evidenciando que a proteina é heterogénea em sua forma pura, formada
pelas subunidades. Diante do exposto, uma proteina especifica de galactose e derivados foi
isolada da secregcdo das glandulas paratdides de R. schneideri e parcialmente caracterizada

quanto a estrutura.

Palavras-chave: Anfibio. Caracterizagéo estrutural. Lectina.



ABSTRACT

Lectins are defined as proteins or glycoproteins that have at least one non-catalytic domain able
to recognize carbohydrates and interact with them in a reversible and specific way. Lectins have
been studied for more than a century and are present in various organisms such as plants and
animals, and have been found in the cytoplasm, nucleus and cell membranes of the most diverse
animal cells. Animal lectins are classified into families, according to their function structural
characteristics. The presence and distribution of lectins in the secretions of Amphibians™ most
diverse glands have been little studied. The objective of this work was to determine structural
aspects of a galactose binding protein and its derivatives present in the secretion of the paratoid
gland of the frog Rhinella schneideri. Specimens of R. schneideri were collected in the city of
Floriado, Piaui. Protein was isolated by classical methods of protein chemistry. This lectin is a
heterogeneous protein because it has subunits of different molecular weight with affinity for 4-
nitrophenyl-a-galactoside, a-lactose, B-lactose, lactulose and mucin type 2. Through size
exclusion chromatography the protein presented two subunits with different molecular weight,
64 kDa and 40 kDa. The secondary structure content was analyzed by circular dichroism. The
protein consists mainly of B-sheets, as has been reported for other animal lectins. The protein’s
native form preseted to 62.5°C as melting temperature, evidencing that it has thermal stability
in front of high temperatures. The protein was subjected to proteolytic cleavage. The peptides
of each subunit were partially sequenced, and showed no similarities to any of the proteins
available in the databases, but the peptides overlap when one subunit is related to the other,
evidencing that the protein is heterogeneous, formed by the subunits. According to the above,
a protein specific for galactose and derivatives was isolated from the secretion of the paratoid

glands of R. schneideri and partially characterized as the structure.

Keywords: Amphibian. Structural caracterization. Lectin.
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1 INTRODUCAO

Uma caracteristica da maioria das proteinas € sua capacidade de ligar-se
especificamente a diversas outras moléculas (SHARON; LIS, 2004). De acordo com Kilpatrick
(2000), as lectinas animais séo proteinas ou glicoproteinas capazes de reconhecer e ligar-se de
maneira especifica a carboidratos, sem alterar a estrutura dos mesmos, e ndo pertencem a
nenhuma das principais classes de imunoglobulinas.

Em 1853, Charcot e Robin descreveram a primeira lectina ao observar estruturas
semelhantes a cristais presentes em tecidos patoldgicos. Estes cristais eram observados,
pricipalmente, em eosinofilos, macrofagos e em escarros de individuos com asma brénquica
por isso foram considerados como marcadores de doencas do tipo leucemia mieldide aguda e
asma. Essas estruturas cristalinas, que possuiam formas hexagonais e bipiramidais, ficaram
conhecidas como cristais proteicos de Charcot-Leyden e se tratava de uma proteina em sua
forma pura, a galectina-10 (CHARCOT et al., 1853; LEYDEN, 1872; ACKERMAN et al.,
1993).

As galectinas, também denominadas como lectinas do tipo S, constituem uma das
principais familias de lectinas animais. As mesmas possuem alta especificidade por [-
galactosideos, sendo considerada uma caracteristica marcante desta familia (BARONDES et
al., 1994). Essas proteinas vém sendo amplamente estudadas, principalmente devido a sua
afinidade por receptores presentes em células neoplasicas, e exercem diversas fungdes como
induzir a apoptose, regular a progressdo tumoral através da modulacdo do ciclo celular e
mestatase tumoral, que variam de acordo com a sua estrutura e localizacdo (FU-TONG;
RABINOVICH, 2005).

Em 2016, Sousa-Filho e colaboradores realizaram um estudo no qual analisaram o perfil
proteico da secrecdo da glandula paratoide do sapo Rhinella schneideri, visto que a informacéo
protedmica é limitada quando se trata dessa espécie. Através da analise dos dados obtidos na
espectrometria de massas, observaram, dentre outras proteinas, a presenca de uma proteina
ligante a carboidrato, uma galectina.

Para um maior esclarecimento sobre a importancia deste trabalho, a revisao da literatura
ird abordar aspectos sobre o estudo das lectinas, em especial as lectinas animais com énfase em

galectinas.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Lectinas

Em 1853, Charcot e Robin descreveram a primeira lectina ao observar estruturas
semelhantes a cristais presentes em tecidos patoldgicos. Mas a primeira atividade lectinica foi
observada apenas em 1860, quando S. Weir Mitchell estava trabalhando com veneno da
serpente Croatalus durissus. E apenas em 1888, obtiveram uma fragdo oriunda do extrato de
Ricinus communis, que além de ser tdxica apresentou aglutinacdo (STILLMARK, 1888).

A partir do século XX, foi relatada a presenca de lectinas em diferentes organismos e
assim algumas aglutininas foram purificadas, mesmo ndo sendo vistas como objeto de estudo
relevante (SHARON; LIS, 2004).

Em 1960, foi relatado que a lectina PHA isolada das sementes de Phaseolus vulgaris
estimulava os linfdcitos a entrarem em mitose (NOWELL, 1960). Alguns anos depois, Aub e
colaboradores relataram que WGA (wheat germ agglutinin) aglutinava preferencialmente
células malignas (AUB et al., 1965), evidenciando que nas neoplasias ocorriam modificacGes
nos padrdes de glicosilacdo da superficie celular, e assim as lectinas foram se tornando mais
relevante (SHARON; LIS, 2004).

Em 1954, o termo lectina foi empregado pela primeira vez por Boyd e Shapleigh,
guando observaram que algumas aglutininas de plantas eram capazes de diferenciar grupos
sanguineos e aglutinar algumas células de maneira efetiva. A partir de entdo, essa classe de
proteinas vem sendo definida por diversos autores baseados em suas observacGes. Mas a
definicdo mais aceita até 0 momento foi proposta em 1995 por Peumans e Van Damme, onde
diziam que as lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune com pelo menos
um sitio de ligagdo ndo catalitico que reconhece e interage de forma reversivel com carboidratos
especificos.

A definicdo postulada por Peumans e Van Damme é aceita por estudiosos de lectinas
vegetais. Quando se trata de lectinas animais, esta definigéo é rejeitada pelo fato de considerar
as lectinas como proteinas de origem ndo imune, pois as lectinas fazem parte do sistema imune
dos animais, seja de forma indireta quando atuam no gerenciamento do trafego de leucocitos
ou na transmissao de sinais entre células, ou de forma direta como primeira linha de defesa
(KILPATRICK, 2000). Estruturalmente, as lectinas sdo distintas dos anticorpos, mas existem
imunoglobulinas que se ligam especificamente a carboidratos e sdo classificados como uma
familia a parte de lectinas (GALILU, 1993; KILPATRICK, 2000).
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Em 2000, Kilpatrick definiu lectinas como proteinas ou glicoproteinas que
reconhecem carboidratos de maneira especifica, sem alterar a estrutura dos mesmos, e sem
pertencer a nenhuma das principais classes de imunoglobulinas. Esta definicdo é considerada a
mais adequada quando se refere as lectinas animais.

As lectinas tém sido isoladas de todas as classes e familias de seres vivos, como
plantas, algas, vertebrados e invertebrados (GOLDSTEIN et al.,, 1980; RANATAPO;
NGAMJUNYA PORN; CHU LAVATNATOL, 2001; FERNANDES et al., 2011; OLIVEIRA
et al., 2017; CARNEIRO et al., 2017; MARQUES et al., 2017; OSTERNE et al., 2017;
CHAVES et al., 2018), apresentam diversas formas e tamanhos, além de desempenhar papéis
bioldgicos importantes (GALLEGO DEL SOL et al., 2005). Dentre as fun¢fes bioldgicas, sdo
descritos na literatura: eventos de reconhecimento célula-célula, no processo de fertilizacao;
simbiose; fenbmenos relacionados a defesa celular; séo ativamente envolvidas no transporte de
carboidratos e fixacdo destes nos tecidos; elas também facilitam as ligacGes entre células e
componentes da matriz extracelular (JIANG et al., 2006; SILVA, 2008; YOON et al., 2008;
BULGAKOV et al., 2011; HAN et al., 2012; CHANG et al., 2017).

2.1.1 Lectinas animais

Em 1853, a primeira lectina animal foi relatada, e a partir de entdo, os estudos com
lectinas animais vém se intensificando e, as mesmas tém sido encontradas no citoplasma, no
nacleo, associadas as membranas de diversas organelas, e desempenham diversas funcdes que
variam de acordo com o organismo de origem (LEHMANN et al., 1990). Ha relatos de que as
lectinas presentes nas membranas atuam como receptores na seletividade e adesdo celular
(ROSEN, 1989; LEHMANN et al., 1990), participam também, da inducdo de apoptose
(BARBOSA et al., 2001), possuem propriedades anti-inflamatoria e pro-inflamatéria (FREIRE
etal., 2003; ALENCAR et al., 2005), possuem efeito vasodilatador (ASSREUY et al., 2009), e
ainda atuam no sistema imune do organismo (ROSEN, 1993; CASH et al., 2006).

A classificacdo das lectinas animais é baseada em sua funcg&o e caracteristicas fisico-
quimicas (KILPATRICK, 2000). Séao classificadas em 19 familias distintas, onde cinco destas
tem sido mais estudadas (CARNEIRO, 2013).

As anexinas constituem uma familia de lectinas que sdo dependentes de Ca?* e ligantes
de fosfolipideos (ISHITSUKA et al., 1998). Elas atuam na inibicdo da fosfolipase A2 e

coagulacao do sangue, regulacdo do trafego de membrana e exocitose, ligacdo a proteinas do
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citoesqueleto, atividade de canal de membrana e sinalizagdo intracelular com um substrato de
quinase (RAYNAL; POLLARD, 1994).

Calnexinas, também chamada de calreticurina, sdo proteinas que compreendem um
sistema de chaperonas moleculares do reticulo endoplasmatico e que atuam na dobramento de
glicoproteinas recém-sintetizadas. Possuem alta especificidade por glicoproteinas e um sitio de
ligacdo para ATP, Ca?" e ERp57, uma enzima que catalisa a formacdo de pontes de sulfeto
(WILLIAMS, 2006).

Outra familia de lectinas animais sdo as ficolinas, que sdo proteinas soluveis
constituintes do sistema imune inato. Mas essa classificacdo de ficolinas como lectinas é
controversa, pois o dominio de reconhecimento a carboidratos (DRC), pode ligar-se tanto a
carboidratos quanto a moléculas ndo glicidicas, como N-acetilglicina, devido o DRC ser
especifico para grupos acetil (DRICKAMER, 1999). As ficolinas humanas representam a
primeira linha de defesa do sistema imune. Ligam-se a superficie de patégenos via interacdo
com os carboidratos e desencandeiam a ativagdo de proteases serinicas que estdo associadas a
proteinas ligantes de manose, levando a elminagdo do patdgeno (ENDO et al., 2011).

As lectinas do tipo C, constituem uma superfamilia de lectinas que contem um dominio
lectinico do tipo C (CTLD - C — type lectin like). A estrutura do CTLD consiste de um loop
duplo estabilizado por duas pontes de sulfeto altamente conservadas localizadas na base do
segundo loop (ZELENSKY; GREADY, 2005).

As lectinas de teledsteos encontradas no muco secretado pelos peixes Platycephalus
indicus e Lophimus setigerus sdo classificadas como Kaliklectinas. As mesmas possuem
estruturas semelhantes as cadeias pesadas das calicreinas plasmaticas humana, que sao
proteases serinicas encontradas no plasma e tecido de mamiferos, e aos fatores de coagulacdo
XI presentes nos mamiferos (TSUTASUI et al., 2011).

A lectina isolada de Helix promatia (HPA), a lectina do octocoral Sinularia lochmodes
e as discoidinas isoladas de Dictyostelium discoidenum, sdo exemplos de lectinas do tipo H,
que possuem cerca de 30% de similaridade uma com a outra e ainda possuem afinidade por
galactose (HAMMARSTROM et al., 1997).

As lectinas do tipo I, englobam as imunoglobulinas que sdo ligantes do acido sialico
e, por isso podem ser denominadas também de Siglecs (Sialic acid-binding 1g-type lectins). A
maioria das siglecs é expressa em células do sistema hematopoiético, mas variam bastante
guanto ao seu padrdo de expressao, pois algumas séo restritamente expressas enguanto outras

sdo expressas por uma gama de células. As fungdes das siglecs variam de acordo com sua
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especificidade por acido sialico, visto que existe diferenga significativa entre cada uma
(VASTA; AHMED, 2008).

As lectinas do tipo F-box sdo um dos principais componentes do sistema de regulagédo
das ubiquitinas. Estdo relacionadas com a regulacdo, localizacdo e atividade de proteinas
citoplasmaticas mal formadas (DRICKAMER, 1999).

Sé&o classificadas como lectinas do tipo L aquelas que possuem apenas um DRC com
alta similaridade com o DRC de lectinas de leguminosas. Mas as lectinas animais séo proteinas
de membrana que atuam no sistema de secrecdo do reticulo endoplasmatico, diferente das
lectinas de leguminosas que sdo proteinas soltveis (ITIN et al., 1996). Vasta e Ahmed (2008)
relataram que a maioria dos grupos de lectinas do tipo L atuam no trafego e secrecdo de
glicoproteinas.

As lectinas do tipo quitinases, também denominadas de Qui-lectinas, sdo proteinas
soliveis e intracelulares. A diferenca caracteristica dessas proteinas com as quitinases
verdadeiras é a auséncia dos residuos cataliticos (DRICKAMER, 1999).

A familia de lectinas que possui estrutura altamente semelhante com as proteinas
toxicas, como ricina e abrina, oriundas de vegetais, € denominada de lectinas do tipo R
(CARNEIRO, 2013).

As lectinas do tipo M s@o aquelas que apresentam grande similaridade com as o-
manosidases, porém ndo possuem os residuos para catalise e uma ponte de sulfeto que €
essencial para a atividade enzimatica (DRICKAMER, 1999).

Vasta e Ahmed em 2008 relataram que a principal caracteristica das lectinas do tipo P
é a presenca de um DRC com afinidade para manose-6-fosfato (M6P), e por isso sao designadas
como “tipo P”.

As lectinas do tipo X sdo proteinas de alto peso molecular, dependentes de Ca* e ndo
apresentam um DRC do tipo C. A primeira lectina relatada dessa familia foi identificada nos
odcitos do sapo Xenopus laevis, ligante de galactose, com 45 kDa, que forma oligdmeros de até
500 kDa (LEE et al., 1997).

As lectinas animais que possuem especificidade por L-ramnose e D-galactose sé&o
classificadas como lectinas ligantes de ramnose (KILPATRICK, 2002). Sdo comumente
encontradas em peixes 6sseos (HOSONO et al., 1993), ouricos e ascidias (OZEKI et al., 1993;
NAGANUMA et al., 2003; GASPARINI et al., 2008) e em diversos tecidos, de acordo com
Tateno et al. 2002.

As proteinas animais que apresentam uma estrutura anelar semelhante as proteinas

reativas C e 0s componentes séricos amildides P , duas classes de proteinas humanas, que



15

possuem cinco subunidades idénticas, sdo constituintes de uma pequena familia de lectinas
denominada pentraxinas (STEELE; WHITEHEAD, 1994; GEWURZ; ZHANG; LINT, 1995).

As tachylectinas sdo proteinas animais que possuem seis dominios repetidos contendo
de 33 a 38 residuos de aminoéacidos, e possuem habilidade de ligar-se a lipopolissacarideos, o
que esta relacionado com a sua funcédo de defesa (KILPATRICK, 2002).

As lectinas do tipo F sdo encontradas em vertebrados e invertebrados e possuem alta
afinidade por fucose e um motivo de ligagdo a Ca?*. Diante da resolucio da estrutura
tridimensional da lectina de enguia europeia, revelou um novo tipo de fold de lectinas, o fold
tipo F. O mesmo consiste de um sanduiche B composto por duas folhas  de trés e cinco fitas
antiparalelas (BIANCHET; ODOM, 2002).

As galectinas, também denominadas como lectinas do tipo S, sdo proteinas galactose
especificas, que conservam elementos estruturais e residuos chaves do DRC (HIRABAYASHI
et al., 2002). S&o amplamente estudadas e encontradas em diversos organismos tais como:
peixes, ratos, humanos, ratazanas (HIRABAYASHI et al., 2002; ZHOU et al., 2016; ARASU
et al., 2017), e até mesmo na secrecdo da glandula de anuros, como foi relatado em 2016 por

Sousa-Filho et al.

2.1.2 Galectinas

Uma familia de lectinas animais foi inicialmente denominada de lectinas do tipo S
devido a presenca de grupos tiois livres. Algumas dessas lectinas depende de grupos tidis
reduzidos para exercer a sua funcdo e outras ndo sdo dependentes. No entanto, essa
caracteristica pertence também as lectinas do tipo C, tipo I, entre outras. Diante disso, o tipo S
passou a ser considerado como caracteristica dessas lectinas (DRICKAMER, 1988; DODD;
DRICKAMER, 2001).

Entdo em 1994, o termo galectina foi introduzido para designar essa familia de lectinas
animais. A nomenclatura se deve a alta especificidade que a maioria delas possuem por -
galactosideos néo redutores pela bolsa de ligacéo primaria (BARONDES et al., 1994). O estudo
detalhado da sua especificidade para oligossacarideos pelo local de liga¢do alargado revelou
que os diferentes membros da familia de galectina apresentam diferencas significativas nas suas
propriedades de reconhecimento. Além disso, o N-terminal e C-terminal dos DRC das
galectinas de repeticdo em tandem, exibem especificidades semelhantes mas ainda distintas
para oligossacarideos (DI LELLA et al., 2011; VASTA et al., 2015).
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As galectinas exibem uma sequéncia de reconhecimento de carboidratos permanente,
constituida por aproximadamente 130 residuos de aminoacidos altamente conservados, dos
quais apenas sete sao idénticos em todas as galectinas, sendo considerada uma condicdo de toda
galectina (COOPER, BARONDES, 1999). E, de acordo com a estrutura e quantidade de DRCs
por cadeia polipeptidica, as galectinas sdo classificadas em diferentes subfamilias: as
protogalectinas quando possuem um DRC por subunidade, que pode formar homodimeros; em
quimerogalectinas quando possuem um dominio lectinico e outro de reconhecimento a
colageno (nédo lectinico); em tandemgalectinas, as quais possuem dois DRCs homélogos na
mesma cadeia polipeptidica (KILPATRICK, 2002), e observou-se que galectinas presente em
moluscos apresentaram quatro DRCs por subunidade, sendo classificadas como
quadrigalectinas (SONG et al., 2011; TASUMI; VASTA, 2007 apud CARNEIRO, 2017)
(FIGURA 1).

Para compreensdo das interacBes que ocorrem entre a proteina e o seu ligante
(carboidrato) e, consequentemente a funcdo que exerce, é importante a resolucdo das estruturas
dessas proteinas. Baseado na analise estrutural dos membros dessa familia, observou-se que 0s
DRCs das galectinas se enovela em um arranjo B-sanduiche disposto em uma topologia jelly-
roll tipica de galectinas (LOPEZ-LUCENDO et al., 2004) (FIGURA 2).

As estruturas primarias de galectinas ndo tem semelhancas com as estruturas de outras
classes de proteinas. Enquanto, a estrutura terciéria € bastante conservada entre os membros da
familia, e a quartenaria pode diferir de acordo com a funcéo e o ligante especifico de cada
galectina. (CUMMINGS; LIU, 2009).

Figura 1 - Subfamilias de galectinas.
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Adaptado de HIRABAYASHI; KASAI, 1993 apud CARNEIRO, 2017.
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Figura 2 - Topologia das galectinas.

A: Representacdo em cartoon do mondmero da estrutura cristalografica da galectina-1 humana em complexo com
a lactose. PDB: 1GZW. B: Representacédo da topologia da galectina-1 humana pelo gréafico gerado pelo banco de
dados do PDBsum (BONALUMI, 2014).

As mesmas podem desempenhar diversos papéis em varias respostas biolégicas, bem
como a regulacdo do crescimento celular, na resposta inflamatoria, na manutencdo da
homeostase imune, no desenvolvimento, diferenciacdo, adesdo célula-célula, metastase
tumoral, regula a expressao e secregdo de citocinas e crescimento e imunosupressao de tumores
(DANGUY; CAMBY; KISS, 2002; FARHAD; ROLING; REDMOND, 2018; GORDON-
ALONSO; BRUGER; BRUGGEN, 2018).

As galectinas ligam-se a membranas ou receptores das células. Devido a essa
caracteristica de ligacao e principalmente especificidade, estudos demonstram que as galectinas
podem ser utilizadas no diagnostico e terapia do cancer por se ligarem as membranas das células
tumorais ou aos seus receptores, causando citotoxicidade, apoptose e inibi¢do do crescimento
das células tumorais, além de atuar no processo de splicing do mRNA (GONZALEZ DE
MEJIA; PRISECARU, 2005; ZHU et al., 2013; LABRIE et al., 2015) (FIGURA 3). Os efeitos
que as galectinas podem exercer sobre as células tumorais irdo depender da fonte e da
concentracdo destas moléculas, além da linhagem celular ou do tipo de cancer a ser tratado
(FERRIZ-MARTINEZ; TORRES-ARTEAGA; BLANCO-LABRA, 2010).

As galectinas podem regular a apoptose, como é o caso das galectinas 1 e 9 que
induzem a apoptose de células tumorais quando adicionadas de forma exogena a célula, e as
galectinas 7 e 12 também promovem apoptose, mas atraves de mecanismos intracelulares (FU-
TONG; RABINOVICH, 2005; BIRON-PAIN et al., 2013; KAUR et al., 2016).
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Figura 3 - Fung0es intracelular e extracelular das galectinas.

&

Galactosyl
ligands ’

DI

Mitogenic

mRNA processing

Nucleus Tumour cell

Adaptado de Fu-Tong; Rabionovich, 2005.

A expressdo da galectina-3 em tecidos normais de préstata, hiperplasia benigna da
préstata e adenocarcinoma prostatico, foi avaliada e observou-se que houve uma reducédo
significativa da expressdo da galectina-3 no adenocarcinoma. Em contrapartida, houve uma
maior expressao dessa proteina nos fragmentos de tecidos normais quando comparados a
contraparte maligna. De acordo com os dados obtidos deste estudo, os autores consideraram
que a diminuicdo na expressao da galectina-3 esta associada a progressao do cancer de prdstata
(ARAUJO-FILHO et al., 2006). Sua expressio esta relacionada ao surgimento de tumores e
metastases (ALVES et al., 2010).

As galectinas, nas células tumorais, tem se tornado alvo para novas terapias
antineoplasicas, devido as suas numerosas funcdes, principalmente o controle de adeséo e
interacdo celular, efeitos na proliferacio e na apoptose celular e propriedades
imunossupressivas. Observando assim, seu papel crucial na progressdo tumoral
(SCHULKENS; GRIFFIOEN; THIJSSEN, 2012; THIJSSEN et al., 2014).

As galectinas tém sido encontradas em diversos organismos, distribuidas em diversas
células. Ja foi relatado a presenga das mesmas em animais marinhos, como moluscos e peixes;
em diversas células humanas; em anfibios (OZEKY etal., 1991; UCHIYAMA etal., 1997; SONG
et al., 2011; TASUMI; VASTA, 2007, apud CARNEIRO, 2017; CHANG et al. 2017), sendo
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relatada, também na secrecdo da glandula paratdide do sapo R. schneideri (SOUSA-FILHO et
al., 2016).

2.2 Classe Amphibia

Os anfibios constituem um grupo de vertebrados que possuem como princpial
caracteristica a morfologia, bioquimica e fisiologia da pele muito complexa, isso devido a
utilidade para a sobrevivéncia dos mesmos, pois ela atua no processo respiratorio, na defesa
contra microrganismos, na regulacdo de &gua, na excrecdo, controle de temperatura,
reproducdo, entre outras (CLARK et al., 1994; CLARKE, 1968; LAl et al., 2002).

A classe Amphibia possui, aproximadamente, mais de sete mil espécies ja descritas.
Dividida em duas ordens: Anura, que engloba os sapos e as rés; Urodela, englobando as
salamandras; e Gymnophiona, representada pelas cecilias (SAKATE; LUCAS-OLIVEIRA,
2000; KLAASSEN, 2001).

As espécies dessa classe sdo comumente observadas na dgua e em lugares imidos,
sendo mais abundantes em regides tropicais, mas também sdo encontradas nas regibes
temperadas Umidas. Possuem um sistema de glandulas distribuidas ao longo da superficie do
corpo, que atuam na respiracdo, reproducdo, protecdo e ressecamento. Essas glandulas
produzem secrecdo que sdo expelidas em pequenas quantidades, sendo considerada uma
caracteristica evolutiva na transicdo do ambiente aquatico para o terrestre, com um arsenal
quimico de substancias nocivas e téxicas, como aminas biogénicas, alcaldides, peptideos e
proteinas com a funcdo de combater as infeccBes e proteger o organismo contra predadores
(SCIANI, 2013; MONTI; CARDELLO, 1994).

O sistema de glandulas é dividido em dois tipos: as glandulas granulares, também
denominadas de serosas ou venenosas, por apresentarem uma secrecdo toxica a diversos
vertebrados, sendo assim responsaveis pela defesa passiva do anfibio. E sdo divididas de acordo
com a regido em que estdo localizadas, em paratdides (quando formam duas protuberancias nas
porgBes pos-orbitais) lombares e peitorais. E as glandulas mucosas que sdo, geralmente,
menores que as glandulas granulares. A maior diferenca que existe entre as glandulas é a
natureza quimica da secrecdo que as mesmas produzem (TOLEDO; JARED, 1996).

As glandulas possuem varios poros pequenos e Vvisiveis por onde o veneno,
normalmente, espesso e leitoso ou cremoso de cor branca ou amarelada, dependendo da espécie,
é ejetado (TOLEDO; JARED, 1996).
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2.2.1 Rhinella schneideri

Os sapos do género Bufo s@o conhecidos por possuirem varias verrugas na pele, ndo
possuem capacidade de saltos grandes e ndo possuem coloracdo viva (LUTZ, 1933). As
espécies desse género sdo encontradas em diversos ambientes, mas a maioria se concentra em
florestas tropicais e regides temperadas umidas (MONTI; CARDELLO, 1994). Por volta de
2008, 0 género Bufo se restringiu as espécies encontradas na Europa, Asia e Africa. Nesse
sentido, as espécies sul-americanas, que antes pertenciam ao género Bufo, passaram a
compreender dois subgéneros, Rhaebo e Rhinella, que compreendem espécies distribuidas ao
longo da Ameérica Central e do Sul, respectivamente (PRAMUK et al., 2008; MACIEL, 2008;
AGUIAR et al., 2016).

A espécie R. schneideri foi descrita pela primeira vez em 1894, pelo zo6logo austriaco
Franz Werner, dando o nome de Bufo schneideri e considerando como nativa do Paraguai. Em
1925, a espécie passou por uma revisdo taxonémica, feita pelo zoo6logo brasileiro Adolfo Lutz,
na qual a espécie passou a ser chamada de B. parachemis. Em 2007, os zo6logos Juan Carlos
Chaparro, Jennifer Pramuk e Andrew Gluesenkamp fizeram outra revisdo taxondmica,
mudando o seu género de Bufo para Rhinella, sendo chamada a partir deste momento de
Rhinella schneideri (CHARRAPO; PRAMUK; GLUESENKAMP, 2007).

De acordo com Jared e colaboradores (2009), o sapo R. schneideri pertence a familia
Bufonidae, encontrado na regido da América do Sul, sendo considerada uma das espécies mais
abundantes no Brasil. Estd presente em lugares umidos ou ambientes aquaticos (MONTI;
CARDELLO, 1994) e a principal caracteristica dessa espécie é a presenca de glandulas na
regido pos orbital, as glandulas paratdides (FIGURA 4).

Na literatura, poucos trabalhos sdo encontrados quando se trata dos efeitos bioldgicos
e toxicos das moléculas presentes na secrecdo da glandula paratide de R. schneideri
(ANJOLETTE, 2011; CUNHA-FILHO et al., 2010; BALDO, 2010; FERREIRA, 2012).



Figura 4 - Sapo R. schneideri.

Adaptado de Jared; Antoniazzi, 2009. As setas indicam a glandula paratéide.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar aspectos estruturais de uma lectina presente na secre¢do da glandula

paratoide de R. schneideri.

3.2 Objetivos especificos

e |solar a lectina presente no extrato bruto da secrecdo da glandula paratdide de R.
schneideri;

e Auvaliar a especificidade da lectina com diferentes carboidratos;

e Determinar a massa molecular aparente da lectina;

e Determinar o conteudo de estrutura secundaria;

e Auvaliar o efeito de diferentes temperaturas sobre a estrutura secundéria da proteina;

e Determinar a sequéncia de aminoacidos.
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4 METODOLOGIA
4.1 Coleta e extracdo

De acordo com Sousa-Filho e colaboradores (2016) os sapos R. schneideri foram
capturados na cidade de Floriano, Piaui, Brasil (06°46'01" S 43°01'22" O), em acordo com a
licenca concedida pelo SISBIO, sob o seguinte nimero: 54501-4. A secrecdo da glandula
paratdide de 16 animais (machos e fémeas) foram coletadas em placas de petri por meio de
compressdo manual das glandulas para ndo causar danos aos animais. Em seguida, a secrecao
foi dialisada numa membrana de 8 kDa contra agua deionizada e, ap6s 24 horas foi liofilizada

e denominada de extrato bruto.

4.2 Purificacéo da lectina

O extrato bruto da secrecdo foi solubilizado a uma concentragdo de 1,5 mg.mL™* em
tampdo Tris HCI 0,05 M pH 8,0, sob agitacdo durante 15 minutos. Posteriormente, 0 mesmo
foi submetido a uma centrifugacao a 10.000 x g por 5 minutos a 4°C. Em seguida, foi transferido
para um concentrador (VivaSpin 20 — Sartorius) e foi submetido a centrifugacdo a 3.500 x g
por 30 minutos a 4°C, para retirada de moléculas com peso molecular abaixo de 10 kDa, como
peptideos, aminas biogénicas, entre outras.

O centrifugado foi submetido a uma cromatografia de troca anidnica em matriz
cromatografica DEAE 5PW (7,5 X 75 mm) acoplada a um sistema Acquity UPLC (Waters
Corp, MA, EUA). A coluna foi previamente equilibrada com tampéo Tris HCI 0,05 M pH 8,0.
A cromatografia foi conduzida a um fluxo de 1 mL.min? e foram coletadas fragdes de 2 mL.
Apds aplicacdo da amostra, a coluna foi lavada com tampé&o de equilibrio para eluir a fracdo
ndo retida. Em seguida, para eluir a fracdo retida foi realizado um gradiente salinode 0 a1 M
de cloreto de sodio (NaCl) em tampéo Tris HCI 0,05 M pH 8,0.

A fragdo retida oriunda da cromatografia de troca aniénica foi armazenada para
analises futuras apds ser concentrada com auxilio de um concentrador (VivaSpin 20 —

Sartorius).

4.3 Dosagem de proteinas totais solaveis
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A estimativa da concentracdo de proteinas totais foi determinada através do método
de Bradford (BRADFORD, 1977), utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como padréo e

os resultados foram expressos em mg/mL.

4.4 Preparo dos eritrdcitos, atividade hemaglutinante e atividade inibitoria

Os eritrocitos de coelho foram provenientes de animais adultos mantidos no biotério
do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara.

Eritrocitos foram suspensos em 0,15 M de cloreto de sodio (NaCl) e lavado oito vezes
mediante centrifugacdo a 3.000 x g por cinco minutos. Apds cada lavagem, o sobrenadante foi
descartado e adicionado NaCl 0,15 M ao precipitado. Apds as oito centrifugacdes, as hemacias
foram suspendidas em NaCl a 3% de concentragdo (v/v).

A atividade hemaglutinante (AH) e os ensaios de inibi¢cdo foram realizados seguindo
métodos preestabelecidos (Sampaio et al., 1998), utilizando eritrocitos de coelho, sendo
expressa em titulo, em que uma unidade de hemaglutinacdo especifica (UH) foi considerada a
menor quantidade de proteina capaz de causar hemaglutinacédo visivel a olho nu.

Para o teste de inibi¢do foi usada a menor concentracéo de lectina que obteve atividade
hemaglutinante. Os seguintes agucares foram utilizados no ensaio de inibigcdo: 4-N-phenyl-f-
galactosidase (Sigma), a-metil-galactose (Sigma), 4-nitrofenil-a-galactose (Sigma), p-metil-D-
galactopiranosideo (Sigma), 2-nitrofenil-p-galactose (Synth), a-metil-manosideo (Sigma), a-
lactose (Dindmica), L-fucose (Sigma), arabinose (Dindmica), melibiose (Dinamica), L-ramnose
(Sigma), lactulose (Sigma), galactose (Synth), acido galacturénico (Sigma), manose (Sigma),
glucosamina (Sigma), mucina tipo 2 (Sigma), mucina tipo 3 (Sigma), p-metil tiogalactosideo
(Sigma), N-acetil glicosamina (Sigma), galactosamina (Dindmica), glicose (Sigma), rafinose

(Sigma), frutose (Synth), B-lactose (Dinamica), ribose (Sigma) e sacarose (Synth).

4.5 Eletroforese e estimativa da massa molecular

A eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) foi
realizada de acordo com Laemlii (1970). O gel de separacdo foi constituido por diferentes
concentragdes de acrilamida (7%, 10% e 12%). Foram preparadas amostras reduzidas, com a
presenca de B-mercaptoetanol, e amostras ndo reduzidas com auséncia de -mercaptoetanol.
Foi realizada, tambem, eletroforese das amostras em condigdes nativas (PAGE NATIVA) com

auséncia de dodecil sulfato de sédio. A eletroforese foi conduzida sob uma corrente elétrica de
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200 mA, com tenséo de 60 V e 6 W de poténcia. Em seguida, o gel foi corado com Cromassie
Brilhant Blue R-250 0,1%.

As massas moleculares das proteinas presentes nas amostras foram comparadas com
0s marcadores comerciais da GE Healthcare que apresentam o padrao: fosforilase b (97,0 kDa),
albumina (66,0 kDa), ovalbumina (45,0 kDa), anidrase carbbnica (30,0 kDa), inibidor de
tripsina (20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa).

4.6 Cromatografia de exclusdo molecular e estimativa da massa molecular nativa

A lectina obtida no primeiro passo cromatografico foi centrifugada e aplicada em
coluna BEH SEC (4,6 x 300 mm) acoplada a um sistema Acquity UPLC (Waters Corp, MA,
EUA) para estimativa da massa molecular nativa. A coluna foi previamente equilibrada com
tampdo Tris HCI 0,05 M pH 8,0 contendo ureia 8 M. Apés a aplicacdo da amostra, a
cromatografia foi conduzida no tampéo de equilibrio, a um fluxo de 0,3 mL.min"* e monitorada
a absorbancia de 280 nm. O tempo de eluicdo da lectina foi determinado e comparado com 0s
sequintes padrbes: TBT (669.000 Da); apoferritina (443.000 Da); p-amilase (220.000 Da);
vasopressina (150.000 Da); albumina sérica bovina (66.000 Da); anidrase carbonica (29.000

Da); lisozima (14.000 Da). O Vo da coluna foi determinado pelo uso do azul de dextrana.

4.7 Dicroismo circular

A medicdo espectroscopica do dicroismo circular foi realizada em um
espectropolarimetro Jasco J-815 (Jasco International Co., Toquio, Japdo) conectado a um
peltier com temperatura controlada. A solucdo da lectina foi tranferida para uma cubeta de
quartzo com caminho Optico de 0,5 mm. Os espectros foram adquiridos a uma velocidade de
varredura de 50 mm/min com 1 nm de largura de banda. As andlises das amostras foram
realizadas em 200-240 nm (UV distante) e diferentes temperaturas (25-85°C). A analise dos
dados estruturais foi realizada pelo servidor DICHROWEB (WHITMORE; WALLACE,
2008).

Os parametros termodinamicos de dobramento e desdobramento da lectina foram
calculados através do monitoramento das mudancas na elipicidade em 215 nm em fungéo da
temperatura (GREENFIELD, 2007).
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4.8 Digestdo proteolitica, extracdo e sequenciamento dos peptideos

Para o sequenciamento da lectina, foi realizada uma eletroforese em gel de
poliacrilamida conforme descrito no item 4.5. Apds a descoloracao do gel, as bandas referentes
a lectina foram excisadas com auxilio de uma ponteira pléstica e transferidas para microtubos.

Apols a excisdo das bandas, as mesmas foram tratadas com solugdes contendo
ditiotreitol (DTT) e iodoacetoamida (IAA), conforme descrito por Shevchenko e colaboradores
(2006). A digestdo com tripsina foi realizada conforme descrito por Carneiro et al., 2013. Os
peptideos foram extraidos de acordo com Shevchenko et al. 2006. Os peptideos foram
solubilizados em 0,2% de acido formico (AF), e as solucBes contendo os peptideos da lectina,
foram aplicadas em uma coluna de fase reversa C18 (75 um x 200 mm) que por sua vez, foram
eluidos atraves gradiente linear de 10% a 85% de acetonitrila (ACN) contendo AF 0,1%. Os
espectros de massas foram adquiridos no espectrometro de massas SYNAPT HDMS (Waters,
Manchester, UK) acoplado a um sistema ESI-Nano UPLC. Todas as andlises foram realizadas
usando ionizacdo por electrospray no modo ESI (+) através da fonte NanoLockSpray. O
espectrdmetro de massas foi calibrado com uma solugdo GFP (320 fmol mL?). Os dados
obtidos do ESI-QUAD-TOF foram processados usando o software ProteinLyns Global Server
2.4 (Waters), submetido ao programa de pesquisa da MASCOT (Matrix Science Ltd.,
www.matrixscience.com) usando o Banco de dados NCBI (FREITAS et al., 2016). Todos os
espectros foram interpretados manualmente e pesquisas para similaridade foram realizadas on-
line utilizando BLAST (Basic Local Alignment Search) no site do NCBI.
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5 RESULTADOS

5.1 Purificacéo da lectina

Uma lectina presente na secre¢do da glandula paratdide de um sapo foi purificada por
cromatografia de troca aniénica numa matriz de DEAE 5PW acoplada a um sistema Acquity
UPLC (Waters Corp, MA, EUA), a qual foi recuperada com alto grau de pureza apos eluicéo
das proteinas retidas com um gradiente salino de 0 a 1 M de NaCl em Tris HCI 0,05 M pH 8,0
(FIGURA 5). O cromatograma apresentou quatro picos, sendo o primeiro a fragdo néo retida,
0 segundo e o terceiro, eluido com 0,5 M de NaCl, referente a fracdo retida apresentando
atividade hemaglutinante e o quarto correspondente a fracdo retida, porém ndo aglutinou os
eritrécitos de coelho. O material oriundo da cromatografia de troca anidnica apresentou uma

purificagdo de 2,07 vezes em relacéo ao extrato bruto, com incremento na atividade especifica

de 23,29 (TABELA 1).

Figura 5 - Cromatografia de troca anidénica em DEAE 5PW.
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A coluna DEAE 5PW (7,5 X 75 mm) foi equilibrada com tampé&o Tris HCI 0,05 M pH 8,0. A cromatografia foi

conduzida a um fluxo de 1 mL.min! e fragdes de 2 mL foram coletadas. Foi realizado um gradiente salino (NaCl)
de 0 a1 M. A fragdo retida (indicada com a seta) foi eluida com 0,5 M de NaCl.

Tabela 1 - Tabela de purificacédo da lectina.

B Volume | Proteina | Proteina Titulo Atividade | Especifica | Rendimento | Purificacao
racéo
¢ (mL) | (mg/mL) | total (mg) | (UH/mL) | total (UH) | (UH/mg) (%) X)
EB 20 0,71 14,22 8 160 11,25 100 1
DEAE

10 0,68 6,87 16 160 23,29 48,31 2,07
S5PW
EB: Extrato bruto; DEAE 5PW: dietilaminoetil.
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5.2 Atividade hemaglutinante e inibi¢ao

A tabela 2 mostra os resultados da inibicdo da atividade hemaglutinante da lectina, que
foi capaz de aglutinar eritrocitos de coelho na sua forma nativa. A atividade foi realizada com
35 carboidratos, onde apenas 5 inibiram sua atividade hemaglutinante. Os dissacarideos a-
lactose, B-lactose, lactulose com concentracdes inibitérias minimas (MIC) de 0,08 mM, 0,08
mM e 0,64 mM, respectivamente. A glicoproteina mucina do tipo 2 inibiu com MIC de 0,007

mM, sendo o inibidor mais potente. E 4-nitrofenil-a-galactosideo com MIC de 0,04 mM.

5.3 Caracterizacdo Bioquimica

5.3.1. Eletroforese e estimativa da massa molecular

A massa molecular relativa da lectina foi estimada por SDS-PAGE, PAGE nativo e
cromatografia de exclusdo molecular.

Foi realizada SDS-PAGE em diferentes concentracdes de acrilamida, 12%, 10% e 7%,
mas a separacdo das bandas proteicas foi eficiente na concentracdo de 7%, visto que nas demais
concentracdes observou-se que as proteinas ndo adentraram no gel com facilidade. A lectina
mostrou-se heterogénea, apresentando trés bandas, 45 kDa, 30 kDa e 14 kDa, que foram
designadas como banda 1, banda 2 e banda 3, respectivamente, na presenca e auséncia de agente
redutor (B-mercaptoetanol). Na PAGE nativa com 7% de acrilamida, foi obtido o mesmo perfil
obtido na SDS-PAGE, onde foi possivel observar a presenca das trés bandas novamente
(FIGURA 6).

Na cromatografia de exclusdo molecular ou gel filtracdo a separagdo dos componentes
da amostra ocorre de acordo com o tamanho, as molécluas maiores ndo penetram no gel saindo
primeiro e as moléculas menores penetram no gel saindo depois, ou seja, quanto menor a
molécula maior sera o tempo de eluigdo. Dessa forma, as moléculas séo identificadas de acordo
com seu tempo de eluicéo e correlacionadas com a curva padrao do tempo de eluicdo e 0 peso
molecular das proteinas ja conhecidas que sdo utilizadas para calibragdo da coluna. Mediante
cromatografia de exclusdo molecular usando matriz BEH SEC (4,6 x 300 mm) acoplada ao
sistema Acquity UPLC (Waters Corp, MA, EUA), a lectina do presente estudo apresentou dois
picos com uma massa molecular estimada de 64 kDa e 40 kDa cada um, sugerindo que a
proteina seja formada por dimero ou, possivelmente ocorrendo a formacdo de oligdbmeros
(FIGURA 7).
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Tabela 2 — Efeito inibidor dos carboidratos na atividade hemaglutinante da lectina

Carboidratos Concentracdo  Resultado *MIC
1 4-N-phenyl-p-Gal 100mM NI -
2 a-metil-Gal 100mM NI -
3 4-Nitrofenil-a-Gal 100mM | 0,04mM
4 B-Metil-D-Galactopiranosideo 100mM NI -
5 2-Nitrofenil-B-galactose 100mM NI -
6 a-Metil-manosideo 100mM NI -
7 a-lactose 100mM | 0,08mM
8 L-fucose 100mM NI -
9 Arabinose 100mM NI -
10 Melibiose 100mM NI -
11 L-Ramnose 100mM NI -
12 Lactulose 100mM | 0,64mM
13 Galactose 100mM NI -
14 Acido Galacténico 50mM NI -
15 Manose 100mM NI -
16 Glucosamina 100mM NI -
17 Mucina tipo 2 1 mg/mL | 0,07mM
18 Mucina tipo 3 100mM NI -
19 B-Metil tiogalactosideo 100mM NI -
20 N-acetil glicosamina (Glc Nac) 100mM NI -
21 Galactosamina 100mM NI -
22 Glicose 100mM NI -
23 Rafinose 100mM NI -
24 Frutose 100mM NI -
25 B-lactose 100mM | 0,08mM
26 Ribose 100mM NI -
27 Sacarose 100mM NI -
28 Xilose 100mM NI -
29 Maltose 100mM NI -
30 Fenil-p-O-Galactopiranosideo 100mM NI -
31 N-acetil-galactosamina (Gal Nac) 100mM NI -
32 N-acetilmanosina (ManNac) 100mM NI -
33 Fetuina 100mM NI -
34 Manana 100mM NI -
35 Manose 100mM NI -

*MIC: concentragdo minima inibitoria. I: inibiu. NI: ndo inibiu.

5.3.2. Dicroismo Circular

Espectros nativo em ultravioleta exibiram absor¢do minima a 215 nm e maximo em 200
e 240 nm, evidenciando uma predominancia de B-conformagdo na sua estrutura secundaria,
uma caracteristica tipica de lectinas de origem animal (FIGURA 8). A estrutura secundaria
consistia de 4,3% de alfa hélice, 44,4% de folhas B, 21,7 de voltas p e 29,6% de estruturas
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desordenadas como esperado para lectinas animais, de acordo com o método de previsao
CONTIN (VAN STOKKUM et al., 1990), disponivel online como parte do servidor
DICROWEB (http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk). As mudancas na estrutura secundaria da
lectina foram examinadas monitorando modificagdes nos espectros do dicroismo circular como
em funcdo da temperatura. Os espectros de dicroismo circular da lectina nativa mostraram
estabilidade nos pontos 25°C a 61°C, ndo havendo assim, modifica¢cdes na estrutura secundaria
da proteina. Apds a desnaturacdo térmica, a lectina exibiu comportamento sigmoidal, com
ponto médio de transicdo a 62,5°C (FIGURA 9) o que é comum entre lectinas animais.

Figura 6 - Eletroforese da lectina em gel de poliacrilamida.

MM  EB R NR L L
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SDS-PAGE 7%: foram aplicados 10 pL da solugéo do extrato bruto e da proteina purificada (200 pg/uL) Linha
MM: marcador de massa molecular (fosforilase B 97.000, albumina 66.000, ovoalbumina 45.000, anidrase
carbdnica 29.000, inibidor de tripsina 21.000, a-lactoalbumina 14.400). EB: extrato bruto; R: lectina tratada com
agente redutor (B-mercaptoetanol); NR: lectina ndo tratada com agente redutor; L: lectina na forma nativa
(auséncia de dodecil sulfado de sodio - SDS e p-mercaptoetanol). Corada com Coomassie Brilhant Blue R-250.
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Figura 7 - Cromatografia de exclusdo molecular da lectina em matriz BEH SEC.
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Figura 8 - Espectro do dicroismo circular da lectina.
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O dicroismo circular foi realizado na UV-distante em diferentes temperaturas e os dados analisados pelo
DICHROWEB.
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Figura 9 - Temperatura de melting da lectina.
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5.4 Sequenciamento dos peptideos através de espectrometria de massas sequencial
(MS/MS)

A lectina foi digerida com a enzima tripsina e com isso foram obtidos 4 peptideos da
banda 01, 04 peptideos da banda 02 e 06 peptideos da banda 03. Os peptideos obtidos da
digestdo foram submetidos ao sequenciamento de aminoacidos, resultando em sequéncias que
ndo apresentaram semelhanga com proteinas conhecidas (Tabela 3), através de busca on-line
utilizando BLAST no site do NCBI. Mas a inexisténcia de similaridade com outras lectinas se
deve ao sequenciamento incompleto devido a formacéo de possiveis oligdmeros. Os peptideos
relacionados a cada uma das bandas se sobrepdem em todas as bandas, sugerindo dessa forma
que as trés bandas sdo constituintes da mesma espéice molecular, tratando-se de uma proteina

purificada.

Tabela 3 - Sequéncia dos peptideos da lectina

Sequéncia Observado Calculado A

Peptideos banda 01
T1 LLFTSQEYK 1127,5483 1127,5863 0,04




Tabela 3 - Sequéncia dos peptideos da lectina (continua)
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Sequéncia Observado Calculado A

T2 NGFYDVNEER 1241,5289 1241,5313 0,00
T3 FTFLDYQPH 1166,6157 1166,5397 -0,08
T4 XXXFLLNGTLPPLPDR 1808,0670 1415,8136 -356,30

Peptideos banda 02
T1 TSSWLDTLR 1077,5642 1077,5454 -0,02
T2 VNVEEVGWALGR 1327,6871 1327,6885 0,00
T3 NGFYDVNEER 1241,5289 1241,5313 0,00
T4 XXXFLLNGTLPPLPDR 1808,0670 1415,8136 -356,30

Peptideos banda 03
T1 WPLVTPFVVGLK 1354,8884 1354,8013 -0,09
T2 NGFYDVNEER 1241,5289 1241,5313 0,00
T3 XXXFLLNGTLPPLPDR 1808,0670 1415,8136 -356,30
T4 FTFLDYQPH 1166,6157 1166,5397 -0,08
T5 LCGTVPATK 1058,6268 1058,5795 -0,05
T6 LLFTSQEYK 1127,6184 1127,5864 -0,03
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6 DISCUSSAO

A secrecdo de anuros vém sendo explorada em busca de moléculas bioativas com
atividades biotecnologicamente Gteis, isso devido a grande diversidade bioquimica, sendo
considerada uma excelente fonte natural de biomoléculas. Os estudos realizados evidenciam
que as mesmas possuem propriedades farmacologicas e terapéuticas e que seus efeitos estdo
diretamente relacionados com a estrutura da molécula. A maioria das moléculas utilizadas como
objeto de estudos sdo as aminas biogénicas, alcaldides e peptideos. E assim, as informacGes
sobre o contetdo proteico presente nas secre¢des das glandulas séo limitadas (ANJOLETTE,
2011; CUNHA-FILHO et al., 2010).

Algumas lectinas de sapo tém sido purificadas de tecidos como gdnadas e pele de
diferentes espécies, através de cromatografia de afinidade, principalmente (OZEKY et al.,
1991; AHMED et al., 1996; UCHIYAMA et al., 1997). A cromatografia de afinidade separa
proteinas pela sua afinidade a residuos de oligossacarideos presentes na matriz utilizada. Tais
como a lectina isolada de embrides e odcitos do sapo Xenopus leavis (ROBERSON;
BARONDES, 1982). Em 1987, Cabutti e colaboradores isolaram uma galectina do ovério do
sapo Bufo arenarum. A galectina dos ovos de Rana catesbeiana também foi purificada através
de métodos cromatograficos de afinidade (OZEKI et al., 1991). Desde que foi implantada a
cromatografia de afinidade para a purificacdo de lectinas, esta tém sido a técnica mais
empregada para o isolamento destas proteinas devido a facilidade de purificacdo quando se trata
de lectinas (AGRAWAL; GOLDSTEIN, 1965).

Em relacdo as lectinas de anuros, principalmente oriundas da secrecéo das glandulas,
poucos estudos tem sido realizados. Sousa-Filho e colaboradores, em 2016, relataram a
presenca de uma proteina ligante a carboidrato na secrecdo da glandula paratéide de R.
schneideri que foi parcialmente identificada como sendo membro da familia das galectinas. No
presente estudo, a proteina ligante de carboidrato presente na secrecéo foi purificada através de
técnicas de quimica de proteinas e parcialmente caracterizada.

As proteinas das secrecOes das glandulas diferem em suas localizagdes, solubilidade,
massa molecular, exigéncia catiénica e especificidade de sacarideos. E algumas lectinas de
origem animal tem sido isoladas utilizando outros métodos alternativos que ndo incluem
cromatografia de afinidade. Os métodos alternativos para a purificacdo tém sido bastante
empregados especialmente para lectinas com afinidades por carboidratos complexos
(CARNEIRO, 2013).
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A lectina desse estudo foi obtida em sua forma pura com apenas um passo de
purificacdo a partir de cromatografia de troca aniénica em matriz DEAE 5PW, que tém como
base a troca de anions da matriz com as moléculas presente na amostra sendo eluida com
solucdo salina (NaCl) em diferentes concentracdes. Corroborando, assim, com os dados obtidos
por Peavy, Hernandez e Carroll, em 2003, quando isolaram a lectina dos ovos de
Lepidobatrachus leavis, especifica de galactose, através de cromatografia de troca anidnica
mediante um Unico passo cromatografico.

Outras lectinas foram isoladas pela combinacéo de diferentes passos cromatograficos,
dentre eles através de troca idnica, como foi relatado por Ahmed et al., em 1996, ao isolar uma
galectina do ovario do sapo Bufo arenarum através de cromatografia de troca idnica, e por
conseguinte cromatografia de afinidade. E Rieira et al. em 2003, isolou uma lectina da pele do
sapo B. arenarum utilizando cromatografia de exclusdo molecular. Em 2013, Carneiro e
colaboradores isolaram uma lectina oriunda da esponja Haliclona caerulea, através da
combinacdo de uma cromatografia de troca aninica seguida por uma cromatografia de troca
catidnica. E ainda purificaram da mesma espécie outra lectina, que possuia especificidade por
um derivado de galactose, N-acetil-galactosamina, combinando dois passos cromatograficos:
cromatografia de interacdo hidrofébica seguida por uma cromatografia de troca ibnica. A
lectina de Andrias davidianus (Urodela) foi isolada pela combinagdo de cromatografia de
afinidade seguido por uma cromatografia de exclusdo molecular (QU et al., 2015).

Na avaliacdo da inibicdo da atividade hemaglutinante, a lectina em estudo foi inibida
pelos seguintes carboidratos: a-lactose (GalBl-4a-Glu), B-lactose, lactulose, mucina de
estomago suino tipo 2 e 4-nitro-fenil-a-galactosideo, sugerindo que a lectina é especifica a
galactosideos,. As galectinas de vertebrados foi definida baseado no seu reconhecimento
conservado por B-galactosideos ndo redutores. Mas foi realizado um estudo detalhado da sua
especificidade para oligossacarideos pelo local de ligacédo alargado, e revelou que os diferentes
membros da familia da galectina apresentam diferencas significativas nas suas propriedades de
reconhecimento. Além disso, o N-terminal e o C-terminal do DRC das galectinas de repeti¢éo
em tamdem, exibem especificidades semelhantes mas ainda distintas para oligossacarideos (DI
LELLA etal., 2011). Ositio de ligacdo estendido leva a uma maior afinidade por glicanos com
multiplas unidades de lactosaminas, e com a sua substituicdo da porcdo de galactose terminal
ndo redutora com oligossacarideos do grupo sanguineo (Fuca 1,2; GalNAca 1,3 e Gala 1,3;
Fuca 1,2) (VASTA, 2012). Evideciando que algumas galectinas possuem afinidade por a-

galactosideos de acordo com a estrutura do DRC, e assim indica que a lectina do presente estudo
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pode ser da familia de galectinas, como mostrou as evidéncias de Sousa-Filho et al. 2016, visto
que a lectina, neste estudo, apresentou alta afinidade por galactosideos.

A lectina em estudo, apresentou trés bandas (45 kDa, 30 kDa e 14 kDa) quando
submetida a SDS-PAGE e PAGE nativo, e apenas dois picos (64 kDa e 40 kDa) quando
submetida a cromatografia de exclusdo molecular. Como podemos observar, a massa estimada
por cromatografia de exclusdo molecular diferiu da massa por SDS-PAGE. Foi relatado também
por Ahmed et al., 1996, quando isolou a lectina do ovéario do sapo e a mesma apresentou um
peso molecular de 14,5 kDa quando submetido a SDS-PAGE reduzida, e apresentou duas
bandas, 14,5 kDa e 32 kDa cada, quando foi realizado a espectrometria de massas. Os autores
do referido estudo explicaram que essas divergéncias ocorreram devido a formacdo de
oligdbmeros intercadeias devido a presenca de cisteinas livres. E para evitar a formacdo de
oligbmeros a proteina deveria ser tratada com agentes redutores, reduzindo as citeinas para
evitar que as mesmas realizem ligac6es (BIANCHET et al., 2000). Corroborando assim, com
os dados obtidos no presente estudo, visto que a lectina ndo foi tratada com agente redutor
durante o processo de purificagdo. Outra lectina de sapo, a Jeltraxina, isolada do ovo da ré L.
laevis, foi previamente demonstrada como um complexo oligomérico de aproximadamente 250
kDa composto por subunidades que estavam associadas, demonstrando por MALDI-TOF que
a configuracdo é devida a um complexo decamerico de subunidades de 27,7 kDa (PEAVY et
al., 2003).

O Dicroismo Circular é uma técnica espectroscépica utilizada para estudar a
conformacdo e estabilidade de proteinas em diferentes condi¢bes, como por exemplo,
temperatura, forca ibnica, pH, presenca de solutos ou pequenas moléculas (MURAKAMI,;
RULLER, 2016). A técnica de dicroismo ndo pode fornecer detalhes estruturais como outras
de alta resolucdo, como é o caso de cristalografia de raios X e ressonancia magnética nuclear,
mas fornece uma boa estimativa da fracao de residuos na estrutura que estdo envolvidos em a-
hélice, folha-P e estrutura desordenada. Muitos métodos como o CONTIN-CD, SELCON,
DICHROWEB, DICROPROT e K2D2 tém sido desenvolvidos para predizer estrutura
secundaria de proteinas através dos espectros de dicroismo circular (MURAKAMI; RULLER,
2016).

A andlise do contetdo de estrutura secundaria da lectina da secre¢do da glandula
paratoide do sapo R. schneideri foi realizada através de dicroismo circular. A lectina alvo deste
estudo, possui 50% da sua estrutura secundaria desestruturada aos 62,5°C e apresentou
conformacdes B em abundancia (66,1%), tipico de lectinas ligantes a B-galactosideos, onde os

DRCs das galectinas sdo ricos em topologia jelly-roll, evidenciado dessa forma, que a lectina
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em estudo possui caracteristicas semelhantes a galectinas (LOPEZ-LUCENDO et al., 2004).
Dados semelhantes foram observados em lectinas do veneno da serpente Bothrops leucurus que
apresentou 68% de estrutura f (NUNES et al., 2011). Lectina isolada da esponja Aplysina
lactuca, apresentou conformacgdes P, predominantemente (CARNEIRO et al., 2017).
Corroborando, também com Rutguel e colaboradores, em 2016, quando relataram que a
galectina-4 apresentou conformagdes p em seu contetido de estrutura secundaria, uma
caracteristica de galectinas. Diversos dominios estruturais de proteinas sdo formados por essa
predominancia, alguns dos quais estdo presentes em lectinas animais, como jelly roll e B-
sanduiche,dominios tipicos das lectinas dos tipos de S e R, respectivamente (VASTA,
AHMED; ODOM, 2004).

As galectinas possuem a caracteristica de conservar os residuos de aminoacidos do
DRC, sendo sete idénticos para todas as galectinas. Em comparacdo com a galectina-1 humana,
a galectina do cogumelo Coprinus cinereus é cerca de 20% idéntica e, as galectinas de 14 kDa
e 16 kDa em galinhas, sdo ambas cerca de 60% idénticas (CUMMINGS; LIU, 2009). Em 1996,
Ahmed e colaboradores, relataram que a sequéncia de aminoacidos de Rana, que possuia 93
residuos de aminoacidos mostrou 49% de identidade com a sequéncia da galectina de Xenopus
sp. (MARSCHAL et al., 1992) e da galectina de Bufo sp. (AHMED et al., 1996). Para a lectina
em estudo, presente na secrecdo da glandula paratoide de R. schneideri, os peptideos foram
sequenciados, mas ndo apresentaram similaridades com as demais galectinas ja descritas. Mas
devido a presenca de peptideos idénticos nas bandas, sabe-se que se trata de uma espécie
molecular Unica. A falta de similaridades com outras lectinas/galectinas disponiveis nos bancos
de dados ¢ justificada pela sequencimaneto incompleto de um peptideo que estd presente nas
trés bandas da proteina, que foi causa da formacgdo de oligdmeros visto que Ahmed e
colaboradores (1996) relataram a presenca de cisteinas livres na galectina por eles purificada e,

que levou a formacdo de oligdmeros dificultando os estudos estruturais.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, pela primeira vez uma lectina foi isolada da secrecdo da glandula
paratdide de R. schneideri. Foi caracterizada e suas propriedades fisico-quimicas foram
avaliadas. A lectina apresentou abundancia de estruturas , com topologia jelly-rool e afinidade
a galactosideos. Através de SDS-PAGE a sua massa aparente foi de 45, 30 e 14 kDa e exclusdo
molecular mostrou picos com 64 e 40 kDa. Atraves do sequencimaneto dos peptideos foi
possivel determinar que as trés bandas presentes no SDS-PAGE sdo da mesma espécie
molecular em sua forma pura. A referida proteina apresentou similaridades com lectinas da
familia de galectinas.

Outros estudos podem ser realizados no sentido de se descobrir mais sobre a estrutura
primaria e terciaria da lectina e avaliar se 0 agente redutor como o B-mercaptoetanol evita a

formacéo de oligbmeros.
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