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RESUMO

Lectinas sdo proteinas encontradas em todas as classes de organismos vivos, elas desempenham
diversas func@es bioldgicas, sendo que nas plantas apresentam como uma das fungdes a defesa
contra patdgenos e predadores. As fungdes bioldgicas das lectinas estdo relacionadas a sua
capacidade de reconhecer e se ligar reversivelmente aos carboidratos. Duas novas lectinas de
sementes de Parkia panurensis e Parkia nitida (familia Leguminosae; subfamilia
Mimosoideae) foram purificadas com sucesso neste trabalho atraves da combinagao de técnicas
de quimica de proteinas, como precipitacdo com sulfato de amonio e as cromatografias de
afinidade, de troca i6nica e de exclusdo molecular. As novas lectinas chamadas de PpalL e PNL,
sdo metaloproteinas ndo-glicosiladas e especificas para os aglicares D-manose, D-glicose e seus
derivados, e também sdo estaveis em ampla faixa de temperatura e pH. A PpalL apresentou
massa molecular intacta de 50.5660 Da, ja a PNL possui massa molecular intacta de 48760.3008
Da. Ambas as lectinas em solucdo na condi¢cdo nativa se comportam como um dimero. O
sequenciamento parcial da estrutura primaria do PpaL resultou em um total de 334 residuos de
aminoacidos correspondente a 75% da cobertura total, enquanto que a sequéncia de estrutura
primaria da PNL resultou em um total de 451 residuos de aminoacidos correspondendo a
cobertura total da sequéncia. Tanto a PpaL como a PNL apresentaram alta homologia com
outras lectinas do género Parkia. Estudos estruturais da PNL sugerem possivel processamento
pos traducional para as lectinas do género Parkia. PpaL e PNL sdo toxicas contra Artemia sp
com um valor de CLso de 20 e 61,38 pug/mL respectivamente. Diversas atividades biologicas de
lectinas do género Parkia tém sido relatadas. Caracteristicas essas que as tornam boas

alternativas como biofarmacos e candidatos para o tratamento de diversos tipos de doencas.

Palavras-chave: lectina de leguminosa; Parkia nitida; Parkia panurensis; estrutura primaria;

efeitos biologico.



ABSTRACT

Lectins are proteins found in all classes of living organisms. They perform several biological
functions, and in plants they present as one of the functions the defense against pathogens and
predators. The biological functions of lectins are related to their ability to recognize and bind
reversibly to carbohydrates. Two new lectins from Parkia panurensis and Parkia nitida seeds
(family Leguminosae; subfamily Mimosoideae) were successfully purified in this work through
the combination of protein chemistry techniques, such as ammonium sulfate precipitation and
affinity, ion exchange and molecular exclusion chromatographies. The new lectins, called PpaL
and PNL, are non-glycosylated metalloproteins and specific for the sugars D-mannose, D-
glucose and their derivatives. They are also stable over a wide temperature and pH range. The
PpalL had an intact molecular mass of 50.5660 Da, whereas PNL has an intact molecular mass
of 48760.3008 Da. Both lectins in solution in the native condition behave like a dimer. The
partial sequencing of the primary structure of the PpaL resulted in a total of 334 amino acid
residues corresponding to 75% of the total coverage, while the primary structure sequence of
NLP resulted in a total of 451 amino acid residues corresponding to the total coverage of the
sequence. Both PpaL and PNL showed high homology with other lectins of the genus Parkia.
Structural studies of PNL suggest possible post-translational processing for lectins of the genus
Parkia. PpaL and PNL are toxic against Artemia sp with an LCso value of 20 and 61.38 pug/mL
respectively. Several biological activities of lectins of the genus Parkia have been reported.
These characteristics make them good alternatives as biopharmaceuticals and candidates for the

treatment of different types of diseases.

Keywords: leguminosae lectin; Parkia nitida; Parkia panurensis; primary structure, biological

effects.
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Arvore evolutiva de lectinas relacionadas a jacalina. Uma visdo taxondmica da
distribuicdo de JRLs em varias familias de plantas. Os nomes das plantas a partir
das quais as estruturas da lectina foram experimentalmente determinadas estdo
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Estrutura geral de uma subunidade tridimensional de jacalina e outros JRLs
mostrando a prega B-prisma. BL1 a BL3 indicam os trés loops de ligagdo a
carboidratos, IL o loop de influéncia, QI a regido envolvida na associagdo
quaternéria e PTM a regido referente ao local de clivagem devido a uma

modificacdo pds-tradugdo. As trés folhas B (rotulados como sheet 1,2 e 3)

Cromatografia de afinidade em matriz Sepharose 4B-Manose (15 x 50 mm
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). 5 mg/mL de amostra (f0-60) aplicada. A
amostra ficou em contato com a matriz por aproximadamente 12 horas. As
proteinas ndo ligantes a matriz foram eluidas com tampdo Tris-HCI 50 mM pH
7,6 contendo NaCl 150mM (PI). As proteinas ligantes foram eluidas com
Glicina 100 mM pH 2,6 contendo NaCl 150 mM (PII). As amostras foram
coletadas em volume de 1 mL, a um fluxo de 0,7 mL/min e foram detectadas
por espectrofotometria em 280 nm ......

Cromatografia de troca ibnica em matriz DEAE-Sephacel (7,5 mm x 75 cm;
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a um fluxo de 0,5 mL/min e foram detectadas por espectrofotometria em 280
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Cromatografia de exclusdo molecular (7,8 mm x 30 cm, BioSuite, UPLC
Waters). 2 mg/mL PpaL foi aplicada na coluna. Foi usado o tamp&o fosfato de
sodio 100 mM, pH 7,0, contendo NaCl 150 mM tanto para equilibrar a coluna
como para eluir as proteinas em fluxo de 0,5 ml/min. As proteinas foram
detectadas por espectrofotometria a absorbancia de 280 nm
Eletroforese (SDS — PAGE). Gel de 15% corado com Coomassie Brilliant Blue
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kDa- B-galactosidase, 85 kDa-Albumina sérum bovina, 50 kDa-Ovalbumina, 35
kDa-Anidrase carbonico, 25 kDa-B-lactobumina e 20 kDa-lisozima). 4- 10 pg
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kDa-bago equino, 232 kDa-figado bovino, coracéo bovino 140 kDa, 66 kDa-
soro bovino). 2- PpaL em condigdes nativas

Analise de espectrometria de massas de PpaL (ionizacdo por electrospray).
Espectro de massa deconvoluido mostra a massa média isotopica de PpalL
obtido usando um espectrometro de massa hibrido (SYNAPT HDMS System)

Ensaios de toxicidade contra Artemia sp. (A) Efeito tdxico de PpalL contra
Artemia sp em diferentes concentragdes (200, 100, 50 e 12,5 pg/ml); (B) O
controle negativo: pogos contendo apenas 4gua do mar e Artemia sp. Controle
positivo: 200 mg/ml da PpaL. Efeito toxico da PpaL (200 pg/ml) previamente
incubado com manose 100 mM e Ppal (200 pg/ml) desnaturado por
aquecimento a 100 °C. EPM (n=5). *p <0,05 comparado com controle; #p <0,05
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de serie Y com m/Z 1798,9750 e sequencia especifica interpretada como
LSVGPWGGSGGNYWSFK. (B) ion de serie Y com m/Z 1658,7442 e
sequencia especifica interpretada como EGSLSLGPWGGSGGDPW

Alinhamento de sequencias de aminoacidos das lectinas de Parkia panurensis
(PpaL), Parkia platycephala (PPL) e Parkia biglobosa (PBL). Caixas vermelhas
e branca representam aminoacidos idénticos e ndo idénticos respectivamente
(A) Tronco, (B) folhas e vagens, (C) inflorescéncia e (D) sementes de Parkia
NIEIAA e
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foram eluidas com tamp&o Tris-HC 50 mM pH 7,6 contendo NaCl 150mM (PI).
A proteina ligante foram eluidas com Glicina 100 mM pH 2,6 contendo NaCl
150 mM (PI1). As amostras foram coletadas em volume de 1 mL, a um fluxo de

0,7 mL/min e foram detectadas por espectrofotometria em 280 nm
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G-250. (A) 1- Marcadores moleculares (120 kDa- B-galactosidase, 85 kDa-
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracdes gerais

Lectinas sdo proteinas encontradas em todas as classes de organismos vivos. Elas
desempenham diversas fungdes bioldgicas, sendo que nas plantas apresentam como uma das
suas funcdes a defesa contra os patdgenos e os predadores. Acredita-se que as plantas acumulam
parte de sua reserva de nitrogénio na forma de proteinas ligantes a carboidratos, que podem ser
utilizadas como proteinas de defesa passiva (Peumans and Damme 1994). Progressos
importantes nos estudos sobre as lectinas vem sendo registrados ao longo dos anos, porém,
muitas dos seus potenciais fun¢des bioldgicas ainda ndo sdo bem elucidadas. Entretanto, as
funcbes bioldgicas das lectinas geralmente estdo relacionadas com o seu dominio de
reconhecimento a carboidratos.

Os carboidratos, conhecidos também como glicidios, ou aglcares, sdo biomoléculas
formadas fundamentalmente por a&tomos de carbono, hidrogénio e oxigénio podendo apresentar
nitrogénio, fosforo ou enxofre na sua composi¢cdo. A maioria destas biomoléculas apresenta a
formula empirica de [C(H20)]n, onde o "n" da férmula geral pode variar de 3 a 7 (trioses,
tetroses, pentoses, hexoses e heptoses). Os carboidratos podem ser divididos em 3 categorias:
Monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos. Os monossacarideos sdo as estruturas
mais simples dos carboidratos. Sao aldeidos ou cetonas contendo um ou mais grupo hidroxila
na molécula. Os a&tomos de carbono nos quais os grupos hidroxila estdo ligados se constituem
centros quirais, dando origem aos numerosos agucares estereoisdbmeros (nas formas D e L)
encontrados na natureza. O fendmeno da isomerizacdo possibilita aos carboidratos assumirem
elevados nimeros de conformaces fazendo delas moléculas biol6gicas mais complexas com
grande variedade estrutural, aumentando assim, as possibilidades de interligacdes e de interagao
com outras classes das moléculas bioldgicas e consequentemente aumento na variedade de
fungdes bioldgicas. A realizacdo de diversas funcdes bioldgicas por carboidratos deve-se as
suas propriedades hidrofilicas e alta carga eletrostatica. Os oligossacarideos covalentemente
ligados influenciam o dobramento e a estabilidade das proteinas, fornecem informacdes criticas
sobre o destino de proteinas recém-sintetizadas e permitem os reconhecimentos especificos por
outras proteinas. A forma mais simples de detectar a presenca de lectina num extrato proteico
é explorando a sua habilidade de aglutinar eritrécitos sanguineos ou precipitar glicoconjugados.
Em alguns casos a atividade hemaglutinante pode ser potencializada pelo tratamento das células

com enzimas proteoliticas e neuraminidase. O tratamento enzimatico permite remocao de
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proteinas expostas na superficie celular das hemécias que podem causar impedimento estérico
na interacdo lectina hemacias. A técnica que determina a especificidade de uma lectina com
determinado carboidrato, compara 0s agucares com base na concentra¢do minima inibitoria ou
pela reacdo de precipitacdo (Moreira et al. 1991).

Algumas proteinas eventualmente sofrem processamento pos-traducional, onde os
carboidratos sdo ligados covalentemente a proteina. Neste processo as ligagdes glicosidicas
com proteinas podem ser formadas de duas formas. A primeira forma chamada de N-
glicosilacdo envolve a ligacdo de uma N-Acetilglicosamina (GIcNAc) a cadeia amina lateral de
um residuo de asparagina. A sequéncia de aminoacidos (a.a) reconhecida para a N-ligacdo de
carboidratos é Asparagina—X a.a.—Serina ou treonina, onde X pode ser qualquer aminoacido
exceto prolina. A segunda forma chamada de O-glicosilacdo envolve a ligacdo do C-1 de uma
GalNAc ao grupo hidroxil da cadeia lateral de um residuo de serina ou treonina (Gorelik, Galili,
and Raz 2001). Sendo a presenca destas sequéncias de aminoacido em qualquer regido da
proteina ndo significa que obrigatoriamente ela sera glicosilada, mas apenas indica que a
proteina tem potencial de glicosilacdo uma vez que estas sequencias sdo necessarias para o
reconhecimento das enzimas. Além das proteinas, os carboidratos também podem se ligar
covalentemente com lipidios, formando o glicocélice presentes na superficie das células. Estes
glicoconjugados podem desempenhar fungdes importantes como codigo postal para
enderecamento de algumas proteinas ou como mediadores na interagdo célula—célula ou
interacdo célula—moléculas extracelulares. Os carboidratos sdo as biomoléculas mais
abundantes na natureza e desempenham diversas funcGes biologicas, portanto estudar a
composicdo, sequéncia, organizagdo estrutural e os mecanismos de interagdes com outras
moléculas, sobre tudo com as lectinas que sdo capazes de reconhecer e se ligar com carboidratos
podem fornecer informagGes importantes para deteccdo e/ou controle de doencas causadas por
microrganismos patogénicos que possuem padrdes de glicosilacdo especificos nas superficies
de parede celular. Dentro deste contexto, o presente trabalho tem como principal proposta
purificar lectinas de duas espécies do género Parkia, caracterizar fisico-quimica e
estruturalmente através da combinacgdo das técnicas de quimica de proteinas, espectrometria de
massas e de bioinformatica, determinar a especificidade com diferentes carboidratos e avaliar

atividades bioldgicas como toxicidade contra Artemia sp.
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1.2 Lectinas dos vegetais de familia Leguminosae

A familia Leguminosae (leguminosa) é considerada como a de maior riqueza de espécies
arboreas nas florestas neotropicais, havendo um grande numero de tdxons endémicos nesta
regido. Alguns ecossistemas brasileiros sdo centros de diversidade para o0 grupo e muitas das
espécies sdo exclusivas destes ambientes. No Brasil ocorrem cerca de 220 géneros e 2736
espécies. Uma caracteristica importante de algumas plantas desta familia é a simbiose de suas
raizes com as bactérias que fixam o nitrogénio. A hipoOtese de que este evento pode ser
intermediado por lectinas tornou-se mais atrativo apos a descoberta de que as bactérias de
género Rhizobium produzem um fator extracelular que esta envolvido nos eventos iniciais de
simbiose, qual geralmente contém grupos de carboidratos nas suas estruturas e eventualmente
estes carboidratos podem interagir com lectinas existentes nas raizes das plantas (Roche et al.
1991). Além disso, as lectinas de leguminosas desempenham um papel determinante no
desenvolvimento da lectinologia, algumas lectinas desta familia, inclusive, se tornaram
ferramentas indispensaveis na pesquisa bioldgica e biomédica além de serem amplamente
utilizadas como proteinas bioativas tanto na pesquisa quanto na medicina (Damme et al. 1998).
E importante ressaltar que existe uma contradicio em relacdo a divisao da subfamilia da familia
Leguminosae, porque uma taxonomia mais recente classifica Mimosoideae como um clado
dentro da subfamilia Caesalpinoideae. No entanto neste trabalho adotaremos a taxonomia
antiga que considera que a familia das leguminosas é morfologicamente subdividida em trés
subfamilias que sdo: Caesalpinoideae, Mimosoideae e Papilionideae. Dezenas de lectinas
isoladas de membros desse taxon ja foram caracterizadas quanto as suas propriedades quimicas,
fisicas, estruturais e bioldgicas. O volume dos trabalhos publicados sobre as lectinas de plantas,
demonstra que a familia dos leguminosas € a mais bem estudada, sendo que a subfamilia
Papilionoideae se destaca como sendo a mais estudada dentro deste tdxon (Mann et al. 2001).
No entanto, essas proteinas que pertencem ao mesmo taxon e apresentam varias caracteristicas
estruturais e bioguimicas em comum, também exibem diferencas nas especificidades de
ligacGes a monossacarideos/glicanos e arranjos quaternarios (Debray et al. 1981). Em geral, as
lectinas de leguminosas tém uma estrutura monomeérica conservada, apresentando certa
similaridade nas sequéncias dos aminoacidos, a0 mesmo tempo em que exibem uma notavel
variedade de associacgOes terciarias e quaternarias com importantes implicacdes funcionais
(Srinivas et al. 2001). A conservacgdo das caracteristicas gerais das suas estruturas 3D, pode
significar que as lectinas de leguminosas evoluiram e principalmente divergiram-se nas regides

dos sitios de ligagcbes combinados para exibirem especificidades diferentes e, portanto,
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desempenharem funcdes especificas no metabolismo das plantas (Ramos et al. 2000). Algumas
lectinas de leguminosas necessitam de ions metélicos bivalentes como calcio e manganés na
sua estrutura para se ligarem a carboidratos. A auséncia desses metais resulta em uma
instabilidade local e na perda da capacidade de ligar-se a carboidratos (Loris et al. 2004).

As lectinas de leguminosas sao sintetizadas no reticulo endoplasmatico na forma de pré-
pro-lectinas que depois passa por estagio de pro-lectina e finalmente a lectina madura. Durante
todo o processo de sintese a pré-pro-lectina que possui na sua extremidade N-terminal um
peptideo sinal, com 20 a 30 residuos de aminoacidos é transportado para outros organelas
sofrendo uma série de modificagbes pds-traducionais como glicosilagdo e clivagens
proteoliticas, dando origem a lectina madura (Sharon and Lis 1990).

As lectinas de leguminosas sdo interessantes devido as suas diversas funcdes
fisioldgicas nas plantas, tais como o reconhecimento e colonizacdo de bactérias fixadores de
nitrogénio nas células epidérmicas de raizes, o transporte de aglcares, hormoénios ou
glicoproteinas (Carrizo et al. 2005; Sreevidya et al. 2005; Wong and Ng 2006), além de estarem
envolvidas na defesa contra microrganismos e insetos (Peumans and Damme 1994),em acdes
antifangicas, em atividades bactericidas e inseticidas (Yan et al. 2005).

Desde a descoberta de primeira lectina dos vegetais denominada de ricina por Hermann
Stillmark em 1888 quando estudava o principio da toxicidade de sementes de mamona (Ricinus
communis), houve vérias tentativas de denominacgdo e definicdo desta classe de proteina que
comecgou com os termos Hemaglutininas ou fitoaglutininas, até que em 1954 Boyd e Shapligh
propordo o termo “lectina” (do Latim legere, que significa escolher) pretendendo, assim,
chamar atencdo para sua especificidade, sem desvirtuar a questdo quanto a sua natureza. Em
1972 Sharon e Lis, ampliaram esta definicédo, incluindo todos ligantes de acgucar, aglutinadores
de células e proteinas de origem ndo imune, sejam eles de plantas, animais ou micro-
organismos. Sendo que esta definicdo deturpa o verdadeiro significado da palavra lectina. Neste
ponto de vista, 0 nome aglutinina que geralmente é usada como sindnimo de lectina, talvez seja
mais correto porque se refere a habilidade que as proteinas ligantes a carboidrato tém de se
aglutinar eritrécitos ou outras células (Peumans and Damme 1994). Posteriormente as lectinas
foram definidas como proteinas ou glicoproteinas ligantes a carboidratos de origem ndo imune
que aglutinam células e/ou precipitam glicoconjugados (Goldstein et al. 1980). Entretanto essa
definicéo ¢é excludente a algumas lectinas, pois s6 contempla aquelas com dominios multiplos
de ligacdo a carboidratos. As defini¢fes para lectinas sofreram varias adaptaces ao longo do
tempo e atualmente, a definicdo mais aceita foi proposta por (Damme et al. 1998; Peumans and

Damme 1994). Segundo estes autores, lectinas sdo proteinas de origem ndo imune contendo
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pelo menos um dominio ndo catalitico que se liga reversivelmente a mono ou oligossacarideos
especificos. Esta nova defini¢do inclui uma ampla variedade de proteinas que se comportam de
forma bastante diferente do ponto de vista das suas propriedades de aglutinacdo e/ou

precipitacdo de glicoconjugados.

As lectinas vegetais formam um grupo muito heterogéneo de proteinas podendo ser
agrupadas em familias caracterizadas por sequéncias similares dos aminoécidos ou organizacao
estrutural. Van Damme e colaboradores (1998), subdividiram as lectinas dos vegetais de acordo
com as suas caracteristicas estruturais em quatro classes principais que sdo: merolectinas,
hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (Figura 1).

As merolectinas sdo proteinas que apresentam apenas um unico dominio de ligagdo a
carboidratos. Devido ao seu carater monovalente sdo incapazes de precipitar glicoconjugados
ou aglutinar células. Um exemplo dessa classe € a heveina, uma lectina que se liga a quitina e

é extraida do latex da Havea brasiliensis (Van Parijs et al. 1991).

As hololectinas sdo proteinas que possuem mais de um dominio de ligagdo a carboidrato,
sendo estes dominios especificos para um mesmo carboidrato ou para carboidratos
estruturalmente semelhantes. Elas representam a classe de lectina mais bem estudada e um
exemplo desta classe ¢ PBL, uma lectina que se liga a manose/glicose isolada de Parkia
biglobosa Mart. (SILVA et al., 2013).

As quimerolectinas sdo proteinas que possuem um ou mais sitios de ligacGes a
carboidratos e além disso um dominio ndo relacionado. Esse dominio ndo relacionado pode ter
uma atividade enzimética bem definida ou qualquer outra atividade biol6gica que atue
independentemente do sitio de ligacdo a carboidratos. Um exemplo dessa classe € a PPL-2, uma
lectina ligante de quitina isolada de sementes de Parkia platycephala que possui um segundo

sitio ativo, no caso um sitio catalitico endoquitinasico (Cavada et al. 2005).

As superlectinas sdo proteinas que de forma semelhante as hololectinas possuem mais
de um dominio de ligacdo a carboidrato, porém esses dominios reconhecem carboidratos
estruturalmente diferentes. Um exemplo dessa classe € a lectina de tulipa (familia Lilaceae) que
possui um dominio N-terminal manose-ligante arranjado a um dominio GalNac-ligante nao
relacionado (Damme et al. 1998).

Segundo o Van Damme e colaboradores (1998), as lectinas de vegetais ainda podem ser
classificadas em sete familias de acordo com as suas caracteristicas evolutivas. Séo elas: 1)

Lectinas de leguminosas; 2) Lectinas de monocotileddneas ligantes a manose; 3) Lectinas
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ligantes a quitina; 4) Proteinas inibidoras de ribossomo (RIPs tipo 2); 5) Lectinas relacionadas
a jacalina; 6) Lectinas relacionadas a amarantina e 7) lectinas de floema de Curcubitaceae. Esta
classificacdo baseia-se em caracteristicas estruturais e de afinidade a carboidratos apresentadas

por essas proteinas.

Figura 1. Classificacdo das lectinas dos vegetais de acordo com as suas caracteristicas estruturais.

% Merolectina ‘ 1 CRD
Heveina (PDB: 1WKX)

<+ Hololectina - 2 ou mais CRD iguais

< Superlectina ‘ 2 ou mais CRD diferentes

2 ou mais CRD
¥v" dominios ¢ fungoes bioldgicas distintos

% Quimerolectina -

CRD = Dominio de reconhecimento a carboidrato.

Fonte. Elaborado pelo autor (figura adaptado de Peumans et al., 1995)

1.3 Lectinas de género Parkia

A subfamilia Mimosoideae € considerada o grupo mais primitivo dentro das plantas de
familia das leguminosas. A primeira deteccdo da lectina de subfamilia Mimosoideae foi do
género Acéacia, porem a primeira lectina desta subfamilia a ser purificada pertence a género
Mimosa (Cavada et al. 2020). O género Parkia é mais bem estudada dentro desta subfamilia,
tendo muitas lectinas purificadas das suas sementes, caracterizadas fisico-quimicamente,
estruturalmente, e também, com algumas atividades bioldgicas determinadas. Dentro o género
Parkia as espécies dos quais ja foram purificadas as lectinas a partir dos sementes sdo: P.
especiosa (Suvachittanont and Peutpaiboon 1992). P. javanica (Utarabhand and Akkayanont
1995), P. platycephala (Cavada et al. 1997), P. discolor (Cavada et al. 2000), P. biglobosa
(Silva et al. 2013), P. pendula (Favacho et al. 2007), P. biglandulosa, P. roxburghii (Kaur et
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al. 2005), P. panurensis (Cavada, Bari, et al. 2020) e a P. nitida que teve uma nova lectina
purificada neste trabalho. Em geral, as lectinas de sementes de género Parkia pertencem ao
grupo de lectinas ligantes a manose/glicose com preferéncia para manose e 0s seus derivados.
As lectinas deste género compartilham algumas caracteristicas e propriedades em comum, tais
como conformacdo dimérica em solucdo e, na condi¢do desnaturada, geralmente, apresentam o
perfil eletroforético (SDS-PAGE) com pesos moleculares aparente em torno de 40-50 kDa. No
entanto, os perfis podem ser diferentes no que diz respeito a quantidade de bandas que aparecem
no gel de eletroforese, podendo ser de umas até quatro bandas dependendo da espécie, sendo
que, provavelmente, o método de purificacdo utilizado pode influenciar na quantidade de
bandas e, por outro lado, a quantidade das bandas também pode ser um indicativo de que as
preparacdes destas lectinas podem ser compostas por hetero proteinas ou diferentes isoformas
ou talvez um indicativo de possivel processamento pos-traducional incompleto, provavelmente
causada pelo baixa eficiéncia da enzima, gerando assim fragmentos de cadeias polipeptidicas
(dominios) incompletas . Algumas das propriedades fisico-quimicas e estruturais de lectinas de
género Parkia estdo resumidas na tabela 1. Poucas lectinas do género Parkia tiveram as suas
estruturas primarias completamente resolvidas, sendo elas: Parkia platucephala (PPL) (Mann
etal. 2001), Parkia biglobosa (PBL) (Silva et al. 2013), Parkia pendula (PpeL) (Carneiro et al.
2021), Parkia nitida (PNL) e Parkia panurensis (PpaL.) que tiveram as suas estruturas primarias
determinadas neste trabalho. No entanto, apenas PPL, PBL, PpeL e PNL tiveram as suas
estruturas tridimensionais resolvidas. As estruturas tridimensionais de PPL e PBL foram
resolvidas experimentalmente por cristalografia e difracdo de raios-x, enquanto que as
estruturas de PpeL e PNL foram prediras por modelagem molecular. O alinhamento das
sequéncias de aminoacidos destas lectinas apresentou alta homologia, chegando acima de 90%
de similaridade entre elas. Os dados obtidos das sequéncias dos aminoacidos que compdem as
estruturas primarias das lectinas de Parkia mostram substituicdo conservadas de alguns
residuos de aminoéacidos, reforcando a hipdtese da presenca de isoformas nas preparagdes
destas proteinas. Os estudos estruturais demonstraram que as lectinas de Parkia, assim como as
lectinas relacionados com jacalina sdo constituidas por trés dominios B-prisma repetidos,
arranjados em tandem, onde cada dominio é composto por cerca de 150 residuos de
aminoacidos e compartilham cerca de 45% de similaridade entre as suas sequéncias (Mann et
al. 2001) (Silva et al. 2013) (Carneiro et al. 2021).
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Tabela 1. Resumo de algumas propriedades fisico-quimicas e estruturais das lectinas do género Parkia.

Espécie Especificidade Massamolecular| Bandas no gel | Dependéncia de Glicoproteina Estrutura Estrutura
P P (Da) SDS-PAGE ions metalicos P primaria terciaria
P._biglobosa IManose/glicose 47.562 1 Nio Nio Sim Sim
P platycephala  [Manose/glicose 47951 1 Sim Sim
Ca2+ Mn2+e
P _javanica IManose 47.900 2 Mg2+ Nao Nao
P pendula IManose/glicose 47.410 1 Nao Sim Sim
Sim (1,5% de
P speciosa IManose/glicose 47.300 3 Niéo carboidrato) Nio Niéo
P._panurensis IManose/glicose 50.566 1 Ca2+ e Mn2+ Nio Parcial Nao
P discolor IManose/glicose 58.000 1 Nao Nio
Sim (1,06% de
P biglandulosa  [Manose/glicose 49.500 4 Ca2+ e Mn2+ carboidrato) Nio Nao
Sim (0,60% de
P._roxburghii IManose/glicose 49.100 4 Ca2+ e Mn2+ carboidrato Nio Nao
P nitida IManose/glicose 48.760 3 Ca2+ e Mn2+ Nio Sim Sim

Fonte. Elaborado pelo autor.

A jacalina é um nome trivial dado a lectina galNAc/gal especifica isolada de sementes
de fruta de jaca (Artocarpus integrifolia). Atualmente o termo JRL é usado como um nome
coletivo para todas as lectinas que sdo estruturalmente e evolutivamente, relacionado a lectina
de fruta de jaca. A familia jacalina é subdividida em dois subgrupos de lectinas. O primeiro
subgrupo séo lectinas de sementes da familia Moraceae especificos a GaINAc, quais sdo muito
similares a lectina de fruta de jaca. O segundo subgrupo séo lectinas da familia Convolvulaceae,
que compartilham similaridade da sequéncia com lectinas de Moraceae, mas, também exibem
especificidade com manose/maltose (Damme et al. 1998). No entanto, a ocorréncia de jacalinas
ndo € restrita a essas duas familias (Figura 2). Lectinas com sequéncias similares a lectina de
fruta de jaca ja foi relatada em lectina obtida de Musa acuminatada familia Musaceae e nas
sementes das espécies de Parkia da familia leguminosa (Mann et al. 2001; Silva et al. 2013).
As lectinas desta familia exibem um repertério de fungdes, como ligacdo especifica ao
Antigeno-T, normalmente associado com tumores (Jeyaprakash et al. 2002), ligacao a regides
especificas do HIV (Lakshmi Tamma et al. 1996), estimulagdo potente e seletiva de funcGes
distintas das células T (Lafont et al. 1997) e uma capacidade Unica de reconhecer
especificamente a imunoglobulina A1 do soro humano (Hashim, Shuib, and Chua 2001). As

estruturas secundarias das JRLs sdo compostas predominantemente por folhas-f, enquanto que
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as estruturas terciarias séo formadas por subunidades B-prismas composta de trés folhas 3
dispostas em um prisma, com trés pregas paralelas as folhas-p. O mapeamento das sequéncias
e estruturas dos membros desta familia indica que as regides das fitas sdo altamente
conservadas, especialmente na primeira e na terceira folhas. Por outro lado, os segmentos de
loop que conectam as fitas sdo altamente variaveis em seus comprimentos e sequéncias,
consistentes com seu papel na geracdo de diversidade funcional (Figura 3) (Raval et al. 2004).
As lectinas desta familia em solucdo podem formar trés conformacéo oligoméricas diferentes
(dimeros, tetrameros e octameros). Os trés tipos de arranjos quaternarios diferentes podem ser
atribuidos a interacfes envolvendo trés conjuntos de interface diferentes: (1) conjunto de
interface A envolvendo os residuos 102-109, 131-133 da cadeia A e 11-15 da cadeia B como
visto nos tetrameros de jacalina, MPA e artocarpin (cdédigo PDB: 1JAC); (2) conjunto de
interface B envolvendo os residuos 19-25 e 51-60 como visto no dimero de calsepa (codigo
PDB: 10UW) e (3) conjunto de interface C envolvendo os residuos 7-11, 119-124 e 20-26,
como visto no octdmero de heltuba (codigo PDB: 1C3K) (Raval et al. 2004).
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Figura 2. Arvore evolutiva de lectinas relacionadas a jacalina. Uma visdo taxondémica da distribuicdo de JRLs em varias familias
de plantas. Os nomes das plantas a partir das quais as estruturas da lectina foram experimentalmente determinadas estéo indicados
em negrito.
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Figura 3. Estrutura geral de uma subunidade tridimensional de jacalina e outros JRLs mostrando a prega B-prisma.
BL1 a BL3 indicam os trés loops de ligacdo a carboidratos, IL o loop de influéncia, QI a regido envolvida na
associagao quaternaria e PTM a regido referente ao local de clivagem devido a uma modificagdo pés-tradugdo. As

trés folhas B (rotulados como sheet 1,2 e 3).

Sheet?
e
Sheetl

Sheet3

Fonte. Raval et al., 2004
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1.4 Aplicacéo bioldgica das lectinas do género Parkia

Ha indicios de que a interacdo de lectina com os carboidratos esta ligada com a funcéo
de defesa desempenhados contra patogénicos e predadores de planta. As lectinas atraves do
dominio de reconhecimento a carboidratos podem se ligar aos virus, bactérias, fungos e também
nos tecidos conjuntivos dos animais que possuem carboidratos em abundancia expostas nas
superficies celulares. A toxicidade da lectina em relacdo aos animais superiores estd bem
documentada nos estudos que avaliam o risco de satde da lectina presente nas plantas utilizadas
na producao de alimentos e ragcdes para os animais (Peumans and Damme 1994). Outra técnica
bastante utilizada para determinar a toxicidade da lectina é o ensaio de letalidade frente a
Artemia sp. Esta técnica apesar de ser relativamente simples, tem a capacidade de gerar
informacdes de grande utilidade de forma rapida, segura, econdmica e com reprodutibilidade.
E também gera poucos residuos ao meio ambiente (Hirota et al. 2012). Apesar de lectinas de
género Parkia possuirem algumas propriedades e caracteristicas em comum como peso
molecular, especificidade por carboidratos e estruturas primarias muito homologas, sabe-se que
pequenas diferencas nas sequencias dos residuos dos aminoacidos, da topologia de dominio de
reconhecimento a carboidrato ou estado de oligomerizacdo podem implicar em propriedades
fisico-quimicos e/ou atividades bioldgicas diferentes. Algumas atividades bioldgicas das
lectinas do género Parkia ja foram relatadas dentre quais, PBL apresenta propriedades
antinociceptiva reduzindo o nimero de contorc6es induzidas pelo acido acético através do seu
efeito analgésico periférico, provavelmente associado com inibi¢éo de processo inflamatério e
também mostrou ser um potente anti-inflamatorio reduzindo drasticamente a imigracdo dos
leucécitos induzida pela carragenina (Silva et al. 2013). A lectina extraida de sementes da P.
pendula apresentou atividade in vitro contra citomegalovirus humano, no qual reduziu
aproximadamente 95% de inefetividade celular numa concentracdo de 150 pg/mL com a cito
toxidade minima de 25% (Favacho et al. 2007). As lectinas de P. biglandulosa e P. rosburghii
demonstraram efeitos anti-proliferativo em duas linhas celulares (P 388DI1-50% e J774-70%)
de cancer de macréfago em murino. Além disso, a lectina de P. roxburghii também inibiu
65,47% a proliferacdo de uma linha celular de hibridoma de células-B (HB98) (Kaur et al.
2005), a lectina de Parkia panurensis apresentou atividade toxica contra Artemia sp com o valor
de CL50 igual a 20 ug/mL (Cavada, Bari, et al. 2020), a lectina de P. platycephala aumenta
atividade antibidtica de gentamicina contra cepas bacterianas multirresistentes pelo dois
possiveis mecanismo: 1- interagindo com gentamicina no dominio de ligagéo ao carboidrato
facilitando assim, a entrada do antibiotico no citoplasma bacteriano. 2- Interagindo com 0s

glicanos presentes nas bombas de fluxo e consequentemente bloqueando ou modificando a sua
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estrutura conformacional (Silva et al. 2019) e a Parkia pendula inibiu o crescimento de
promastigotas de L. infantum (45,6 + 1,92%) em 48 h, confirmado o potencial leishmanicida da
PpeL(Carneiro et al. 2021). Estes resultados demonstram claramente que as lectinas deste

género possuem um grande potencial para desenvolvimento de novas drogas e biofarmacos.



34

2 PURIFICACAO, CARACTERIZACAO PARCIAL DE UMA NOVA TECTINA DE
SEMENTTES DE PARKIA PANURENSIS EX H. C. HOPKINS E AVALIACAO DOS
SEUS SEFEITOS BIOLOGICOS

2.1 Objetivos
2.1.1 Objetivo geral

Purificar, determinar as caracteristicas fisico-quimicas e estruturais, e avaliar atividade
de toxicidade contra Artemia sp de uma nova lectina purificada de sementes de Parkia
panurensis ex H. C. Hopkins.

2.1.2 Objetivos especificos
e Prospeccdo de lectinas no extrato de sementes e determinar a sua especificidade por

carboidratos;

e Purificar uma lectina através dos métodos tradicionais de quimica de proteinas;

e Realizar os testes de estabilidade térmica, pH e dependéncia dos ions metalicos
bivalentes;

e Determinar a massa molecular intacta da lectina por espectrometria de massas;

e Determinar a estrutura priméria da lectina por espectrometria de massas;

e Realizar ensaio biolégico de toxicidade contra Artemia sp.
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2.2 Matérias e métodos

2.2.1 Animais

Os eritrécitos utilizados para os testes de atividade hemaglutinante (A.H.) e os efeitos
dos carboidratos na inibigdo de A.H. foram coletados dos coelhos da raga Nova Zelandia com
pesos corporais aproximados de 3 kg mantidos no biotério do departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara (UFC) campus do pici em grupos de um
por gaiola, mantidas em condi¢des de temperatura controlada com agua e a comida a disposicao.
Os protocolos dos experimentos foram aprovados pelo comité institucional de cuidado e uso
dos animais de Universidade Federal do Ceard (CEUA n° 10130208-8/40).

2.2.2 Matérias vegetais
As sementes de Parkia panurensis ex H. C. Hopkins (familia leguminosae, subfamilia
Mimosoideae e género Parkia) foram coletadas em Amazonas — Brasil. Apos coleta as sementes

foram limpadas, secadas na estufa a 37 °C. Detalhes de algumas partes da planta em figura 4.

Figura 4. (A) Folhas, (B) inflorescéncia, (C) vagens (D) semente de Parkia panurensis.

(B)

© (D)
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2.2.3 Ensaios de hemaglutinacéo e inibicéo de atividade hemaglutinante por carboidratos

Para os ensaios de hemaglutinacdo e inibicdo por carboidratos foram utilizados

eritrocitos de coelho a 3% nativo e tratado com as enzimas proteoliticas tripsina e papaina. Para
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realizar o teste primeiramente foi adicionado 50 pL de tamp&o Tris-HCI 100 mM pH 7,6
contendo NaCl 150 mM em pocos da placa de micro titulacdo (12 x 8 pogos) em seguida foi
acrescentado 50 pL de amostra proteica e feita a diluicdo seriada e por fim foi adicionado 50
ML de eritrocitos em todos 0s pogos. Os poc¢os considerados como controle negativo continham
apenas tampdo e eritrocitos. As leituras dos resultados foram feitas apds 1 hora de incubacéo a
37 °C. O titulo de hemaglutinacédo foi definido como o inverso de maior diluicdo que exibiu a
hemaglutinacdo equivalente a uma unidade de hemaglutinacdo (UH). A atividade
hemaglutinante especifica é expressa como nimero de unidades de hemaglutinacdo por mg de
proteina (UH/mgP). A especificidade por ligantes de carboidratos foi determinada pela
concentracdo minima inibitdria de acucares que apresentam total inibicdo da hemaglutinacéo
de acordo com a metodologia de Ramos (1996). Para tal, foram utilizados seguintes agucares
na concentracao inicial de 100 mM: D-glicose, D-galactose, D-manose, a-lactose, L-fucose, a-
metil-D-manosideo, Sucrose, D-rafinose, a-metil-D-galactosideo e Melibiose. A concentragao
minima inibitdria é expressa como o reciproco da diluicdo mais alta de acUcar que inibiu

completamente uma unidade de hemaglutinacao.

2.2.4 Extracdo, fracionamento, dosagem de proteinas e carboidratos

As sementes maduras de Parkia panurensis foram descascadas e trituradas no moedor
de café até a obtencéo de farinha fina e subsequentemente submetida a delipidagdo com hexano,
onde o solvente foi adicionando em proporgéo de 1:5 (p/v), e deixado em contato durante 12 h,
posteriormente o hexano foi removido e a farinha foi deixada para secar na capela em
temperatura ambiente até todo o hexano evaporar. Em seguida a farinha delipidada foi
submetida a extracdo proteica. Para tal, foi adicionado uma solugdo de tampao acetato de sddio
100 mM pH 4,0 contendo NaCl 150 mM na proporcdo 1/10 (p/v) e deixado em constante
agitacdo mecanica durante 4h. Posteriormente esta amostra, denominada de extrato bruto, foi
centrifugada a 9000 rpm por 20 minutos a 4 °C e depois filtrado. Apos a filtragdo o precipitado
foi descartado e sobrenadante obtido foi submetido a fracionamento proteico com sulfato de
amonio (f 0-60%). A fracdo foi centrifugada a 9000 rpm por 20min a 4 °C e apés a
centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em &gua,
dialisado exaustivamente contra 4gua destilada e submetidos a teste de A.H. As concentracdes
proteicas foram determinadas pelo método de (Bradford 1976) usando Albumina Sérica Bovina
(BSA) como padrdo e monitorado por espectrofotdmetro ((Amersham Biosciences;

Ultrospec2100Pro)) no comprimento de onda de 595 nm. A percentagem de aglcares neutro na
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lectina pura foi estimada usando o método de Dubois et al (1956) utilizando glicose como
acucar padrdo e monitorado por espectrofotdbmetro  ((Amersham  Biosciences;

Ultrospec2100Pro)) no comprimento de onda de 490 nm.

2.2.5 Purificacao de lectina de sementes de Parkia panurensis

Para purificacdo de proteinas foram utilizadas técnicas de cromatografia liquida de
afinidade e troca idnica sequencialmente. Primeiramente, o pH da fracdo 0-60% foi ajustada
para 7,6 através de adicdo de tampdo estoque Tris-HCI 1M pH 7,6. Entdo as proteinas insollveis
foram removidas por centrifugagéo a 9000xg por 5 minutos a 4 °C, e o sobrenadante resultante
foi aplicado a matriz cromatografica Sepharose 4B-manose (15 x 50 mm Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) previamente equilibrada com solugdo tampéo Tris-HCI 100 mM pH 7,6
contendo NaCl 150 mM e mantido em contato durante 12 horas. As proteinas que nao se
ligaram na matriz, denominadas de PI, foram eluidas com a mesma solucédo de equilibrio, e as
proteinas que se ligaram na matriz, denominadas de PII, foram eluidas com solucdo tampéo
glicina 100 mM, pH 2,6 contendo NaCl 150 mM. Foram coletadas fracdes de 1 mL em fluxo
de 0,7 mL/min e as proteinas coletados nos tubos de ensaio foram monitoradas por
espectrofotdmetro (Amersham Biosciences; Ultrospec2100Pro) no comprimento de onda de
280 nm. A fracdo retida foi acumulada, dialisada contra agua destilada, liofilizadas e
posteriormente submetidas a teste de atividade hemaglutinante. A fracdo coletada que
apresentou atividade hemaglutinante foi ressuspensa em tampé&o Tris-HCIl 100 mM pH 7,6 na
concentracdo de 4 mg/mL e submetida a cromatografia de troca idnica em matriz DEAE-
Sephacel (7,5 mm x 75 cm, ACQUITY, UPLC Waters), as proteinas que ndo interagem com
matriz foram eluidas com tampéo Tris-HCI 100 mM pH 7,6, enquanto que, as proteinas que
interagiram com matriz foram eluidas com mesmo tampé&o contendo gradiente salinade 0,1a 1
M. Foram obtidos dois picos na cromatografia de troca iénica denominados de DI e DII. Para
determinar a massa molecular aparente e o estado de oligomerizacdo da proteina em solugdo na
condicdo ndo-desnaturante, DI foi submetido a cromatografia de exclusdo molecular em HPLC
(7,8 mm x 30 cm, BioSuite, UPLC Waters). As concentracdes proteicas nesta etapa, foram
monitoradas por espectrofotometria no comprimento de onda de 280 nm.



38

2.2.6 Caracterizacao fisico-quimica

2.2.6.1 Eletroforese em condic¢éo desnaturante (SDS-PAGE)

O experimento de eletroforese em gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sddio (SDS—
PAGE) foi realizado de acordo com o protocolo descrito por (Laemmli 1970), onde 10 pL de
proteinas (1 mg/mL) na presenca e auséncia de p—mercaptoetanol (2 %) foram aplicados em
gel poliacrilamida (sistema descontinuo: gel de empilhamento 4 %; e gel de separacdo 15 %
acrilamida). Foi realizado também a eletroforese sob condi¢des nativas, onde, 10 uL de proteina
(2 mg/mL) foram aplicados a PAGE (sistema descontinuo: 4% de gel de empilhamento e 9%
gel de separacdo). Todos os géis foram preparados usando o aparato Mini-Protean Il (Bio-Rad,
Milan, Italy). A corrida foi conduzida a corrente constante de 25mA, tensdo de 150V e poténcia
de 10 W. As bandas das proteinas no gel foram coradas com Coomassie Brilliant Blue G-250
para visualizagdo das bandas.

2.2.6.2 Efeito de temperatura, pH e ions metalicos sobre a atividade hemaglutinante de PpaL

Para determinar os efeitos de temperatura, pH e ions metalico sobre atividade
hemaglutinante de PpaL utilizou-se a lectina pura na concentracdo de 1 mg/mL para cada
experimento. A influéncia de temperatura foi determinada pela incubacdo da solucdo em
diferentes temperaturas (10 a 100 °C) por 1 hora seguindo-se com testes de hemaglutinacéo.
Para determinar a influéncia do pH, a solugdo de lectina foi dialisada durante 24 h contra
diferentes solucdes tampdes (pHs de 4 — 10) a 100 mM contendo 150 mM de NaCl: citrato de
sodio pH 4,0 e 6,0), acetato de sédio (pH 5,0), Fosfato de sédio (pH 7,0), Tris—HCI (pH 8,0) e
glicina—NaOH (pH 9,0 e 10,0) e depois submetidas a teste de hemaglutinagdo. Para determinar
a influéncia de cation bivalentes a lectina foi dialisada contra EDTA 100 mM durante 24 horas
seguindo-se com dialise contra NaCl 150 mM para remover o excesso de EDTA. A atividade
hemaglutinante foi determinada antes e depois a adi¢cdo de CaCl, e MnClz, ambos a 10 mM.
Todas as amostras foram centrifugadas a 9000xg por 5 min a 4 °C antes dos ensaios da
hemaglutinacéo.



39

2.2.7 Determinacgdo de massa molecular intacta por espectrometria de massas (ESI-MS)

Para determinar a massa molecular média isotOpica da proteina foi utilizado a técnica
de ionizagdo por eletrospray (ESI-MS), onde uma aliquota de 4,5 ul (acido formico 0,1%) de
lectina pura foi injetada em matriz cromatografica C18 (100 um x 100 mm) RP-UPLC
(nanoAcquity UPLC, Waters) acoplada a espectrometria de massa nanoelectrospray em tandem
num espectrometro de massas Q-Tof Premier (MicroMass / Waters) a um caudal de 600 nl/min.
O gradiente foi de 0-90% de acetonitrila em 0,1% de &cido formico durante 45 minutos. O
instrumento foi operado no modo continuum MS e a aquisi¢do de dados foi de m/z 100 - 2.000
a uma taxa de varredura de 1s e um atraso entre varreduras de 0,1s. A voltagem de
nanoelectrospray foi ajustada para 3,5 kV, uma voltagem de cone de 30 V e a temperatura da
fonte foi de 80 °C. Os espectros foram acumulados em cerca de 300 varreduras e os dados
carregados multiplos produzidos pelo espectrometro de massa na escala m/z foram convertidos
a escala de massa (peso molecular) usando o software baseado em Maxima Entropia (Ferrige
et al. 1992) fornecido com o pacote de software Masslynx 4.1. Os parametros de processamento
foram: faixa de massa de saida de 24.000-30.000 Da a uma “resolu¢do” de 0,1 Da/canal; O
modelo de padréo isotopico simulado foi usado com o parametro de largura de desfoque do
espectro definido para 0,2 Da, e as razbes de intensidade minima entre 0s picos sucessivos
foram de 20% (esquerda e direita). O espectro deconvoluido foi suavizado (2x 4 canais,
Savitzky-Golay suave), e os valores do centroide de massa foram obtidos usando 80% do pico

superior e um pico minimo de largura a meia altura de quatro canais (Guimardes et al. 2011).

2.2.8 Determinacdo de estrutura primaria por espectrometria de massa em tandem e predicéo

de estrutura secundaria

Para determinar a sequéncia linear dos aminoacidos (aa) da proteina, primeiramente foi
realizada uma eletroforese, onde a lectina foi aplicada num gel de 15% de poliacrilamida (SDS-
PAGE) e as bandas referentes as proteinas de interesse foram excisadas do gel. As bandas
excisadas foram descoradas com 100 mM de bicarbonato de aménio em acetonitrila (1:1 v/v) e
secas com acetonitrila pura. Para a clivagem proteolitica foram usadas as solucfes das enzimas
tripsina, pepsina e quimiotripsina (Promega, Madison, WI, EUA) em bicarbonato de amonio
50 mM. Os peptideos obtidos foram extraidos em 5% de acido formico e 100% de acetonitrila
(1:2 viv) e secos em SpeedVac (Shevchenko et al. 2006). Os peptideos secos foram

ressuspendidos em 0,1% de &cido trifluoroacético (TFA) e separados em coluna BEH300 C18
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(100pm x 100mm) utilizando-se sistema nanoAcquity ™ (Waters) e eluido com gradiente de
acetonitrila (10-85%), contendo 0,1% de acido formico a 600ul / min. O sistema de
cromatografia liquida (LC) foi conectado a uma fonte de espectrébmetro de massa de
nanoelectrospray (SYNAPT HDMS System). O espectrometro de massa foi operado em modo
positivo, utilizando uma temperatura de fonte de 80 ° C e uma voltagem capilar de 3,5 kV. O
instrumento foi calibrado com fragmentos de ion duplo protonado [Glul]-fibrinopeptideo B
(Sigma-Aldrich) (m/z 785,84). O experimento LC-MS/MS foi realizado de acordo com o
funcéo de aquisicdo dependente de dados, selecionando 0 MS/MS de ions precursores de carga
dupla ou tripla, que foram fragmentados pela tecnica dissociacdo induzida por colisédo (CID)
usando argbnio como gas de colisdo e energia de colisdo de rampa que varia de acordo com o
estado de carga de ion precursor selecionado. Os dados foram processados e analisados em
software Proteinlynx (Waters), usando o padrdo de fragmentacdo dos peptideos como
parametro de busca. Os espectros CID foram interpretados manualmente usando a ferramenta
Peptide Sequencing do software Mass Lynx 4.1 (Waters). Os dados da estrutura secundaria de
PpaL foram estimados através da bioinformatica usando sistema automatizado do servidor
PsiPro (Buchan and Jones 2019)(Jones 1999). A sequéncia parcial de PpaL foi carregada no
servidor para analise, onde foi obtida a previsao de estrutura com alto grau de confianca.

2.2.9 Teste de toxicidade contra Artemia sp

2.2.9.1 Obtencdo de nauplios de Artemia sp

Os cistos de Artemia foram incubados em agua do mar esterelizada (coletado na praia
de paracuro, Cerd, Brasil) a 28 °C sob iluminacdo constante e forte aeracdo. Os cistos foram
incubadas em erlenmeyer na concentracdo de 1 g de cistos por 1 litro de 4&gua do mar. Depois
de um periodo de 48 h, a aeracdo foi interrompida e para os ensaios biologicos foram recolhidos

apenas 0s nauplios que apresentavam étima mobilidade ao migrarem em direcdo a luz.

2.2.9.2 Teste de letalidade contra Artemias sp
A lectina pura foi dissolvida em agua do mar na concentragdo de
1mg/ml. O ensaio foi realizado em placas de linbro (24 pogos) para a cultura de celulas, onde

cada pogo continha um volume final de 2 mL de agua do mar. As solugdes lectinicas foram
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adicionados aos pocos de modo a obter concentracgdes finais de 12,5; 50; 100 e 200 pg/mL
respectivamente. Em cada poc¢o foi adicionado 10 nauplios de Artemia. O experimento foi
realizado em triplicata e os pogos de controle negativo continham apenas 2 mL de agua do mar
e 10 nauplios de artemia. O numero de nauplios mortas em cada pogo foi contado apds 24 h e
o resultado foi definido como LC50, ou seja, a concentragdo minima da lectina capaz de causar
a letalidade de 50% das artemias.

2.2.9.3 Efeitos de manose e desnaturacéo térmica da lectina em toxicidade contra Artemia sp

Para investigar o envolvimento do dominio de ligacdo a carbohidratos na toxicidade
induzida por lectina, uma solucdo de lectina pura na concentracdo de 1 mg/mL foi incubada
com 100 mM de manose na proporc¢do 1/1 (v/v) por 1h a 37 °C. Apoés o periodo da incubacéao
esta solucdo foi adicionado em pogos contendo 2mL &gua do mar de modo que a concentracao
final da solucdo lectinica ficasse em 200 pug/mL. O numero de ArtemiaS sp mortos foi contado
apos um periodo de 24h. Para verificar a importancia de estrutura nativa da proteina sobre o
efeito toxico, uma solugdo de 1 mg/ml de lectina foi previamente aquecida a 100 °C por 1h. O
teste de letalidade contra Artemia sp foi entdo realisado como descrito anteriormente.

2.2.9.4 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos em viabilidade de porcentagem dos organismos Vivos.
As diferencas estatisticas foram analisados por teste de multipla comparacdo e analise de
varianca (One way ANOVA-Tukey), onde os niveis de confianca foram considerados
significativos para valores de p < 0,05. Os valores de CL50 foram calculados por regressao ndo
linear utilizando o programa graphPad — prism, versao 6.0.
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2. 3 Resultados

2.3.1 Extracgao proteica, ensaios de hemaglutinacéo e inibicdo de atividade hemaglutinante

por carboidratos

O extrato proteico preparado a partir de sementes de Parkia panurensis em solucéo
tampdo de acetato de sodio 100 mM pH 4,0 contendo NaCl 150 mM apresentou melhor
atividade hemaglutinante contra eritrocitos de coelho tratados com a enzima proteolitica
tripsina. A atividade hemaglutinante presente na solucéo lectinica foi inibida pelos agucares a-
metil-D-manosideo, D-manose e D-glicose. Sendo que a concentragdo minima inibitéria do a-
metil-D-manosideo foi menor, ou seja, foi 0 acucar que apresentou maior afinidade a lectina.
(Tabela 2).

Tabela 2. Inibicdo de atividade Hemaglutinante de lectina de semente de Parkia panurensis por diferentes
carboidratos.

Carboidratos CMI (mM)*

D-glicose 25
D-manose 12,5

a-metil-D-manosideo 3,125

D-galactose INT**
a-lactose NI
L-fucose NI
Sucrose NI
D-rafinose NI
a-metil-D-galactosideo NI
Melibiose NI

Fonte: Elaborado pelo autor.
*Concentragdo minima inibitéria

**NI - Aclcar ndo inibiu até concentracdo de 100 mM
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A lectina foi purificada pela combinagdo das técnicas de precipitacdo proteica com
sulfato de amonio (f0-60%) seguida de cromatografias de afinidade e troca iGnica em matrizes
Sepharose 4B-manose e DEAE-Sephacel, respectivamente. Na primeira etapa cromatogréafica
em matriz Sepharose 4B-manose, foram obtidos dois picos distintos denominados de Pl e PIl,
correspondentes as proteinas ndo retidas e as proteinas retida na matriz, respectivamente (Figura
5). Apenas o Pl apresentou atividade hemaglutinante e foi submetido a cromatografia de troca
ibnica, onde dois picos distintos denominados DI e DIl foram obtidos (Figura 6). Ambos 0s
picos (DI e DII) apresentaram atividade hemaglutinante, sendo que o DI corresponde a lectina
pura, que foi denominada PpalL (Tabela 3). A PpaL foi submetida a cromatografia de excluséo
molecular com objetivo de determinar o seu estado de oligomerizacdo e peso molecular
aparente na condicdo nativa em solucdo e nesta etapa foi obtido apenas um pico sharp o que

indica elevado grau de purificacdo da proteina (figura 7).

Figura 5. Cromatografia de afinidade em matriz Sepharose 4B-Manose (15 x 50 mm Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA). 5 mg/mL de amostra (f0-60) aplicada. A amostra ficou em contato com a matriz por aproximadamente 12 horas.
As proteinas ndo ligantes a matriz foram eluidas com tampéo Tris-HCI 50 mM pH 7,6 contendo NaCl 150mM (PI). As
proteinas ligantes foram eluidas com Glicina 100 mM pH 2,6 contendo NaCl 150 mM (PIl). As amostras foram

coletadas em volume de 1 mL, a um fluxo de 0,7 mL/min e foram detectadas por espectrofotometria em 280 nm.
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Figura 6. Cromatografia de troca ibnica em matriz DEAE-Sephacel (7,5 mm x 75 cm; ACQUITY, UPLC Waters). Foi
aplicada 4 mg/mL de amostra (PIl). As proteinas foram eluidas com tampdo Tris-HCI 100 mM pH 7,6, contendo
gradiente salina de 0,0 a 1 M. As amostras foram coletadas em volume de 1 mL, a um fluxo de 0,5 mL/min e foram
detectadas por espectrofotometria em 280 nm.
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Figura 7. cromatografia de exclusédo molecular (7,8 mm x 30 cm, BioSuite, UPLC Waters). 2 mg/mL PpaL foi
aplicada na coluna. Foi usado o tampao fosfato de sédio 100 mM, pH 7,0, contendo NaCl 150 mM tanto para equilibrar
a coluna como para eluir as proteinas em fluxo de 0,5 ml/min. As proteinas foram detectadas por espectrofotometria a

absorbancia de 280 nm.
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Tabela 3. Tabela de purificacdo da lectina de sementes de Parkia panurensis.

CP.* A.H.** A.H.E.¥**
Fragoes Purificagao
(mg/mL) (U.H./mL) (U.H./mg)
Extrato bruto 2.32 16 6,9 1
0 -60% 1,58 32 20,2 2,93

Cromatografia de afinidade em Sepharose 4B-mannose

Pl 0,17 Sem atividade X X
Pll 0,10 128 1.280 186

Cromatografia de troca idnica em DEAE-Sephacel (HPLC)

DI (Ppal) 0,06 2.048 34.133 4.946

DIl 0,05 2.048 40.960 5.936

Fonte: Elaborado pelo autor.
* Concentracdo Proteica.

**Atividade Hemaglutinante testado com eritrocito de coelho tripsinizado.

*** Atividade Hemaglutinante Especifica.

2.3.2 Andlise eletroforética, efeitos da temperatura, pH e ions metalicos sobre atividade

hemaglutinante da PpaL

O PII obtido na cromatografia de afinidade apresentou um perfil eletroforético de quatro
bandas: A mais pesada na altura de peso molecular aparente de 50 kDa, uma na altura de 35
kDa e duas bandas leves que provavelmente sdo isoformas na altura de peso molecular aparente
de 20 kDa. Ja o DI obtido da cromatografia de troca idnica que € o pico correspondente a Ppal
apresentou apenas uma banda proteica com peso molecular aparente de 45 kDa, tanto na
presenca como na auséncia do agente redutor 3-mercaptoetanol (Figura 8 A). Da mesma forma,
0 PpaL apresentou apenas uma banda no gel de eletroforese em condigéo nativa com peso
molecular aparente de 100 kDa (Figura 8 B). PpaL manteve alta atividade hemaglutinante até
a temperatura de 40 °C apds incubacdo por 1 h. No entanto, ela perdeu metade de sua atividade
a 50 °C e, perdeu por completo a sua atividade quando exposto a temperaturas iguais ou
superiores a 70 °C (Figura 9 A). PpaL demonstrou ser uma proteina estavel em amplas faixas

de pH, o titulo de hemaglutinag&o atingiu o seu valor maximo nos pH 7,0 e 8,0. Os valores mais
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baixos foram alcancados nos pHs 5,0 e 10.; no entanto, em pH 4,0, PpaL ndo mostrou nenhuma
atividade hemaglutinante (Figura 9 B). A atividade hemaglutinante de PpalL foi afetada apds
dialise exaustiva contra solucdo de EDTA 100 mM. Entretanto, a adicdo de ions metalicos
CaCl; e/ou MnCl> proporcionaram a recuperagdo de uma parte de atividade hemaglutinante,
sendo que foi observado maior eficiéncia em recuperar a atividade hemaglutinante quando se

adiciona apenas MnCl, em comparagdo com a CaCl. (Figura 10).

Figura 8. Eletroforese (SDS — PAGE). Gel de 15% corado com Coomassie Brilliant Blue G-250. (A) 1- 10 ug
de PII. 2- 10 pg de PpaL. 3- Marcadores moleculares (120 kDa- B-galactosidase, 85 kDa-Albumina sérum bovina,
50 kDa-Ovalbumina, 35 kDa-Anidrase carbonico, 25 kDa-B-lactobumina e 20 kDa-lisozima). 4- 10 pg de PpaL
na condicao reduzida com p-mercaptoetanol. (B) Proteinas em condic&o nativa: 1- Marcadores moleculares (669
kDa -tireoglobulina, 440 kDa-baco equino, 232 kDa-figado bovino, coragéo bovino 140 kDa, 66 kDa-soro bovino).
2- PpaL em condig¢des nativas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 9. Estabilidade térmica (A) e Estabilidade em diferentes pH (B) de PpaL.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 10. Efeito dos ions metalico sobre a Atividade Hemaglutinante de PpaL.
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2.3.3 Determinacdo de massa molecular intacta e predicdo das estruturas primaria e

secundaria da proteina

A analise de espectrometria de massa (ESI-MS) demonstrou a presenca de um
polipeptideo com ion de maior intensidade correspondendo a um peso molecular de 50,566 Da
e a mistura de polipeptideos com pesos moleculares de 48,515; 49,883 e 51,325 Da (Figura 11).
As poucas diferencas dos pesos moleculares entre os polipeptideos sugerem que esta lectina
consiste em multiplas isoformas, devido a ocorréncia de algumas substituicdes dos aminoacidos
nas estruturas primaria. A estrutura primaria do PpaL foi resolvida através de sobreposicao de
conjuntos de peptideos obtidos por digestdo proteolitica. A sequéncia dos aminoacidos foi
determinada por ESI-MS/MS, no qual 31 peptideos de diferentes digestes enzimatica (tripsina,
quimiotripsina e pepsina) foram sequenciados (Tabela 4), resultando num total de 334 residuos
de aminoacidos. Estes aminoacidos foram alinhados com as estruturas primarias das lectinas de
Parkia biglobosa (cddigo de acesso PDB: 4MQO_A) e Parkia platycephala (cddigo de acesso
SwissProt: P83304) por meio do software ESPript 3.0 (Gouet et al. 1999), resultando em uma
cobertura total de 75%, onde as lectinas apresentaram 97% de similaridade entre as suas
sequéncias. A maior parte da estrutura secundaria de PpaL é composta por folhas-p (Figura 12)
este resultado corrobora com as estruturas secundarias das outras lectinas de Parkia (Bari et al.
2016)



Figura 11. Analise de espectrometria de massas de PpaL (ionizacdo por electrospray). Espectro de massa
deconvoluido mostra a massa média isotopica de PpalL obtido usando um espectrdmetro de massa hibrido
(SYNAPT HDMS System).
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Figura 12. Predicdo da estrutura secundéria de PpaL baseado na Sequéncia parcial.
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Tabela 4. peptideos usados para determinar a sequéncia de aminoacidos de lectina de sementes de Parkia
panurensis. peptideo identificado como T foi digerido com tripsina. Q foi digerido com quimiotripsina e P foi
digerido com pepsina. A letra X na sequéncia representa residuos de leucina ou isoleucina, quais ndo podem ser
distinguidas pela massa.

Enzima Massa molecular Peptideo
T1 1798.9750 XSVGPWGGSGGNYWSFK
T2 1413.6824 VKXHWPTEY XK
T3 1499.6433 SGSYGDYNGVXVXR
T4 1122.1565 SGDXDFTDPR
TS5 1348.6049 YXDAXGXXFVQP
T6 965.0051 DADGHCYGK
T7 1503.6317 FGGQDPNDXGVEKK
T8 1266.4167 VEXDGNXEHXK
T9 1684.9500 FEVVTSXSFXTNVTK
T10 1688.9439 FSXPXEGSXVTGFHGK
T11 1730.9812 SGYYXDSXGXYVKPR
T12 1798.9750 XSVGPWGGSGGNYWSFK
T13 2240.4546 KSXAFQDTSGXDSATFGGVNPK
T14 1609.7528 EYXTSXSGTYGQYK
T15 1616.8340 XSFTTNXATYGPFGK
T16 1958.2219 SATSFSXPXHNNMVVGFH
T17 1477.7069 PXHNNMVVGFHGR
T18 1865.1132 AGDYXDAXGXFVKPDTAV
Q1 867.9976 XKSXSASY
Q2 1003.16320 PXADSVVVGF
Q3 659.70248 HGRAGY
Q4 1952.2860 XGXFVQPVPHGTXSFGPW
Q5 575.6653 KVGSW
Q6 1882.0344 ADAAXNSXAFKDADGHCY
Q7 867.9977 XKSXSGTY
Q8 1658.7442 EGSXSXGPWGGSGGDPW
Q9 2179.3276 NPKDTGEKNTVSXNWPSEY
P1 674.7087 KDAGGDX
P2 1140.1718 SGDXSGTFGGKD
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P3 952.2107 KKXKXHW
P4 1587.6196 DPEGSXSXGPWGGSGGD

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.3.4 Ensaio de citotoxicidade contra Artemia sp

Todas as concentragBes de PpalL (200, 100, 50 e 12,5 ug/mL) testados foram toxicas
para Artemia sp no periodo de 24 horas, causando letalidade média de 9,3, 8,0, 7,0 e 4,3,
respectivamente (Figura 13 A), sendo assim a toxicidade determinada de PpaL em CLso é igual
a 20 pg/mL. O complexo PpaL-manose apresentou baixa toxicidade, tendo letalidade média de
2,3. A lectina desnaturada por aquecimento a 100 °C por 1 h. apresentou letalidade média de 2
Artemia sp. O controle, cujos pocos continham apenas agua do mar e 10 Artemia sp apresentou
100% de sobrevivéncia, indicando claramente que a mortalidade das Artemias esta associada a

proteina (Figura 13 B).

Figura 13. Ensaios de toxicidade contra Artemia sp. (A) Efeito toxico de PpaL contra Artemia sp em diferentes
concentragdes (200, 100, 50 e 12,5 pg/ml); (B) O controle negativo: pocos contendo apenas agua do mar e Artemia sp.
Controle positivo: 200 mg/ml da PpaL. Efeito toxico da Ppal (200 ug/ml) previamente incubado com manose 100 mM
e PpaL (200 pg/ml) desnaturado por aquecimento a 100 °C. EPM (n=5). *p <0,05 comparado com controle; #p <0,05
comparado com PpaL (200 pg/ml).
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2.4 Discussao

O processo de purificagdo de PpaL através da combinacgéo das técnicas de fracionamento
com sulfato de amonio e cromatografias de afinidade e de troca idnica resultou na lectina
purificada com um grau de pureza de 4.946 vezes em relacdo ao extrato bruto (Tabela 3). Os
estudos anteriores demonstram que as lectinas purificadas das espécies de Parkia geralmente
tém preferéncia em aglutinar os eritrécitos de coelho principalmente tratados com a enzima
proteolitica tripsina. A inibicdo de atividade hemaglutinante de PpaL é duas vezes maior por
manose (12,5 mM) do que glicose (25 mM), indicando que as lectinas do género Parkia tem a
preferéncia por grupo hidroxil de C2 que é axial na manose enquanto que na glicose é
equatorial. Neste contexto a PpaL demonstra mesmo comportamento que as lectinas de Parkia
biglobosa (PBL) (Silva et al. 2013) e Parkia platycephala (PPL) (Cavada et al. 1997), assim
como outras lectinas do género Parkia citados na literatura, quase todas apresentam maior
afinidade pela manose do que glicose. Outra explicacdo que pode reforcar a preferéncia de
manose em relagdo a glicose entre as lectinas de Parkia é o envolvimento das moléculas de
agua na interacdo de alguns residuos de aminoacidos que fazem parte do dominio de
reconhecimento a carboidratos com o O2 axial da manose, sendo que isso ndo é possivel no 02
equatorial de glicose (Gallego Del Sol et al. 2005). Além disso, PpaL tem uma maior afinidade
para o-metil-D-manosideo (3,125 mM) do que para D-manose. Essa especificidade a
carboidratos, que sdo semelhantes a outras lectinas de Parkia indicam que um substituinte mais
hidrofébico em C-1 em a-metil-D-manosideo pode favorecer o estabelecimento de interagdes
adicionais com regides hidrofébicas do dominio de reconhecimento a carboidratos da lectina,
aumentando assim a afinidade por esses carboidratos em relagcdo a D-manose e D-glicose. No
entanto, existem estudos que demonstram a existéncia de sitios de ligacdo especificos para
moléculas hidrofobicas nas lectinas e estes sitios podem ser independentes de dominio de
reconhecimento a carboidratos, o que significa dizer que isso ndo nula a capacidade das lectinas
reconhecerem e se ligarem aos carboidratos; pelo contrario, esta propriedade pode ser explorada
para usar a lectina como um carreador de drogas para células especificas como no caso de
complexo lectina porfirina (Komath, Kavitha, and Swamy 2006). Além disso, a analise das
interacOes entre as lectinas PBL e PPL com carboidratos D-manose, D-glicose e a-metil-D-
manosideo através de docking molecular demonstraram que essas lectinas apresentam maior
afinidade para a-metil-D-manosideo. No entanto, a analise de docking molecular revelou
também que PBL e PPL apresentam uma ligeira diferenca na intensidade de ligacdo

principalmente no dominio 11, 0 que pode ser atribuido a diferenca na topologia de amino&cidos
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na regido de dominio de reconhecimento a carboidratos entre os dominios I, 1l e 111 (Bari et al.
2016).

No gel de eletroforese, tanto na presenca como na auséncia do agente redutor (jB-
mercaptoetanol), PpaL apresentou apenas uma banda de proteina com peso molecular aparente
de 45 kDa. O padrdo de banda Unica no gel de eletroforese indica elevado nivel de purificacdo
e na presenca de agente redutor indica que ndo h& formacdo de ponte dissulfeto (S-S) na
proteina. Outras lectinas do mesmo género apresentaram diferentes perfis eletroforéticos, como
no caso de lectina de Parkia javanica, que apresentou duas bandas no SDS-PAGE. No entanto,
foi relatado que as lectinas sdo polipeptideos distintos com pesos moleculares aparentes de 46
e 58 kDa (Utarabhand and Akkayanont 1995). Em contraste, as lectinas de Parkia biglandulosa
e Parkia roxburghii ndo apresentaram nenhum residuos de cisteina em suas sequéncias de
aminoacidos, no entanto os seus perfis no gel SDS-PAGE sdo compostos por quatro bandas
cada (Kaur et al. 2005). A anélise estrutural de PBL e PLL demonstrou a existéncia de apenas
uma cisteina em suas sequéncias de aminoacidos, tornando assim impossivel a formacao de
ponte de sulfeto. Algumas lectinas, como as ConA-like (Moreira and Gavada 1984), possuem
pequenas cadeias que sdo produtos de processos pds-traducionais, portanto, mesmo quando
purificadas, apresentam mais de uma banda no gel de eletroforese. PpaL apresentou massas
moleculares aparente de 100 kDa e 89 kDa no gel de eletroforese em condi¢des nativas e na
cromatografia de exclusdo molecular respectivamente, sugerindo que a PpaL. em solugdo é uma
proteina dimérica composto por duas subunidades idénticas. Esta propriedade foi relatada em
outras lectinas de Parkia, como PBL (Silva et al. 2013) e PPL (Mann et al. 2001), utilizando as
técnicas de cromatografia de exclusdo molecular e ultracentrifugacdo analitica,
respectivamente. A PpaL ndo é glicoproteina, pois ndo reagiu ao teste de fenol-acido sulfarico
realizado segundo a metodologia de Dubois e colaboradores 1956. Esta caracteristica é
conservada em PBL e PPL, que, apesar de apresentarem sitios de glicosilacdo em suas
sequéncias de aminoécidos, elas ndo sdo glicosiladas. Por outro lado, as lectinas de Parkia
biglandulosa e Parkia roxburghii sdo glicoproteinas contendo baixa concentracdo de acglcares
neutros em suas sequéncias correspondendo a 1,06% e 0,60% respectivamente (Kaur et al.
2005). A faixa de pH 6timo para as atividades de PpaL esta entre pH 7,0 e 8,0. O tratamento
térmico em diferentes temperaturas demonstrou que a PpaL é capaz de manter sua atividade
hemaglutinante maxima até 40 °C, mas perde 50% de sua atividade a 50 °C, e acima desta
temperatura a sua atividade continua diminuindo até que seja completamente perdida a uma
temperatura de 70 °C. Ja a PBL consegue manter a sua atividade maxima até 50 °C, mas

também perde completamente sua atividade a 70 °C, enquanto que a lectina de Parkia
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roxburghii perde completamente sua atividade em temperaturas acima de 55 °C. PpaL ao ser
submetida a dialise com EDTA, perdeu cerca de 90% de sua atividade hemaglutinante, no
entanto, foram recuperadas cerca de 12,5% e 50% de sua atividade quando adicionados ions
Ca®" e Mn?" em solugBes lectinicas respectivamente. Estes dados nos demonstram que a
atividade hemaglutinante de PpalL é dependente de ions metélicos com maior preferéncia para
Mn?* em relagdo a Ca?*. Apesar de a influéncia dos ions metalicos na atividade das lectinas ndo
estar bem elucidadas ainda, existem estudos que sugerem que as ligacbes metalicas
estabelecidas entre os fons Ca?* e Mn?* com os residuos de aminoacidos do sitio ativo pode
alterar a conformacdo estrutural da lectina, de modo que favorece a interacdo proteina-
carboidrato. Por outro lado, existem estudos que demonstraram que atividade hemaglutinante
de algumas lectinas do género Parkia ndo sdo afetadas pela didlise prolongada com EDTA,
como no caso da lectina da semente de Parkia speciosa (Suvachittanont and Peutpaiboon 1992),
e corroborando com isso, a resolucdo das estruturas tridimensionais de PPL e PBL
demonstraram auséncia de ions metalicos.

A massa molecular de PpaL determinado pela espectrometria de massa ESI-MS foi
50.566,4023 Da. Este dado corrobora com a massa molecular aparente determinado pela
eletroforese SDS-PAGE. A presenca de outros polipeptideos com poucas diferencas de massa
molecular também foi observada, indicando que as preparacdes de PpaL contém isolectinas
altamente homdlogas. A substituicdo de alguns residuos de aminoacidos foi confirmada através
de espectro de alguns peptideos obtidos da sequéncia parcial de estrutura primaria (Figura 14
A e B). Os residuos de aminoacidos que constituem a estrutura parcial de PpaL foram
sequenciados manualmente por meio da interpretacdo dos espectros obtidas de espectrometria
de massa (ESI-MS/MS). Neste processo, foi obtido um total de 31 peptideos provenientes de
diferentes digestdes enzimatica (18 de tripsina, 9 de quimiotripsina e 4 de pepsina) resultando
em uma sequéncia parcial correspondente a aproximadamente 75% da cobertura total da
proteina. A sequéncia parcial foi alinhada contra duas outras lectinas de Parkia, sendo elas PBL
(codigo de acesso PDB: 4MQO_A) e PPL (cddigo de acesso SwissProt: P83304), utilizando o
software ESPript 3.0, a onde foi determinada 97% de similaridade entre as sequéncias,

indicando assim alta homologia entre lectinas deste género (Figura 15).
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Figura 14. Isoformas de peptideos da preparacao de PpaL. Duas isoformas dos peptideos T12 e C8 obtidas através
da técnica de dissociagdo induzida por colisdo. (A) fon de serie Y com m/Z 1798,9750 e sequencia especifica
interpretada como LSVGPWGGSGGNYWSFK. (B) ion de serie Y com m/Z 1658,7442 e sequencia especifica
interpretada como EGSLSLGPWGGSGGDPW.
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Figura 15. Alinhamento de sequencias de aminoacidos das lectinas de Parkia panurensis (PpalL), Parkia
platycephala (PPL) e Parkia biglobosa (PBL). Caixas vermelhas e branca representam aminodcidos idénticos e ndo
idénticos respectivamente.
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As sequéncias heterogéneas foram encontradas nas posic¢oes 21 G/S, 35 V/X, 49 A /G,
71 X/R, 217 X/V, 226 DIN e 227 P/Y, indicando que PpaL é uma proteina composta por uma
mistura de isolectinas homologas, fato confirmado nos espectros de MS/MS dos peptideos C8
e T12, que mostram a substituicdo dos residuos dos aminoacidos X/V, D/N e P/Y nas posicdes
217, 226 e 227, respectivamente Estudos das estruturas primérias e terciaria de PBL (Silva et
al. 2013) (Bari et al. 2016) e PPL (Mann et al. 2001, Gallego Del Sol et al. 2005) demonstraram
que as lectinas maduras isoladas a partir das sementes das Parkia sdo constituidas por uma
cadeia polipeptidica formada em tandem de trés dominios B-prisma relacionados as lectinas de
tipo jacalina, sendo que cada dominio B-prisma apresenta um sitio de ligacdo a carboidrato
independente. Os residuos dos aminoacidos que fazem parte dos sitios de ligagdo a carboidratos
em PBL e PPL sdo: Gly16, Gly136, Tyrl37, Tyrl38 e Asp140 no sitio 1; Glyl64, Aspl65,
GIn206, Tyr283, Tyr 284 e Asp 286 no sitio 2; Gly311, Asp132, Asp432 e Asp435 no sitio 3.
Com a excecdo dos residuos Gly164 e Aspl165, ambos pertencentes ao sitio 2, todos 0s outros
residuos de aminodacidos pertencentes aos sitios de ligacdo a carboidratos foram encontrados na
sequéncia parcial da estrutura primaria de PpaL. Foi encontrado um residuo de cisteina na
sequéncia parcial de PpaL. No entanto, a proteina pura no gel de eletroforese, tanto na presenca
como na auséncia de um agente redutor (B-mercaptoetanol), apresenta 0 mesmo perfil de apenas
uma banda proteica, sugerindo que ndo ocorre a formacéo de ponte de dissulfeto. De mesma
forma, foi encontrado também apenas um residuo de cisteina nas estruturas primarias de PBL
e PPL confirmando a impossibilidade de formacéao de pontes de dissulfeto para estas lectinas.

O PpaL mostrou ser uma proteina toxica contra Artemia sp. apresentando valor de CLsg
igual a 20 pg/mL. Esse efeito é dose-dependente, apresentando a letalidade maxima na
concentragdo de 200 pg/mL (Figura 13 A). Uma reducdo significativa na letalidade foi
alcancada quando PpaL foi incubada com manose ou quando desnaturada por aguecimento
(Figura 13 B), sugerindo que a toxicidade de PpaL é mediada pelo dominio de reconhecimento
a carboidrato e dependente da conformacdo nativa da proteina. Algumas atividades bioldgicas
das lectinas de género Parkia foram relatadas na literatura, como por exemplo a Parkia
biglandulosa e Parkia roxburghii, apresentaram atividades antiproliferativas e mitogenéticas
(Kaur et al. 2005), Parkia biglobosa apresentou atividades antinociceptiva e antiinflamatéria
(Bari et al. 2016), e Parkia platycephala potencializa atividade antibioticos contra cepas
bacterianas multirresistentes e inibi o desenvolvimento de Haemonchus contortus (Silva et al.
2019). Pela primeira vez neste trabalho estd sendo mostrado a toxicidade de uma lectina de
género Parkia contra Artemia sp. Vale ressaltar que o mecanismo de acdo das lectinas para

causar letalidade nas Artemia sp ainda € desconhecido. A toxicidade de PpaL com o valor de
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CLsp igual a 20 pg/mL pode ser considerada substancial em comparag&o com as outras lectinas
de leguminosas, como Abrus pulchellus que apresentou CLso igual a 3,5 ug/mL (Ramos et al.
1998), e Dialium guineese, que apresentou CLsp igual a 29 ng/mL (Bari et al. 2013), enquanto
Canavalia villosa apresentou CLsp igual a 133 ug/mL (Lossio et al. 2017). Varios estudos na
literatura sobre lectinas de varias espécies de plantas demonstram potencial biotecnoldgico
promissor, tornando assim, essas lectinas 6timas candidatas a producao de medicamentos. No
entanto, estudo adicionais sobre os efeitos toxicoldgicos dessas proteinas sdo necessarios a fim
de poder reduzir os possiveis danos colaterais que podem ser causados ao administras estas
proteinas. O teste de letalidade com os micros crustaceos Artemia sp. j& € um ensaio bem
estabelecido e facil de realizar afim de determinar a toxicidade de varios tipos de substancias

que vai desde moléculas quimicas a moléculas bioativas

2.5 Concluséo

Neste trabalho, foi possivel purificar e caracterizar parcialmente uma nova lectina de
sementes de Parkia panurensis especifica a manose/glicose denominada PpaL com peso
molecular de 50 kDa. No entanto, em solucgéo, ela se comporta como um dimero formado por
dois mondmeros iguais. PpaL € uma metaloproteina, termoestavel e ativa em ampla faixa de
pH, e se mostrou toxica contra nauplios de Artemia sp. PpaL € homdloga as lectinas de sementes
de Parkia biglobosa e Parkia platycephala. Estas duas lectinas exibem efeitos biolégicos muito
importantes, tais como, atividade antinociceptiva, anti-inflamatoria e antibidtica, indicando que
PpaL também pode exibir propriedades semelhantes, tornando-as, assim, promissoras

candidatas para ferramentas biotecnolégicas.
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3 PURIFICACAO, CARACTERIZACAO DA ESTRUTURA PRIMARIA E
AVALIACAO DE EFEITOS BIOLOGICOS DE UMA NOVA LECTINA DE SEMENTE
DE PARKIA NIiTIDA MIQ.

3.1 Objetivos
3.1.1 Objetivo geral

Purificar, caracterizar fisico-quimicamente, determinar a estrutura primaria e avaliar

atividade citotdxica de uma nova lectina de sementes Parkia nitida Migq.

3.1.2 Objetivos especificos

e prospeccdo de lectina no extrato de sementes e determinar a sua especificidade por
carboidratos;

e Purificar a lectina de Parkia nitida através dos métodos tradicionais de quimica de
proteinas;

e Realizar os testes de estabilidade térmica, pH e dependéncia dos ions metélicos
bivalentes;

e Determinar a massa molecular intacta da lectina por espectrometria de massas;

e Determinar a estrutura priméria da lectina por espectrometria de massas;

e Realizar ensaio biolégico de toxicidade contra Artemia sp.
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3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Animais

Os eritrécitos utilizados para os testes de atividade hemaglutinante (A.H.) e os efeitos
dos carboidratos na inibicdo de A.H. foram coletados dos coelhos da raga Nova Zelandia com
pesos corporais aproximados de 3 kg mantidos no biotério do departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara (UFC) campus do pici em grupos de um
por gaiola, mantidas em condi¢6es de temperatura controlada com agua e a comida a disposicao.
Os protocolos dos experimentos foram aprovados pelo comité institucional de cuidado e uso
dos animais de Universidade Federal do Ceard (CEUA n° 10130208-8/40).

3.2.2 Materiais vegetais
As sementes de Parkia nitida Miqg. C. Hopkins (familia leguminosae, subfamilia
Mimosoideae e género Parkia) foram coletadas em Amazonas — Brasil. Apos coleta as sementes

foram limpadas, secadas na estufa a 37 °C. Detalhes de algumas partes de planta em figura 16.

Figura 16. (A) Tronco, (B) folhas e vagens, (C) inflorescéncia e (D) sementes de Parkia nitida.

(A) (B)
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3.2.3 Extracao e fracionamento proteico

Antes da extracdo proteica as sementes maduras de Parkia nitida foram descascadas e
trituradas no moedor de café (cadence di grano) até a obtencéo de farinha fina, posteriormente
foi feita a delipidacdo da farinha, adicionando hexano na proporc¢éo de 1/5 (p/v), e deixado em
contato durante 6h sob breves agitacdo em intervalos de 1h. Apos este tempo o hexano foi
removido e a farinha foi deixada para secar na capela em temperatura ambiente até todo o
hexano evaporar. Com intuito de determinar o pH mais eficiente em extrair a proteina de
interesse, a farinha delipidada foi submetida a uma triagem de extracdo com diferentes solucdes
tampdes (Glicina 100 mM pH 2,6; Acetato de sodio 100 mM pH 4,0; Tris-HCI 100 mM pH 7,0
e Glicina 100 mM pH 9,0. Todos contendo NaCl 150 mM) na proporgdo de 1:10 (p/v), onde as
amostras foram deixadas em agitacdo mecanica por 4 horas em temperatura ambiente. Apds
este periodo as amostras foram centrifugadas a 9000xg por 20 min a 4 °C e 0s sobrenadantes
obtidos, denominados de extrato bruto, foram filtrados com papel de filtro e submetido a
fracionamento proteico com sulfato de aménio (f 0-60% e f 60-100% respectivamente). Cada
fracdo foi centrifugado a 9000 rpm por 20min a 4 °C e os sobrenadantes das fragdes foram
descartados e os precipitados foram ressuspendidos, dialisados exaustivamente contra agua

destilada e guardadas para testes posteriores.

3.2.4 Purificacao de lectina de sementes da Parkia nitida

A amostra obtido de fracionamento com sulfato de aménio (f 0-60%) foi dialisado
contra tamp&o Tris-HCI 100 mM pH 7,6 contendo NaCl 150 mM, este mesmo tampao foi
utilizado para equilibrar 0 matriz cromatografico Sepharose 4B-manose (8 x 1,5cm; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). As moléculas insoluveis de f0-60% foram removidas pela
centrifugacdo a 9000xg por 5 min a 4 °C e o sobrenadante resultante foi aplicado em matriz
cromatografica e mantida em contato por 14 h. As proteinas que ndo se ligaram na matriz,
denominadas de Pl foram eluidas com o mesmo tampéo de equilibrio, j& as proteinas que se
ligaram na matriz, denominadas de PII foram eluidas com tamp&o Glicina 100 mM pH 2,6
contendo NaCl 150 mM. Foram coletadas fracdes de 1 mL em fluxo de 0,7 mL/min e as
proteinas coletados nos tubos de ensaio foram monitoradas por espectrofotémetro (Amersham
Biosciences; Ultrospec2100Pro) no comprimento de onda de 280 nm. A fracdo retida foi
acumulada, dialisada contra agua destilada, liofilizada e posteriormente submetidas a teste de
atividade hemaglutinante. Para a segunda etapa cromatogréafica, 3 mg de PII foi ressuspenso em

1 mL de solugdo NaCl 300 mM, centrifugada a 9000xg por 5 min a 4 °C e o sobrenadante
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resultante foi submetida a cromatografia de exclusdo molecular em HPLC (7.8 mm x 30 cm,
BioSuite, UPLC Waters). A mesma solucdo de ressuspencéo foi utilizando tanto para equilibrar
a coluna como para eluir as proteinas em interacdo com matriz. Nesta etapa cromatogréafica
foram obtidos também dois picos denominados de Al e All respectivamente. Foram coletadas
fracbes de 1 mL em fluxo de 0,6 mL/min e as proteinas foram monitoradas por
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 280 nm. A fracéo retida foi acumulada, dialisada
contra agua destilada, liofilizada e submetida a teste posteriores.

Os testes do ensaio de hemaglutinacdo, inibicdo de atividade hemaglutinante pelos
carboidratos, quantificacdo de proteina e agucares neutras presentes na sequéncia primaria,
assim como 0s ensaios de caracterizacao fisico-quimicas (testes de estabilidade térmica, pH e
dependéncia metélica) e estruturais, tais como, determinacdo de massa molecular e estrutura
primaria pela espectrometria de massas, e também como ensaio de citotoxicidade contra
Artemia sp foram realizados de acordo com as metodologias descritas no capitulo 2 deste
trabalho.
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3.3 Resultados

3.3.1 Extracgao proteica, ensaios de hemaglutinacéo e inibicdo de atividade hemaglutinante
por carboidratos

Todas as solucgdes tampdes utilizados para o preparo de extratos proteicos (extrato bruto)
demonstraram eficiéncia em extrair proteinas, sendo que o tampéo glicina pH 9,0 extraiu a
maior quantidade de proteinas totais, e também todos 0s extratos brutos apresentaram atividades
hemaglutinante contra eritrocitos de coelho tratado com a enzima proteolitica tripsina, sendo
que o tampd@o acetato de s6dio pH 4,0 apresentou tanto maior atividade hemaglutinante como
maior atividade hemaglutinante especifica. Dentre as fracfes obtidas em precipitacdo proteica
com sulfato de amonio, a fragdo f 0-60 foi mais eficaz na obtencdo da nossa proteina de interesse

e por esta razao foi escolhida para dar continuidade aos experimentos (Tabela 5).

Tabela 5. Atividade Hemaglutinante nos extratos proteicos de sementes de Parkia nitida.

C.P~ AH.=* AHE."™

Extratos bruto (mg/mL) (UH/mL) (UH/mg)
Glicina pH 2,6 7,83 32 4,09

Acetato de sodio
pH 4,0 13,1 128 9,77
Tris-HCI pH 7,6 5,58 16 2,87
Glicina pH 9,0 13,7 32 2,34
fracionamento com sulfato de amonio# Fonte:
f0-60% 3,03 512 169
f 60-100% 2,72 Sem atividade X

Fonte. Elaborado pelo autor.

* Concentracdo de proteina determinado pelo método de Bradford (1976)

** Atividade hemaglutinante contra eritrécitos de coelho tratados com a enzima proteolitica tripsina expressas em
termos de Unidade Hemaglutinante (UH).

*** Atividade Hemaglutinante Especifica calculada como a relacdo entre a atividade hemaglutinante e a
concentracdo de proteina total.
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A atividade hemaglutinante existente no extrato bruto, como posteriormente na lectina
pura foram inibidas por seguinte agucares: D-glicose, D-manose e a-metil-D-manosideo. Sendo
que a concentracdo minima inibitoria (CMI) a-metil-D-manosideo é duas vezes menor em
relacdo a D-manose e oito vezes menor em relacdo a D-glicose (Tabela 6), o que significa que
a-metil-D-manosideo tem maior especificidade pela lectina purificada de sementes de Parkia
nitida.

Tabela 6. Inibigdo de atividade Hemaglutinante de lectina de semente de Parkia nitida por diferentes carboidratos.

Carboidratos CMI (mM)*

D-glicose 25
D-manose 6,25

a-metil-D-manosideo 3,125

D-galactose NI**
a-lactose NI
L-fucose NI
Sucrose NI
D-rafinose NI
a-metil-D-galactosideo NI
Melibiose NI

Fonte: Elaborado pelo autor.
*Concentracdo minima inibitoria

**NI - Aclcar ndo inibiu até concentra¢do de 100 mM
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3.3.2 Purificagéo de lectina de sementes da Parkia nitida

A etapa de purificagdo da lectina consistiu em uma sequéncia de combinagdo das
técnicas de precipitacdo proteica com sulfato de amonio, cromatografias liquidas de afinidade
e exclusdo molecular respectivamente. Na cromatografia de afinidade em matriz Sepharose 4B-
manose foi obtido dois picos cromatograficos denominados de Pl e PII (Figura 17), sendo que
apenas o PII apresentou atividade hemaglutinante, porém com nivel de pureza que a principio
foi insatisfatoria, por isso, foi submetida a segunda etapa de cromatografia, no caso, a de
exclusédo molecular utilizando a matriz BioSuite, UPLC Waters, onde também foram obtidas
dois picos cromatogréaficos (Al e AIll) (Figura 18) e ambos apresentaram atividade
hemaglutinante, sendo que All foi considerado um provavel fragmento da lectina madura
denominada de cadeia f e Al foi considerada lectina madura (cadeia o) e pura, a qual foi

denominada de lectina de sementes de Parkia nitida sob a sigla de PNL (Tabela 7).

Figura 17. Cromatografia de afinidade em matriz Sepharose 4B-Manose. Volume do gel: 8 mL, 6 mg/mL de
amostra (f0-60) aplicada. A amostra ficou em contato com a matriz por aproximadamente 14 horas. As proteinas
ndo ligantes a matriz foram eluidas com tampéo Tris-HC 50 mM pH 7,6 contendo NaCl 150mM (PI). A proteina
ligante foram eluidas com Glicina 100 mM pH 2,6 contendo NaCl 150 mM (PI1). As amostras foram coletadas em
volume de 1 mL, a um fluxo de 0,7 mL/min e foram detectadas por espectrofotometria em 280 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 18. Cromatografia de exclusdo molecular em matriz BioSuite, UPLC Waters. Volume do gel: 14,3
mL, 3 mg/mL de amostra (PIl) aplicada. As proteinas foram eluidas com solugdo NaCl 300 mM. As amostras
foram coletadas em volume de 1 mL, Fluxo de 0,6 mL/min e foram detectadas por espectrofotometria em 280 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 7. Tabela de purificacdo da lectina de sementes de Parkia nitida.

C.p* AH.** A.H.E. ***
fracbes (mg/mL) (UH/mL) (UH/mL) Purificacio
Extrato bruto 13,1 128 9,77 1
10-60% 3,03 512 169 17,30
Cromatografia de afinidade em Sepharose 4B-manose
Pl 0,036 Sem atividade X X
PII 0,013 16 1.231 126
cromatografia de exclusdo molecular em BioSuite,UPLC
Al 0,0019 32 16.842 1.723
All (PNL) 0,0006 4 6.666 682.3

Fonte: Elaborado pelo autor.

* Concentracdo Proteica.
**Atividade Hemaglutinante testado com eritrécito de coelho tripsinizado.

*** Atividade Hemaglutinante Especifica.

69
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3.3.3 Caracterizacao fisico-quimica

3.3.3.1SDS - PAGE

Foram realizados analise de eletroforese das proteinas em gel de 15% na condicdo
desnaturante com o intuito de determinar o peso molecular aparente e grau de purificagéo das
proteinas. O PIl obtido na cromatografia de afinidade em Sepharose 4B-manose que é
correspondente as proteinas que se ligaram na matriz cromatografico, apresentou um perfil de
trés bandas proteicas: a mais pesada na altura correspondente a peso molecular aparente de 50
kDa, uma na altura de 35 kDa, e a banda mais leve na altura correspondente a peso molecular
aparente de 20 kDa (raia 3) (Figura 19 A). Os picos obtidos da cromatografia de exclusao
molecular apresentaram perfil de proteinas puras, pois ambas sdo compostas por uma unica
banda de proteina em seus respectivos raias com pesos moleculares aparente de 35 KDa para
All (raia 2) e 50 kDa para Al (raia 3) (Figura 19 B). Ndo foi possivel visualizar a banda menor
(20 kDa), provavelmente por ser pouco concentrado na segunda etapa de cromatografia, ou
talvez pelo fato de ser pequena pode ter saido do gel juntamente com a frente de corrida. Tanto
Al como All ndo reagiram com fenol-acido sulfdrico no método de Dubois para determinar
presenca de carboidratos na estrutura primaria de proteina.
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Figura 19. Eletroforese (SDS — PAGE). Gel de 15% corado com Coomassie Brilliant Blue G-250. (A) 1- Marcadores
moleculares (120 kDa- B-galactosidase, 85 kDa-Albumina sérum bovina, 50 kDa-Ovalbumina, 35 kDa-Anidrase
carbonico, 25 kDa- B-lactobumina e 20 kDa-lisozima). 2- 20 ug de PI. 3- 20 ug de PII (B); 1- Marcadores moleculares
(120 kDa, 85 kDa, 50 kDa, 35 kDa e 25 kDa). 2- 20 pg de AIL 3- 20 ug de AI (PNL).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.3.3.2 Efeito de temperatura, pH e EDTA sobre atividade hemaglutinante

Nos testes da estabilidade térmica a PNL manteve a sua atividade hemaglutinante
méaxima nas temperaturas de 40 e 50 °C, perdendo mais de metade da atividade em 60 °C e
continua decrescendo na temperatura de 70 °C até perder por completo a sua atividade a partir
de 80 °C (Figura 20 A). A PNL demonstrou ser resistente ampla faixa de pHs, sendo que
alcangou maior valor de titulo de hemaglutinacdo em pHs 6,0 e 7,0 e valor mais baixo em pH
9,0 e ndo apresentou atividade hemaglutinante em pH 10 (Figura 20 B). Foi observado que o
agente quelante EDTA afetou atividade hemaglutinante de PNL, pois a lectina perdeu
significativamente a sua atividade ap6s dialise com a solu¢do de EDTA 100 mM, sendo que a
metade da sua atividade foi recuperado com adi¢do de ions metalicos calcio e manganésio
(Figura 21).

Figura 20. Estabilidade térmica (A) e Estabilidade a variagdo de pH (B) de PNL.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 21. Efeito dos ions metalico sobre a Atividade Hemaglutinante de PNL

30
25
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PNL EDTA Ca2+ Mn2+ (Ca2+)+ (Mn2+)

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.3.4 Determinacdo de massa molecular intacta e a estrutura primaria de PNL

O espectro de massa intacta determinado pela espectrometria de massas ESI-MS
demonstrou a presencga de um polipeptidio de ion predominante com intensidade corresponde
a peso molecular de 48760,3008 Da e a mistura de polipeptideos com os ions de menor
intensidade, sugerindo que a lectina PNL € constituido de multiplas isoformas (Figura 22). A
sequéncia primaria de PNL foi resolvida pela sobreposi¢do dos 51 peptideos provenientes de
diferentes digestdes enzimatica (17 tripsina, 24 quimiotripsina e 10 pepsina) obtidos através da
dissociacgdo por colisdo induzida (CID-MS/MS), no qual resultou num total de 451 residuos de
aminoéacidos que corresponde a 100% de cobertura total do peso molecular da proteina intacta
(Figura 23 e Tabela 8). Estes aminoacidos foram alinhados com as estruturas primarias das
lectinas de Parkia biglobosa (c6digo de acesso no PDB: 4MQO_A) e Parkia platycephala
(codigo de acesso no SwissProt: P83304) utilizando o software ESPript 3.0 (Gouet et al. 1999).

As lectinas apresentam cerca de 90% de similaridade entre as suas sequéncias (Figura 24).



74

Figura 22. Analise de espectrometria de massas de PNL (ionizacdo por electrospray). Espectro de massa
deconvoluido mostra a massa média isotopica de PNL obtido usando um espectrometro de massa hibrido (SYNAPT
HDMS System).

130e7 Mayara e A 98 (1900%9) WA [E-L16642630) (S0 2007871436010 L20R; Cn (BLL1170) 1 TOFMS ES+
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48000 48250 48500 BT 49000 4920 40600  497H0 50000 50250 50500 90750 51000 51250 51500 SLTAD

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 23. Estrutura primaria. Sobreposi¢do dos peptideos de lectina de Parkia nitida obtidos pela digestdo enzimética. As enzimas
utilizadas sdo diferenciadas pelas cores; verde para tripsina (T), azul para quimiotripsina (C) e amarelo para pepsina (P).

SLKGMXSVGPWGGSGGTHWS YKANHGVTEXXXHVKDNVKSXSFKDASGDXSGTFGGKDPRENEKGYEKKXKXHFPTEYXKSXSGSTA
|-Cc1--| | -==T1--==| | -==-- T2----| | —====—- T4------ | | -====-- T5---
|-c2-| |------- T3----—- ! |---C3---|

DYNGVXVTXRSXSFXTNLTTYGPFXSFGGGESFSXPXADSVVVGFHSRAGYYLDAXGX FDQPVPEKTVSFGPWGGPAGDDAFNFKVG
————————— | |-C5] | ---C7---| |--C10-] |---Cl1--| |--Cc12--]
| --T6--| |--C4-] |---C6---] | --C8--] | -C9-~| | --=T7--| | ———-

SWXKDXXXYAXAAXNSXAFKDANGHCYGKFGGQDPNDXGVEKKVEXDNXEHFKSXAGTYGNYKGFEVVTSXSFXTDVTKHGPFSHA
| ~===T8-===| |-C14-] |--T9-| |-C15 [—
SGTAFSXPXFGSXVTGFHGKSGWYLDGXGXYVKPRAGQGSX FXAPHGQSGGFPWSYEANEGXNAXVXYASGNXSKPAFRDTSGLNS
c17-| | ——m e T11---mmmmm | | - C19----—-- | |---C20--] |C21-]
|----- c18----- ! |-

ATQGGVNPKDFGEKKNTVSXLHPSSFLTSXGGQYAQYKFKDXFTTVTGXGFTTNLATFGPFDKXSATSFSQPXHNNMVAGFHGRAG

~T12-——-| |-c22| |Cc24-| | -——-
|--T13-| |-=-T14-===] |--=-- C23----- | | T15|
DYXDAXGXFVKTPDTAVFR
~T16---——- |
— T17--—-|

Fonte: Elaborada pelo autor.
*A letra X na sequéncia representa residuos de Leucina ou Isoleucina quais ndo sdo possiveis de distinguir pela

massa.
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Tabela 8. Peptideos usados para determinar a sequéncia de aminoacidos de lectina de sementes de Parkia nitida.
peptideo identificado como T foi digerido com tripsina. Q foi digerido com quimiotripsina e P foi digerido com
pepsina. A letra X na sequéncia representa residuos de leucina ou isoleucina, quais ndo podem ser distinguidas
pela massa (continua).

Enzima Massa Peptideo
molecular
T1 1135.50471 GGSGGTHWSYK
T2 1430.81147 ANHGVTEXXXHVK
T3 1706.82242 KDASGDXSGTFGGKDPR
T4 2046.00317 FGGKDPRENEKGYEKHR
T5 2528,2952 PTEYXKSXSGSPADYXGVXVTYR
T6 783.49672 NGXXVXR
T7 1043.56519 XFDQPVPTK
T8 1280.71291 YAXAAXNSXAFK
T9 863.43893 NDXFVEK
T10 2425.22781 KVEXDNXEHFKSXAGTYGNYK
T11 2249.17460 GFHGKSGWYLDGXGXYVKPR
T12 1202.58917 LNSATQGGVNDK
T13 933.45564 NPKDFGEK
T14 1327.67726 LTSXGGQYAQYK
T15 590.30646 FSQPX
T16 1730.91044 HGRAGDYXDAXGXFVK
T17 1562.88210 XGXFVKTPDTAVFR
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Tabela 8. Peptideos usados para determinar a sequéncia de aminoacidos de lectina de sementes de Parkia
nitida. peptideo identificado como T foi digerido com tripsina. Q foi digerido com quimiotripsina e P foi digerido
com pepsina. A letra X na sequéncia representa residuos de leucina ou isoleucina, quais ndo podem ser distinguidas
pela massa (continuagao).

Q1 734.39970 SLKGMXS

Q2 657.34865 XSVGPW

Q3 1274.70235 KXKXHFPTEY

Q4 824.42803 XTNXTTY

Q5 583.26426 TYGPF

Qé 1046.47095 FXSFGGGESF

Q7 899.49644 SXPXADSWV

Q8 806.41746 ADSXVVGF

Q9 852.38789 HSRAGYY

Q10 910.48006 YLDAXGXF

Q11 1114.60230 QPVPEKTVAF

Q12 952.39270 PAGDDAFNF

Q13 1694.93962 NFKVGSWXKDXXXY
Q14 707.32390 GKFGGQD

Q15 684.32317 GNYKGF

Q16 1976.02553 EVVTSXSFXTDVTKHGPF
Q17 1020.46654 PFSHASGTAF

Q18 1555.82867 TAFSXPXFGSXVTGF
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Tabela 8. Peptideos usados para determinar a sequéncia de aminoacidos de lectina de sementes de Parkia
nitida. peptideo identificado como T foi digerido com tripsina. Q foi digerido com quimiotripsina e P foi digerido
com pepsina. A letra X na sequéncia representa residuos de leucina ou isoleucina, quais ndo podem ser distinguidas
pela massa (continuagao).

Q19 2099.00005 GGFPWSYEANEGXNAXVXY
Q20 990.51349 AGSNXKSPAF

Q21 647.32390 RDTSGL

Q22 686.33882 HPSSFL

Q23 1626.81414 DXFETVTGXGFTTNL

Q24 638.30646 ATFGPF

P1 1309.65144 DNVKSXSFKDAS

P2 893.48588 SXSFXTNL

P3 874.39740 SFGPWGGPA

P4 1110.45532 DANGHCYGKF

P5 760.37560 PNDXGVF

P6 1870.96902 KLAGQGSXFXAPHGQSGGF
P7 773.46475 KNTVSXL

P8 1472.69766 YAQYKFKDYFT

P9 867.43384 DKXSATSF

P10 888.39127 HNNMVAGF

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 24. Alinhamento de sequencias de aminoacidos das lectinas de Parkia nitida (PNL), Parkia platycephala (PPL) e
Parkia biglobosa (PBL). Caixas vermelhas e branca representam aminoacidos idénticos e ndo idénticos respectivamente.
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PBL SLKGMISVGPWGGSGGPEIWS|KANHEMTE IMIHVKDNIMKSISFKDA[EGDISGTFGGKDPR)|

consensus>70 SLKGMISVGPWGGSGG..WS%KANH.!TEI.IHVKDN!KSISFKDA.GDISGTFGGKDPR

70 80 100 110 120

S0
PNL IHKGMEKK I I8P TEY LKSISGSWN\D YNGULVINIRSLSFITNLTTYGPFAS|NEGGESF
PPL I KGR EKKIIIGMP TEYLKSISGS)MED YNGULVEIRSLSFITNLTTYGPF[ESINSIGGESF
PBL IMKGIMEKKI[EIBRWMPTEYLKSISGS)eD YNGMLVEIRSLSFITNLTTYGPF[ESENIGGESF'
F

consensus>70 EN.KG.EKKI.I..PTEYLKSISGS..DYNG!LV.IRSLSFITNLTTYGPF.S..GGES

139 149 159 169 179 189
PNL SIPIADSVVVGFHEIRAGYYLDALGIFBMOPVPIRATHMSFGPWGGPAGDDAFNFKVGSWIKDI
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PBL INMYAPIAWINSIAFKDABIGHCIHMKFGGOQDPNDIGVERKVEIDENLEHMS IBGTYGNYKGEF

consensus>70 I!YA.A.INSIAFKDA#GHC..KFGGQDPNDIGVE.KVEID.NLEH..SI.GTYGNYKGF

240 250 260 270 280 290

PNL EVYTSLSFITEVTKHGP FERIA S G ThY P TIIGSLVTGFHGEKBEGYLDEI GIYVEKP REYE®IG
PPL EVYTSLSFITHNVTKHGPF[eBIA S GTH] P TIINGSLVTGFHGEKEGMYLDEIGIYVEKPRPMNG
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consensus>70 SI.I.P.G.SGG.PWSY.ANEGIN.I!TYAGSNIKS.AF.DTSGL#SAT.GGVNPKD.GE
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PNL IANT V S I jng:i SN LTS IEGEYINOYKFKDMFTTUTELEF TTNLATIHGP FBIKISINTSE S{e]P I
PPL BNTVS I ML TS IBIGIN Y[ OYKFKDMF TTMTHILEIF TTNLATNMGP FEKE\SINTSEF SifP I
PBL BNTVS I IAM LTS IPIGIY[EQOYKFKDWNFTTWTELEIFTTNLATNGP FEKE\SIATSE SifP I

consensus>70 K.NTVSI..PS.%LTSI.G.Y.QYKFKD!FTT!T.L.FTTNLAT%GPF.K.S.TSFS.PI

429 439 449 459
PNL HNNMVINGFHGRAGDYLDAIGIFVKMPDTAVIN
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consensus>70 HNNMV .GFHGRAGDYLDAIGIFVK.PDTAV..

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.3.5 Determinacao de estrutura primaria parcial de cadeia f de PNL

Para determinar a sequéncia linear dos amino&cidos de cadeia beta, a banda
correspondente a peso molecular aparente de 35 kDa foi incisada do gel de eletroforese SDS-
PAGE, submetida a digestdo enzimatica e posteriormente a analises de espectrometria de
massas em tandem (ESI-MS/MS). Foram obtidos 18 peptideos provenientes da digestdo com
tripsina e quimiotripsina atraves de CID-MS/MS (Tabela 9). Estes peptideos foram utilizados
para resolver a sequéncia de estrutura primaria parcial de cadeia [ através de sobreposicao dos
aminodacidos (Figura 25). A sequéncia parcial de cadeia B foi alinhado com a cadeia a. de PNL
utilizando o software ESPript 3.0 (Gouet et al. 1999), resultando em 97 % de similaridade entre
as sequéncias (Figura 26).

Tabela 9. Peptideos usados para determinar a sequéncia parcial de cadeia f§ de lectina de sementes de Parkia nitida.
peptideo identificado como T foi digerido com tripsina. Q foi digerido com quimiotripsina. A letra X na sequéncia
representa residuos de leucina ou isoleucina, quais ndo podem ser distinguidas pela massa.

Enzima Massa molecular peptideos

T1 1078.48325 GSGGTHWSYK

T2 1429.80419 ANHGVTEXXXHVK
T3 701.40723 VKDNVK

T4 1445.67469 ASGDXSGTEGGKDPR
T5 787.33486 DPGENEK

T6 899.49778 VVVGFHSR

17 1301.67686 FKGXAGTFGNYK
T8 863.47531 DGXGXYVK

Q1 1196.58665 LKYHFPTEY

Q2 750.35486 ADYNGVL

Q3 687.42797 VTXRSL

Q4 806.45385 XSFEXTNL

Q5 797.39600 TTYGPFL

Q6 715.32898 SRAGYY

Q7 709.36470 EKTVSF

Qs 701.35961 VEXDNL

Q9 813.45966 SXPXQGSL

Q1o 752.38577 KSGWYL

Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 25. Estrutura primaria parcial de cadeia 8. Sobreposi¢do dos peptideos obtidos pela digestdo enzimatica.

As enzimas utilizadas sdo diferenciadas pelas cores; verde para tripsina (T) e azul para quimiotripsina (Q).

SLKGMISVGP WGGSGGTHWS YKANHGVTEI LIHVKDNVKS ISFKDASGDI

| ====T1===| | ===~ T2----- | | ===mm

KIHFPTEYLK SISGSTADYN GVLVTIRSLS FITNLTTYGP FLSFGGGESF
--Q1---| |--Q2--11-Q3-| |--Q5--|
|--Q4--|

DALGIFDQPV PEKTVSFGPW GGPAGDDAFN FKVGSWIKDI IIYALAAINS
1-Q7-1

DIGVEKKVEI DNLEHFKSIA GTYGNYKGFE VVTSLSFITD VTKHGPFSHA

SGWYLDGIGI YVKPRAGQGS IFIAPHGQSG GFPWSYEANE GINAIVIYAG
Q10-| | ---T8-~|

GVNPKDFGEK KNTVSILHPS SFLTSIGGQY AQYKFKDIFT TVTGLGFTTN

NNMVAGFHGR AGDYLDAIGI FVKTPDTAVF R

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 26. Alinhamento de sequencias de amino4cidos da lectina de Parkia nitida (PNL) com a cadeia-p

de PNL. Caixas vermelhas e branca representam aminoacidos idénticos e ndo idénticos respectivamente.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.3.6 Teste de toxicidade contra Artemia sp

As solucdes lectinicas de PNL foram preparadas nas concentragdes de 200, 100, 50 e
12,5 pg/ml. Todas as concentracOes testadas demostraram ser toxicas contra Artemia sp
causando a letalidade médiade 5,7; 4,3; 2 e 1,7 respectivamente. A lectina com CRD bloqueado
pelo aclcar manose causou a letalidade média de 6,0 enquanto que a lectina desnaturada por
aquecimento a 100 °C por 1h causou a letalidade média de 2,0. ja os pogos de controle negativo
quais continham apenas agua de mar e as Artemia apresentaram quase 100% de sobrevida
(Figura 27). O valor de CLso foi determinado por regressdao linear utilizando o programa

GraphPad, onde a PNL apresentou um valor de CLsg igual 61,38 pg/mL.

Figura 27. Ensaios de toxicidade contra Artemia sp. (A) Efeito tdxico de PNL contra nauplios de Artemia sp em
diferentes concentrag¢des (200, 100, 50 ¢ 12,5 ug/ml); (B) Controle negativo: pocos contendo apenas dgua do mar e
Artemia sp. Controle positivo: 200 pg/ml da PNL. Efeito toxico da PNL (200 pg/ml) previamente incubado com manose
100 mM e PNL (200 pg/ml) desnaturado por aquecimento a 100 °C. *p <0,05 comparado com controle; #p <0,05
comparado com PNL (200 pg/ml).

11 13
im--

Viabilidade

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.4 Discussao

No processo de extracdo proteica foi observado que o extrato obtido do tampao glicina
pH 9,0 extraiu um pouco mais quantidade de proteinas totais em relacdo a extrato obtido do
tampdo acetato de sédio pH 4,0, sendo que a atividade hemaglutinante especifica foi
significativamente maior em tampéo acetato de sddio pH 4,0 o que significa dizer que este
tampd&o extrai a nossa proteina de interesse em maior quantidade e por este motivo foi escolhido
para realizar fracionamento com sulfato de amonio (Tabela 5), assim como para outras etapas
de extracdo proteica durante todo o resto de processo de isolamento e purificacdo de lectina. A
lectina foi purificada com sucesso em duas etapas de cromatografias, sendo elas de afinidade
em (Sepharose 4B-Manose) e de exclusdo molecular (BioSuite, UPLC Waters) sucessivamente,
entretanto a etapa de exclusdo molecular foi usada exclusivamente para separar a cadeia 3 da
cadeia a correspondente a proteina madura denominado de PNL. A PNL apresenta elevada
atividade hemaglutinante especifica que corresponde a purificacdo de 1.723 vezes em relagéo
ao extrato bruto. A PNL aglutina preferencialmente eritrdcitos de coelho tratados com a enzima
proteolitica tripsina, facto j& conhecido na literatura que as lectinas do género Parkia
geralmente tem maior preferéncia em aglutinar este tipo sanguineo (Carneiro et al. 2021);(Silva
et al. 2013); (Cavada, Bari, et al. 2020). A atividade hemaglutinante de PNL foi inibido pelos
acucares D-manose (6,25 mM), D-glicose (25 mM) e suas derivadas. Sendo que, a-metil-D-
manosideo (3,125 mM) apresentou menor valor de concentracdo minima inibitoria o que
significa maior potencial inibitdrio, ou seja, foi agUcar que apresentou maior especificidade com
a lectina, sugerindo que um substituinte mais hidrofobico em C1 deste aclUcar permite
estabelecer interacGes adicionais com os residuos de aminoacidos polares de dominio de
reconhecimento a carboidratos (CRD), aumentando assim a interacdo lectina carboidrato.
Resultado semelhante foi obtido em analises de acoplamento (docking) molecular entre as
lectinas de sementes de Parkia biglobosa e Parkia platycephala utilizando os mesmos
carboidratos (D-manose, D-glicose e a-metil-D-manosideo) (Bari et al. 2016). A preferéncia de
PNL pela manose e as suas derivadas em relacdo a glicose € um resultado ja esperado porque
é sugerido na literatura que as lectinas de Parkia tém uma preferéncia pelo grupo hidroxila de
C2 que ¢ axial na monose e equatorial na glicose, facto que também pode ser reforgado pelo
envolvimento de moléculas de agua na interacdo de alguns residuos de aminoécidos do CRD
da lectina com O2 que também é axial no manose, sendo que esta interagdo € impossivel no 02
Glicose por ser equatorial (Cavada, Bari, et al. 2020) (Gallego Del Sol et al. 2005). A PNL é
uma proteina termoestavel de igual forma que outras lectinas do género Parkia, tais como, PBL,

PpaL, PPL e PpeL. A PNL consegue manter a sua atividade hemaglutinante acima de
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temperatura de 50 °C o ponto no qual foi registrado a atividade mé&xima, manteve cerca de
12,5% da sua atividade na temperatura de 70 °C e perde totalmente atividade na temperatura
de 80°C. O teste do efeito do pH sobre atividade hemaglutinante demonstrou que o pH 6timo
desta proteina € entre a faixa de 6,0 e 7,0. Foi observado no teste da influéncia de ions metalicos
sobre atividade hemaglutinante que PNL é uma metaloproteina, pois quando submetida a dialise
com agente quelante EDTA ela perdeu cerca de 93% da sua atividade hemaglutinante, sendo
que cerca de 50% de atividade hemaglutinante foi recuperada quando os ions Ca?* e Mn?* foram
adicionadas ao meio juntos, e quando os ions sdo adicionadas separadamente apenas 12,5 % de
atividade é recuperada em cada, o que significa dizer que a PNL é o metaloproteina e para ser
mais efetivo na sua atividade hemaglutinante ela necessita dos dois ions metalico. J4 o PpaL
diferentemente de PNL ela demonstrou ser mais dependente de Mn?* do que Ca?* ou os dois
juntos (Cavada, Bari, et al. 2020). Por outro lado, a atividade hemaglutinante de PBL ndo é
afetado pelo dialise com EDTA (Silva et al. 2013). Podemos perceber aqui, que as trés proteinas
do mesmo género com alta similaridade estrutural apresentam perfis diferentes no que diz
respeito a dependéncia de ions metalicos para atividade hemaglutinante. Sabe-se que as
atividades biologicas das lectinas normalmente sdo mediadas pela interacdo entre CDR e
carboidratos, neste sentido sdo necessarios mais estudos sobre a interacdo e a importancia de
ions metalicos nas atividades bioldgicas de lectinas da Parkia. No gel SDS-PAGE, o PlI
apresentou um perfil eletroforético de trés bandas com pesos moleculares aparentes de 50, 35 e
20 kDa. As bandas de 35 e 20 kDa provavelmente correspondem aos fragmentos das cadeias
beta (B) e gama (y) gerados através do processamento pos traducional e que juntas constituem
a cadeia alfa (a)) correspondente a proteina madura, fato que pretendemos provar mais a frente
pelos estudos da estrutura primaria. Entretanto, foi possivel separar a cadeia o dos fragmentos
B e y através da cromatografia de exclusdo molecular, onde foi obtido dois picos; Al, All. Sendo
que Al e All apresentaram um perfil eletroforético de uma Unica banda com pesos moleculares
aparentes correspondente as cadeias o e P respectivamente. Pelo facto de concentragdo de
cadeia-y ser muito baixa nao foi possivel ser excisado do gel em quantidades suficientes para
realizar digestdo enzimatica e analises da espectrometria de massas. As cadeias a e P
apresentaram atividades hemaglutinante. Sabe-se que a estrutura tridimensional das lectinas do
género parkia sdo constituidos por trés dominio B-prisma, onde cada dominio possui um sitio
de reconhecimento a carboidrato independente. Baseando nisso construimos a hipotese de que
a cadeia-p de PNL ¢ formada pela soma de dois dominios -prisma, portanto possui dois sitios
de reconhecimento a carboidrato independentes, ou seja, € um hololectina, sendo assim possivel

aglutinar eritrocitos sanguineos. As lectinas puras do género Parkia em gel de eletroforese SDS-
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PAGE geralmente apresentam perfis muito heterogéneo, que vai desde uma banda - parkia
biglobosa (Silva et al. 2013), duas bandas - Parkia javanica (Utarabhand and Akkayanont
1995), trés bandas — Parkia speciosa (Suvachittanont and Peutpaiboon 1992) e quatro bandas -
Parkia roxburghii (Kaur et al. 2005). Sendo que as mdultiplas bandas ndo sdo geradas pela
quebra de pontes de dissulfeto através da reducdo dos enxofres do residuo da cisteina. Esta
afirmacao é justificada pelo facto de que os perfis de multiplas bandas existem tanto na presenca
como na auséncia de agentes redutores como B-mercaptoetanol e corroboram com os dados de
estudo da estrutura primaria das P. biglobosa, P. platycephala, Parkia pendula e P. nitida (neste
trabalho), que demonstram a existéncia de apenas um Unico residuo de cisteina nas estruturas
primarias destas proteinas, fato que torna impossivel a formacdo de ponte de dissulfeto.
Entretanto, quando uma lectina pura apresenta maltiplas bandas no gel de eletroforese é um
indicio de que ela sofre algum tipo de processamento pds traducional como no caso das lectinas
do tipo ConA (Moreira and Gavada 1984) que por além de cadeia principal (a), elas possuem
outras cadeias menores, denominadas de cadeia-p ¢ cadeia-y respectivamente. Pelas
observaces e justificativas colocados acima estamos propondo neste trabalho pela primeira
vez a hipdteses de que as lectinas do género Parkia sofrem algum tipo de processamento pés
traducional. A nossa hipdtese é justificada pela elevada identidade encontradas no alinhamento
das sequencias dos aminoacidos que comp&em as estruturas primarias das cadeias o e  da PNL.
A massa molecular aparente de PNL obtido no gel SDS-PAGE corrobora com o valor da massa
molecular intacta determinada pela espectrometria de massas que foi igual a 48760,3008 Da.
Este valor de massa de proteina intacta € proximo ao valor da massa calculada pela soma de
todos os residuos dos aminodcidos obtidos na sequencia primaria que € igual a 48176,2994 Da,
restando uma diferenca de 584,0014 Da. Esta diferenca provavelmente pertence aos poucos
residuos de aminoacidos de N-terminal bloqueado que normalmente ndo sdo encontrados
quando a sequéncia primaria das lectinas do género Parkia sdo determinadas pela
espectrometria de massas. Segundo o Mann e colaboradores (2001) a PPL contem N-terminal
bloqueado por acetilacdo de certos residuos de aminoacidos e dependendo do tamanho de grupo
de bloqueio este fragmento pode conter de 3 a 5 residuos de aminoacidos. Entretanto este
fragmento geralmente ndo é encontrado por ser muito hidrofébico para ser eluido na coluna de
fase reversa (Mann et al. 2001). A massa molecular média calculada de 443 residuos de
aminoacido de PBL € 47236 Da, o qual é 326 Da menor da massa molecular intacta determinada
pela espectrometria de massas, a diferenca de valor é corresponde aos residuos dos aminoacidos

Ser-Leu-Lys quais ndo foram encontrados na sequéncia de estrutura primaria (Silva et al. 2013).
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A estrutura primaria de PNL determinada pela sobreposicdo dos peptideos obtidos
através da digestdo proteolitica, consiste em total de 451 residuos de aminoacidos. Existe uma
pequena diferenca no comprimento das sequencias de estrutura primaria entre as lectinas do
género Parkia (PPL: 447aa/47951 Da; PBL.: 443aa/47562 Da; PpelL.: 447aa/474100 Da e PNL.:
451aa/48760 Da) o que reflete nas suas diferencas de massa molecular intacta e também
provavelmente na quantidade dos aminoacidos que constituem N-terminal bloqueado. Estudos
estruturais de PPL, PpalL, PBL e PpeL demostraram que as lectinas deste género sao
constituidas de madltiplas isoformas. Desta forma, foram encontrados doze sequéncia
heterogéneos na estrutura primaria de PNL nas posi¢bes 69 (H/K), 70 (R/X), 92 (V/X), 96
(YIX), 152 (T/E), 213 (G/F), 215 (F/E), 294 (K/P), 295 (L/R), 264 (P/D), 298 (Y/X) e 300
(T/E). O espectro de MS/MS de duas isoformas dos peptideos P5 e T9 pertencentes ao ion Y
mostra as substituicdes dos aminoacidos G/F e F/E nas posices 213 e 215 respectivamente
(figura 28 A e B). Dentre todas as lectinas de Parkia, a PPL foi a que apresentou menos
substituicdo dos aminoacidos, sendo encontrado sequencias heterogéneos apenas em trés
posicao e todas sdo substituicdo conservadas. As lectinas do género Parkia sao relacionados a
lectinas do tipo jacalina ligantes a manose devido as semelhancas que apresentam na estrutura
primaria e terciaria (Mann et al. 2001). Foi realizado alinhamento da estrutura primaria de PNL
com PBL e PPL, mostrando que existe alta similaridade de sequéncia dos aminoécidos entre
elas. Um residuo de cisteina foi encontrado na posicéo 199 de sequéncia primaria de PNL, este
residuo esta conservado em PBL, PpaL, PPL, PpeL e também nas outras lectinas relacionados
a jacalina, como por exemplo, a lectina isolada do tubérculo Helianthus tuberosus denominada
de heltuba (Bourne et al. 1999). A PNL ndo é uma glicoproteina, pois ndo reagiu a teste de
fenol-acido sulfurico, apesar de ser encontrado um sitio de N-glicosilacdo nas posi¢Ges 104-
106. Foram encontrados trés sitios de glicosilacdo em PpelL e dois em PPL e PBL, sendo que
nenhuma delas também é glicosilada. Por outro lado, as lectinas de Parkia biglandulosa, Parkia
roxburghii (Kaur et al. 2005) e Parkia javanica (Utarabhand and Akkayanont 1995) séo
glicosiladas. Esta caracteristica ainda precisa ser mais estudada afim de entender porque que
nem todas as lectinas de Parkia sdo glicosilados apesar de apresentarem sitios de glicosilacdo
nas suas estruturas primarias, visto que a glicosilacdo possui importancia funcional para as
proteinas, podendo conferir estabilidade, heterogeneidade e maior solubilidade as moléeculas

glicosiladas, sendo também essenciais para adeséo e sinalizac¢ao celular.
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Figura 28. Peptideos da estrutura primaria de PNL. Duas isoformas dos peptideos P5 e T9 obtidas através da técnica de
dissociacdo induzida por colisdo. (A) ion de serie Y com m/Z 760.37560 e sequencia especifica interpretada como
PNDLGVF. (B) ion de serie Y com m/Z 863.43893 e sequencia especifica interpretada como NDLFVEK.
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A estrutura primaria parcial de cadeia-f foi resolvido manualmente através da
interpretacdo dos espectros obtidos da analises de espectrometria de massas. Neste processo
foram obtidos 18 peptideos provenientes de diferentes digestdes enzimatica (8 de tripsina e 10
de quimiotripsina) resultando no total de 138 residuos de aminoacidos. A soma de todos 0s
aminoacidos que constituem a sequéncia parcial resultou em peso molecular de 15 kDa. Este
valor equivale a cobertura de 43 % de peso molecular aparente determinado pela eletroforese
SDS-PAGE que é igual a 35 kDa. As lectinas purificadas a partir de sementes de Parkia com a
excecdo de PPL-2 que € uma quimerolectina especifico a quitina (N-acetil-glicosamina)
purificada de sementes de Parkia platycephala, sdo constituidos estruturalmente por trés
dominios B-prisma, onde cada dominio é constituido por aproximadamente 150 residuos de
aminoacidos e cada dominio apresenta alta identidade com as lectinas relacionados a jacalina
especificos a manose (Mann et al. 2001). No entanto, se somamos 0s pesos moleculares de dois
dominios B-prisma baseado em quantidade estimado dos seus residuos dos aminoacidos
obteremos um valor que corrobora com o peso molecular aparente da cadeia f de PNL
determinado por SDS-PAGE, o0 que nos leva a sugerir que a cadeia-p ¢ formado pela soma de
dois dominio B-prisma. Neste caso domino 1 e 2 como podemos observar através da
sobreposi¢ao dos peptideos de cadeia f com a estrutura primaria de PNL (Figura 25 e 29). A
sequéncia parcial de cadeia-p foi alinhada com a estrutura primaria de PNL utilizando o
software ESPript 3.0. Onde foi observado 97 % de similaridade entre as sequencias, indicando
alta homologia entre os dois polipeptideos (Figura 26). A alta homologia entre estes dois
polipeptideos confirma o fato de que a cadeia-p ¢ um fragmento da proteina madura,
possivelmente gerado juntamente com a cadeia-y no processamento pos traducional, e pelo fato
de cadeia-P possuir dois sitios de ligacdo a carboidratos, ela aglutina eritrécitos, ja a cadeia-y
que possui apenas um sitio de ligacdo a carboidratos, por isso, ela ndo aglutina eritrocitos.
Sequéncias heterogéneos foram encontrados nas posic¢oes 54 (F/E), 228 (S/G), 233 (Y/F) e 270
(F/Q), confirmando o fato de que a PNL é constituida de misturas de isoformas.

O processamento pés traducional € a modificagdo quimica de uma cadeia
proteica depois de sua tradugdo. Este evento é frequente na biossintese de proteinas, sendo
processos com mecanismos distintos dependendo da proteina. Algumas dessas modificactes
podem aumentar o conjunto de possiveis funcGes ou direcionamento das proteinas, atraves de
adicdo de novos grupos funcionais ou de cadeias de carboidratos e/ou lipidios. Analise de
sequéncia do clone de cDNA (LECMornigaM1) que codifica MornigaM (lectina especifica a
manose relacionado a jacalina, purificada de caule de arvore Black mulberry) revelou que o

processamento pos traducional desta lectina é baseado na remocéo de um peptideo curto com


https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
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apenas sete residuos de aminoacidos em N-terminal de pro-proteina. E pelo fato de ndo ser
encontrado nenhum peptideo sinal na sequéncia de LECMornigaM, foi sugerido que a
MornigaM € sintetizada em polissomos livres, da mesma forma que as outras lectinas
relacionadas a jacalina (Van Damme et al. 2002). As lectinas pertencentes as espécies da
subtribo Diocleinae sofrem um tipo de processamento pds-traducional denominado de
permutacdo circular. Esta denominacéo é devido a transposi¢do das cadeias B e y que sdo
religados em uma ordem inversa para formar cadeia o madura no final de processo de
biossintese. Acredita-se que o significado bioldgico deste processamento esta relacionado a nao
interacdo da pré-proproteina com carboidratos indesejados do reticulo endoplasmaético, local de
sua sintese (Damme et al. 1998). Baseando nos dados coletado a partir das caracterizacbes
fisico-quimica, sobre tudo gel de eletroforese e da estrutura primaria, criamos a hipoteses de
possivel ocorréncia de processamento pos-traducional para a lectina de sementes de Parkia
nitida, o qual resulta em uma cadeia a madura e fragmentos de cadeias B € y, como foi observado
nos perfis eletroforético do PII obtido na cromatografia de afinidade, do Al e All obtidos na
cromatografia de exclusdo molecular. Ressaltamos que apesar de sugerirmos a existéncia de
processamento pos-traducional para esta lectina, ainda ndo sabemos 0s mecanismos e nem as
organelas que estdo envolvidas no processo de biossintese. Entretanto, pretendemos dar
continuidade deste estudo fazendo uso de ferramentas de biologia molecular e bioinformatica,
afim de elucidar os mecanismos de processo, assim como realizar caracterizacdo estrutural
completa de cadeia-p juntamente com a sua caracterizacdes fisico-quimicas, tais como: efeitos
de temperatura, pH, dependéncia de ions metalico na atividade hemaglutinante e entre outros

testes.
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Figura 29. Fragmentos de PNL. (A) Cadeia-a: composta por dominios B-prisma I, Il e Il1. (B) Cadeia-B: composta
por dominios B-prisma | e Il. (C) Cadeia- y: composta apenas por dominios B-prisma I.

cadeia-a
A |
B-prisma I (A1) B-prisma I1 (A2) B-prisma III (A3)
B) cadeia-p C) cadeia-y
|

Fonte: Elaborada pelo autor.

A PNL demonstrou ser uma proteina toxica contra Artemia sp, apresentando valor de
CLso igual a 61,38 pg/mL. No entanto, se comparamos este valor com a CLso de PpaL que €
igual a 20 ug/mL, podemos concluir que a toxicidade de PNL ¢é relativamente baixa, ou seja,
PpaL é mais efetivo em causar letalidade nas Artemia sp. A PNL em doses de 100 e 200 pg/mL
apresentaram diferencas estatisticas significantes em relagdo ao controle. Ndo houve diferenca
estatisticas na reducdo de letalidade das Artemia sp quando comparamos a dose maxima de
PNL (200 pg/mL) com a PNL inibido com a manose, por outro lado, foi observado uma
diferenca significativa na letalidade quando a PNL desnaturada por aquecimento é comparada
com a dose maxima de PNL, sugerindo que a toxicidade de PNL néo esté totalmente relacionada
com CRD da lectina, porém, ela é dependente da conformacao nativa da proteina. As doses
menores (50 e 12,5 pg/mL) ndo apresentaram diferencas em relagdo ao controle, indicando que
a toxicidade de PNL contra Artemia sp é dose dependente. Diferente de PNL a toxicidade de
PpaL é mediada por CRD e também dependente da conformacéo nativa da proteina (Cavada,
Bari, et al. 2020). Uma possivel explicacdo para a diferenga no grau de toxicidade entre PpaL
e PNL pode estar relacionada com a diferenca na topologia dos sitios de ligacao destas lectinas

que pode influenciar na capacidade de reconhecimento e interacdo com carboidratos mais
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complexos que estdo expostos nas superficies celulares dos microrganismos. Em estudo feito
por Santos e colaboradores 2009, onde avaliaram efeitos toxico de diferentes lectinas de
leguminosas [Canavalia brasiliensis (ConBr), Cratylia floribunda (CFL), Dioclea virgata
(Dvir), Dioclea guianensis (Dgui), Dioclea grandiflora (DGL)] especificos a glicose/manose
contra Biomphalaria glabrata e Artemia salina, constataram que Apesar destas lectinas
compartilharem especificidade de ligagdo a monossacarideo comum e apresentarem
semelhancas bioquimicas e estruturais, as suas atividades toxicas sdo diferentes. Ainda,
segundo o autor os estudos estruturais anteriores revelaram diferencas significativas nas
atividades bioldgicas de Dgui e DGL, explicada pelo equilibrio dimero-tetrdamero dependente
do pH que ocorre devido a um residuo de Histidina presente na estrutura primaria de DGL
(Santos et al. 2010). O mecanismo de acdo da toxicidade das lectinas contra Artemia sp ainda
ndo é elucidada. Outras atividades biologicas destintos das lectinas do género Parkia foram
relatados na literatura, tais como: antiproliferativas e mitogénicas (Kaur et al. 2005),
antinociceptiva e antiinflamatéria (Bari et al. 2016) e potencializacdo de atividade dos
antibidticos contra cepas bacterianas multirresistentes e inibicdo do desenvolvimento de
Haemonchus contortus (Silva et al. 2019). Estas caracteristicas fazem das lectinas uma boa
alternativa como biofarmacos para tratamento de diversos tipos de doencas, e por serem
proteinas, podem causar menos danos colaterais comparando com o0s medicamentos
convencionais feitas a bases de compostos quimico que sd80 muito mais agressivos aos

organismos humanaos.

3.5 Conclusdes

Neste trabalho foi possivel purificar e caracterizar uma nova lectina de sementes de
Parkia nitida especifica a manose/glicose denominada de PNL. A PNL é uma metaloproteina,
termoestavel ndo glicosilada com peso molecular de 48760,3008 Da e de forma semelhante a
outras lectinas de Parkia, em solucdo comporta-se como um dimero composta por duas
subunidades iguais. O pH 6timo de reacdo da PNL é entre faixa de 6,0 e 7,0. A PNL demonstrou
se toxica contra Artemia sp. A lectina purificada de sementes de Parkia panurensis também
apresentou este efeito biologico. Os dados obtidos da estrutura primaria da PNL juntamente
com o gel de eletroforese (SDS-PAGE), sugerem que as lectinas de género Parkia, sofrem
algum tipo de processamento pos-traducional. Entretanto, estudos adicionais ainda sdo
necessarios afim de elucidar os mecanismos, as organelas que participam e sobretudo a

importancia e a fungdo bioldgica deste processamento pés traducional.
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