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RESUMO

Lectinas podem ser definidas como proteinas/glicoporteinas que reconhecem carboidratos de
maneira especifica, mas ndo participam do metabolismo dos mesmos e ndo pertencem a
nenhuma das principais classes de imunoglobulinas. As lectinas sdo proteinas ubiquas,
estando presente em todos os organismos conhecidos. Em células animais, lectinas tém sido
encontradas no citoplasma, no nucleo e associadas a membranas das mais diversas organelas e
nos mais variados tipos celulares. Tais lectinas animais podem ser classificadas em familias
distintas com base em suas caracteristicas fisico quimicas, funcdo e especialmente em sua
identidade de estrutura priméria e terciaria. O objetivo deste trabalho foi purificar duas novas
lectinas da esponja marinha Haliclona (Soestella) caerulea e caracterizar estruturalmente uma
delas. Espécimes de H.caerulea foram coletados na praia do paracuru, Ceard. Duas lectinas
(H-1 e H-3) foram isoladas por técnicas classicas de quimica de proteinas. A estrutura
primaria de uma delas foi determinada por espectrometria de massas e RACE. A atividade
toxica das lectinas foi avaliada frente a nauplios de Artemia e cepas das bactérias Escherichia
coli e Staphylococus aureus. H-1 e H-3 apresentaram caracteristicas distinhas da lectina
previamente isolada de H. caerulea. H-1 € uma proteina monomérica de aporoximadamente
40 kDa enquanto que H-3 é uma proteina trimerica com cadeias com massa aproximada de 9,
16 e 18 kDa. H-3 aglutina eritrocitos humanos do tipo A e B e foi inibida GaINAc e PSM, H-
1 aglutina diversos grupos sanguineos e nao pode ser inibida por nenhum acucar testado. H-1
foi toxica a nadplios de Artemia (LCs0=6,4 pg.mL™) e H-3 foi considerada ndo toxica
(LCs0=414.2 pg.mL™). H-3 é uma proteina azul, pois interage com um croméforo de 597 Da
com absorcdo maxima a 620 nm. A estrutura primaria de H-3 foi determinada e revelou-se
Unica, ndo sendo conhecida nenhuma lectina com estrutura similar. H-3 apresenta um glicano
hibrido composto por Hex;NAcHex;DeoxiHex,. A cadeia a de H-3 sofre um processamento
proteolitico complexo que ainda ndo foi completamente elucidado. Além disso, H-3 foi
cristalizada, mas ndo foi possivel a obtencdo de um padrado de difracdo que permita a
resolucdo da estrutura. Em suma, duas novas lectinas foram isoladas e fora observado pela
primeira vez a interacdo entre uma lectina e um cromoforo natural. Pela primeira vez também,

fora determinada a composicéo glicidica de uma lectina de esponja.

Palvras chaves: Lectina, cromoforo, espectrometria de massas, 3’RACE, top down-MS.



ABSTRACT

Lectins are proteins/glycoproteins that recognize carbohydrate of a specific way, but not
participate in the metabolism of the same and do not belong to any of major classes of
immunoglobulins. Lectins are ubiquitous proteins, present in all known organisms. In animal
cells, lectins have been found in the cytoplasm, in the nucleous and as membrane-associated
proteins, in diverse organelles and cells. Animal lectins can be classified into distinct families
based on their physicochemical characteristics, especially in their function and identity of
primary and tertiary structure. The aim of this study was to purify, characterize structural and
biologically new lectins from the marine sponge Haliclona (Soestella) caerulea. H. caerulea
specimens were collected in Paracuru beach, Ceara. Two lectins (H-1 and H-3) were isolated
by classical techniques of protein chemistry. The primary structure of H-3 was determined by
mass spectrometry and RACE. The toxic activity of lectins was evaluated against Artemia
nauplii and Escherichia coli and Staphylococcus aureus strains. H-1 and H-3 showed distinct
characteristics of the lectin previously isolated from H. caerulea. H-1 is a monomeric protein
of 40 kDa whereas H-3 is a heterogeneus protein with chains of 9, 16 and 18 kDa. H-3 binds
human erythrocytes of A and B type and was inhibited by GalNAc and PSM, H-1 binds
different blood groups and could not be inhibited by any sugar tested. H-1 was toxic to
Artemia nauplii (LCso = 6.4 ug.mL-1) and H-3 was not considered toxic (LCso = 414.2
ug.mL-1). H-3 is a blue protein that interacts with a chromophore of 597 Da of maximum
absorbance at 620 nm. The primary structure of H-3 revealed a unique amino acid sequence
no similar to any animal lectins known. H-3 has a hybrid glycan comprising by
Hex7NAcHex7DeoxiHex2. The a-chain of H-3 undergoes complex proteolytic processing
that not been fully elucidated. Moreover, H-3 was crystallized, but was not possible to obtain
a diffraction pattern that permits solving the structure. In short, two new lectins were isolated
and out first observed the interaction between a lectin and natural chromophore. Furthermore,

for the first time given the composition glicidic out of a sponge lectin.

Key words: Lectin, cromophore, mass spectrometry, 3> RACE, top down-MS.
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1. INTRODUCAO

1.1 Lectinas

1.1.1 Consideracgdes iniciais

Uma caracteristica propria da maioria, sendo de todas as proteinas, € sua
habilidade de combinar-se reversivel e especificamente com diversas moléculas. Lectinas
representam uma classe de proteinas capazes de reconhecer carboidratos, promover
aglutinacdo de glicoconjugados e células, sem, contudo, realizar atividade catalitica
(SHARON; LIS, 2004).

A primeira descricdo de uma lectina data de 1853 quando Charcot e Robin
observaram estruturas semelhantes a cristais em tecidos patoldgicos. Estas estruturas,
posteriormente ficaram conhecidas como cristais de Charcot-Leyden. Atualmente, é sabido
que se trata da forma pura de uma Unica proteina, a galectina-10 (ACKERMAN, et al., 1993).

De fato, a primeira atividade lectinica s6 foi observada em 1860, por S.Weir
Mitchell trabalhando com veneno da serpente Crotalus durissus (MITCHELL, 1860). Depois,
em 1888, Stillmark obteve uma fracdo aglutinante e toxica a partir do extrato da mamona
(Ricinus communis). A esta fracdo ele atribuiu a denominagdo de ricina (STILLMARK,
1888).

A partir do século XX a presenca de lectinas foi relatada em diferentes
organismos e algumas aglutininas foram purificadas. No entanto, estas proteinas eram vistas
apenas como curiosidade cientifica e ndo como objeto de estudo relevante (SHARON; LIS,
2004).

Na década de 1960, duas constatacGes mudaram a perspectiva em torno das
lectinas. A primeira, realizada por Peter Nowell em 1960, evidenciou que a lectina PHA
(isolada de sementes de Phaseolus vulgaris) estimulava linfocitos a entrarem em mitose
(NOWELL, 1960). Esta descoberta abalou o campo da imunologia, pois até entdo se
acreditava que os linfocitos eram indivisiveis (SHARON; LIS, 2004).

A outra constatacdo importante, em se tratando de lectinas, foi de autoria de
Joseph Aub que provou que a WGA (wheat germ agglutinin) tinha a habilidade de aglutinar
preferencialmente células malignas (AUB et al., 1965). Este trabalho evidenciava, pela
primeira vez, que nas transformagdes oncogénicas ocorriam modificacdes nos padrdes de
glicosilacdo da superficie celular (SHARON; LIS, 2004).
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A partir de entdo as lectinas passaram a atrair o interesse de muitos pesquisadores
e trabalhos que relatam a caracterizagdo bioquimica e estrutural destas moléculas sdo até hoje

realizados com certo grau de importancia.

1.1.2 Definicéo

O termo lectina (derivado do latim “legere”, escolher) foi primeiramente
empregado por W.C. Boyd e E. Shapleigh (1954). O termo foi escolhido por conta de
algumas aglutininas de plantas serem capazes de diferenciar grupos sanguineos e aglutinar de
maneira mais efetiva certas células em detrimento de outras (BOYD; SAHPLEIGH, 1954).

Mais tarde, em 1972, em uma influente revisdo, Sharon e Lis definiram lectinas
como “proteinas especificas a carboidratos capazes de aglutinar células e precipitar
glicoconjugados” (SHARON; LIS, 1972). Pouco depois, em 1980, Goldstein e colaboradores
aperfeicoaram a definicdo proposta por Sharon e Lis e postularam que lectinas seriam
“proteinas/glicoproteinas de origem ndo imune ligantes de carboidratos, capazes de aglutinar
células e precipitar glicoconjugados” (GOLDSTEIN et al., 1980).

Pela primeira vez, a definicdo de lectinas excluia imunoglobulinas e anticorpos,
que reconhecidamente ligam-se a carboidratos. Contudo, as duas defini¢6es citadas acima ndo
contemplavam proteinas monovalentes como a heveina, capazes de ligar-se a carboidratos,
mas nao habeis a aglutinar células. Além disso, as duas defini¢cbes deixavam a margem da
interpretacdo a inclusdo de enzimas que reconhecem e se ligam, mesmo que de forma
catalitica, a carboidratos.

Em 1988, Barondes incluiu proteinas como a heveina e excluiu enzimas da
definicdo de lectinas. A nova definicdo tratava lectinas como “qualquer proteina, que ndo seja
uma enzima ou um anticorpo, capaz de ligar-se a carboidratos” (BARONDES, 1988).
Entretanto, esta definicdo ndo foi bem aceita pela comunidade cientifica que a considerava
ampla demais.

Eis que em 1995, Peumans e Van Damme propuseram a definicdo mais aceita até
hoje. Os autores supracitados postularam que lectinas seriam “proteinas ou glicoproteinas de
origem ndo imune com pelo menos um sitio ndo catalitico de ligacdo que reconhecem e
interagem de forma reversivel com carboidratos especificos” (PEUMANS; VAN DAMME,
1995).
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A definicdo proposta por Peumans e Van Damme € muito aceita por estudiosos de
lectinas vegetais. Ja para as lectinas animais, esta defini¢do peca no conceito de “origem nao
imune”.

As lectinas sdo parte muito importante do sistema imune de animais, atuando de
duas maneiras: diretamente como primeira linha de defesa, ou, indiretamente por promoverem
a protecdo apropriada via gerenciamento do trafego de leucdcitos ou via transmissao de sinais
entre células especializadas (KILPATRICK, 2000).

E claro que a maioria das lectinas animais, do ponto de vista estrutural, sdo
claramente distintas de anticorpos, mas existem imunoglobulinas exclusivamente especificas
a carboidratos (GALILU, 1993). Para Kilpatrick as imunoglobulinas especificas a
carboidratos podem ser estudadas como lectinas com dominio tipo imunoglobulina e
classificadas em uma familia a parte, a familia de lectinas do tipo-1 (KILPATRICK, 2000). O
mesmo autor sugere que lectinas sejam “proteinas/glicoporteinas que reconhecem
carboidratos de maneira especifica, mas ndo participam do metabolismo dos mesmos e néao
pertencem a nenhuma das principais classes de imunoglobulinas” (KILPATRICK, 2000) e

esta parece ser a definicdo mais adequada para tratar lectinas animais.

1.1.3 Lectinas animais

Em 1860, Weir Mitchell descobriu uma hemaglutinina no veneno da serpente
Crotalus durissus (MITCHELL, 1860). Embora hemaglutininas como estas tenham sido
prioritariamente estudadas em plantas, atualmente moléculas que se ligam a carboidratos tém
sido igualmente enfatizadas em animais (KILPATRICK, 2000; VASTA; AHMED, 2008).
Estes estudos revelam que as lectinas servem como mediadores de eventos que envolvem o
reconhecimento de carboidratos em diferentes tecidos: embrionarios e adultos, animais e
vegetais.

Lectinas animais tém sido encontradas no citoplasma, no nucleo e associadas a
membranas das mais diversas organelas e nos mais variados tipos celulares. Na superficie
celular as lectinas podem atuar como receptores, agindo na seletividade, adesdo e migracao
celular (LEHMANN et al., 1990; ROSEN et al., 1989), bem como no reconhecimento de
glicoproteinas circulantes (ASHWELL et al., 1982). As lectinas animais parecem também
atuar como receptores para as glicoproteinas da matriz extracelular: elastina e laminina
(COOPER et al., 1994; HINEK et al., 1988), como receptores para glicosaminoglicanos que

medeiam a ligagdo de proteoglicanos a carboidratos de outras glicoproteinas (DOEGE et al.,
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1987), e, como primeiro passo na adesdo de células do sistema imune (ROSEN et al., 1993).
Proteinas com afinidade por aglUcares também funcionam como primeira linha de defesa

contra infestacdes patogénicas (CASH et al., 2006).

1.1.3.1 Familias de lectinas animais

Embora o nimero de lectinas animais continue a crescer, estas lectinas podem ser
classificadas em familias distintas com base em suas caracteristicas fisico quimicas, fungdo e
especialmente em sua identidade de sequéncia (KILLPATRICK, 2000). A classificacdo
recente indica que a maioria das lectinas animais pode ser agrupada em um dos cinco
principais grupos: lectinas dependentes de Ca®* (tipo C), galectinas (tipo S), receptores de
manose-6-fosfato (tipo P), Siglecs e outras lectinas do tipo imunoglobulina ligantes de &cido
sialico (tipo 1) e lectinas animais relacionadas as lectinas de leguminosas vegetais (tipo L)
(DRICKAMER, 2006).

Além destes grupos, as lectinas animais podem ser divididas em outras 14

familias, totalizando, até 0 momento, 19 familias que estdo apresentadas a seguir.

Anexinas

Anexinas constituem uma familia de 13 proteinas estruturalmente relacionadas,
dependentes de Ca®* e ligantes de fosfolipideos. Elas consistem de quatro ou oito dominios
repetidos com cerca de 70 residuos de aminoacidos cada e com um dominio N-terminal que é
altamente variavel em sequéncia e comprimento, o qual distingue os diferentes membros da
familia. Acredita-se que o dominio N-terminal confere a diversidade funcional, uma vez que a
atividade de ligacdo a fosfolipideo mediada por Ca®* provavelmente reside em cada unidade
de repeticdo (ISHITSUKA et al., 1998).

Dentre as funcBes propostas para as anexinas estdo: inibicdo da fosfolipase A2 e
coagulacdo do sangue, regulacao do trafego de membrana e exocitose, ligacdo a proteinas do
citoesqueleto, atividade de canal de membrana e sinalizacdo intracelular como um substrato
de quinase (RAYNAL et al., 1994; SWAIRIO et al., 1994). No entanto, o conhecimento

completo de suas fungdes fisioldgicas nao foi totalmente elucidado.
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Calnexina e calreticulina

Calnexina (Cnx) e calreticulina (Crt) sdo proteinas relacionadas que compreendem
um sistema de chaperonas moleculares do reticulo endoplasmatico (RE) e que asseguram a
dobragem adequada de glicoproteinas recém-sintetizadas. A especificidade por glicoproteinas
é conferida por um dominio lectinico que reconhece o oligossacarideo precursor
Glc;ManygGIcNAC,, caracteristico de glicoproteinas recém-formadas. Além disso, Crx e Crt
possuem sitios de ligacdo para ATP, Ca** e ERp57, uma enzima que catalisa a formagéo de
pontes de sulfeto (WILLIAMS, 2006).

A estrutura cristalografica de Cnx (FIGURA 1) revela dois dominios: um f-
sanduiche globular que se assemelha a estrutura caracteristica de lectinas de leguminosas; e
um braco estendido de 140 A que consiste de duas fitas p formando uma conformagdo em
grampo (SCHRAG et al., 2001). Crt, por outro lado, teve somente o dominio braco estendido
resolvido por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). O dominio bracgo de
Crt e similar ao de Cnx, mas menos alongado (ELLGAARD et al., 2001). Acredita-se ainda
que Crt possua um dominio globular similar a Cnx, uma vez que as duas proteinas
compartilham 39% de identidade de sequéncia e possuem as mesmas propriedades de ligacao
a oligossacarideos (VASSILAKOS et al., 1998; WARE et al., 1995).

Figura 1 - Estrutura cristalina da calnexina e 0 modelo hipotético para a interacdo de

uma glicoproteina com Cnx.

A

Domino brago estendido

Adaptado de Williams, 2006. A. O dominio globular contém o sitio de ligacdo a oligossacarideos, estando o0s
aminoAcidos responsaveis pela ligacdo a glicose destacados em vermelho. B. Calnexina (verde) esta associada
com ERp57 (azul).
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Ficolinas

Ficolinas representam um grupo de proteinas sollveis constituintes do sistema
imune inato. A classificacdo de ficolinas como lectinas é controversa porque o dominio de
reconhecimento a carboidratos (DRC) das ficolinas é especifico para grupos acetil, podendo
este mesmo DRC ligar-se tanto a carboidratos (ex: ManNAc, GIcNAc e GalNAc) gquanto a
moléculas ndo glicidicas, tais como N-acetilglicina, N-acetilcisteina e acetilcolina
(DRICKAMER, 2006).

A cadeia polipeptidica de uma ficolina (FIGURA 2) consiste de um pequeno
dominio N-terminal, um dominio do tipo coldgeno, um pequeno link e um dominio do tipo
fibrinogénio (FUJITA, 2002).

Figura 2 - Dominios e estrutura oligomérica das ficolinas

N-terminal rico em cys

Regiio de link
|
Ficolina " ] [ " 35 kDa

T I
Dominio tipo cola Dominio tipo fibri

Dominio tipo coligeno

Dominio tipo fibrinogénio

Adaptado de Fujita, 2002. Cada cadeia polipetidica é composta por um dominio do tipo colageno, um dominio
do tipo fibrinogénio, um pequeno link e uma regido N-terminal.

As ficolinas humanas L e H sdo proteinas do soro que representam a primeira
linha de defesa do sistema imune. As ficolinas L e H ligam-se a superficie de patdgenos, via
interacdo com carboidratos e desencadeiam a ativacdo de proteases serinicas associadas a
proteinas ligantes de manose (MASPs, MBP-mannose binding proteins-associated serine
proteases), levando a eliminacdo do patdgeno. A ficolina L atua também como opsonina,
promovendo a fagocitose de patdgenos por neutrofilos (ENDO et al., 2011).

Ficolinas estdo presentes em mamiferos e no anfibio Xenopus laevis. Uma
proteina que contém um dominio do tipo fibrinogénio, em conjunto com uma regido de
colageno foi predita no genoma da ave Gallus gallus, mas ndo ha relatos de ficolinas em

peixes. Ficolinas também estdo presentes nos fluidos corporais da ascidia Halocynthia roretzi,
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um organismo invertebrado cordado. As ficolinas da ascidia diferem ligeiramente na
organizacdo das ficolinas dos animais superiores, tendo uma regido mais curta de colageno e
uma regido mais longa de link entre os dominios do tipo colageno e fibrinogénio
(DRICKAMER, 2006).

Com algumas excec0es, as ficolinas presentes em espécies ndo humanas ndo sao
verdadeiras ortologas das ficolinas humanos, embora possam desempenhar funcGes
equivalentes. Ficolinas ndo estdo presentes nos invertebrados modelos C. elegans e
Drosophila, mas duas proteinas do caranguejo ferradura Tachypleus tridentatus tem dominios
de ligacdo do tipo fibrinogénio que apresentam uma alta similaridade aos dominios
homdlogos das ficolinas de mamiferos, apesar de que nas lectinas do caranguejo ndo haja
dominios do tipo coldgeno (GOKUDAN et al., 1999). Estas "tachylectins", TL-5A e TL-5B,
sdo especificas para grupos N-acetil presentes em ambos, carboidratos e ndo carboidratos, e
sdo uma parte fundamental do sistema imunolégico inato no caranguejo ferradura
(GOKUDAN et al., 1999).

Kaliklectinas

S@o lectinas de teleosteos encontradas no muco secretado pelos peixes
Platycephalus indicus e Lophimus setigerus (TSUTSUI et al., 2012). As kaliklectinas séo
estruturalmente semelhantes as cadeias pesadas das calicreinas plamaticas humanas e aos
fatores de coagulacdo XI de mamiferos (TSUTSUI et al., 2012). Calicreinas sdo proteases
serinicas encontradas no plasma e tecido de mamiferos.

As kaliklectinas atualmente descritas sdo ligantes de manose, possuindo quatro
dominios repetidos por mondémero, dependentes de Ca** e apresentam-se como dimeros
ligados por pontes dissulfeto (TSUTSUI et al., 2012). Nao obstante, ndo se assemelham

estruturalmente as lectinas do tipo C.

Lectinas do tipo C e proteinas contendo o CTLD.

A superfamilia de proteinas contendo um dominio lectinico do tipo C (CTLD - C-
type lectin like) compreende um vasto grupo de proteinas extracelulares de metazoarios com
funcbes diversificadas. A estrutura do CTLD (FIGURA 3) consiste de um loop duplo
estabilizado por duas pontes de sulfeto altamente conservadas localizadas na base do segundo
loop (ZELENSKY; GREADY, 2005).



23

Figura 3 - Estrutura de um CTLD tipico.

Adaptado de ZELENSKY; GREADY, 2005. Os loops responsaveis pela ligacdo a carboidratos estdo
destacados em azul. As pontes disulfeto apresentam-se como bastBes laranja, incluindo as duas pontes
invariaveis: C2 e C3.

O termo lectina do tipo C foi introduzido inicialmente para designar um grupo de
lectinas dependentes de Ca®*. Com o acimulo de informacdes estruturais a respeito de tais
lectinas ficou claro que a atividade relativa a ligacdo a carboidratos era mediada por uma
compacta regido da proteina, 0 DRC. A comparacdo entre os DRCs de diferentes lectinas do
tipo C revelou residuos conservados e motivos caracteristicos do dominio (DRICKAMER,
1993). Estudos cristalograficos confirmaram que o DRC das lectinas tipo C tem uma estrutura
globular compacta, diferente de todos os folds lectinicos até entdo conhecidos. Este dominio
ficou conhecido como DRC tipo C ou dominio lectinico do tipo C (WEIS et al., 1991). Com o
crescimento do numero de sequéncias protéicas determinadas ficou claro que nem todas as
proteinas que contém os residuos chave e o padrdo estrutural conservado de lectinas do tipo C
sdo verdadeiramente capazes de ligar-se a Ca?* ou mesmo a carboidratos. Para resolver esta
contradicdo, o termo CTLD é usado para designar toda proteina que apresente 0 DRC do tipo
C independente da habilidade de ligar-se a Ca®* ou mesmo a carboidratos (ZELENSKY;
GREADY, 2005).

CTLDs, com poucas exce¢des, sdo encontrados somente em metazoarios. Genes
codificadores de CTLDs tem sido detectados em todos 0s genomas sequenciados de
metazoarios. No genoma de C.elegans, por exemplo, CTLD é o 7° dominio mais abundante
(CONSORTIUM, 1998).

Em invertebrados, ao contrario do que ocorre em vertebrados, as proteinas que

contém CTLDs s6 possuem um dominio por monémero e desempenham somente a funcéo
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atribuida ao CTLD, funcdo esta que € de ordem imune, uma vez que tais proteinas assumem o
mesmo papel das imunoglobulinas de vertebrados (VASTA et al., 1999).

Lectinas o tipo C tem sido isoladas de diversos invertebrados marinhos, incluindo
craca (MURAMOTO; KAMIYA, 1987), ourigo-do-mar (GIGA et al., 1987), pepino-do-mar
(HATAKEYMA et al., 1994), estrela-do-mar (KAKIUCHI et al., 2002), esponja
(GUNDACKER et al., 2002) e ascidia (SUZUKI et al. 1990). Geralmente, estas lectinas sdo
especificas a galactose e GalNAc.

Em organismos ndo metazoarios, os CTLDs encontrados podem ser divididos em
dois grupos. O primeiro grupo inclui CTLDs identificados em bactérias parasitas e virus, em
ambos os casos a proteina contendo o CTLD estaria envolvida na interagdo com o hospedeiro.
E sugerido que haja, entre este grupo e os CTLDs de metazoarios, uma evolugio convergente.
O segundo grupo inclui duas proteinas de planta e uma proteina putativa codificada por uma
janela aberta de leitura (ORF - Open Read Frame) encontrada no genoma da bactéria
planctonica Pirellula sp. A funcdo, bem como, a origem do dltimo grupo ndo estéd clara
(ZELENSKY; GREADY, 2005).

A maioria da lectinas do tipo C liga-se a manose/glicose ou a galactose e
derivados. Lee e colaboradores sugerem que os grupos livres 3-OH e 4-OH dos anéis
glicidicos sdo essenciais para a interacdo entre os receptores de asialoglicoproteinas (proteinas
que contém o CTLD) e seus ligantes (glactose e derivados). Os autores observaram também
que estas duas hidroxilas sdo de igual importancia para a ligacdo de MBP-A, uma lectina do
tipo C ligante de manose que foi isolada do figado de ratos (LEE et al., 1991). Uma vez que 0
grupo 4-OH tem orientacdes diferentes para manose e galactose, o mecanismo para 0
reconhecimento ¢é diferente (LEE et al., 1991).

Os CTLDs possuem quatro atomos de Ca®*, no entanto, somente o Ca®* na
posicao 2 participa da interagdo com carboidratos. Os atomos 1, 3 e 4 parecem desempenhar
papéis estruturais na manutencdo da conformacdo do dominio (ZELENSKY; GREADY,
2005). Analises de sequéncia revelam que na posicdo do Ca** 2, relativa aos aminoacidos
Glu'®, Asn®® e Asp®, os residuos sdo altamente conservados nas lectinas do tipo C,
independente de sua especificidade. Por outro lado, as posi¢es 185 e 187 sdo Glu e Asn,
respectivamente, nas lectinas do tipo C ligantes de manose, e GIn e Asp, respectivamente, nas
lectinas ligantes de galactose (KOLATKAR; WEIS, 1996).

Mutantes da lectina MBP-A, uma lectina ligante de manose do tipo **EPN*’,
foram produzidos a partir de variagdes nas posi¢cdes 185 E — Q ¢ 187 N — D e tiveram sua

especificidade determinada. Como previsto, foi constatado que a MBP-A mutante ***QPD*®’
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possuia especificidade para galactose de ordem trés vezes maior que para manose
(DRICKAMER, 1992). Quando, além das posicGes 185 e 187, a posicdo 189 também foi
modificada (F—>W), o mutante originado (***QPDXW"®°) apresentou afinidade para galactose
de maneira similar as lectinas QPD naturais (IOBST, DRICKAMER, 1994).

Embora a especificidade das lectinas do tipo C seja determinada por poucos
aminoécidos conservados, dentro do CTLD, que possui em média 130 aminoacidos, existem
somente 14 residuos invariantes e 18 posi¢cdes conservadas (DRICKAMER; TAYLOR,
1993). Assim, a superfamilia de lectinas do tipo C é extremamente heterogénea a respeito de
estrutura primaria. Baseando-se nesta heterogeneidade e na diversidade funcional das lectinas
do tipo C, Drickamer (2002) prop6s a subdivisdo destas lectinas em sete subfamilias. Por
outro lado, Zelensky e Gready recentemente propuseram a inclusdo de mais 10 subfamilias,
totalizando 17 (TABELA 1).

Tabela 1 - Subdiviséo das lectinas do tipo C

Subfamilia Funcao
| Lecticanas Adesdo celular; integracdo tecidual
1| Asialoglicoproteinas Reciclagem de glicoproteinas; reproducao.
11| Colectinas Sistema imune inato; reconhecimento de patégenos
v Selectinas Adeséo celular
\ Receptores de células NK Inibicdo e ativacdo de células NK
VI Receptores multi CTLD Reciclagem endocitica
VIl Grupo Reg Regeneracéo das ilhotas pancreéticas
VIl Condrolectinas e lailinas Reciclagem endocitica; adesao celular
IX Tetranectinas Ativacdo do plaminogénio
X Poliscistina Desconhecida
XI Atractina Em ratos, é associada a mutacdes
Xl Eosindfilas Agentes citotoxicos contra parasitas
X1l DGCR2 Desconhecida
X1V  Trombomodulina Envolvida na inflamac&o e na adeséo celualr
XV BimLec Desconhecida
XVI  SEEC Desconhecida
XVII  CBCP/Frem1/QBRICK Adesdo celular

Adaptado de ZELENSKY e GREADY (2005).

Dentre as funcbes propostas para as lectinas do tipo C, a adesdo celular mediada
pelas selectinas e a participagdo das colectinas no sistema imune inato merece um enfoque

especial.
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As selectinas séo proteinas transmembranares do tipo I, cujo dominio extracelular
consiste em um NHz-terminal contendo um CTLD (DRICKAMER; TAYLOR, 1993).

As selectinas-L estdo presentes em células T e direcionam estas células para os
nddulos linfaticos periféricos, enquanto que as selectinas-E e -P permitem a interacdo ente o
endotélio e os neutrofilos e mondcitos, respectivamente. Além disso, a selectina-P media a
ligagdo entre plaquetas e 0 endotélio (LASKY, 1992).

A variedade de ligantes enddgenos que podem ser reconhecidos pelas selectinas
continua a ser totalmente estabelecida, mas ¢é sabido que todas as estruturas relacionadas com
0 antigeno de Lewis X sializado sdo reconhecidas por selectinas (LASKY, 1992). As
estruturas relacionadas ao antigeno de Lewis X, nas quais o acido sialico é substituido por um
grupo sulfato sdo também ligantes para a selectina-E (YUEN et al 1992). Estes resultados
sugerem que uma parte do sitio de ligacdo das selectinas deve acomodar um ligante com carga
negativa (DRICKAMER; TAYLOR, 1993).

As colectinas sdo proteinas sollveis que se organizam em oligdmeros (9-27
subunidades). O COOH-terminal das colectinas possui 0 DRC, enquanto que 0 NH,-terminal
contém um dominio do tipo colageno. O grupo das colectinas inclui as MBLs e a conglutinina
bovina, além das proteinas surfactantes pulmonares (DRICKAMER; TAYLOR, 1993). As
colectinas reconhecem carboidratos da superficie celular de patdgenos e desempenham um
papel importante na resposta imune inata (DRICKAMER; TAYLOR, 1993).

A proteina humana ligante de manose (MBP - Mannose Binding Protein) € uma
colectina secreta no figado. O monémero da MBP possui 32 kDa e se associa em trimeros,
esses trimeros sdo as unidades para a formacdo de estruturas multiméricas de até nove
unidades (KAWASAKI et al., 1983). A MBP pode atuar como opsonina, bem como ativar,
através de sua ligacdo a um patdgeno, os componentes complementos séricos do sistema
imune, que consistem de um conjunto de proteinas capazes de atacar o patdgeno extracelular
(TABONA et al., 1995).

Baixos niveis de MBP no soro podem estar associados com um nivel desregulado

de fagocitose por leucdcitos e susceptibilidade a infec¢bes (SUPER et al., 1989).

Lectinas do tipo F

As lectinas do tipo F sdo lectinas ligantes de fucose encontradas em vertebrados

ectotérmicos, protocordados e invertebrados. A familia de lectinas do tipo F é a mais recente
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familia de lectinas a ser identificada. As lectinas F possuem um unico sitio de ligacdo a fucose
e um motivo de ligacdo a Ca** (ODOM, 2004).

A resolucéo da estrutura tridimensional da lectina da enguia europeia, AAA
(Anguila anguila agglutinin) revelou um novo tipo de fold de lectinas, o fold tipo F (FIGURA
4). O fold do tipo F consiste de um sanduiche B (jelly roll) composto por duas folhas 3 de trés
e cinco fitas antiparalelas. A estrutura nativa de AAA, de maneira similar as colectinas, €
homotrimérica (BIANCHET; ODOM, 2002).

Figura 4 - Estrutura de AAA complexada com a fucose.

Adaptado de Bianchet; Odom, 2002. A figura é colorida no N ao C-terminal em PROGRESSAO de azul a
vermelha.

Lectinas do tipo F-box

Proteinas F-box estdo entre os principais componentes do sistema de regulacéo
das ubiquitinas. As ubiquitinas estdo relacionadas com a regulacdo, localizacdo e atividade
das proteinas citoplasmaticas mal formadas. A proteina Fbs 1 (F-box system 1 protein)
reconhece ubiquitina por um dominio de reconhecimento elipsoide formado por um sanduiche
de cinco fitas B antiparalelas. O sitio de ligacdo a carboidratos, especifico a dissacarideos de
GIcNAc, esta localizado no lado oposto do dominio de reconhecimento a ubiquitina e é
formado por dois loops que conectam as fita. A especificidade de Fbsl a dissacarideos de
GIcNACc permite o reconhecimento de glicoproteinas mal enoveladas, uma vez que todas as

glicoproteinas N-ligadas apresentam o core comum GIcNAc, (DRICKAMER, 2006).
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Lectinas do tipo H

Lectinas do tipo H incluem a lectina isolada de Helix promatia (HPA), a lectina
do octocoral Sinularia lochmodes (SLL-2) e as discoidinas isoladas de Dictyostelium
discoidenum. Essas lectinas compartilham cerca de 30% de identidade, além da afinidade por
galactose.

HPA é produzida nas glandulas albuminicas e nos ovos do caracol H.promatia.
HPA é uma glicoproteina que possui sua estrutura nativa formada por seis subunidades
idénticas organizadas em um trimero de dimeros, cujos Gltimos sdo ligados por pontes
dissulfeto (HAMMARSTROM et al., 1997).

SLL-2 é uma proteina de 122 kDa formada por 8 subunidades idénticas ligadas
por interagdes fracas. SLL-2 parece estar envolvida no reconhecimento e manutencdo do

simbionte Symbiodinium sp. presente em S.lochmodes (JIMBO et al., 2000).

Lectinas do tipo | (Siglecs)

As lectinas tipo imugloblinas ligantes de acido siadlico (Siglecs - Sialic acid-
binding lg-type lectins) pertencem a superfamilia das imunoglobulinas e formam a principal
divisdo das lectinas do tipo I. Elas s&o proteinas de membrana do tipo | caracterizadas por um
dominio do tipo imunoglobulina no amino terminal que contém o sitio de ligacdo a acido
sidlico (VASTA, AHMED, 2008).

As Siglecs podem ser divididas em duas subfamilias: o grupo evolutivamente
conservado, mas distantemente relacionado, das sialoadesinas (proteinas relacionadas a Sn,
CD22 e MAG); e o grupo evolutivamente relacionado a CD33, que compartilha de 50% a
99% de identidade em sua estrutura primaria (VASTA; AHMED, 2008).

Com poucas excecbes, as Siglecs sdo expressas em celulas do sistema
hematopoiético. O padrdo de expressdo das Siglecs varia bastante (FIGURA 5). Enquanto
algumas sdo restritamente expressas, outras sdo amplamente produzidas. Por exemplo, a
Siglec Sn é principalmente expressa por macréfagos, CD22 por células B, Siglec-8 por
eosindfilos e a Siglec-7 por células NK (Natural Killer), por outro lado, a Siglec-9 é expressa
por uma gama de células, incluindo neutréfilos, mondcitos, células dendriticas e células NK
(VASTA; AHMED, 2008).

A funcdo das Siglecs varia consideravelmente, uma vez que sua especificidade

por acidos sialicos é significativamente diferente. A maioria das Siglecs relacionadas a CD33
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e CD22 séo receptores inibidores de sinalizagdo, contendo um ou mais imunoreceptores em
suas porcOes citoplasmética, enquanto que Sn parece estar envolvida na interagdo célula-
célula (VASTA; AHMED, 2008).

As Siglecs parecem também estar envolvidas na infeccdo de mamiferos por
alguns patdgenos. A capacidade de produzir &cido sialico apareceu de maneira tardia ao longo
da evolucdo, comegando com o0s deuterostomos, portanto os &cidos sialicos estdo
normalmente ausentes na maioria dos patdgenos, incluindo bactérias e protozoarios
(ANGATA et al., 2002). Alguns destes patdgenos tém, entretanto, adquirido a habilidade para
apresentar acido sialico em suas superficies como uma forma de disfarce, de maneira a driblar
0 sistema imune inato e prevenir seu reconhecimento como organismos forasteiros (VIMR et
al., 2004).

Figura 5 - Expressdo celula-especifica de Siglecs no sistema hematopoiético e células

imunes de humanos.
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Adaptado de VARKI e; ANGATA, 2006. O padrdo de expressdo de Siglecs nas células precursoras da
membrana dssea nado esta elucidado, exceto no caso da CD33/Siglec-3.

Além disso, muitos virus possuem abundancia de &cidos sidlicos em seus
capsideos, uma vez que estes sdo fabricados em células hospedeiras. Sendo assim, € possivel
que os patogenos sializados usem o &cido sialico ndo s6 como protecdo, mas também como

um mediador que facilite sua entrada na célula, explorando a capacidade de ligacdo a &cido
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sialico das siglecs. E sabido, por exemplo, que o virus da gripe suina, infesta células mediante
interacdo com a siglec Sn (VANDERHEIJDEN et al., 2003).

Lectinas do tipo L.

Estas lectinas sdo caracterizadas por possuirem um DRC luminal muito similar ao
DRC das lectinas de leguminosas (FIGURA 6), mas as lectinas animais tipo-L sdo proteinas
de membrana envolvidas no sistema de secrecdo do RE, enquanto que as lectinas de
leguminosas sdo proteinas soltveis (ITIN et al., 1996).

Figura 6 - Arranjo terciario caracteristico de lectinas de leguminosas Lectinas tipo L.

Concanavalina A ERGIC-53

Adaptado de Lloris, 2002. Concanavalina A complexada com trimanosideo; ERGIC-53 nativa, uma lectina do
tipo L.

As células animais expressam quatro tipos de lectinas tipo-L: ERGIC-53 (ER
Golgi intermediate compartiment protein of 53 kDa - Proteina de 53 kDa do compartimento
intermediario entre o0 RE e o complexo de Golgi), VIP36 (vesicular integral membrane
protein of 36 kDa — proteina de 36 kDa integrante de membrana vesicular) , ERGL (ERGIC53
like protein — proteina tipo ERGIC53) e VIPL (VIP36 like protein — proteina tipo VIP36).
Estas lectinas compartilham um dominio lectinico luminal do tipo L, mas diferem no que diz
respeito a presenca de um dominio em espiral espiralada (ERGIC-53 e ERGL) e um sitio de
N-glicosilacdo (VIP36 e VIPL) (VASTA, AHMED, 2008).

ERGIC-53 é a classe de lectinas tipo L mais bem estudada, enquanto os dados

sobre VIP36, ERGLS e VIPL sdo bastante escassos. Mesmo assim, a informacao atual sobre a
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fungdo das lectinas tipo L, sugere que todos os quatro grupos estdo envolvidos no tréfego e
secrecdo de glicoproteinas (VASTA, AHMED, 2008).

Lectinas do tipo M

As lectinas do tipo-M estdo relacionadas e apresentam alto grau de similaridade
com as a-manosidases, mas lhes faltam os residuos chave para a catalise, bem como uma
ponte de sulfeto que parece ser essencial para a atividade enziméatica. Como resultado, as M-
lectinas ligam-se aos glicanos de manose de glicoproteinas do limen do RE, mas ndo tém
funcéo catalitica (DRICKAMER, 2006).

Como outras familias de lectina intracelulares, a familia das lectinas de tipo M ¢
de tamanho modesto. Mamiferos tém trés classes de M-lectinas: EDEM1, EDEM2 e EDEM3
(ER-associated degradation enhacing a-mannosidadse-like proteins - proteinas tipo o-
manosidases associadas ao RE que aumentam a degradacdo). Estas proteinas sdo, em geral,
conservadas em metazoarios, embora EDEML1 esteja ausente em Drosophila, por exemplo.
Leveduras tem uma lectina de tipo M Unica, Mnll, que estd relacionada com a EDEM1
(VASTA; AHMED, 2008; DRICKAMER, 2006).

Lectinas do tipo P

O DRC tipo P foi originalmente identificado em dois tipos de proteinas
transmembranares 1, os receptores de manose 6-fosfato dependentes de cations e independente
de cations (CD-MPR e CI-MPR, respectivamente). A designacdo "tipo-P" refere-se a
especificidade do DRCs nestas proteinas a manose-6-fosfato (M6P). O CD-MPR e CI-MPR
sdo conservados em vertebrados e também estdo presentes em organismos cordados
evolutivamente mais antigos, como ascidias (DRICKAMER, 2006).

O CD-MPR bovino é composto por um peptideo sinal de 28 residuos no N-
terminal, uma regido extracitoplasmatica de 159 residuos, uma regido transmembranar de 25
residuos e um dominio citoplasmatico de 67 residuos. A regido extracitoplasmatica do CD-
MPR bovino contém seis residuos de cisteina que estdo engajados na formacéo de trés pontes
dissulfeto intramoleculares que sdo essenciais para o folding correto do receptor
(WENDLAND et al., 1991).

Por outro lado, os CI-MPR contém uma regido N-terminal de 44 residuos, uma

longa regido extracitoplasmatica de 2.269 residuos, uma regido transmembranar de 23
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residuos e um C-terminal citoplasmatico de 163 residuos. A regido extracitoplasmética é
composta por 15 dominios similares de cerca 150 residuos cada, que sdo similares (15-38 %)
ao dominio extracelular do CD-MPR (VASTA; AHMED, 2008).

Os MPRs desempenham um papel essencial na formacdo dos lisossomos
funcionais, orientando hidrolases acidas sollveis recém sintetizadas contendo uma etiqueta de
manose-6-fosfato para os lisossomas (VASTA; AHMED, 2008).

Lectinas do tipo Quitinase

As lectinas do tipo quitinase ou Qui-lectinas sdo proteinas de mamiferos que
pertencem a familia 18 das glicosideo hidrolases. Trata-se de uma familia de proteinas
soluveis, intracelulares ou secretadas, que tém uma estrutura semelhante ao barril triose-
fosfato isomerase, por vezes, com a inser¢édo de um pequeno dominio a- (DRICKAMER,
2006).

Proteinas semelhantes a quitinases séo estruturalmente homdlogas as quitinases
verdadeiras, mas carecem dos residuos cataliticos. Mamiferos ndo produzem quitina, mas
possuem um pequeno numero de quitinases, sendo esta classe de enzimas representadas pelas
quitinases acidas (AMCase) e pelas quitotriosidases, tais proteinas parecem estar envolvidas
no sistema imune inato (DRICKAMER, 2006).

Em mamiferos, mas ndo em outros vertebrados, existem ainda proteinas muito
similares as quitinases supracitadas. A principal delas, YKL-40, mantém o sitio hidrofébico
de ligacdo e consequentemente a alta afinidade a quito oligossacarideos. A YKL-40 ¢
expressa, em humanos, por uma variedade de células, tais como células da musculatura lisa,
condrdctios, neutréfilos e macréfagos (DRICKAMER, 2006).

Lectinas do tipo R

Lectinas do tipo R sdo aquelas que se assemelham as proteinas toxicas de
vegetais, como a ricina e a abrina. Em invertebrados, a lectina hemolitica do pepino-do-mar
Cucumaria echinata (CEL-I11) merece especial conotacéo.

CEL-IIl é uma lectina dependente de Ca** capaz de lisar células mediante sua
oligomerizacdo e posterior formacdo de poros permeaveis a ions nas membranas das células

alvo. A oligomerizacdo de CEL-1Il1 na membrana € devida a modificacbes conformacionais,
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disparadas pela ligacdo da lectina ao acucar da superficie celular (HATAKEYMA et al.,
1996).

CEL-III reconhece GalNAc de maneira mais acentuada que qualquer outro
carboidrato simples, seguido por lactose e lactulose. CEL-I1I € capaz de hemolisar eritrocitos
humanos de maneira mais efetiva, enquanto que ndo causa danos a hemacias de coelho e
cavalo. A atividade hemolitica, ndo obstante, pode ser inibida pelos carboidratos supracitados,
indicando que a habilidade de hemolisar células é dependente do reconhecimento celular
especifico (HATAKEYMA et al., 1995).

CEL-11l também exibe forte citotoxicidade sobre algumas linhagens malignas,
especialmente sobre MDCK, contudo ndo afeta outras linhagens como CHO (Chinese
hamster ovary), sugerindo mais uma vez que a atividade bioldgica de CEL-I1l é mediada pelo
reconhecimento celular especifico (ODA et al., 1997).

A estrutura primaria de CEL-III consiste de 432 aminoacidos dispostos em trés
dominios: dois dominios (1 e 2) semelhantes a cadeia B da ricina, sendo estes dominios
responsaveis pela ligagdo a carboidratos; e um terceiro dominio (3) bastante hidrofobico
responsavel pela modificacdo conformacional que leva a oligomerizacdo (NAKANO et al.,
1999).

Analises por cristalografia de raios X revelaram que os dominios semelhantes a
cadeia B da ricina adotam um fold do tipo B trevo (FIGURA 7) e que cada um destes dois
dominios possui trés subdominios (a B e y) que adotam um falso trimero. Cada subdominio,
exceto 1B, contém um fon Ca®* e trés fons Mg?. O dominio hidrofébico, C-terminal,
apresenta um novo fold com folhas B estendidas com duas o hélices orientadas quase que
perpendicularmente as folhas p (UCHIDA et al., 2004).

Figura 7 - Estrutura tridimensional de CEL-III.

Dominio 1 Dominio 2

Domino 3

Adaptado de UCHIDA et al., 2004. Dominios 1-3 estdo coloridos em azul, verde e laranja, respectivamente.



34

Lectinas tipo S (Galectinas)

Galectinas sdo membros de uma familia de lectinas animais ligantes de
galactosideos e que evolutivamente conservam elementos estruturais e residuos chave no
DRC (BARONDES et al., 1994). 15 membros da familia das galectinas tém sido identificados
e classificados em trés grupos (FIGURA 8): prototipo (galectina-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -
14 e -15); quimera (galectina-3); e tipo tandem (galectina-4, -6, -8, -9 e -12)
(HIRABAYASHI et al., 2002).

Protogalectinas consistem de apenas um DRC com cerca de 130 residuos (Mr 14
kDa), podendo usualmente formar homodimeros e apresentar atividade hemaglutinante. A
quimerogalectina possui, além do DRC, um dominio amino terminal do tipo colageno,
portanto ndo pode causar hemaglutinacdo. As tandemgalectinas possuem dois DRCs
homaologos na mesma cadeia polipeptidica (KILPATRICK, 2002).

Figura 8 - Classificacéo estrutural de galectinas.

€ 2~ ,ut

Prototipo Quimera Tandem

Adaptado de Hirabayashi et al., 2002. Representa¢do esquematica de prototio (Galectina 1 complexada com
um oligossacarideo biantenario,1SLC); quimera (Galectina 3 complexada com N-acetillactosamina, 1KJL) e
tandem (Galectina 9 complexada com antigeno T, 2D6P).

A funcéo das galectinas é diversa e varia de acordo com a estrutura e localizacédo
da mesma. Galectinas podem desempenhar importantes papéis durantes diferentes etapas de
processos tumorais (FIGURA 9). A galectina-1 e a galectina-3 podem mediar a transformacéo
neoplastica pela interacdo com oncogenes, tais como Ras. As galectinas podem também
controlar a progressao tumoral por meio da modulacdo do ciclo celular. Em particular, a
galectin-3 regula os niveis de reguladores do ciclo celular, incluindo as ciclinas (A,E e D) e 0s

inibidores de ciclo celular: p21 e p27. As galectinas podem ainda regular a apoptose.
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Galectinas-1 e -9 induzem a apoptose de células tumorais quando adicionadas exogenamente
a celula, enquanto que as galectinas-7 e -12 promovem a apoptose através de mecanismos
intracelulares. Endogenamente, a galectina-3 tem atividade anti apoptotica e desloca-se para a
membrana perinuclear e mitocdndria quando a célula tem estimulos apoptéticos (FU-TONG;
RABINOVICH, 2005).

Figura 9 - Galectinas desempenham importantes papéis durante diferentes estagios do

ciclo celular.
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Adaptado de Fu-Tong; Rabionovich, 2005.

A galectina-3 é uma proteina de 31 kDa que apresenta em sua estrutura primaria
250 residuos de aminodcidos distribuidos em trés dominios: um dominio amino terminal; um
dominio intermediario do tipo colageno, rico em glicina, tirosina e prolina; e um dominio
carboxi terminal. O dominio amino terminal consiste de 12 residuos contendo sitios para
fosforilacdo que regulam a atividade da proteina. O dominio do tipo colageno contém dois
sitios de reconhecimento a metaloproteianases. No carboxi terminal reside o DRC de 140
residuos que define a familia de galectinas (BARONDES et al., 1994; HERRMAN et al.,
1993).

Predominantemente, a galectina-3 é encontrada no citoplasma, contudo, ela pode

adentrar o nicleo por duas vias: via passiva (difusdo); e por transporte ativo (NAKAHARA et
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al., 2004). A galectina-3 pode também ser secretada por uma via ndo classica, uma vez que
ndo se encontram sequéncias sinais consenso para secrecdo (HUGHES et al., 1999).

As galectinas-1 de diversas fontes compartilham cerca de 80 % de identidade de
sequéncia, formam dimeros e ndo possuem glicanos, ou mesmo dominios transmembranares
em sua constituicdo. Grupos sulfidrilas ndo sdo essenciais para a ligacdo a carboidratos, mas
inativacdo oxidativa estd associada a mudancas conformacionais ocorridas devido formacao
de pontes dissulfeto intramoleculares (KILPATRICK, 2002).

A galectina-1 é capaz de induzir a apoptose de diversas células e parece estar
envolvida na selecdo do timo (PERILLO et al., 1995). Além disso, é sugerido que a galectina-

1 desempenhaa um papel no splicing do pré -RNA mensageiro (VYAKARMAN et al., 1997).

Lectinas do tipo X

Lectinas do tipo X sdo proteinas dependentes de Ca®*, mas que n3o apresentam
um DRC do tipo C.

A primeira lectina do tipo X, XL35, foi identificada nos oocitos e embrides do
sapo Xenopus laevis. XL35 é uma lectina ligante de galactose/GalNAc de 45 kDa que forma
oligdbmeros de até 500 kDa. A estrutura primaria de XL35 possui 313 aminoacidos e trés
potenciais sitios para N-glcosilacdo, além de um peptideo sinal no amino terminal (LEE et al.,
1997). A estrutura primaria da XL35 nao apresenta similaridade com as lectinas do tipo C, o
que levou a criacdo de uma nova familia de lectinas animais (LEE et al., 2004).

Hipotéticas lectinas do tipo X foram identificadas no genoma de varios outros
animais, tais como sapo, lampréia, truta e ascidia. Todas essas proteinas putativas além de
compartilharem similaridade de estrutura priméaria, conservam um dominio do tipo
fibrinogénio, o qual parece estar envolvido na ligacdo a carboidratos (LEE et al., 2004).

Homologos de XL35 foram encontrados tambéem em mamiferos. As intelectinas,
como sdo conhecidas, apresentam cerca de 60% de identidade com XL35 e sdo expressas no
intestino delgado de ratos (VASTA; AHMED, 2008).

Lectinas ligantes de Ramnose
As lectinas ligantes de ramnose (RBL - L-rhamnose binding lectin) sdo uma

familia de lectinas animais que se ligam especificamente a L-ramnose ou D-galactose
(KILPATRICK, 2002). As RBLs tém sido encontradas em peixes 6sseos (HOSONO et al.,
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1993), ourigos (OZEKI et al., 1991), ostras (NAGANUMA et al., 2006) e ascidias
(GASPARINI et al., 2008). As RBLs parecem ser um componente importante do sistema
imune inato, atuando como PRPs (Pattern recognition proteins - Proteinas de reconhecimento
de padrdes), ou seja, proteinas responsaveis por reconhecer padrdes bioquimicos ndo préprios:
PAMPs (Pathogen-associated molecular pattern - Padrfes moleculares associados a
patogenos).

As RBLs sdo encontradas em diversos tecidos, incluindo brénquias, intestino e
baco, mas séo realmente conhecidas pela presenca em ovos. RBLs sdo capazes de aglutinar
bactérias Gram negativas e Gram positivas por ligarem a LPSs e é&cido lipotéco,
respectivamente (TATENO et al., 2002).

Muitas RBLs sdo compostas por dois ou trés dominios tandem com DRCs
repetidos. Cada dominio consiste de aproximadamente 95 residuos de aminoécidos e
compartilham quatro pontes dissulfeto conservadas (SHIRAI et al., 2009).

As RBLs podem ser divididas em cinco classes: I. Possuem trés DRCs tandem; 1.
Possuem dois DRCs idénticos e um dominio néo relacionado; I11 e 1V possuem dois dominios
repetidos que apresentam especificidades distintas; V. Possui apenas um DRC podendo
formar homodimeros através de uma ponte dissulfeto (SHIRAI et al., 2009).

Atualmente, somente uma RBL possui estrutura tridimensional resolvida. CSL3,
lectina isolada dos ovos do salmado, teve sua estrutura determinada por cristalografia de raios-
X (SHIRAI et al., 2009). CSL3 apresenta-se como um homodimero que consiste de duas
cadeias polipeptidicas conectadas por links inseridos entre os dominios, dois dominios por
mondmero e os links sdo constituidos pelos pentapeptideos QQQET de cada l6bulo (FIGURA
10). O DRC N-terminal de uma cadeia polipetidica esta arranjado com o0 DRC C-terminal da
segunda cadeia polipetidica e vice-versa, assim, a estrutura geral da proteina organiza-se

como um pseudo tetrdmero, revelando um arranjo unico para lectinas (SHIRAI et al., 2009).
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Figura 10 — Estrutura tridimensional da lectina ligante de ramnose, CSL3, complexada

com Melobiose.

Links Lébulo 1

Figura 10. Adaptado de SHIRAI et al., 2009. Estrutura dimérica de CSL3. (a) Subunidades A e B de CSL3,
em azul e laranja, respectivamente. O N e C-terminal das unidades A e B sdo nomeados AN, AC, BN e BC,
respectivamente. (b) As hélices e fitas estdo representadas por cilindros e setas, respectivamente, estando em
destaque somente na subunidade B. As pontes dissulfeto estdo mostradas como linhas azuis, os circulos
vermelhos indicam a posicéo dos DRCs.

Pentraxinas

As pentraxinas constituem uma pequena familia de lectinas caracterizadas pela
presenca de uma estrutura anelar que pode ser encontrada em duas classes de proteinas
humanas bem conhecidas: as proteinas reativas C (CRP) e 0os componentes séricos amildides
P (SAP) (STEELE; WHITEHEAD, 1994). As pentraxinas humanas possuem cinco
subunidades idénticas arranjadas ciclicamente ao redor de um espago de 2 nm de didmetro e a
estrutura terciaria (FIGURA 11) é a mesma encontrada na maioria das lectinas de
leguminosas, o B sanduiche jelly roll (GEWURZ et al., 1995).
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Figura 11 - Arranjo pentamérico de uma pentraxina humana.

Adaptado de Brinda et al., 2005. Conformacao pentamérica caracteristica de todas as pentraxinas.

Anéalogos de CRP e SAP parecem estar distribuidos em todos os vertebrados e
moléculas relacionadas tém sido também identificadas em tunicados (ELOLA et al., 1994) e
no caranguejo ferradura (SHRIVE et al., 1999).

CRP e SAP compartilham cerca de 50% de identidade de sequéncia, cada uma das
duas proteinas é codificada por um Unico gene, presente no cromossomo 1, e secretadas pelo
figado (STEELE; WHITEHEAD, 1994; GEWURZ et al., 1995). Ambas as proteinas sdo
dependentes de Ca®*, apesar de ndo serem consideradas lectinas do tipo C. Além disso, CRP e
SAP podem se ligar ao DNA e a fosfolipideos (DRICKAMER, 2002).

CRP e SAP parecem estar envolvidas no sistema imune inato, atuando no inicio,
bem como na atenuacao da resposta inflamatoria. CRP reconhece células nao proprias, ativa o
sistema complemento e induz a liberacdo de citocinas no processo de inflamacédo, por outro
lado, SAP parece atuar como opsonina (BICKERSTAFF et al., 1999).

Além de CRP e SAP, 0 homem possui uma terceira classe de pentraxina, PTX3.
Essa pentraxina possui similaridade de sequéncia com CRP e SAP e peso molecular similar,
42 kDa (ALLES et al., 1994). Acredita-se que PTX3 possa reconhecer patdégenos especificos
como Aspergillus furmigatus (GARLANDA et al., 2002).

Tachylectinas

Primariamente descritas no caranguejo Tachypleus tridentatus, as tachylectinas

sdo proteinas com seis dominios repetidos contendo de 33 a 38 residuos cada. As
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tachylectinas tem a habilidade de ligar-se a lipopolissacarideos (LPS), o que sugere sua
provavel funcéo de defesa (KILPATRICK, 2002).

Tachylectina-1 é composta de 232 residuos de aminoécidos dispostos em seis
dominios repetidos (FIGURA 12), ndo é glicosilada e possui um aomo de zinco em sua
estrutura. Além disso, ela ndo foi capaz de agutinar eritrocitos humanos, mas apresentou forte
ligagdo a LPS (NAGAI et al., 1999). Tachylectina-1 é idéntica proteina L6 e a tachylectina-P,
outras lectinas isoladas de T. tridentatus.

Figura 12 - Alinhamento dos dominios da tachylectina-1

2- QTHINEKMSHLTVTPR . FVW[EAYNNVHDMFR C TIR[P C|T[GlS N -39
39- WYIIQIKEGMKHVSASGYGY NSKDQMFKCPK|IPCN|GE . -76
77- 3 VIN|I PeJKMMKHISGSG|SWE NCNDQOMFR CKIKIPC|S|GO . -114
115- QIK|VEE]SMKQIDADDH. E NSNDNMY KR PVIDGN|G[S . -151
152- QWELVDESMKQVDGGRD . L TONDEMFRRPVIDG|S[G. . -189
190- QWVIR|ILS[E]YMKOCDASGD . S NSNDDJ4F E S VIPA SIK[S|C . -226

Alinhamento realizado utilizando o programa ESPript 2.2.

Na esponja Suberites domuncula, uma tachylectina (LEC_SUBDO) também foi
identificada. Usando técnicas de biologia molecular, Schroder e colaboradores descreveram
uma lectina capaz de ligar-se a GIcNAc e LPS. LEC_SUBDO e assim como tachylectina-1
apresentou trés pontes dissulfeto intracadeia e seis dominios repetidos (SCHORODER et al.,
2003).

1.1.3.2 Lectinas de Esponja

A presenca de lectinas em esponjas foi inicialmente descrita por Dodd e
colaboradores nas espécies Cliona celata e Axinella sp. As lectinas de ambas as espécies,
embora capazes de aglutinar hemécias de maneira diferenciada, foram inibidas por galactose
(DODD et al., 1966).

Contudo, foi s6 no ano de 1976 que as primeiras lectinas de esponja foram obtidas
de forma pura. Bretting e Kabat trabalhando com a esponja adriatica, Axinella polypoides,
isolaram duas lectinas (lectina | e Il) através de cromatografia de afinidade em matriz de
Sepharose 4B. A lectina | é uma proteina de 21 kDa e pl de 3,8, enquanto que a lectina Il tem
15 kDa e pl de 3,9. Ambas as lectinas foram inibidas por galactose e aglutinaram eritrocitos
humanos do tipo B, mas ndo do tipo A e O (BRETTING; KABAT, 1976).
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No mesmo ano, Bretting e Kabat isolaram trés lectinas de Aaptos papilata (ApL-I,
ApL-11 e ApL-I1l). Em SDS PAGE, ApL-I apresentou bandas de 12 kDa e 21 kDa, enquanto
que ApL-Il e ApL-IIl apresentaram uma Unica banda de 16 kDa, sendo consideradas como
isolectinas. ApL-I foi especifica a glicoproteinas contendo no terminal ndo redutor residuos de
GIcNAc, ApL-Il e ApL-111 foram inibidas por &cido sialico e GIcNAc (BRETTING; KABAT,
1976).

A esta altura foi proposto que os responsaveis pela manutencdo da coesao celular
de esponjas eram os fatores de agregacéo dependentes de Ca?* e as lectinas ndo dependentes
de ions metalicos, tais como aquelas isoladas de Axinella polypoides e Aaptos papilata. Esta
teoria ganhou forca quando em 1979, Vaith e colaboradores revelaram pela primeira vez o
envolvimento de uma lectina na agregacao celular. Na ocasido, Vaith e seus colegas isolaram
uma galectina da esponja Geodya cydonium (VAITH et al., 1979).

Muller e colegas sugerem que a galectina de Geodya cydonium (GcG) forma uma
ponte entre células da mesoderme e os fatores de agregacdo, mantendo a coesao de células de
G. cindonium (MULLER et al., 1979).

Em 1981, Muller e colaboradores isolaram uma lectina da esponja Halichondria
panicea. A lectina foi inibida por acido galacturénico, acido glucurénico e fucose. No mesmo
trabalho, uma cepa da bactéria marinha Pseudomonas insolita foi isolada da propria esponja
H. panicea. Curiosamente, a lectina de H. panicea ndo demonstrou efeito agregativo em
células de H.panicea ou de outras esponjas, no entanto, a lectina induziu o crescimento da
bactéria P. insolita, enquanto que ndo afetou cepas bacterianas extraidas de outras seis
esponjas. Os autores sugerem que a lectina de H. panicea seja a base para o reconhecimento
especifico de simbiontes (MULLER et al., 1981). Pela primeira vez era evidenciada uma
atividade enddgena para lectinas de esponja, diferente daquela proposta inicialmente por
Bretting.

No mesmo, Bretting e colaboradores relataram o potencial mitogénico de GcG. A
uma concentracdo minima de 5.6 ug.mL™, GcG foi capaz de induzir linfécitos humanos a
mitose (BRETTING et al., 1981). Mais tarde outras lectinas mitogénicas também foram
encontradas nas esponjas Cinachyrella alloclada (ATTA et al., 1989), Desmapsana
anchorata (ATTA et al., 1990), Pellina semitubulosa (ENGEL et al., 1992), Crambe crambe
(DOGOVIC et al., 1996) e Craniella australiensis (XIONG et al., 2005).

Os trabalhos iniciais com lectinas de esponja atrairam o interesse de alguns
pesquisadores, especialmente devido as atividades biologicas disparadas por tais lectinas,

tanto de maneira enddgena quando exdgena.
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Em 1981, Bretting e colaboradores fizeram um levantamento da atividade
hemaglutinante de extratos aquosos de esponjas coletadas no mar Mediterraneo. Dentre as 32
esponjas testadas, 21 apresentaram atividade hemaglutinante para algum tipo/tratamento de
eritrécito testado (BRETTING et al., 1981). No mesmo trabalho os autores reportaram a
purificacdo de uma lectina ligante a Gal/GalNAc de Axinella dissimilis (BRETTING et al.,
1981).

Em outro trabalho realizado com esponjas coletadas no mar Vermelho, na barreira
de corais da Australia e na Florida, Mebs e colegas obtiveram resultados semelhantes aos de
Bretting. Das 48 esponjas testadas, 20 apresentaram atividade hemaglutinante e duas foram
isoladas das espécies Haliclona sp.e Cinachyra tenuifolia. Ambas as lectinas foram inibidas
por lactose (MEBS et al., 1985).

Lectinas ligantes de lactose também foram isoladas de Disydea herbacea
(KAMIYA et al., 1985?) e Phyllospongia foliascens (KAMIYA et al., 1985).

Em outra esponja do género, Halichondria okadai, trés lectinas foram purificadas
por cromatografia de afinidade. HoL-I (20 kDa) foi inibida por carboidratos contendo o grupo
N-Acetil, enquanto que HoL-I1 (40 kDa) foi inibida por lactose e LacNAc (KAWAGISHI et
al., 1994). HoL-30, a terceira lectina de H.okadai, ¢ uma proteina de 30 kDa que reconhece
galactose e oligossacarideos de galactose (KAWSAR et al., 2008). A sequencia de HoL-30
foi parcialmente determinada, porém ndo houve indicios sobre seu papel fisiologico
(KAWSAR et al., 2008).

J& nos anos 2000, Miarrons e Fresno realizaram um levantamento da atividade
hemaglutinante em extratos aquosos de esponjas coletadas na costa da Venezuela. Dentre as
22 espécies coletadas, 10 apresentaram atividade hemaglutinante e duas lectinas foram
isoladas de espécies do género Aplysina (A. archeri e A. lawnosa). Ambas as lectinas, AAL e
ALL, sdo tetrdmeros de 63 kDa formados por subunidades de 16 kDa unidas por interacfes
fracas. AAL e ALL apresentaram pl de 4,1 e 4,5 e teor de carboidratos de 3,5 e 5 %,
respectivamente. Ambas as lectinas foram inibidas por EDTA, galactose e dissacarideos de
galactose, além de glicoproteinas, incluindo tiroglobulina e formas desializadas de
orosomucéide (MIARRONS; FRESNO, 2000).

Lectinas dependentes de Ca®* também foram isoladas em Aphrocallistes vastus.
APHRLEC-1 e APHRLEC-2 sdo glicoproteinas N-ligadas e membros da familia de lectinas
do tipo C. Gundacker e colegas sugerem que as duas isolectinas desempenhem um papel
similar do de G¢G, mas de uma maneira dependente de Ca®* (GUNDACKER et al., 2001).
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Na esponja dulciaquicola Lubomirskia baicalensis, uma lectina ligante de manose,
também pertencente a familia do tipo C, foi identificada, caracterizada por técnicas de
biologia molecular e parece estar envolvida na biomineralizagdo. A MBL de L. baicalensis,
juntamente com silicateinas e uma proteina mago nashi, regula o crescimento de espiculas
silicosas que estdo diretamente relacionadas com o crescimento da esponja. Dessa forma, o
nivel de expressdao da MBL esta relacionado com o habitat da esponja, uma vez que foi
observado que em pequenas profundidades somente formas incrustantes da esponja sao
encontradas, enquanto que formas “arboreas” sdo encontradas a mais de 5 m de profundidade
(WIENS et al., 2006).

Também utilizando técnicas de clonagem, duas tachylectinas foram identifacadas
nas esponjas Ephydatia fluviatis e Suberites domuncula (SCHRODER et al.,, 2003;
FUNAYAMA et al., 2005). As duas lectinas, assim como os demais membros da familia das
tachylectinas, possuem dominios repetidos ao longo de sua estrutura primaria.

Uma lectina dependente de Ca®*, mas ligante de galactose foi isolada de Cliona
varians. CvL-1 (Cliona varians lectin) € uma glicoproteina formada por quatro subunidades
idénticas de 27 kDa ligadas por pontes dissulfeto. CvL-1 é capaz de aglutinar formas
promastigotas de Leishmania chagasi e possui efeito citotdxico sobre bactérias gram positivas
(Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus), sem, contudo, afetar bactérias Gram negativas.
Estes dados sugerem que CvL-1 pode estar envolvida na defesa da esponja contra patdgenos
(MOURA et al., 2006).

Pouco tempo depois do isolamento de CvL-1, Queiroz e colaboradores (2008)
avaliaram o efeito da mesma sobre modelos de inflamacéo in vitro. Os autores relataram que
CvL-1 possui potente atividade pro-inflamatéria em camundongos. Os autores relataram ainda
que CvL-1 foi capaz de induzir a migracdo de neutrdfilos pela liberacdo de citocinas
quimotaticas e ativacao de macréfagos residentes (QUEIROZ et al., 2008a).

No mesmo ano, Queiroz e colaboradores (2008b) reportaram o efeito citotoxico
de CvL-I sobre células de cancer. CvL-I induziu células malignas a apoptose ap0s 72 horas de
exposicdo, apresentando valores de IC50 em torno de 70 pg.mL™ para células leucémicas
K562 e 100 pg.mL™ para células JUR-KUT. Além disso, CvL-1 ndo apresentou efeito
citotoxico consideravel sobre células sadias (QUEIROZ et al., 2008b).

Ainda no mesmo estudo, 0s autores demonstraram que a protease catepsina B
parece mediar a morte celular por uma via caspase independente, além disso, a expressdo do
fator de necrose tumoral (TNFR1) foi up regulada e a expressao da subunidade p65 do fator

kappa b (NFkB) foi down regulada em células tratadas com CvL-1. Como conclusdo, 0s
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autores sugerem que a citotoxicidade induzida por CvL-1 depende de uma conexao
desconhecida entre a catepsina B e um receptor de membrana nédo caracterizado envolvido em
uma via de morte celular alternativa (QUEIROZ et al., 2008b).

Lectinas de esponja que apresentem citotoxidade frente a células maliganas
também foram isoladas de Haliclona cratera (PAJIC et al., 2002) e Cinachyrella appion
(MEDEIROS, 2008). A lectina da ultima, CaL (Cinachyrella appion lectin), € uma proteina
de 15 k Da que pode formar estruturas oligoméricas de 120 kDa. CaL € independe de ions
metélicos e ligante de lactose, embora seu N-terminal ndo se assemelhe a familia das
galectinas (MEDIROS, 2008).

Em 2005, Dresch e colegas realizaram um novo levantamento da atividade
hemaglutinante e hemolitica de esponjas coletadas no litoral do Brasil. Das 20 espécies
testadas, 12 apresentaram algum tipo de atividade (DRESCH et al., 2005). Posteriormente,
duas lectinas foram isoladas de Axinella corrugata. AcL-l é uma glicoproteina de 14 kDa e
ligante de GIcNAc (DRESCH et al., 2008). AcL-Il possui 80 kDa e afinidade por galactose
(DRESCH et al., 2012). AcL-I apresentou atividade mitogénica frente a células humanas
mononucleares, citotoxidade contra nauplios de Artemia e efeito quimotatico sobre
neutrofilos (DRESCH et al., 2008; DRESCH et al., 2012). Testes de imunohistoquimica
sugerem que AcL-l é armazenada em vesiculas intracelulares e raramente é encontrada na
matriz extracelular (DRESCH; 2008).

Recentemente, uma nova galectina foi isolada da esponja Cinachyrella sp. CchG
(Cinachyrella galectin) € uma proteina de 16 kDa que se organiza em dimeros ou tetrameros
(UEDA et al., 2012). CchG apresentou propriedades mudulatorias sobre receptores de
glutamato, sem, contudo, causar convulsdo em ratos (UEDA et al., 2012). CchG foi
cristalizada e pela primeira vez uma estrutura terciaria de uma lectina de esponja foi resolvida
(FREYMAN et al., 2012).

1.1.3.1.1 Lectinas do género Haliclona

O género Haliclona é conhecido pela producdo de um alcaloide toxico
denominado halitoxina. Entretanto, lectinas também tem sido alvo de estudos neste género.

A primeira deteccdo de atividade hemaglutinante em esponjas do género foi
realizada em Haliclona sp. A lectina isolada possui massa de 24 kDa e reconhece lactose
(MEBS et al., 1985).
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Posteriormente, uma nova lectina foi purificada de H. cratera. A lectina em
questdo (HcL) é um dimero formado por duas subunidades idénticas de 14 kDa cada. HcL foi
inibida por galactose, GalNAc, lactose, dissacarideos de galactose e galactomanana. Além
disso, HcL mostrou efeito citotoxico sobre as linhagens malignas HeLA e FemX, com valores
de 1C50 de 9 pg.mL™ e 11 pg.mL™?, respectivamente (PAJIC et al., 2002).

Recentemente, uma nova lectina foi isolada de H. caerulea (H-2) através de
combinacdo de cromatografia de troca catibnica e aniénica (CARNEIRO, 2011). H-2 é uma
proteina de 27 kDa formada por duas subunidades de 15 kDa unidas por interacdes fracas. A
lectina foi inibida por glicoproteinas O-ligadas, tais como mucina de estdmago de porco
(PSM — porcine stomach mucin) e orosomucoOide. A estrutura primaria de H-2 foi
parcialmente determinada, mas ndo apresentou similaridade com nenhuma lectina conhecida
(CARNEIRO, 2011).

1.1.3.1.2 Biologia estrutural de lectinas de esponja

Desde o trabalho inicial de Dodd em 1960, lectinas de esponjas marinhas tem sido
isoladas, caracterizadas, e ao contrario da maioria das lectinas de invertebrados, seu papel
biologico tem sido demonstrado com certa amplitude. Entretanto, caracteristicas estruturais
destas lectinas tém sido pouco estudadas.

Em um estudo pioneiro, duas lectinas de Axinella polypoides (lectina I e Il) foram
sequenciadas por degradacdo de Edman e espectrometria de massas (MS) (BUCK et al., 1991,
BUCK et al., 1998). A lectina | (16.228 Da) possui 145 aminoacidos e uma ponte dissulfeto
entre as posicoes 4 e 46 (BUCK et al., 1998). Inicialmente, a lectina | foi agrupada como uma
lectina do tipo (QxW)3, uma familia de lectinas (tipo R) relacionadas a ricina (HASER, 1996).
No entanto, a relacdo entre a lectina | de Axinella e as lectinas do tipo R é considerada fraca,
pois a lectina | possui apenas uma sequéncia QxW (BUCK et al., 1998).

A lectina Il (15.847 Da) possui 147 aminoacidos, incluindo duas cisteinas
envolvidas em uma ponte dissulfeto intracadeia nas mesmas posicGes em que ocorre na
lectina 1. Além disso, a lectina Il compartilha 65% de identidade com a lectina | e ndo possui
glicosilacdo (BUCK et al., 1998).

Em outro trabalho, Pfeifer e colaboradores (1993) deduziram, a partir de técnicas
de biologia molecular, a estrutura primaria de duas isolectinas da esponja G. cydonium. G¢cG-
1 e GcG-2 apresentaram uma sequencia de 38 aminoacidos conservados que sdo
caracteristicos do DRC das galectinas de vertebrados (PFEIFER et al., 1993).
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Inicialmente, foi proposto que GcG desempenhasse um papel biologico
extracelular, estando envolvida na agregacgéo celular por interagir com fatores de agregacéao
(WAGNER-HULSMANN et al., 1996). Esta galectina ancestral foi também considerada
como uma precursora das galectinas atuais (COOPER; BARONDES, 1999).

A estrutura primaria de GcG indica uma relagdo direta com a galectina-1.
Entretanto, GcG compartilha caracteristicas inerentes a galectinas do tipo quimera, tais como
a preferéncia por terminais relacionados aos carboidratos do epitopo sanguineo A, em
detrimento do reconhecimento a polilactosaminas. Além disso, as funcbes extracelulares da
galectina-3 podem ser mimetizadas pela G¢cG (STALZ et al., 2006).

Os DRCs de galectinas do tipo quimera apresentam dele¢fes ou substituicdes nas
posicdes 161 e 162, sendo este fator responsavel pela habilidade destes CRDs de acomodarem
melhor carboidratos ndo redutores, adicionalmente, é proposto que Arg** e Ile*** formam
uma extensdio do DRC que permite as galectinas do tipo quimera acomodarem
tetrassacarideos (LEFFLER et al., 2004). As posicdes Arg*® e 1le'* da galectina-3
correspondem a Ala®® e Ser®* em GcG, o que indica que a especificidade de ligagdo de GcG,
semelhante as galectinas-3, pode ter uma base estrutural diferente (STALZ et al., 2006).

Em Cinnachyrella sp., uma nova galectina (CchG) foi isolada por e Ueda e
colaboradores (2012). CchG teve sua sequencia de aminoacidos deduzidas apos clonagem do
cDNA. CchG possui 147 aminoacidos, incluindo cinco residuos conservados do DRC de
galectinas Arg*’, Asn®, Trp®, Glu™ e Arg™. A estrutura primaria de CchG apresentou 16%
de identidade com a galectina da enguia europeia Anguila anguila, 19 % com galectina-1
humana e 23% de identidade com a galectina de Geodia cydonium. Os dados obtidos por
Ueda e colegas sugerem que CchG é uma galectina do tipo proto (UEDA et al., 2012).

Dados de cristalografia de raio-X revelaram que o mondémero de CchG consiste de
duas folhas B antiparalelas, compostas por cinco fitas  cada (FIGURA 13). Esta estrutura é
caracteristica de outras proto galectinas e a topologia das folhas B é similar aquelas
encontradas em outras galectinas. Os monémeros de CchG associam-se formando dimeros
candnicos. A estrutura tetramérica (dimero de dimeros) que ocorre em CchG é mediada por
uma rara estrutura estabilizada por uma ponte dissulfeto entre cisteinas adjacentes
(FREYMAN et al., 2012).

A terceira lectina de Halichondria okadai, HolL-30, teve sua sequencia
parcialmente determinada por digestdes proteoliticas e degredacdo de Edman. HoL-30 nédo
apresentou similaridade com nenhuma lectina com excessdo de um peptideo que mostrou
identidade de 46% com uma regido da galectina de G.cydonium (KAWSAR et al., 2008). O
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peso molecular de HoL-30 (30.000 Da) a diferencia das galectinas proto, mas é similar ao

peso das galectinas do tipo quimera (31.000 Da).

Figura 13 - Estrutura tetramérica de CchG (Cinachyrella sp. Galectin).

Pontes S-S
Interface
Dimero-dimero

Adaptado de FREYMAN et al., 2012. Os mondmeros de CchG associam-se em dimeros can6nicos e a estrutura
tetramérica é estabilizada por uma incomum ponte dissulfeto entre cisteinas adjacentes.

Em Suberites domuncula e Ephydatia fluviatilis, duas lectinas relacionadas as
tachylectinas foram identificadas e suas sequéncias de aminoacidos foram deduzida pelo uso
de técnicas de biologia molecular. LEC_SUBDO e a lectina Ef, assim como as lectinas do
caranguejo ferradura, possuem um dominio transmembranar e seis dominios repetidos ao
longo da estrutura (SCHRODER et al., 2003; FUNAYAMA et al., 2005). As duas lectinas
apresentaram 62% de identidade entre si, além de mais de 50% de identidade com as lectinas
do caranguejo ferradura T.tridentatus (FUNAYAMA et al., 2005).

Duas isolectinas do tipo C foram identificadas em Aphrocallistes vastus.
APHRLECC-1 e APHRLECC-2 sdo proteinas de 191 residuos de aminoacidos que
compartilham 87% de identidade. Ambas as lectinas possuem um sitio de N-glicosilacéo, trés
pontes dissulfeto intracadeia e um dominio transmembranar. Curiosamente, as lectinas podem
ser solubilizadas dos tecidos sem o uso de detergentes, entretanto, o alto grau de
hidrofobicidade do dominio N-terminal sugere que as duas sejam proteinas de membrana do
tipo Il (GUNDACKER et al., 2001).

Cliona varians possui uma lectin dependente de Ca?*, mas estudos recentes

sugerem que CvL-1 ndo seja uma lectina do tipo C. A massa de CvL-1 determinada por
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MALDI TOF foi de 19.779 Da para a forma alquilada de CvL-1 e este valor diverge bastante
daquele obtido por SDS-PAGE (27 000). Cerca de 80% da estrutura priméria de CvL-1 foi
determinada por MS, mas nenhuma similaridade foi observada entre os peptideos encontrados
e lectinas do tipo C ou qualquer outra (dados ndo publicados).

Dentre  0os  peptideos  encontrados em  CvL-1, a  sequencia
VIL/IYP[L/IIPVGNVVETI[L/I]JR é idéntica a regido interna de fatores de crescimento
epidermais (Epidermal Growth Factor - EGF) dos ouricos Anthocidaris crassispina e
Heliocidaris crassispina. Interessantemente, as selectinas-L, lectinas do tipo C e
transmembranares do tipo Il, possuem um dominio do tipo EGF em sua estrutura. CvL-1 ndo
parece ser uma proteina de membrana uma vez que pode ser solubilizada a partir de tecidos
sem o auxilio de detergentes. A relacdo entre CvL-1 e selectinas e/ou EGFs ainda ndo esta
clara (dados ndo publicados).

Em suma, os estudos estruturais de lectinas de esponja sdo ainda bastante
escassos, totalizando somente oito lectinas com estrutura primaria determinada, incluindo as
duas galectinas de Cinnachyrella sp. e Geodia cydonium, as isolectinas tipo C de
Aphrocallistes vastus, as lectinas tipo R de Axinella polypoides, a MBL de Lubomirskia
baicalensis e as tachylectinas de Ephydatia fluviatilis e Suberites domuncula. Até o momento,
apenas uma vez uma lectina de esponja foi cristalizada e sua estrutura terciaria resolvida
(galectina de Cinnachyrella sp.). Portanto, os estudos estruturais das lectinas de poriferos
fazem-se necessarios uma vez gque as mesmas tém mostrado importantes atividades biologicas

com elevado potencial biotecnologico.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Isolar duas novas lectinas de Haliclona caerulea (H-1 e H-3), caracterizar
estruturalmente uma delas (H-3), avaliar o efeito citotoxico de H-1, H-2, e H-3 sobre nauplios
de Artemia e identificar lectinas ortélogas de H-3 no genoma da esponja Amphimedon
queenslandica.
2.2 Objetivos especificos

Isolar duas novas lectinas presente no extrato aquoso de H. caerulea.

Caracterizar fisicoquimicamente novas as lectinas isoladas de H. caerulea (H-1 e
H-3). Estimando massa molecular, efeito da temperatura e pH sobre a atividade, inibicdo por
carboidratos e dependéncia de ions metalicos.

Avaliar a citotoxicidade de H-1, H-2 e H-3 sobre nauplios de Artemia.

Avaliar o potencial antimicrobiano de H-3 contra as bactérias Staphylococus

aureus e Escherichia coli.

Caracterizar modificacbes poOs traducionais de H-3 por MS, incluindo

glicosilacGes e pontes dissulfeto.

Determinar a estrutura primaria de H-3.

Buscar ortdlogas de H-3 em genomas disponiveis, através do uso de ferramentas

de bioinformatica.

Obter cristais de H-3 passiveis de difracéo.
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3 METODOLOGIA
3.1 Coleta e extracao.

Espécimes da esponja marinha Haliclona caerulea foram coletados na regido
entre marés da praia de Paracuru, Sdo Gongalo, Ceara (3°24°36”° S, 39°01°51”" O). As
esponjas foram transportadas até o laboratério onde foram armazenas a -20 °C. Uma amostra
da esponja foi enviada ao Museu Nacional de Ciéncias Naturais, Rio de Janeiro, RJ, onde foi
identificada e esta depositada sob o codigo MNRJ 14623.

Para extracdo, espécimes congelados foram macerados em almofariz e
homogeneizados em tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 8,5, contendo NaCl 500 mM, a proporcao
de 1:2 (p/v). A mistura foi filtrada em malha fina (0,2 micra). O filtrado foi centrifugado a
5000 x g por 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante, denominado extrato bruto, foi armazenado a
-20 °C.

3.2 Preparo dos estromas e montagem da matriz cromatografica

Os estromas usados na montagem da matriz cromatografica foram obtidos a partir
de ligeiras modificacfes no método previamente estabelecido por Ochoa e Kristiansen (1978).
Eritrécitos humanos do tipo A foram tratados com tripsina (1 pg.mL™) por 18 horas a 37 °C.
As hemacias foram incubadas por 1 hora em éacido acético 0,004% a proporc¢édo de 1:9 (v/v).
Apos o periodo de incubacgdo, os estromas foram concentrados por centrifugacdo durante 5
minutos a 1050 x g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi suspendido em agua
destilada. O procedimento de centrifugacdo foi repetido por 8 vezes até que o sobrenadante
estivesse completamente livre de contetdo celular.

Apos remocdo da hemolise, os estromas foram fixados com tampéo fosfato de
sodio 20 mM, pH 7,4, contendo NaCl 150 mM e glutaraldeideo 1% a proporcéao de 1:9 (v/v).
A reacdo de fixacdo foi mantida por 24 horas e entdo os estromas foram lavados 8 vezes com
agua destilada. Finalmente, os estromas foram homogeneizados com igual volume de
Sephadex G-25.

3.3 Purificacdo das lectinas

O processo de purificacdo das Halilectinas estd esquematizado no anexo A. Para

purificacdo da Halilectina 1 (H-1), o extrato bruto foi centrifugado e carregado em matriz
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cromatogréfica de estroma-Sephadex (15,0 x 1,0 cm) previamente equilibrada com tampéo
Tris-HCI 50 mM, pH 8,5, contendo NaCl 500 mM. A cromatografia foi conduzida a um fluxo
de 1 mL.min™ e fracdes de 3 mL foram coletadas. Ap6s aplicacdo da amostra, a coluna foi
lavada com o tampdo de equilibrio até que a absorbancia a 280 nm fosse menor que 0,02. As
fracOes retidas foram eluidas com NH4OH 0,3%. Ambas as fragbes, ndo retidas (PI1-Estroma)
e retidas (PI1-Estroma), apresentaram atividade hemaglutinante.

O PII-Estroma, denominado Halilectina 1, foi dialisado exaustivamente contra
agua destilada e liofilizado para analises posteriores. O Pl-Estroma foi dialisado contra
tampdo acetato de sddio 50 mM pH 5,5 contendo NaCl 150 mM (ABS) e armazenado até o
uso.

Para purificacdo de Halilectina 2 (H-2), foi usado o método descrito por Carneiro
(2011). O PI-Estroma foi centrifugado e aplicado em matriz cromatografica CM-Celulose
(10,0 X 1,0 cm) previamente equilibrada com ABS. A cromatografia foi conduzida a um
fluxo de 2 mL.min™ e fragdes de 3 mL foram coletadas. Ap6s aplicacdo da amostra, a coluna
foi lavada com ABS até que a absorbancia a 280 nm fosse menor que 0,02. As fracOes retidas
foram eluidas com ABS acrescido de NaCl 1 M. Ambas as fracdes, ndo retidas (PI-CM) e
retidas (PI1-CM), apresentaram atividade hemaglutinante.

O PI-CM foi armazenado para analises futuras. O PII-CM foi dialisado
exaustivamente contra tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 7,6 e armazenado em freezer até o uso
posterior.

Como passo final de purificacdo de H-2, o PII-CM foi centrifugado e carregado
em matriz cromatografica DEAE-Sephadex (5,0 x 1,0 cm) previamente equilibrada com Tris-
HCI 50 mM, pH 7,6. A cromatografia foi conduzida a um fluxo de 2 mL.min™ e fracdes de 2
mL foram coletadas. ApoOs aplicacdo da amostra, a coluna foi lavada com o tampédo de
equilibrio até que a absorbancia a 280 nm fosse menor que 0,02. As fracGes retidas foram
eluidas com tampdo de equilibrio acrescido de 0,25 M de NaCl e 1 M de NaCl. As fracbes
eluidas com 1 M de NaCl, denominadas de H-2, foram reunidas, dialisadas, liofilizadas e
armazenadas para analises futuras.

Para purificacdo de Halilectina 3 (H-3) foi adicionado a fracdo PI-CM, 500 mM
de (NH,4),SO, e deixado em repouso por 4 horas a 4 °C. A fracdo foi centrifugada e carregada
em matriz cromatografica fenil-Sepharose 4B (8,0 x 1,0 cm) previamente equilibrada com
tampao acetato 50 mM pH 5,5 contendo (NH,4),SO4 500 mM. A cromatografia foi conduzida
a um fluxo de 2 mL.min™ e fragdes de 3 mL foram coletadas. Apds aplicacdo da amostra, a

coluna foi lavada com o tampédo de equilibrio até que a absorbancia a 280 nm fosse menor que
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0,02. As fracdes retidas foram eluidas com tampdo acetato 50 mM pH 5,5 contendo
(NH4)2SO4 200 mM e H,0 destilada. As fragdes eluidas com H,O destilada, pH,O-HIC,
concentraram a maior parte da atividade hemaglutinante e portanto foram reunidas, dialisadas
e armazenadas a -20°C até o uso.

Como passo final de purificagdo, a fracdo pH,O-HIC foi centrifugada e aplicada
em matriz cromatografica DEAE-Sephadex (5,0 x 1,0 cm) previamente equilibrada com Tris-
HCI 50 mM pH 7,6. A cromatografia foi realizada a um fluxo de 2 mL.min-1 com o tampé&o
de equilibrio, sendo coletadas fracdes de 2 mL até que a absorbancia a 280 nm fosse menor
que 0,02. Em seguida, as fracdes retidas foram eluidas com tampao de equilibrio acrescido de
0,1 M de NaCl e 1 M de NaCl. As fracdes eluidas com 0,1 M de NaCl, denominadas H-3,
foram reunidas, dialisadas, liofilizadas e armazenadas para analises futuras.

Todas as cromatografias foram monitoradas por absorbancia a 280 nm utilizando
um espectrofotdometro Ultraspec 2100 pro. As cromatografias conduzidas para a purificacéo
de H-3 foram também monitoradas por absorbancia a 620 nm.

Todas as fragdes foram quantificadas quanto a concentracdo de proteinas totais

soluveis segundo o método de Bradford (Bradford, 1977).

3.4 Preparo de eritrécitos, atividade hemaglutinante e inibicdo por acucares.

Eritrécitos humanos do sistema ABO foram gentilmente cedidos pelo Centro de
Hematologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE). Os eritrocitos de coelho foram
provenientes de animais adultos sadios mantidos no Biotério do Departamento de Bioquimica
e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara.

Eritrécitos humanos e de coelho foram suspensos em solugédo gelada de NaCl 150
mM e lavados 6 vezes mediante centrifugacdo a 1050 x g por 5 minutos. A cada lavagem o
sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi novamente adicionado NaCl 150 mM. Ao
fim das centrifugacdes, as hemacias foram suspendidas em solucdo salina a 3% de
concentragdo (V/v).

Para o preparo de eritrocitos tratados enzimaticamente, suspensdes de hemacias
foram incubadas separadamente com as enzimas proteoliticas tripsina e papaina (10 pg.mL™)
por 60 minutos, a 37 °C, na proporcao de 1:3 (enzima/substrato). As células foram novamente
lavadas por 8 vezes, como descrito acima, para a completa remoc¢éao das enzimas.

Os testes de hemaglutinagédo foram conduzidos em placas de microtitulcdo de

fundo V, usando o método da dupla diluicdo seriada. Primeiro 50 uL de solugdo salina foram
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adicionados em cada poco da placa, depois um volume igual de extrato, fracdo e lectina
purificada foi adicionado ao primeiro pogo de uma fila e entdo foi serialmente diluido ao
longo da mesma fila. Finalmente, 50 pL de suspensdo de hemacias foram adicionados e a
placa foi incubada a temperatura ambiente por 1 hora. A atividade hemaglutinante foi
expressa em titulo. Uma unidade de hemaglutinacdo (UH) foi definida como a menor
quantidade de proteina capaz de causar hemaglutinacdo visivel ao olho nu ap6s 1 h de
incubacéo.

O ensaio de inibicdo da atividade hemaglutinante foi conduzido segundo o
método estabelecido por Sampaio e colaboradores (1998). Para tal, foi utilizada a
concentracdo de lectina capaz de causar 4 UH. As solugdes de aglcares simples (D-galactose,
D-glicose, D-manose, D-frutose, D-arabinose, N-acetil-D-glicosamina, N-acetil-D-
galactosamina, N-acetil-D-manosamina, metil-a-D-glicopiranosideo, metil-a-D-
galactopiranosideo, o-D-lactose e D-sacarose) foram preparadas em solucdo salina a
concentragdes de 100 mM. As glicoproteinas (mucina de estdomago de porco (PSM),
tiroglobulina, ovomucdéide e orosomucéide) foram preparadas em solucéo salina a 5 mg.mL™.

Inicialmente 50 pL de tampdao Tris 50 mM pH 7,6 contendo NaCl 150 mM (TBS)
foram adicionados a todos o0s pocos da placa, depois 50 uL de carboidratos ou glicoproteinas
foram adicionados ao primeiro po¢o de uma fila e serialmente diluidos em TBS.
Posteriormente, 50 pL de solugéo lectinica foram adicionadas aos pocos contendo solugdes
diluidas de carboidratos e glicoproteinas. A placa foi mantida por 1 hora a temperatura
ambiente e por fim, um volume igual de suspensdo de hemacias foi adicionado. Apos
incubacdo por 1 hora, a placa foi avaliada a olho nu e a minima concentracdo de carboidrato

ou glicoproteina capaz de inibir hemaglutinacdo (MIC) foi considerada.

3.5 Caracterizacao fisico quimica de H-1 e H-3.

O efeito do pH sobre a atividade hemaglutinante das lectinas foi avaliado da
seguinte maneira: H-1 e H-3 foram solubilizadas em NaCl 150 mM e incubadas em solucbes
tampdes de diferentes pH (acetato de sédio 100 mM, pH 4,0-5,0, citrato de sédio 100 mM, pH
6,0, tris-HCI 100 mM, pH 7,0-8,0 e glicina 100 mM, pH 9,0-10,0). Todos os tampdes foram
suplementados com NaCl 150 mM. Apés 1 hora de incubagdo, os eritrocitos foram
adicionados e a atividade hemaglutinante foi determinada.

Para avaliar o efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante das lectinas,

H-1 e H-3 foram solubilizadas em TBS e incubadas em diferentes temperaturas (25, 40, 50,
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60, 70, 80, 90 e 100 °C). Apos 1 hora de incubacgdo, as heméacias foram adicionadas e a
atividade hemaglutinante foi determinada.

O efeito de ions divalentes sobre a atividade hemaglutinante das lectinas também
foi avaliado. Para tal, H-1 e H-3 foram solubilizadas em NaCl 150 mM e incubado em tampé&o
Tris 50 mM, pH 7,6 contendo EDTA 100 mM (TBS/EDTA). Apés 1 hora de incubacéo, o
sangue foi adicionado e a atividade hemaglutinante foi determinada.

O teor de carboidratos de H-1 e H-3 foi quantificado segundo o método do fenol
acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956), utilizando lactose como padrdo. A confirmacdo da
natureza glicoproteica de H-3 foi realizada através da coloragdo com &cido periddico de Schiff
(PAS) (ZACHARIUS et al., 1969) .

O espectro de absorcdo de H-3 foi determinado entre 400 nm e 700 nm a
temperatura ambiente usando um espectrofotometro Ultrospec 2100. A lectina foi solubilizada
(0,5 mg.mL™) em TBS pH 7,6 e aquecida a 100 °C durante 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos,
antes de ter sua absor¢do determinada. A influéncia de NaOH, EDTA, e SDS na absorc¢éo de

luz UV por H-3 também foi avaliada.

3.6 Eletroforese e estimativa da massa molecular de H-1 e H-3.

A eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) foi conduzida segundo descrito por Laemlii (1970). O gel de separacdo foi
constituido de acrilamida/bisacrilamida 10, 12 ou 15% em tampao Tris-HCI 330 mM pH 8,8
contendo SDS 1%, TEMED e persulfato de aménia. O gel de empilhamento foi preparado
usando acrilamida/bisacrilamida 4% em tampao Tris-HCI 200 mM pH 6,8 contendo SDS 1%,
TEMED e persulfato de aménia.

As amostras foram preparadas a concentragdo de 4 mg.mL™ em tampio de
amostra contendo Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,8, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,02% e
SDS 1%. Para o preparo de amostras reduzidas, foi adicionado ao tampdo de amostra 2-
mercaptoetanol 5%. 10 plL de amostras foram aplicados em cada pogo apos terem Sido
aquecidos a 100 °C por 10 minutos.

A eletroforese foi conduzida sob uma corrente elétrica de 25 mA e tensdo de 150
V durante 1 hora e 20 minutos. A solucdo da cuba foi constituida de tampéo Tris-HCI 25 mM,
glicina 192 mM e SDS 0,1%. As proteinas foram detectadas por coloracdo em Comassie
Brilhant Blue R-250 0,1%.
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A massa molecular aparente das lectinas foi estimada mediante comparacdo da
migracao das lectinas com os seguintes padrdes: fosforilase B (97.000 Da), BSA (66.000 Da),
ovalbumina (45.000 Da), anidrase carbdnica (29.000 Da), ovomucoide (21.000 Da),
riboonuclease (13.700 Da) e aprotinina (6.500 Da).

A homogeneidade de H-3 foi estimada por eletroforese em gel de poliacrilamida
na auséncia de SDS (PAGE nativo). Os géis de separacdo (15%) e empilhamento foram
preparados conforme descrito acima, sem, contudo, levar SDS em suas preparagdes. As
amostras foram preparadas conforme descrito acima, em tamp&o de amostra nativo (sem SDS
e 2-mercaptoetanol), além disso, as amostras ndo foram aquecidas. Finalmente, a corrida
eletroforética foi conduzida como descrito acima, sem que a solugdo de cuba contivesse SDS.
As proteinas foram detectadas como descrito acima.

3.7 Cromatografia de exclusdo molecular e estimativa da massa molecular nativa de H-1
e H-3.

Para estimativa da massa molecular nativa de H-1, a lectina foi solubilizada a uma
concentracdo de 1 mg.mL™ em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,6, contendo NaCl 500 mM,
centrifugada e aplicada em coluna TSK G3000SWXL (30,0 x 1,28 cm) acoplada a sistema
AKTA purifier. A coluna foi previamente equilibrada com tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,6,
contendo NaCl 500 mM. Apos aplicacdo da amostra, a cromatografia foi conduzida no
tampao de equilibrio e monitorada as absorbancias de 280 nm e 216 nm. O tempo de eluicdo
de H-1 foi determinado e comparado com os seguintes padrdes: conalbumina (74.000 Da),
ovalbumina (44.000 Da), anidrase carbbnica (29.000 Da) ribonuclease (13.500 Da) e
aprotinina (6.500 Da). O V,da coluna foi determinado pelo uso do azul de dextrana.

Para estimativa da massa molecular nativa de H-3, a lectina foi solubilizada a uma
concentracdo de 2 mg.mL™ em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,6, contendo NaCl 500 mM,
centrifugada e aplicada em coluna Sephacryl S-200 HR 16/60 acoplada a sistema AKTA
Purifier. A coluna foi previamente equilibrada com tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,6 contendo
NaCl 500 mM. Apds aplicacdo da amostra, a cromatografia foi conduzida no tampédo de
equilibrio e monitorada as absorbancias de 280 nm, 216 nm e 620 nm. O tempo de eluicdo de
H-3 foi determinado e comparado com o0s seguintes padrdes: conalbumina (74.000 Da),
ovalbumina (44.000 Da), anidrase carbbnica (29.000 Da) ribonuclease (13.500 Da) e

aprotinina (6.500 Da). O V,da coluna foi determinado pelo uso do azul de dextrana.
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3.8 Teste de letalidade sobre nauplios de Artemia.

O efeito de H-1, H-2 e H-3 sobre nauplios de Artemia foi avaliado mediante
métodos previamente estabelecidos (MELO, 2011). Cistos de Artemia foram eclodidos em
agua do mar artificial a 28 °C sob iluminacgdo e aeragdo constante. Os cistos foram incubados
em um tubo cilindro conico de polietileno a uma concentracio de 1 g.L™. Apés 24 horas, a
aeracdo foi suspensa e a luz foi direcionada para a parte inferior do tubo. Devido a seu
comportamento fototréfico, os nduplios migraram na direcdo da luz e se acumularam no
fundo do tubo, enquanto os cistos que ndo eclodiram mantiveram-se na superficie. Os
nauplios saudaveis, que se aglomeraram no fundo do tubo, foram coletados.

As lectinas foram dissolvidas em agua do mar artificial a uma concentracdo de
200 ug.mL™. Os testes foram conduzidos usando placas de Limbro® de 24 pogos. Cada poco
foi preenchido com 10 nauplios, solucdo lectinica (12,5, 25, 50 ou 100 pg.mL™) e 4gua do
mar artificial totalizando um volume de 2 mL. Os testes foram realizados em triplicata. Como
controle negativo foram usados pocos de 2 mL contendo somente nduplios de Artemia. Apos
24 horas de incubacédo, 0 nimero de nauplios mortos em cada poco foi contado e o LC50 foi

determinado usando analise Probit, segundo descrito por Finney (1971).

3.9 Ensaio de atividade antimicrobiana e aglutinacédo de bactérias.

A atividade antimicrobiana de H-3 foi avaliada in vitro pela técnica de adsorcéao
em &gar utilizando placas de Petri. Escherichia coli e Staphylococcus aureus foram crescidos
em meio de cultura NB por 24 h. Para os ensaios, as culturas foram diluidas e ajustadas para
uma O.D.s5 de 1,0. Cotonetes esterilizados foram mergulhados nas culturas bacterianas e 0s
indculos foram espalhados uniformemente sobre a superficie das placas de agar para produzir
um campo de bactérias. Subsequentemente, discos foram embebidos em uma solucdo
contendo H-3 (Img/mL em TBS) e depositados sobre a placa em triplicata. Como controles
foram utilizados discos embebidos em TBS e discos embebidos em ciprofloxina (5 ug);
Laborclin. As placas foram incubadas a 35 °C durante 24 horas. Halos de inibicdo > 6 mm
foram considerados evidéncia de atividade antibacteriana.

Para os ensaios de aglutinacdo E. coli e S. aureus foram crescidas conforme
descrito acima. Ap0s 24 horas, as bactérias foram coletadas por centrifugacdo a 2000 xg por
10 minutos e lavadas 3 vezes com TBS. A suspensdo bacteriana foi fixada com formaldeideo

4% durante 16 horas a 4 °C e novamente lavada por mais 3 vezes com TBS. As bactérias
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foram diluidas a uma O.Dg5 = 1,0 e 50 uL de suspenséo foram incubados com igual volume
de H-3 (Img.mL™). Apés 2 horas de incubacdo, a aglutinacéo foi avaliada por microscopia
Optica. Como controles negativos foram usadas suspensdes de bactérias incubadas com TBS.
Para controles positivos foram usadas as lecinas CvL-1 (Cliona varians Lectin 1) e HGA-2
(Holothuria grisea Agglutinin 2) para as bactérias S. aureus e E. coli, respectivamente..

3.10 Cromatografia de fase reversa, determinacdo da massa molecular por
espectrometria de massas e fragmentacéo top down-MS de H-3.

Para as analises de massa intacta de H-3, a lectina foi solubilizada a uma
concentracdo de 0,5 mg.mL™ em solucdo de &cido formico (AF) 0,1% e actonitrila (ACN)
5%. Apoés centrifugacdo, a lectina foi aplicada em matriz Sephasil peptide C-8 ST 10/250
acoplada a sistema AKTA Purifier previamente equilibrada com AF 0,1% e ACN 5%
(solugdo A). A cromatografia foi conduzida a um fluxo de 1 mL.min-1 e fracfes de 0,5 mL
foram coletadas. Apos aplicacdo da amostra, a coluna foi lavada com a solucdo A até que
todas as proteinas ndo retidas fossem removidas. As fracdes retidas foram eluidas através de
gradiente linear de ACN (5-70%) em AF 0,1% a uma linearidade de 2% de ACN.min™. Apés
eluicdo das proteinas, as fracdes ainda adsorvidas foram recuperadas por eluicdo com ACN
90% contida em AF 0,1%. A cromatografia foi monitorada por absorbancia a 216 nm, 280 nm
e 620 nm.

A cromatografia de fase reversa descrita acima promoveu uma separacao entre as
cadeias a, B e o pigmento que compde a lectina H-3. As trés fragdes (a, p e L), foram secas em
concentrador de amostras LABCONCO e solubilizadas a uma concentragéo de 10 pmol.uL™
em AF 0,1% e ACN 50%. Apds centrifugacdo, as fracdes foram aplicadas separadamente em
um espectrometro de massas hibrido Synapt HDMS (Waters Corp.). O espectrémetro operou
a uma voltagem de capilar de 3 kV e 40 V de voltagem de cone. A temperatura da fonte foi
mantida em 373 K e nitrogénio foi usado como gés de dessovatacao (fluxo de 150 L.h™). Os
dados foram adquiridos a um fluxo de 0,5 pL.min™ no intervalo de 500 a 2500 m/z a 2 scan.s™
pelo uso do programa Mass Lynx 4.1. O equipamento foi calibrado com os fragmentos do ion
de [Glul] fibrinopeptideo B. Os espectros de massas deconvoluidos foram obtidos por
maximizacdo da entropia usando a ferramenta Max Ent1.

H-3 teve sua massa molecular determinada, também, através da infusdo direta da

lectina sem preparo prévio por fase reversa. Para tal, a lectina foi solubilizada a uma
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concentracdo de 10 pmol.uL™ em acetato de amdnio 25 mM. A aquisicdo seguiu-se com 0s
parametros mantidos como descrito acima, com excec¢do da voltagem do capilar e temperatura
da fonte que foram mantidos em 2,0 kV e 50 °C, respectivamente.

Os experimentos de fragmentacdo Top Down-MS foram conduzidos através da
selecdo de diversos ions precursores [M + nH]™ pelo quadrupolo e posterior aumento na
energia de coliséo para 20% utilizando argénio.

3.11 Determinacdo de grupos SH livres e pontes S-S de H-3, através de espectrometria

de massas.

Para determinar o nimero de residuos de Cys livres em H-3, a lectina (1Img.mL™)
foi solubilizada em bicarbonato de amdnio 25 mM (BA) contendo lodoacetamida (IAA) 5mM
ou 4-vinilpiridina (VP) 5mM e incubada por 45 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz. Apos centrifugacéo, a lectina foi submetida a experimentos de LC/MS. 2uL da solugdo
lectinica foram aplicados em uma nanocoluna cromatografica C-18 (0,075 x 100 mm)
acoplada a um sistema nanoAcquity (Waters Corp.). A coluna foi equilibrada com AF 0,1% e
eluida com gradiente linear de ACN de 10% a 85%. Os eluatos foram diretamente infundidos
numa fonte de electrospray de um espectrometro de massas Synapt HDMS (Waters Corp). O
espectrometro de massas operou em modo positivo com temperatura da fonte de 373 K e
voltagem de capilar de 3 kV. Os demais parametros do equipamento foram ajustados
conforme descritos no item 3.10. O numero de Cys livres foi determinado pelo uso da

equacao 3.1:

Equa(;éo 1. Ngy = (M|A - MNAT)/57,O5 ou (Mvp - MNAT/104,14)

Onde, M, é a massa da proteina ndo reduzida na presenca de IAA, Myp é a massa
da proteina ndo reduzida na presenca de VP, Myat € a massa da proteina nativa, 57,05 é o
incremento de massa causado pela carboamidometilacdo de um grupo tiol e 104,14 é o
incremento de massa causado pela etilpiridilacdo de um grupo tiol.

Para determinar o nimero de residuos de Cys envolvidos em pontes S-S, H-3 (1
mg.mL™) foi solubilizada em BA contendo ditiotreitol (DTT) 1 mM e incubada por uma hora
a 56 °C. Entdo, a solucdo lectinica foi acrescida de IAA 5 mM ou VP 5 mM e mantida ao

abrigo da luz por 45 minutos a temperatura ambiente. Apds centrifugacdo, a lectina foi
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submetida @ LC/MS como descrito acima nesta secdo. O nimero de Cys envolvidas em

pontes S-S foi determinado pelo uso da equagéo 3.2:
Equa(;éo 2. NCys = [(MCM - |V||A)/58,05] + Nsy OUu NCys = [(Mp— MVP)/105,04] + Ngn

Onde, Mcm é a massa da proteina reduzida e carbamidometiladae 58,05 € o
incremento de massa devido a carbamidometilagdo de um residuo de Cys, Mpé a massa da
proteina reduzida e etilpiridilada, e 105,04 é o incremento de massa devido a etilpridilacdo do
grupo tiol que estava envolvido na formacdo da ponte de sulfeto antes da redugéo.

Finalmente, o nimero de pontes S-S foi determinado pelo uso da equacéo 3.3:
Equacéo 3. Nss = (Ncys - Nsn)/2
Todos os valores foram considerados em Daltons (Da).
3.12 Deglicosilacéo e determinacao da massa molecular de H-3 deglicosilada.

H-3 foi deglicosilada quimicamente pelo uso de NaOH como agente hidrolizante
e NaBH, como agente redutor. A lectina (1 mg.mL™) foi solubilizada em solugdo de NaOH
87 mM contendo NaBH,4 1 M. A reacgdo foi mantida a 60 °C durante 48 h. Apos este periodo,
0 tubo contendo a proteina deglicosilada foi centrifugado a 8000 x g por 5 min. O pellet foi
desprezado e ao sobrenadante foram adicionados 2 volumes de acetona gelada. A mistura foi
novamente centrifugada e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi solubilizado em AF

0,1% e submetido a LC-MS como descrito no item 3.10.
3.13 Eletroforese e clivagens proteoliticas de H-3.

Para o sequenciamento de H-3, uma eletroforese em gel de poliacrilamida foi
conduzida conforme descrito no item 3.6. No entanto, quando as enzimas Glu-C e Asp-N
foram utilizadas, a solu¢do de Bisacrilamida foi substituida por uma mistura contendo Bis e
Etileno glicol diacrilato (EDA) a uma concentracdo final de 0,22% e 4,5 x 1070,
respectivamente, protocolo adaptado de Bornemann e colaboradores (2010).

Apos descoloracdo do gel, as bandas referentes & H-3 foram excisadas com auxilio

de uma ponteira plastica e transferidas para tubos limpos. As bandas foram reduzidas,
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alquilados e desidratados conforme descrito por Schevchenko e colaboradores (2006).
Primeiro, as bandas foram desidratadas com 200 uLL ACN. Apds completa remogdo da ACN,
as bandas foram secas em um concentrador a vacuo (LABCONCO) e embebidos em 100 pL
de bicarbonato de amdnio 25 mM, contendo DTT 10 mM (BA/DTT). Apo6s incubagdo por 45
minutos a 56 °C, a solucdo de BA/DTT foi removida e as bandas foi adicionada uma solugdo
de 100 pL de bicarbonato de amonia 25 mM contendo iodoacetoamida (IAA) 55 mM
(BA/IAA). As bandas foram mantidas por 60 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz. Entdo, a solucdo de BA/IAA foi removida e 0s “spots” foram embebidos em 100 uL
bicarbonato de aménio 25 mM, contendo ACN 50 % (BA/ACN). Apbs 10 minutos sob
agitacdo, o sobrenadante foi removido e uma nova solugdo de BA/ACN foi adicionada. Este
procedimento foi repetido até que os spots tivessem sido completamente descorados.
Finalmente, os ‘“spots” foram desidratados com 100 puL de ACN 100 %, secados em
concentrador e armazenados até o uso.

Os géis contendo EDA foram submetidos a dois passos adicionais. Primeiro, 0s
spots foram tratados com NH4,OH 5 M por 2 horas a temperatura ambiente. Depois, a solucéo
de NH4OH 5 M foi removida e os spots foram lavados trés vezes com BA/ACN. Por fim, 0s

“spots” foram desidratados e secados como descrito acima.

3.14 Digestao in situ e extracdo de peptideos de H-3.

Os “spots” de H-3 foram digeridos com as proteases tripsina, quimotripsina, Asp-
N, Glu-C e pepsina. Para as digestdes com tripsina, quimotripsina, Asp-N e Glu-C, os spots
desidratados foram reidratados em solucdo de bicarbonato de amoénio 25 mM (BA). As
enzimas tripsina e quimotripsina foram adicionadas a uma propor¢do de 1:50
(enzima:substrato), ja as enzimas Asp-N e Glu-C foram usadas a propor¢do de 1:100
(enzima:substrato). Quando pepsina foi usada, os spots foram reidratados em HCI 0,1M e a
enzima foi adicionada a uma proporc¢do de 1:50 (enzima:substrato). Todas as digestdes foram
mantidas a 37 °C por 16 horas.

Apo6s o periodo de incubacdo, as digestGes foram paradas com 2 pL de &cido
formico 98% (AF). Para extracdo dos peptideos, os spots foram embebidos em solucdo de AF
5% contendo ACN 50% (AF/ACN). Apo6s 10 minutos sob agitacdo, o sobrenadante foi
reservado em tubos limpos e uma nova solucdo de AF/ACN foi adicionada. Este

procedimento foi repetido 4 vezes e entdo os spots foram desidratados com ACN 100%. Apds
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10 minutos, o sobrenadante foi reunido as demais extracdes. Finalmente, a solucdo de

peptideos foi secada e solubilizada em AF 0,2%.

3.15 LC-MS/MS e sequenciamento de H-3 por espectrometria de massas sequencial.

As solucdes contendo os peptideos de H-3, gerados por digestdo com diferentes
proteases, foram injetados em um sistema nanoAcquity (Waters Corp) conectado a uma fonte
de nano electrospray de um espectrémetro de massas hibrido (SYNAPT HDMS — Waters
Corp). O espectrometro foi calibrado na faixa de m/z 50 a 1600 com os fragmentos do ion de
[Glul]-fibrinopeptideo B. O analito foi aplicado em uma coluna de fase reversa C18 (75 pm x
100 mm) e os peptideos foram eluidos atraves gradiente linear de 10% a 85% de ACN
contendo AF 0,1%. O espectrometro de massas operou em modo positivo na faixa de m/z 50 a
3000, sob voltagem do capilar de 3,0 kV e temperatura da fonte de 90 °C. As analises de LC-
MS/MS foram conduzidas de acordo com a funcdo DDA (Data Dependent Analysis — Analise
Dependente de Dados), sendo selecionados para anélise de MS/MS ions precursores com
carga (z) entre 2% e 4%, O lock mass utilizado durante a coleta de dados foi o ion de m/z 785,84
de [Glul]-fibrinopeptideo B Os ions selecionados foram fragmentados por CID (Collision
Induced Dissociation), utilizando argdnio como gas de fragmentacdo. Os espectros foram
coletados e processados pelos programas MassLynx v4.1 e ProteinLynx v.2.4 (Waters Corp.).
Os espectros de fragmentacdo CID foram interpretados manualmente pelo uso da ferramenta

PepSeq.

3.16 Clonagem da cadeia a de H-3.

3.16.1 Extracdo de RNA

Espécimes da esponja H. caerulea foram coletados na praia do Pacheco, Caucaia,
Ceara, e imediatamente congelados em nitrogénio liquido. O material congelado foi
armazenado em gelo seco e transportado até o laboratério.

A extracdo de RNA foi realizada com o kit para extracdo de RNA - RNAspin Mini
RNA isolation kit (GE Healthcare). Toda a vidraria utilizada na extracdo de RNA foi
previemente tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). 30 mg de esponja congelada foram

macerados usando pistilo e homogeneizado com 350 pL do tampé&o de lise RAL acrescido de
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3,5 UL de B-mercaptoetanol. A mistura foi centrifugada e transferida para uma coluna de
oligodT, seguindo o protocolo determinado pelo fabricante.

Ao fim do processo de purificacdo, o0 RNA total foi armazenado a -80 °C.

A concentragdo de RNA foi estimada mediante quantificacdo através de

absorbancia a 260 nm.

3.16.2 Eletroforese em gel de agarose.

Para andlise da integridade do RNA purificado foi realizada uma eletroforese em
gel de agarose (SAMBROOK et al., 1989). O gel foi preparado utilizando agarose 2 % (p/v)
diluida em solucdo de Tris-Borato-EDTA (TBE) 1x, a cuba foi preenchida com tampéo de
corrida e 5 pL de RNA acrescido de 2 pL de tampédo de amostra foram aplicados. A corrida
eletroforética foi realizada em 40 minutos e a tensdo foi mantida constante em 60 V.

Ao fim da corrida eletroforética, o gel foi incubado durante 15 minutos em uma
solucdo de brometo de etidio (0,5 pg.mL™). Ap6s o periodo de incubacéo, as bandas foram
visualizadas através de exposicdo do gel a iluminagdo ultravioleta utilizando um

transluminador.

3.16.3 Sintese do DNA complementar

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado mediante reacdo da transcriptase
reversa. A mistura da reacdo foi constituida de 12 pL de &gua tratada com DEPC (0,1% v/v);
10 uMol do oligonucleotideo Qt (5-CCA GTG AGC AGA GTG ACG AGG ACT CGA GCT
CAA GCT T6-3); e 1 ug de RNA total. A reagdo foi incubada a 70 °C durante 10 minutos e
posteriormente mantida no gelo durante 5 minutos. Entéo, foram adicionados 4 uL de tampé&o
5X (first strand Promega), 2 uL de DTT 0,1 M, 1 pL de inibidor de ribonuclease (RNAsin 40
ug/pL, Promega), 1 pL de dNTP (10 mM) e 200 unidades de transcriptase reversa (M-MLV
RT- Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) (RNAse H Minus, Promega). O
volume final foi ajustado, com H,0 tratada com DEPC, para 20 L. A reacdo foi mantida a 42

°C durante 1h, seguido por incubagéo a 50 °C por 10 minutos.
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3.16.5 Amplificacdio do produto 3’ RACE de H-3

O oligonucleotideo iniciador (HAL-1) foi desenhado a partir da sequéncia
DGPVET obtida por MS/MS na cadeia o de H-3 e presente na ORF codificadora da lectina
putativa da esponja Amphimedon queensalndica.

Para a amplificacdo do cDNA foi realizada uma reagdo em cadeia da polimerase
(PCR). A fita de cDNA foi usada como fita molde, HAL-1 foi utilizado como iniciador
especifico senso e Q; (GAG GAC TCG AGC TCA AGC) foi utilizado como iniciador
antisenso. 1/10 da reacdo da transcriptase reversa foi utilizado para a reacdo de amplificacéo,
além de 10 puM dos iniciadores (HAL_1 e Qo), uma unidade de Taq polimerase e 1uL de
dNTPs (10 mM). A PCR foi realizada nas seguintes condigdes: desnaturacédo a 94 °C por 4
min, seguido de 30 ciclos de amplificacdo (94 °C durante 30 s, 50 °C durante 30 s e 72 °C por
30 s) e extensdo a 72 °C durante 10 minutos.

O produto da amplificacdo foi reamplificado em uma nested PCR utilizando o
primer Qp (CCA GTG AGC AGA GTG ACG), nas mesmas condi¢cdes da PCR descrita
acima.

Todos os produtos de PCR foram avaliados quanto ao tamanho e integridade por

eletroforese em gel de agarose (1,2%).

3.16.6 Ligacéao do produto de amplificacdo ao vetor pGEM-T-easy

O fragmento amplificado, aproximadamente 500 pares de base (pb), foi ligado ao
vetor pGEM-T easy. A reacdo de ligacdo foi preparada contendo 5 unidades da enzima T4
DNA ligase, 5 uL de tampdo de ligacdo (2x concentrado), 50 ng do vetor pGEM-T-easy
(PROMEGA) e 12,5 ng de inserto, respeitando a proporcao de 1:3 vetor/inserto.

3.16.7 Transformacdao de células competentes.

Placas de LB &gar contendo DH5a foram utilizadas para o processo de
transformagdo bacteriana. Uma colonia de DHS5a foi transferida para um tubo contendo 200
uL de 100 uM CaCl, e 10 pL da reagdo de ligacéo. As células foram incubadas no gelo por 30
min, depois mantidos em banho-maria aquecido a 42 °C por 2 min e novamente mantidos em
gelo por mais 2 min. Em seguida, 1 mL de meio SOC foi adicionado as bactérias

transformadas e o cultivo foi mantido a 37 °C por 1 h, sob agitacdo branda de 100 rpm.
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Para avaliacdo da transformacdo, 200 pL de cultivo foram semeados em meio
s6lido SOB 4gar contendo ampicilina (100 pg.mL™), 0,5 mM de IPTG e 40 pg.mL™ de X-Gal
e incubada a 37 °C por 16 horas.

Os clones positivos (brancos) foram isolados da placa, crescidos em LB broth a 37
°C por 16 horas , estocados em glicerol e uma fracéo foi submetidos a PCR.

3.16.8 Purificacdo dos plasmideos recombinantes e analise da sequencia do fragmento.

Os clones que tiveram a presenca de inserto confirmada por PCR foram
inoculados, a partir do estoque em glicerol, em meio LB liquido contendo ampicilina (100
ng.mL™) e incubados por 16 h a 37 °C sob agitacéo de 100 rpm.

Os plasmideos contendo o inserto foram extraidos e purificados seguindo as
recomendagdes do fabricante (QIAGEM).

Os plasmideos foram sequenciados em sequenciador automatico MegaBACE (GE
Healthcare). Os oligonucleotideos iniciadores usados foram T7 promoter senso e SP6
promoter anti senso, que flanqueiam a regido de insercdo. As contigs referentes ao inserto

foram analizadas com o auxilio do programa Phred-Phrap-Consed (EWING et al., 1998).

2.17 Analises de bioinformatica

Os parametros fisico quimicos de H-3 foram estimados pela ferramenta ProtParam
da plataforma Expasy (http://expasy.org/). Sequencias em tandem dentro da estrutura primaria
de H-3 foram identificadas pela ferramenta RADAR (HEGER; HOLM, 2000).

Utilizando o tBLASTN, peptideos sequenciados de H-3 foram comparados com

fragmentos do genoma da esponja Amphimedon queenslandica (ACUQO00000000). Os

peptideos de H-3 apresentaram similaridade com o fragmento genémico 7463. Portanto, o
fragmento 7463 foi selecionado e foi realizada uma predicdo génica utilizando o programa
GeneMark (LOMSADZE et al., 2005) e o conjunto de treinamento do genoma de
Caenorhabditis elegans.

O GeneMark indicou 14 provaveis genes dentro do fragmento 7463. Para
selecionar entre os provaveis genes foi montado um banco BLAST local e foram realizadas
buscas usando os peptideos como query. Os melhores alinhamentos e valores de e-value
foram observados para 0s genes 5 e 6. De posse destes dois possiveis genes, seus respectivos

intréns foram removidos e 0s MRNA 5 e 6 foram preditos. De acordo com os resultados dos


http://expasy.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore?term=ACUQ00000000%5bpacc%5d
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alinhamentos, 0 mMRNA 5 corresponde a cadeia  de H-3 ortéloga em A. gqueenslandica e 0
MRNA 6 corresponde a cadeia a de H-3 ortdloga em A. queenslandica.

O peptideo sinal da lectina putativa de A. queensalandica (pAgL) foi estimado
pelo uso do programa SignalP 4.0 Server (PETERSEN et al., 2011). Alinhamentos entre as
sequencias de amino&cidos de H-3 e pAqL foram realizados pelo uso dos programas MultAlin
(CORPET, 1988) e EsPript 2.2 (GOUET et al., 1999).

2.18 Cristalizacéo de H-3.

Para 0s ensaios preliminares de cristalizacdo, H-3 foi solubilizada a 10 mg.mL™
em H,O deionizada e em 5 mM de GalNAc sendo empregado o método da matriz esparsa
(JANCARIK; KIM, 1991), utilizando os kits de cristalizacdo | e Il da Hampton Research.

O screen de cristalizacdo para a lectina H-3 foi conduzido mediante a utilizacéo
de um rob0 de cristalizacdo modelo Mosquito®. Gotas de 200 nL foram preparadas a partir da
solucéo de poco e da solucdo da lectina na proporcao de 1:1. As gotas foram montadas sobre
uma superficie plastica e esta foi selada sobre uma placa de microtitulacédo de 96 pogos. Cada
poco foi preenchido com 200 uL de uma solucdo de cristalizagdo contida nos kits | e Il da
Hampton Research. Apos montagem, as placas foram mantidas a temperatura de 20 °C.

ApoOs os ensaios de screen, foram obtidos cristais em apenas uma condicéo
(condicdo 17 do kit I). Esta condicdo foi otimizada, onde leves modificacbes no pH das
solugdes e concentragdo e forca idnica dos agentes precipitantes foram realizadas.

Para os experimentos de otimizacdo foram utilizadas placas de Limbro® (Hampton
research, Califérnia, EUA) de 24 pocos. Para o preparo das gotas foram utilizados volumes
iguais de solucdo de poco e de solucéo de proteina (2 uL de cada). As gotas foram montadas
sobre laminulas e vedadas nas placas com graxa de silicone contra 300 uL da solucdo do
poco. Apds montagem das placas, as mesmas foram mantidas em repouso a temperatura de 20
°C.



66

4. RESULTADOS

4.1 Purificagéo das lectinas

Trés lectinas da esponja marinha H. caerulea foram purificadas por cromatografia
de afinidade em Estroma-Sephadex (H-1), cromatografia de troca catonica e anidnica (H-2), e
cromatografia de interacdo hidrofébica e troca iénica (H-3). Para purificacdo de H-1, o extrato
bruto foi carregado em matriz de Estroma-Sephadex e a lectina foi recuperada com alto grau
de pureza apds eluicdo das proteinas retidas com NH,OH (FIGURA 14). H-1 foi purificada
242 vezes a partir do extrato bruto, representando 24% da atividade especifica total do extrato
(TABELA 2).

Figura 14 - Cromatografia de afinidade em Estroma-Sephadex.
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A coluna foi equilibrada com tamp&o Tris-HCI 50 mM pH 8,5 contendo NaCl 500 mM. A cromatografia foi
conduzida a um fluxo de 1 mL.min™ e fragdes de 3 mL foram coletadas. As fracdes retidas foram recuperadas
com NH;OH 0,3 %.

O PI-Estroma, apos dialise, apresentou atividade hemaglutinante para eritrocitos
de coelho nativo, revelando a presenca de uma segunda lectina. H-2 foi purificada conforme
descrito por Carneiro (2011). H-2 foi purificada 194 vezes a partir do PI-Estroma e
representou 40% da atividade especifica total do extrato.

H-1 e H-2 representam juntas 64% da atividade especifica total do extrato bruto
de H. caerulea. Nao obstante, o PI-CM apresentou atividade hemaglutinante para eritrocitos
humanos do tipo B tratados com tripsina. Apos enriguecimento do PI-CM com sulfato de
amdnio 500 mM, esta fracdo foi utilizada para purificar H-3 em dois passos cromatograficos.

Primeiro, o PI-CM foi submetido a cromatografia de interacdo hidrofébica (FIGURA 15 A),
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onde as fragdes retidas eluidas com H,O destilada concentraram a atividade hemaglutinante,
além disso, estas fracOes apresentaram pigmentacdo azul, com pico de absorcéo a 620 nm. O
passo seguinte de purificacdo foi realizado em DEAE-Sephadex (FIGURA 15 B), onde as
fracGes eluidas com 100 mM de NaCl concentraram a atividade hemaglutinante e a absorcéo a

620 nm.

Figura 15 - Cromatografias de interacdo hidrofébica em fenil-Sepharose e troca idnica.
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A. Fenil Sepharose 4B. A coluna foi equilibrada e lavada com tampédo acetato 50 mM pH 5,5 contendo
(NH4),SO,4 500 mM. A cromatografia foi conduzida a um fluxo de 2 mL.min-1 e fracbes de 3 mL foram
coletadas. As proteinas retidas foram eluidas com tampé&o acetato 50 mM pH 5,5 contendo (NH,),SO,4 200 mM e
posteriormente com H,O destilada. B. DEAE Sephadex. A coluna foi equilibrada e lavada com Tris-HCI 50
mMpH 7,6. A cromatografia foi conduzida a um fluxo de 2 mL.min-1 e fragdes de 2 mL foram coletadas. As
proteinas retidas foram recuperadas com o tampéao de equilibrio acrescido de 100 mM e 1M de NaCl.

H-3 foi purificada 10 vezes a partir do PI-CM e representou 21% da atividade
especifica total do extrato bruto (TABELA 2). H-3 foi a lectina mais abundante do extrato,
correspondendo a aproximadamente 2% das proteinas totais sollveis, enquanto que H-1 e H-2

representam 0,08% e 0,2% das proteinas totais sollveis, respectivamente (TABELA 2).

4.2 Atividade hemaglutinante e inibicao.

A tabela 3 apresenta os resultados da inibicdo da atividade hemaglutinante de H-1
e H-3. H-1 foi capaz de aglutinar todos os eritrocitos testados apresentando uma leve
preferéncia para eritrécitos humanos tratados com tripsina. Nenhum dos carboidratos e

glicoproteinas testados inibiram a atividade hemaglutinante de H-2.
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Tabela 2 - Purificacdo das Halilectinas*.

Fracéo Volume [Proteina] P Total Titulo Atividade  A.especifica Rendimento Rendimento Purificacdo = MAC#
(mL)  (mg.mLY  (mg) (UH.mL?) total (UH)  (UH.mg") emUH (%) em Prot (%) (X) (ng.mL™)

Extrato bruto 100 1,22 122 8 800 6,6 100 100 1 152,5
PII-Estroma (H-1) 6 0,02 0,12 32 192 1600 24 0,1 242 0,62
PI-Estroma 140 0,63 88,2 4 560 6,3 70 72,3 0,95 157,5
PII-CM 43 0,03 1,3 8 344 266,7 43 1,1 40 3,75
F DEAE (H-2) 3) 0,05 0,25 64 320 1280 40 0,1 194 0,78
PI-CM 168 0,45 75,6 2 336 4.4 42 61,9 0,7 250
PI-CM + (NH4),SO4 160 0,17 27,2 2 320 11,8 40 22,3 1,8 85
PH,O-HIC 18 0,38 6,8 16 288 42,1 36 5,6 6,4 16,4
P-11 DEAE (H-3) 42 0,06 2,5 4 168 66,7 21 2,0 10 15

* Todas as atividades foram realizadas usando sangue humano do tipo A tratado com tripsina.

# Minima concentragdo capaz de causar hemaglutinacao.
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H-3 somente apresentou atividade hemaglutinante para eritrocitos humanos
do tipo A e B tratados com tripsina. A atividade foi inibida por GalNAc (12,5 mM),
carragenana (2,5 mg.mL™) e PSM (0,165 mg.mL™) (TABELA 3).

Tabela 3 - Inibicdo da atividade hemaglutinante de H-1 e H-3.

Carboidratos H-1 (MIC¥*) H-3 (MIC)

Galactose - -
Glicose - -
Manose - -
Fucose - -
Metil-Galactopiranosideo - -
Metil-Glicopiranosideo - -

GalNAc - 12,5 mM
GIcNACc - -
Sacarose - -
Lactose - -
Lactulose - -
Frutose - -
Carragenana - 2,5 mg.ml™*
Fucoidano - -
Glicoproteinas

PSM - 0,165 mg.ml™*
Tiroglobulina - -
Ovomucdide - -
Orosomucoide - -

* Minima concentracdo capaz de causar inibicao.

4.3 Caracterizacao fisicoquimica de H-1 e H-3

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

Em SDS-PAGE, H-1 apresenta-se como uma Unica banda de 40 kDa, na
presenca e auséncia de 2-mercaptoetanol (FIGURA 16 A). Por outro lado, H-3 mostrou-
se como uma proteina heterogénea, apresentando trés bandas eletroforéticas com massas
moleculares relativas de 18, 16 e 9 kDa, na presenca e auséncia de 2-mercaptoetanol
(FIGURA 16 B). Entretanto, em PAGE nativo H-3 apresenta-se como uma Unica e larga
banda de aproximadamente 40 kDa (FIGURA 16 C).
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Figura 16 - Eletroforese das Halilectinas purificadas em gel de poliacrilamida.
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A. SDS-PAGE 12 %. Foram aplicados 20 pg de proteina em cada pogo. Linha MM, marcadores de
massa molecular (fosforilase B 97 000, BSA 66 000, ovoalbumina 45 000, anidrase carbénica 29 000,
ovomucéide 21 000, ribonuclease 13 700 e aprotinina 6 500). 1) H-2. 2) H-2 reduzida. 3 ) H-1. 4) H-1
reduzida. B. SDS-PAGE 15 %. Foram aplicados 20 pg de proteina. Linha MM, marcadores de peso
molecular. 5) H-3 reduzida. 6 ) H-3. C. PAGE 15%. Foram aplicados 40 pg de H-3. 7) BSA 67 000. 8)
H-3.

Em cromatografia de exclusdo molecular usando matriz TSK G3000SWXL,
H-1 se comportou de maneira andmala, apresentando massa estimada de 15 kDa
(FIGURA 17). Em matriz Sephacryl S-200 HR 16/60, H-3 apresenta-se como um Unico
pico simétrico de massa molecular estimada em 40 kDa. Nesta cromatografia, o pico de
absorcdo a 280 nm, caracteristico de proteina, € acompanhado pelo pico de absorcao a

620 nm, revelando a ligacdo entre H-3 e uma molécula pigmento (FIGURA 18).

Figura 17 - Cromatografia de exclusdo molecular em matriz TSK G3000SWXL.
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A matriz foi equilibrada e a cromatografia foi conduzida em tamp&o Tris-HCI 50 mM pH 7,6 contendo
NaCl 500 mM. Foi aplicado 1 mg de H-1 purificada. Adendo. Curva de calibragdo da coluna TSK
G3000SWXL.
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Figura 18 - Cromatografia de exclusdo molecular em matriz Sephacryl S-200 HR
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A) Perfil cromatografico de H-3 em gel filtracdo. A matriz foi equilibrada e a cromatografia foi conduzida
em tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 7,6, contendo NaCl 500 mM. Foram aplicados 2 mg de H-3 purificada.
B) Curva de calibracdo da coluna Sephacryl S-200 HR 16/60.

O efeito do pH sobre a atividade das lectinas foi avaliado mediante
incubacgdo das lectinas em diferentes pH e posterior teste de atividade hemaglutinante
(FIGURA 19A). A atividade de H-1 foi maxima em pH bésico, em pH &cido a atividade
é diminuida, sendo minima a pH 4. Por outro lado, a atividade de H-3 foi estavel em pH
neutro, fora dessa faixa a atividade cai e € completamente abolida em pH 4.

O efeito da temperatura sobre a atividade das lectinas foi avaliada pela
incubacdo das mesmas em diferentes temperaturas e posterior teste de atividade
hemaglurinante (FIGURA 19 B). A atividade de H-1 foi sensivel a variacbes de
temperatura, a 40 °C sua atividade foi reduzida a 25% e a 70 °C foi completamente
abolida. H-3 mostrou-se um pouco menos sensivel, mantendo sua atividade inalterada a

60 °C, no entanto, a atividade de H-3 foi também abolida a 70 °C.

Figura 19 - Efeito do pH e temperatura sobre a atividade das Halilectinas.
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A. As lectinas foram incubadas em diferentes pH e a atividade hemaglutinante foi mensurada. B. As
lectinas foram incubadas em diferentes temperaturas por 1 hora e a atividade foi mensurada.
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A atividade hemaglutinante de ambas as lectinas ndo foi afetada pela
presenca de EDTA, Ca®*, Mn** e Mg?*, sugerindo que H-1 e H-3 ndo dependem de ions
divalentes para efetivar suas atividades.

O método do fenol-&cido sulfurico apontou que ambas as lectinas séo
glicoproteinas, revelando um teor de 8,2% de carboidratos neutros para H-1 e 2,3% para
H-3. A natureza glicoprotéica de H-3 foi atestada ainda pela coloragdo com o acido
periddico de Schiff (FIGURA 20).

Figura 20 - SDS-PAGE de H-3 corada com &cido periddico de Schiff.
M 1 2 3 4

97
66

45
29

24
14

Linha MM. Marcador de massa molecular. 1) H-3 corada com Coomassie Blue Brilhant. 2) H-3 na
preenca de B Mercaptoetanol. 3) H-3 corada com PAS 4) Lectina de Lutzalburgia auriculata.

O ensaio para determinacdo da absorcdo maxima de H-3 revelou um
comportamento incomum. Na faixa de luz visivel, H-3 apresentou absor¢cdo maxima a
620 nm, o que indica que esta lectina é uma proteina pigmento de coloracdo azul. Apos
aquecimento de H-3 a 100 °C por tempo variado notou-se que a pigmentacao variou de
azul para vermelho e a absor¢do maxima, antes fixa em 620 nm, chegou a 460 nm
(FIGURA 21).

O efeito de SDS, EDTA, cloridrato de guanidina, NaOH e 2-mercaptoetanol
sobre a absor¢do de H-3 também foi avaliado. Dentre os agentes citados, somente
NaOH, a uma concentragdo de 100 mM, teve efeito semelhante ao aquecimento da

lectina a 100 °C por 60 minutos. Os demais agentes ndo afetaram a absor¢do de H-3.
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Figura 21 - Espectro de absorc¢éo de H-3 na faixa do visivel.
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A lectina foi incubada a 100 °C por tempo variando de 0 a 60 minutos e a absor¢cdo maxima foi
determinada.

4.4 Toxicidade de Halilectinas contra nauplios de Artemia

Os valores de LCsy das lectinas apresentaram diferencas significativas,
sugerindo niveis distintos de toxicidade para as trés lectinas. Os nauplios tratados com
H-1 apresentaram elevados niveis de mortalidade em todas as concentracGes testadas
(70, 80, 97 e 97% para 12,5, 25, 50 e 100 pg.mL™, respectivamente). Os natplios
tratados com H-2 exibiram mortalidade moderada (10, 23, 20 e 37% para 12,5, 25, 50,
100 pg.mL™, respectivamente). Os nauplios tratados com H-3 mostraram-se pouco
afetados pelas concentracdes usadas, apresentando baixos niveis de mortalidade (7, 10,
10 e 13% para 12,5, 25, 50 ¢ 100 pg.mL™, respectivamente). Os valores de LC50 foram
de 6,4 ugmL™? (+ 4,9) para H-1, 142,1 pg.mL™ (+15,8) para H-2 ¢ 4142 pgmL™
(x42,5) para H-3.

4.5 Atividade antimicrobiana e aglutinacao de bactérias

H-3 ndo apresentou atividade antimicrobiana contra as bactérias testadas (E.
coli e S. aureus), uma vez que ndo foram observados halos de inibi¢cdo nos discos
incubados com H-3. H-3 ndo foi capaz de aglutinar nenhuma das bactérias testadas

(dados ndo mostrados).
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4.6 Cromatografia de fase reversa, determinacdo da massa molecular por
espectrometria de massas e fragmentacéo top down de H-3.

A cromatografia de fase reversa em coluna Sephasil C-8 promoveu
separacdo parcial entre as cadeias de H-3 e a porgédo pigmento (FIGURA 22). Como
resultados desta separacdo foram obtidos trés fragcbes (RP-PI, RP-PII, RP-PII) com
diferentes tempos de retencéo.

A avaliacdo das fracOGes da fase reversa por SDS PAGE (FIGURA 22)
revelou que a fragdo RP-PI corresponde a cadeia de 9 kDa, denominada cadeia B, a
fragdo RP-PII corresponde a mistura entre as cadeias de 16 e 18 kDa, cadeias a e o’
respectivamente, e a fracdo RP-PIIl ndo pdde ser observada, sugerindo o baixo peso

molecular e/ou a constituicdo ndo proteica desta fracao.

Figura 22 - Cromatografia de fase reversa em coluna Sephasil C-8.
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A coluna foi equilibrada com AF 0,1% e ACN 5%. A elui¢do deu-se por gradiente linear de ACN. 1mg
de H-3 purificada foi aplicado. SDS-PAGE 15%. Linhas: 1) H-3. 2) RP-PII, cadeias a.e o’. 3) RP-PI,
cadeia . 4) RP-PIII.

A avaliacédo das fragdes por MS revelou que a cadeia § é composta por uma
mistura de isoformas, destacando-se os ions de massas moleculares 11.755 +2 Da e
11.828 +2 Da (FIGURA 23 A). Por outro lado, a fracdo RP-PIl (FIGURA 23 B)
apresentou dois ions principais de massas bem distintas: a cadeia o, o ion mais intenso,
apresentou massa molecular de 18.290 +2 Da, com pequenas flutuacdes em torno desse
valor devido a presenga de isoformas e/ou aductos, e a cadeia o’ com massa molecular
de 20.393 +2 Da, com varios ions posteriores com acréscimos de massa de 162 Da (um

residuo de hexose), sugerindo a presenca de glicoformas nesta cadeia (FIGURA 23 C).
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Foram observados ainda na cadeia o’ ions adjacentes com acréscimos de massa de 17
Da, sendo estes ions caracteristicos de perdas neutras por parte de carboidratos. Além
disso, o RP-PIIl também foi avaliado. Esta fracdo, composta por uma molécula de
cardter ndao proteico, pois ndo apresentou absorcdo a 216 nm, apresentou massa
molecular de 597 +2 Da (FIGURA 23 D).

Figura 23 — ESI/MS das frac6es da cromatografia de fase reversa em Sephasil C8.
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As fracdes foram separadas em coluna Sephasil e infundidas separadamente em um espectrdmetro de
massas Synapt HDMS. A) Espectro deconvoluido da fragdo RP-PI. B) Espectro deconvoluido da fracdo
RP-PII. C) Cadeia o’ em detalhe. D) Espectro monocarregado da fragdo RP-PIII.

A fim de avaliar o carater glicoproteico da cadeia o’ e visando determinar a
massa e a possivel constituicdo do glicano, o fon precursor [M + 12H]*** de m/z
1700,9219 da cadeia ao’, foi selecionado e fragmentado. Interessantemente, o ion
resultante de m/z 1663,4371, corresponde ao [M + 12H]*** da cadeia o. Esse resultado
sugere que a cadeia o’ ¢ a forma glicosilada da cadeia a, revelando um acréscimo de
2.098 Da + 17 Da de uma possivel perda neutra (FIGURA 24). Quando o ion precursor
[M + 12H]"** de m/z 1663,4371, da cadeia a foi selecionado e fragmentado nio foi
observada formacdo de ions de massa menor, exceto a perda de sinal do precursor

devido a desestabilizacdo do mesmo.



Figura 24 - Fragmentacdo-Top Down-MS da cadeia o’.
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A) Espectro de massa da fragdo RP-PII. B) [M + 12H]*** de m/z 1700, 9219 filtrado. C) fon [M + 12H]"**
de m/z 1700,9219 fragmentado com gas argonio.

Quando H-3 foi infundida diretamente no espectrdmetro de massas, sem

preparo prévio por cromatografia de fase reversa, a cadeia a suprimiu as demais cadeias

(FIGURA 25). Assim s6 foi possivel determinar a massa molecular da propria cadeia o.

Entretanto, além da cadeia o (18.293+2 Da), foi possivel notar um segundo ion de

massa molecular superior (18.891+2 Da).
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Figura 25 - Espectro de massas deconvoluido da cadeia a.
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H-3 foi solubilizada em acetato de aménio 25 mM a uma concentracdo de 10 pmol.uL™. Apés
centrifugacdo, a solugdo foi infundida diretamente no espectrémetro de massas.

Objetivando identificar o que seria 0 ion de massa 18.890+2 Da, 0 mesmo

foi submetido a experimentos de Top Down (FIGURA 26).

Figura 26 - Top Down do ion 18.890+2 Da.
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A) Espectro multicarregado de H-3. B) fon [M + 7H]™* de m/z 2699.7725 filtrado. B) fon [M + 7H]"* de
m/z 2699.7725 fragmentado com gés argoénio.
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Para tal, o fon precursor [M + 7H]"* de m/z 2699,7153, correspondente &
molécula de 18891 +2 Da, foi filtrado e fragmentado. Curiosamente, 0s ions resultantes,
de m/z 2614,4539 e de m/z 597,5029 Da, correspondem a [M + 7H]"*z=7da cadeia o e
[M + 1H]* da molécula de pigmento, denominado croméforo-597. Sendo assim, 0s
resultados de Top Down sugerem que o croméforo-597 interage com a cadeia o para

formar um complexo de massa molecular 18.891 +2 Da.
4.7 Determinacéo de grupos SH livres e pontes dissulfeto de H-3

A incubacéo de H-3 com os agentes alquilantes (IAA e VP), sem utilizacéo
prévia de agentes redutores, e posterior avaliacdo por MS ndo resultou em acréscimo de
massa, indicando a auséncia de Cys livres em H-3 (FIGURA 27 A, 27 B).

Figura 27 - Espectro de massa das cadeias de H-3 apds tratamento com 1AA.
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H-3 foi alquilada sob condicbes desnaturantes, porém ndo redutoras. A. Cadeias o e o’ apos alquilagédo
com IAA sem preparo prévio com agentes redutores. B. Cadeia B apds alquilagdo com TAA sem preparo
prévio com agentes redutores.

A incubacdo de H-3 com os agentes alquilantes apds preparo prévio da
amostra com DTT e posterior analise por LC/MS, revelou a presenca de Cys envolvidas
em pontes S-S.

As cadeias o e o’ apos tratamento com DTT e TAA apresentaram massas

moleculares de 18.523 £2 Da e 20.635 +2 Da, respectivamente. O incremento de massa
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para a cadeia o foi de 233 Da, equivalente aproximado de 4 residuos de Cys
carboxiamidometilados (4 x 57 = 228 Da). O incremento de massa da cadeia o’ foi de
243 Da, revelando que, além de 4 Cys carboxiamidometiladas (228 Da), houve a
oxidacdo de uma Metionina (incremento de 16 Da) devido a reducédo e alquilagdo da
amostra (FIGURA 28 A). As cadeias o e o’, apos tratamento com DTT e VP,
apresentaram incrementos de massa que confirmam a presenca de 4 Cys em ambas as
cadeias (dados ndo mostrados).

A cadeia B apods tratamento com DTT e VP apresentou massa molecular de
12.036 +2 Da. O incremento de massa foi de 208 Da, equivalente aproximado de 2
residuos de Cys piridiletilados (2 x 105 Da) (FIGURA 28 B).

Figura 28 - Cadeias de H-3 reduzidas e alquiladas.
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A. Espectro de massa das cadeias a e o’ apds reducdo e alquilagdo. A lectina foi reduzida com DTT,
alquilada com IAA e submetida a LC-MS. B. Espectro de massa da cadeia 3 apds redugdo e alquilagdo. A
lectina foi reduzida com DTT, alquilada com VP e submetida a LC-MS

Os resultados supracitados indicam que todos os residuos de Cys presentes
em H-3 estdo envolvidos em pontes de sulfeto intracadeia. As cadeias o e o’ apresentam

2 pontes S-S (4 Cys) e a cadeia 3 apresenta 1 ponte S-S (2 Cys).

4.8 Deglicosilagdo e determinacio da massa molecular de aH-3 deglicosilada

A cadeia o’ de H-3 foi eficientemente deglicosilada pelo uso de NaOH e
NaBH,4. No entanto, a proteina deglicosilada ndo apresentou massa de 18.291+2 Da
como previsto no ensaio de Top Down. oH-3 em sua forma deglicosilada apresentou

massa de 17.548+2 Da, cerca de 740 Da menor que a cadeia o, sugerindo que a massa
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de 18.291+2 Da, referente a propria cadeia a, trata-se de uma forma ainda glicosilada
(FIGURA 29).

Apos a deglicosilagdo quimica, as formas resultantes séo, na verdade, uma
mistura de proteinas completamente deglicosiladas e proteinas parcialmente
glicosiladas. A identificacdo destas formas e a diferenga de massa entre elas permitem a
determinagdo, ou pelo menos, a estimativa da composicdo e sequencia do glicano.

Valendo-se disso, a composicao do glicano de aH-3 foi determinada.

Figura 29- Espectro de massas da cadeia a deglicosilada.
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A lectina foi deglicosilada utilizando NaOH e BH, e submetida a LC-MS. O espectro foi deconvoluido
usando a ferramenta MaxEnt 1.

A cadeia o’ foi considerada a forma glicosilada maxima de H3, a partir do
jon 20.410 +2 Da (20.343 + 17 Da) a sequencia de carboidratos foi predita pela reducéo
dessa massa com residuos de monossacarideos até o encontro do ion 17.548 +2 Da,
considerado a forma deglicosilada de aH-3 (FIGURA 30).

Entre a cadeia o (18.292 +2 Da) e a forma deglicosilada (17.548 +2 Da) a
diferenca foi de 744 Da, equivalente a dois residuos de N-AcetilHexosamina (203 Da
cada), um residuo de Hexose (162 Da) e um residuo de hexose oxidado ou um acido
hexurénico (176 Da), totalizando 744 Da. Os intermediarios formados sugerem que a
sequéncia seja: HexNAc,-Hex-Hex®.

Entre o0 ion 18.292 +2 Da e 0 ion 19.453 +2 Da, a diferenca de massa foi de
1.161 Da, os ions intermediarios sugerem que a composi¢cdo do glicano para essa regiao
seja: HexsDeoxiHex;NAcHex;, totalizando 1.159 Da. Entre o ion 20.410 £2 Da e o0 ion
19.453 +2 Da, a diferenca de massa foi de 957 Da equivalente a soma dos glicanos
LacdiNAc e Lacdi Le*analogo (carboidratos comuns em glicanos N-ligados). O
LacdiINAc é um dissacarideo composto por duas unidades de N-Acetilhexosamina (406
Da). O Lacdil Le* é um trissacarideo composto por duas unidades de N-

AcetilHexosamina e uma unidade de deoxihexose (146 Da).
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Figura 30 - Espectro de massas de aH3 deglicosilada e predi¢cdo do glicano.
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Considerando as diferencas de massas entre a proteina glicosilada e suas formas deglicosilada e parcialmente glicosilada foi possivel determinar

~Mass

a composicdo do glicano e estimar a sequencia do mesmo. A configuracdo do glicano foi estimada tomando por base os dados disponiveis na

literatura.
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Sendo assim, a diferenca de massa entre a forma deglicosilada e glicosilada,
que foi de 2.862 +2 Da, estd de bom acordo com a composicdo glicidica

HexsHex™;NAcHex;DeoxiHex,, que somada totalizou 2.861 Da.

4.9 Determinacado da estrutura priméaria de H-3

A estrutura priméria de H-3 foi parcialmente determinada pela sobreposicao
de peptideos oriundos de digestdes proteoliticas e sequenciamento manual dos mesmos.
Uma vez que seria impossivel discriminar leucina (L) de isoleucina (I) por MS, os
residuos de L e | foram assinados conforme aqueles presentes na lectina putativa de
A.queenslandica (ver a diante).

Da cadeia a foram identificados 145 aminoacidos, dos quais todos foram
determinados por sequenciamento manual (FIGURA 31). A soma da massa dos 145
aminodcidos totalizou 16.242 Da considerando que as trés cisteinas identificadas estdo
envolvidas em pontes dissulfeto intracadeia. Sendo assim, o valor de 16.242 Da esta
1.302 Da abaixo do valor de 17.548+2 Da (proteina deglicosilada).

Figura 31 - Mapa peptidico da cadeia o de H-3.

ZPEEPRCRET PETWSGVLYI ISVRNTEVLF TISSSSYDRT EQKIKITMVK
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A sequencia foi obtida por sobreposi¢do de peptideos oriundos da digestdo com diferentes proteases. (--T-
-) Tripsina, (--Q--) Quimotripsina, (--A--) Asp-N, (--G--) Glu-C, (--P--) Pepsina. *
Microheterogeneidades. (___) Sitio de N-glicosilacéo.

Foram observadas microheterogeneidades nas posi¢oes 28 (A/V), 35 (G/S) e

38 (S/D), sugerindo a existéncia de isoformas na cadeia a. Além disso, na posi¢do 1 o
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aminoécido glutamina (Q) encontrou-se modificado, revelando a presenca de um

residuo de acido piroglutamico (2).

Na posicdo 73 a Asparagina (N) é seguida de dois residuos (ET) que

caracterizam um sitio de N-glicosilacdo. Os peptideos que sobrepdem esta regido (T6 e

A4) apresentaram diferengas entre suas massas observadas e calculadas, revelando

acréscimos de massa de 203 Da para o peptideo T6 e 406 Da para o peptideo A4, sendo

estas massas referentes a um e dois residuos de N-Acetil Hexosamina, respectivamente,

estando de bom acordo com a sequéncia do glicano de H-3 descrito anteriormente na

secdo 3.6. Todos os peptideos de oH-3 tiveram sua sequencia determinada por

sequenciamento manual e estdo dispostos na tabela 4.

Tabela 4 - Peptideos sequenciados de aH-3.

Peptideo m/z Sequencia de aminoacidos Massa

Observada  Calculada
Al 515.9137 DDYEKRLRYCK 1544.9137  1544.7406
A2 815.3198 EGELPSFGVPENAHF 1628.6240 1628.7471
A3 1177.1179 DGPVETLGAKIAGLGVTVAHYTIA 2352.2202  2352.2688
Ad 1362.6230 DDYEKRLRYCKNETLEGE 2723.2305 2317.0645
Gl 869.4430 TWSGVLYIISVRNTE 1736.8704  1736.9097
G2 773.8785 VLFTLSSGSYSRTE 1545.7413  1545.7675
G2.1 759.8625  ALFTLSSGSYSRTE 1517.6689 1517.7362
G3 738.6140 NAHFDGPVETLGAKLAGLGVTAVHYTLAE 2950.4248  2950.5188
G4 993.0277 TLGAKLAGLGVTVAHYTLAE 1984.0398  1984.0992
G5 1092.1846 RGFSYFTYHPLGDEGTQCIPITNSIATVE 3273.5288  3273.5303
P1 697.0016  SSSYSRTEQKIKITM™VKS 2087.9818  2088.0884
P2 601.2461 PSFGVPENAHF 1200.4766  1200.5564
P3 528.8003 GAKIAGLGVTVA 1055.5850 1055.6339

P4 580.7927 GVTVAHYTLAE 1159.5698 1159.573
P5 1075.9316 FTYHPLGDEGTQCIPITNS 2149.8477  2149.9626
Q1 1158.9783 ZPEEPRCRETPETWSGVLY 2315.9409 2316.0481
Q2 799.3617 CRETPETWSGVLY 1597.7056  1597.7083
Q3 979.5105 IISVRTNEALFTLSSGSY 1957.0054  1957.0156
Q4 548.4797 KITMVKSMTNQPLKTVLDDYEKR 2737.3591  2737.4507
Q5 566.9248 KTVLDDYEKRIY 1697.7510  1697.9100
Q6 490.5850 VLDDYEYKRLR 1468.7314  1468.7675
Q7 563.7155 TNQPLKTVLDDYEQRLRY 2250.0833 2251.2324
Q8 678.7721 GAKLAGLGVTVAHY 1355.5286  1355.7561
Q9 550.7633 LAGLGVTVAHY 1099.5110  1099.6025
Q10 958.3896 TYHPLGDEGTQCIPITN 1914.7635 1914.9033
Q11 645.76 EPSEDELLVLF 1289.5088 1289.6390
T1 925.4397 ETPETWSGVLYLLSVR 1848.8636  1848.9410
T2 817.8423 NTEAIFTLSSGSYSR 1631.6689  1631.7791
T2.1 830.8634 NTEAIFTLSSGSYDR 1659.7112  1659.7740
T3 941.4423 SMTNQPLKTVLDDYEK 1880.8690 1880.9189
T4 685.3188 SM”TNQPLKTVLDDYEKR 2052.9329  2053.0149
T5 569.7465 TVLDDYEKR 1137.4773  1137.5302
T6 1086.4829 NETLEGELPSFGVPENAHFDGPVETLGAK 3256.4253  3053.4617
T7 835.9249 LAGLGVTVAHYTLAER 1669.8342  1669.9152

A (Da)

0.02

0.12
0.05
-406.17
0.04
0.03
0.07
0.09
0.06
0.00
0.08
0.08
0.05
0.02
0.11
0.11
0.00
0.01
0.09
0.16
0.04
0.11
0.23
0.09
0.14
0.13
0.08
0.11
0.06
0.05
0.08
0.05
-202.95
0.08
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Ja a cadeia B apresentou 106 aminoacidos (FIGURA 32), dos quais todos,
com excecéo do dipeptideo *'CK® foram determinados por sequenciamento manual. Os
dois aminoécidos ®*CK® foram determinados pela similaridade existente entre H-3 e
pAqL.

Figura 32. Mapa peptidico da cadeia f§ de H-3.

AATCKETPPT WSGHLFEIST DNPRRAELSY SREEKKIKTT DYKGVPLRTT

|--—---- Gl------- JECEEEEE G2------- !
EE— Pl-————- | |-—————- P2-————- T —— P4————————
|--—--- 01------- | |--———- 02------ |1--——- 06----- INES
|-----—-- T1--------- ! |-
[ —— Thl-——--- |
LDDYATGTKY CKKSNLTGTI PTFGVPDKLP SPAGPHYLGG KLPSTGVLVL
| [ j Jc TR | |[-——-T5--
--Q7————-- | | -—=———-- P5-———————-
—--T2---| |----- Q9-----
| -———- Th3--—-—-
| -——Th2--- |
DEFYGEK

A sequencia foi obtida por sobreposicdo de peptideos oriundos da digestdo com diferentes proteases. (--T-
-) Tripsina, (--Q--) Quimotripsina, (--A--) Asp-N, (--G--) Glu-C, (--P--) Pepsina, (--Th--) Termolisina. *
Microheterogeneidades. (__ ) Sitio de O-glicosilacéo.

Foram observadas variacdes de sequéncias em cinco diferentes posicoes: 27
(D/E), 49 (T/L), 59 (K/R), 94 (S/D) e 100 (L/Y). Na posicao 65 a asparagina é sucedida
de dois aminoacidos (LT) que caracterizam um sitio de N-glicosilacdo. O peptideo T3,
que sobrepde essa regido, apresentou divergéncia em sua massa medida e calculada,
sendo esta diferenca de massa (203 Da) atribuida a um residuo de N-acetilhexosamina.

Os 106 aminoacidos somados totalizaram 11.622 Da, considerando as duas
cisteinas envolvidas em pontes dissulfeto, estando este valor 206 Da abaixo do valor
determinada por ESI-MS para a cadeia B: 11 828 +2 Da. Os 206 Da de diferenca podem
ser explicados pela presenca de um residuo de HexNAc (203 Da) encontrado nos
peptideos T3 e T4.

Todos os peptideos de PH-3 tiveram sua sequencia determinada por

sequenciamento manual e estdo dispostos na tabela 5.



Tabela 5 - Peptideos sequenciados de fH-3.
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Peptideo m/z Sequencia de aminoacidos Massa A (Da)
Observada  Calculada

Al 739.4434 DISYSREEKKIKTTDYKGVPLRLTL 2952.7422  2952.5759 -0.17
A2 637.8750 DYKGVPLRLTL 1273.7344  1273.7394 0.01
A3 631.8644 DYKGVPLRTTL 1261.7131 1261.7030 -0.01
Gl 644.6511 AATCKETPPTWSGHLFE 1930.9299 1930.8883 -0.04
G2 670.2854 ISTDNPRRADLSYSREE 2007.8328 2007.9609 0.13
P1 552.5763 AATCKETPPTWSGHL 1654.7054  1654.7773 0.07
P2 644.6139 AATCKETPPTWSGHLFE 1930.8182 1930.8883 0.07
P3 595.2496 FEISTDNPRRADISY 1782.7252 1782.8536 0.13
P4 619.5898 SREEKKIKTTDYKGVPLRLTL 2474.3279  2474.4221 0.09
P5 625.9926 PAGPHYLGGKLPSTGVLVL 1874.9543 1874.0618 0.11
Q1 601.9313 AATCKETPPTWSGHLF 1802.7704  1802.8297 0.06
Q2 546.2439 EISTDNPRRADISY 1635.7083  1635.7853 0.08
Q3 632.9644 LFEISTDNPRRADISY 1895.8698 1895.9377 0.07
Q4 550.9186 ELSTDNPRRAEISY 1649.7323  1649.8009 0.07
Q5 637.6429 LFEISTDNPRRAEISY 1909.9052 1909.9534 0.05
Q6 499.9263 SREEKKIKTTDY 1496.7554  1496.7834 0.03
Q7 758.8496 RLTLDDYATGTKY 1515.6836  1515.7570 0.07
Q8 511.5732 RTTLDDYATGTRY 1531.6962  1531.7267 0.03
Q9 609.8207 GGKLPDTGVLVY 1217.6257 1217.6655 0.04
T1 728.5095 ETPPTWSGHLFELSTDNPR 2182.7183  2182.0283 0.31
T2 607.1368 TTLDDYATGTR 1212.2579  1212.5623 0.30

T3 1008.6561 SNLTGTIPTFGVPDKLPSPAGPHYLGGK 3022.9448 2820.4810 -202.46

T4 788.7761 KSNLTGTIPTFGVPDKLPSPAGPHYLGGK  3151.0732 2948.5759 -202.50
T5 858.4125 LPDTGVLVYDFYGEK 1714.8093 1714.8453 0.04
Thl 528.8848 ATCKETPPTWSGHL 1583.6310  1583.7402 0.11
Th2 587.7137 LDDYATGTRY 1173.4117  1173.5302 0.12
Th3 723.8344 LGGKLPDTGVLVYD 1445.6532  1445.7766 0.12

4.10 Clonagem da cadeia a

O RNA total extraido a partir de um grama de esponja utilizando o kit

RNAspin Mini RNA isolation kit (GE Healthcare) apresentou rendimento de 80 ng/uL.

A partir da extracdo de RNA foi possivel, através da reacdo da transcriptase

reversa e mediante utilizacdo do primer Qt, sintetizar fitas de cDNA.

Utilizando o oligonucleotideo especifico (HAL-1) em associacdo com o

primer Q; foi obtido um fragmento de DNA de aproximadamente 500 pb de

comprimento (FIGURA 33). Apds a reamplificacdo do produto 3'RACE usando

oligonucleotideo Qo, 0 novo produto foi submetido a clonagem em pGEM-T-easy.
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Figura 33. Eletroforese em gel de agarose. Produto 3’ RACE.

1 2 3

1000 pb

500 pb

1. Marcador Kilobase; 2. Amplificacdo na presenca de Qi; 3. Reamplificacdo na presenca de Q.

Com o objetido de confirmar a presenca do inserto, uma PCR foi realizada
utilizando os 20 clones obtidos apés transformacéo. Destes clones foram confirmados
16 com a presenca do fragmento de interesse.

O sequenciamento do produto 3'RACE revelou a presenca de uma regido
codificadora de 246 nucleotideos, terminada por um cddon de parada, uma regido 3' ndo
codificadora e a cauda poliA.

A tradugcdo do produto de 3’RACE revelou uma sequéncia de 82
aminodacidos, dos quais 54 estdo de acordo com a sequéncia determiada por MS/MS
(FIGURA 34). Entretanto, 28 aminoacidos representam uma extensdo no C-terminal

ndoobservada nos dados obtidos por MS.

Figura 34. Alinhamento entre as sequéncias obtidas por MSMS x RACE.

1 10 20 30 40 50 50 70
MSMS [ZPEEPRCRETPETWSGVLYIISVRNTEVLFTISSSSYDRTEQKIKITMVKSMTNQPLKTVLDDYEKRIRY

zZpeeprcretpetwsgvlyiisvrntevlftissssydrtegkikitmvksmtngplktvlddyekriry

80 90 100 110 120 130 140

MSMS m e eSS R S B e b R e AE B e B B e |
RACE »PPGEDIIQYANVTTVLPPDAFSLPPGCG

IATLDppgedi1qyanvttv1ppdafslppééé

Alinhamento realizado pelo programa ESPript 2.1



87

A combinacdo das técnicas de espectrometria de massas e biologia
molecular apontou uma estrutura primaria para oH-3 composta de 173 residuos.
Contudo, a massa molecular somada destes aminoacidos (19.099 Da) é superior aquela
massa determinada para a lectina deglicosilada (17.548 Da).

Sendo assim, é proposto um processamento proteolitico pds-traducional de
aH-3 reduzindo o nimero de aminoacidos para 158. Este processamento leva a
formagdo de uma cadeia madura com massa molecular de 17.548 Da (FIGURA 35),
valor que esta de acordo com a massa determinada por MS.

Figura 35. Estrutura primaria de aH-3.

1 ZPEEPRCRET PETWSGVLYI ISVRNTEVLF TISSSSYDRT EQKIKITMVK
51 SMTNQPLKTV LDDYEKRIRY CEKNETLEGEL PSFGVPENAH FDGPVETLGA
101 KIAGLGVITVA HYTIAERGES YFTYHPLGDE GTQCIPITNS TIATLDPPGED

151 IIQYAGCG

Sequéncia obtida através da combinaggo das técnicas de MS/MS e 3’ RACE.

4.11 Analise de bioinformatica

H-3 teve seus parametros fisico quimicos estimados utilizando a ferramenta

ProtParam do pacote Expasy (disponivel em http://web.expasy.org/cqi-

bin/protparam/protparam). De acordo com o programa, a cadeia o possui um pl de 4,87

e coeficiente de extincdo molar de 1,066, assumindo que todas as cisteinas estdo
engajadas na formacdo de cistinas. A cadeia P, por sua vez, apresentou pl de 7,98 ¢
coeficiente de extincdo molar de 1,248, assumindo que todas as cisteinas estdo
engajadas na formacéo de cistinas.

A ferramenta RADAR identificou um possivel dominio repetido dentro da
sequencia da cadeia o de H-3 (FIGURA 36). A regido em questdo compreende as
sequencias '* ETLEGELPSFGVPENAHF" e “ETLGAKIAGLGVTVAHY? que
apresenta similaridade de 52% e identidade de 47%.

Utilizando a ferramenta BLAST, a sequéncia de H-3 foi comparada com
proteinas depositadas no banco de dados do NCBI. Ambas as cadeias de H-3 (a e B) ndo

apresentaram similaridade com lectinas conhecidas. Entretanto, quando os parametros


http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam
http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam
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da busca foram ajustados para buscar por sequencias de nucleotideos traduzidas usando
como query peptideos da propria H-3 (tBLASTn), foram observadas regides

conservadas entre H-3 e 0 genoma da esponja Amphimedon queenslandica.

Figura 36 - Alinhamento entre os dominios repetidos de aH-3.
l

74-91 EGELPSF M-I
96-112 |JEWAGAKIAGL Vv . LN

Alinhamento realizado pelo programa ESPript 2.1

O “contig” 7463 do genoma de A. queenslandica foi tratado com o
programa GenMark utilizando como conjunto de treinamento os dados de C. elegans.
Os resultados revelaram a presenca de 14 genes no fragmento 7463, dentre estes, dois
foram identificados através de um BLAST local. Os dois genes foram traduzidos e duas
proteinas putativas foram identificadas em A. queenslandica: a pAqL ¢ B pAqL
(FIGURA 37).

Figura 37 - Sequencia da lectina putativa de Amphimedon queenslandica.

pAgqL - Cadeia a

MILALVVVAA LFINTGTAQP DEPRCRETPE TWSGYLYIIS VRSTEARFTI SLGSYSRTAQ
6] KIKITDVKSM TNEPLRTVLE DYEKRIRYTS VSGSCRNETL EGEFPSYGVP EDAHFDGPVE
121 TLGAKIAGLG VTVAHYTIAE RGFSYYTYHP LGDEGTQCIP ITNSIATLEP LGEDIIQYAN

181 VTTVLETDAF SLPPGCG

pAgqL - Cadeia

MKCLIMIVAA AALLGIASAA ATCLESPPIW SGHLFEISTD NPRRAVISYS RDEKKIKTTD
6l YKGVPLRTTL DDYTTGTRYV SENGECRKSN LTGTIPTFGV PEGSLPNPVG PHYLGGKLPD
121 TGVLVYDFYG ENTRDGIYFL TYAPVGEGTV CVPLYFTFLA KPPLLQEFTE LVTTVPPGAF

151 SIPPGCE

O contig 7463 foi tratado com a ferramenta GenMark e dois genes foram identificados através de
alinhamentos BLAST locais. Os dois genes foram traduzidos e as sequencias da lectina putativa estdo
apresentadas.

De posse das sequéncias das cadeias o e B de pAqL foram realizados
alinhamentos entre estas cadeias polipeptidicas e as cadeias de H-3, utilizando o

programa EsPript (FIGURA 38). As cadeias a de H-3 e pAgL apresentaram
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similaridade de 91% e identidade de 85%, as cadeias P, por sua vez, apresentaram
similaridade de 90% e identidade de 85%.

No entanto, uma longa regido de N-terminal presente em ambas as cadeias
de pAgL nédo foi observada em H-3. Utilizando a ferramenta SignalP (disponivel em

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), foi comprovado que as cadeias de pAgL

possuem potenciais peptideos sinais em seus N-terminais, sendo estes peptideos de 18
residuos na cadeia a e 19 residuos na cadeia B (dados ndo mostrados).

Além disso, ambas as cadeias de pAgL apresentaram uma extensdo em seus
C-terminais ndo observada na lectina madura H-3. Ambas as cadeias de pAqL
apresentaram também uma sequéncia interna ndo presente em H-3. Na cadeia o, a
sequéncia interna em questdo possui seis residuos: **TSVSGS™. Na cadeia B a
sequéncia interna também possui seis residuos: *VSENGE®. Curiosamente, em ambos
0S casos a sequéncia interna ausente em H-3 ocorre flanqueando os sitios de N-

glicosilagao.

Figura 38 - Alinhamentos entre as cadeias o de pAqL e H-3.

aH-3 b a5 0 aa e, s al e s o oI lP!CRITPIT'S LYIIBV I PTIS VKB
o pAqL MILZ B EPRCRETPETWSGHLYIISVR SFTISH BVKS

ilalvvvaalt1ntgta'PﬂBPRCRBTPRTWSGVLYIISVRDTSVIPTISquYdRTOQKIKITIVKSN

60 70 80 S0 100 110

aH-3 D!lxzxn ...... Emli I AHFDGPVETLGAKIAGLGVTVAHYTIAE
a pAqL - 8D Y EK R I R YRSSRUSTeRS CF; ! ave HFDGPVETLGAKIAGLGVTVAHYTIAR

NSPLKTVL'DYBKRIRYCSVSQSCKNRTLRGB1PS\GVPE'AHPDGFVRTLGAKIAGLGVTVAHYTIAB

120 130 140 150

aH-3 RGFS PTY-PLGDIGTQCIPITIBIAT 5 CEDI T QY A .
a pAqL RGFSYHTYHPLGDEGTQCIPITNSIAT MGEDIIQY /TTVL

RGPSY\TYEPLGDRGTQCIPITNSIATL’PIGBDIIQYthttletdatSlppGCG

BH-3 [iiaiaia aiaiaieia e s siainia o o s T T 'BGBLPEIBTDNPRR EISYS "BKKI' PLRTTL
B pAqL MKCLLMIVAAAALLGIASA S PPHMWSGHLFEISTDNPRRANISYSRBEKKIN PLRTTL

mkcllmivaaaallgiasaAATClRaPpiwscﬂLPBISTDNPRRAVISYSR#BKKIdTTDYKGVPLRTTL

100
BH-3 DD 3 . CRKSNLTGTIPTPGV < 'E'HGPE!LGGKLPE LDFYG } Wis™ v v
B pAqL L2 NEINIEICRESNLTGTIPTFGVP E;E PRIPMIGPHYLGGKL Pjs VEIDFYGE T"‘ Y

DDYaTGTkasengeCRKSNLTGTIPTPGVP#gkLPnPVGPHYLGGKLPdTGVLVlDFYGEntrdgiyf1

B pAqL YAPVGEGTVCVPLYFTFLAKPPLLOEFTELVTTVPPGAFSIPPGCE

Os alinhamentos foram realizados entre as cadeias B, utilizando a ferramenta ESPript.


http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
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4.12 Cristalizagéo da lectina H-3

Para 0s ensaios de cristalizacdo, H-3 purificada (10 mg.mL™) foi utilizada
de forma nativa e complexada com GalNAc. Ambas as preparacdes foram submetidas
ao screen inicial com os kKits de cristalizagdo da Hampton Research (Crystal Screen | e
11I™). Ap6s uma semana da montagem das microplacas foram obervados microcristais
para ambas as preparacdes (nativa e complexada) somente na condi¢do 17 do Crystal
Screen | (FIGURA 39).

Apb6s obtencdo dos primeiros cristais, foram realizadas pequenas

modificagdes na composi¢édo da condigéo 17.

Figura 39 - Microcristais de H-3.

A lectina nativa (1) e complexada com GalNAc (2) foi submetida a screen de cristalizagdo utilizando os
kits de cristalizacdo da Hampton research. As gotas (200 nL) foram preparadas por um rob6 de
cristalizacdo, montadas sobre uma superficie plasticas e seladas sobre uma placa de microtitulacéo.

H-3 (12,5 mg.mL™) foi cristalizada em quatro condices otimizadas a partir
da condicdo 17. Cristais foram obtidos 15 dias ap6s a montagem das placas, tanto
quando se utilizou H-3 complexada quanto quando se utilizou H-3 nativa.

Quando complexada com GalNAc, cristais (FIGURA 40A). foram
observados nas seguintes condi¢des: (1) Li,SO4 0,2 M, PEG 8000 30 % e Tris 0,1 M pH
7,3; (2) Li,SO4 0,2 M, PEG 8000 30 % e Tris 0,1 M pH 7,6; (3) Li,SO,4 0,2 M, PEG
6000 30 % e Tris 0,1 M pH 7,3 e (4) Li,SO4 0,2 M, PEG 6000 30 % e Tris 0,1 M pH
7,6. Quando nativa H-3 (FIGURA 40B) foi cristalizada somente em duas condices: 2 e
4.
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Figura 40 - Cristais de H-3

A lectina nativa, condicdo 2 (A) e complexada com GalNAc (B) foi submetida a otimizacdo de
cristalizag@o utilizando a condi¢@o 17 como composi¢do de partida. As gotas (2 uL) foram preparadas,
montadas sobre uma laminula e seladas sobre uma placa de Limbro.
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5. DISCUSSAO

Esponjas marinhas sdo consideradas excelentes fontes naturais de
biomoléculas. O efeito biolégico da aplicacdo direta de biomoléculas isoladas de
poriferos tem sido bastante discutido nos ultimos 50 anos. Entretanto, a imensa maioria
de biomoléculas isoladas de esponjas consiste de metabolitos secundéarios, incluindo
nucleosideos, esteroides, acidos graxos e peroxidos (SIPKMA, 2005).

Em se tratando de lectinas, dezenas de trabalhos tém sido publicadas
relatando a purificacdo, caracterizacdo fisico-quimica e propriedades bioldgicas destas
proteinas em poriferos. Neste trabalho, duas novas lectinas da esponja Haliclona
caerulea foram isoladas, caracterizadas parcialmente e informagles estruturais
(sequencia de aminoacidos e modificacbes pos-traducionais) foram obtidas de uma
delas.

H-1 foi isolada em um Unico passo de purificacdo usando cromatografia de
afinidade em matirz de estroma de eritrocitos humanos do tipo A. Desde que Agrawal e
Goldstein (1965) implantaram a cromatografia de afinidade para a purificacdo de
lectinas, esta tem sido a técnica mais empregada para o isolamento destas proteinas. O
uso de matrizes contendo estroma de eritrdcitos foi empregado para a purificacdo das
lectinas da esponja Axinella corrugata (DRESCH et al., 2008) e do polvo Octpus maia
(ALPUCHE et al., 2010).

A outra lectina isolada neste trabalho (H-3) foi obtida de forma pura pela
combinacdo de cromatografias de interacdo hidrofébica e troca idnica. Muitas lectinas
de organismos marinhos tém sido purificadas usando meétodos alternativos que nao
incluem cromatografia de afinidade, tais como as lectinas isoladas da esponja Craniella
australiensis (XIONG et al., 2005) e do pepino-do-mar Holothuria grisea (MOURA et
al., 2012).

Os métodos alternativos para a purificacdo tém sido bastante empregados
especialmente para lectinas com afinidades por carboidratos complexos, dentre estes
métodos destaca-se a cromatografia de interacdo hidrofobica, utilizada para o
isolamento das lectinas do pepino-do-mar Holothuria scabra (GOWDA et al., 2008) e
das algas Tichocarpus crinitus (MOLCHANOVA et al., 2010) e Codium barbatum
(PRASEPTIANGGA et al., 2102).

Além de H-1 e H-3, H. caerulea possui outra lectina, H-2, que foi

previamente isolada por combinagdo de cromaografias de troca aniénica e catidnica
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(CARNEIRO, 2011). Juntas as trés lectinas totalizam 85% da atividade hemaglutinante
total do extrato bruto de H. caerulea.

A presenga de mais de uma lectina em extratos aquosos de esponjas ndo é
rara, ja tendo sido observada em Axinella polypoides (BRETTING; KABAT, 1976%),
Aaptos papilata (BRETTING; KABAT, 1976b), Halichondria okadai (KAWAGASHI
et al., 1994) e Axinella corrugata (DRESCH et al., 2008).

H-1 representou apenas 0,1% das proteinas totais sollveis de H. caerulea.
Valores igualmente baixos foram observados nas lectinas isoladas de Haliclona cratera
(0,04%) (PAJIC et al., 2002) e Phyllospongia foliascens (0,075%) (KAMIYA et al.,
1986b).

Por outro lado, H-3 correspondeu a 2% das proteinas de H.caerulea, este
valor é considerado alto tendo em vista que das lectinas isoladas de esponjas, somente
aquelas presentes em Halichondria okadai superam esse valor: HOL-I = 2,7% e HoL-lI
= 2,9% (KAWAGISHI et al., 1994).

A massa molecular de H-1 e H-3 foi estimada por SDS PAGE e exclusao
molecular e determinada por MS. Por SDS PAGE, H-1 é uma proteina de 40 kDa na
presenca e auséncia de agentes redutores, em exclusdo molecular H-1 comporta-se de
maneira anémala apresentando 15 kDa.

Divergéncias entre massas moleculares estimadas por SDS PAGE e gel
filtracdo ndo sdo raras e ja foram descritas em algumas proteinas isoladas de organismos
marinhos (OKAMOTO et al., 1990; BENEVIDES et al., 1996; COSTA et al., 1999). E
sabido que a conformacéo € um fator a ser considerado durante a migracao de proteinas,
tanto em SDS PAGE quanto em gel filtracdo. Proteinas globulares e muito compactas
podem sofrer atraso em sua migracdo durante uma cromatografia de gel filtracdo, alem
disso, o carater acido e/ou glicoprotéico gera uma migracao lenta em SDS PAGE e,
portanto, o peso molecular de uma proteina pode apresentar-se diferente da realidade
quando estimado por eletroforese.

Em contraste a H-1, H-3 apresentou-se como uma proteina heterogénea. Em
SDS PAGE foram observadas trés bandas na auséncia e presenca de agentes redutores
(9, 16 e 18 kDa), sendo necessaria a preparacdo de um gel nativo para confirmar a
pureza da lectina. Tanto em PAGE quanto em gel filtracdo, H-3 foi homogénea e

apresentou massa de 40 kDa.
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Uma vez confirmado que a banda de 18 kDa (a') corresponde a forma
superglicosilada da banda de 16 kDa (o) (Ver adiante), é especulada uma possivel
organizagdo oligomérica de H-3. Para totalizar os 40 kDa da massa nativa estimada,
podem ocorrer duas formagdes distintas (FIGURA 41): 28 + a (2 x 9 kDa + 16 kDa =
34 kDa); e 2p + o' (2 x 9 kDa + 18 kDA = 36 kDa). A diferenca de 2 kDa existente entre
as duas formas seria dificil de detectar por PAGE ou gel filtracdo, o que justifica o

comportamento homogénio de H-3 nas duas técnicas.

Figura 41 - Possiveis formac6es oligoméricas de H-3.

H

Forma I de H-3 Forma II de H-3
36 kDa 38 kDa

H-3 parece ocorrer de duas formas nativas distintas: a forma I, que corresponde a forma parcialmente
glicosilada de H-3, e a forma 1, que corresponde a forma superglicosilada de H-3.

Dentre as lectinas isoladas de esponja, somente a lectina I de Axinella
polypoides apresentou padrdo hetrogéneo em SDS PAGE. Na ocasido a lectina ndo teve
sua massa avaliada de forma nativa (BRETTING; KABAT, 1976a). No geral, as
lectinas de esponjas apresentam-se como oligémeros, incluindo formacgdes diméricas
(PAJIC et al., 2002), triméricas (XIONG et al., 2006) e tetraméricas (MOURA et al.,
2005) unidas por interacdes fracas (MEDEIROS et al., 2008) ou pontes dissulfeto
(MIARRONS;FRESNO et al., 2000). Sendo raras as formacdes monoméricas
(KAWAGISHI et al., 1994).

Por MS, a cadeia B de H-3 apresentou massa de 11.828 +2 Da, estando
levemente acima da massa estimada por SDS PAGE (9 kDa). As cadeias o e o' também
apresentaram massas moleculares acima daquelas estimadas por SDS PAGE: 16 e 18
kDa por eletroforese; 18.291 +2 Da e 20.393 £2 Da por MS.

Divergéncias entre massa molecular relativa (Mr) e massa molecular
determinada também foram observadas nas lectinas das algas Hypnea musciformis
(HML) e H. cervicornis (HCA) (NAGANO et al., 2005).

Como dito anteriormente, a migracdo em eletroforese pode ser influenciada

pela conformacdo e hidrodinamicidade da molécula. Em HML e HCA, as pontes
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dissulfeto (sete em cada) tornam essas proteinas mais compactas, levando a uma
migracdo mais rapida em eletroforese. Por SDS PAGE, a massa das lectinas foi
estimada em 3,5 kDa enquanto que por MS as lectinas apresentaram massas
moleculares em torno de 9 kDa (NAGANO et al., 2005).

Andlises por MS revelaram que H-3 possui seis Cys, duas na cadeia B e
quatro na cadeia a, todas envolvidas em pontes dissulfeto, ndo havendo nenhuma Cys
livre. Portanto, a migracdo andmala de H-3 em eletroforese pode ser justificada pela
presenca de pontes dissulfeto intracadeia.

A presenca de pontes dissulfeto é uma caracteristica comum as lectinas de
esponjas. A lectina Ef (Ephydaia fluviatis) possui oito Cys, todas envolvidas em pontes
dissulfeto intracadeia (WIENS et al., 2005). Ja a tachylectina LEC_SUBDO (Suberites
domuncula) possui nove Cys, quatro pontes dissulfeto intracadeia e uma Cys livre
(SCHRODER et al., 2003). As lectinas do tipo C, APHRLECC_1 e _2 (Aphrocallistes
vastus), possuem seis Cys envolvidas em trés pontes dissulfeto intracadeia
(GUNDACKER et al., 2001). As lectinas de Axinella polypoides possuem uma ponte
dissulfeto cada (BUCK et al., 1991; BUCK et al., 1998).

Por outro lado, GcG (Geodia cydonium) possui uma Cys que ndo esta
envolvida na formacdo de pontes dissulfeto, podendo esta Unica Cys ser alvo de

oxidacao causando inativacdo da lectina (PFEIFER et al., 1993).

Das trés lectinas isoladas de H. caerulea, H-1 mostrou-se como a mais
especifica a eritrocitos humanos, causando hemaglutinacdo a uma concentragdo minima
de 0,62 pg.mL™, enquanto que H-3 ¢ a menos especifica (MAC = 15 ug.mL™).

Diferentemente de H-2 que aglutina preferencialmente eritrocitos nativos de
coelho, H-1 aglutinou todos os eritrocitos testados com uma leve preferéncia para
heméacias humanas tratadas com tripsina e H-3 foi especifica a eritrocitos humanos do
tipo A e B, somente quando estes receberam tratamento enzimatico.

Lectinas com preferéncia por eritrocitos que receberam tratamentos
enzimaticos também foram observadas nas esponjas Cliona varianas (MOURA et al.,
2005) e Axinella dissimilis (BRETTING; KABAT, 1976).

A atividade hemaglutinante de H-1 ndo foi inibida por nenhum dos
carboidratos testados, enquanto que H-3 foi inibida por GalINAc e PSM. A ligacdo de
H-3 a GalNAc e o ndo reconhecimento de galactose, sugerem que o grupamento N-

Acetil é essencial para a interacéo.
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Muitas lectinas de esponjas sdo capazes de reconhecer GalNAc, incluindo as
galectinas isoladas de Geodia cydonium (VAITH et al., 1979) e Cinnachyrella sp.
(UEDA et al., 2012), mas poucas sdo especificas a GaINAc em detrimento de galactose,
tendo sido relatada uma unica lectina desse tipo em Halichondria okadai (HoL 1I).
Ainda assim, HoL-I é capaz de reconhecer dissacarideos de galactose (KAWAGISHI et
al., 1994).

Por outro lado, a afinidade por carboidratos complexos e glicoproteinas tem
sido reportada em diversas lectinas de esponjas. H-2 pode ser inibida por PSM e
orosomucoide (CARNEIRO, 2011), as lectinas de Aplysina archeri e A. lawnosa sdo
inibidas por Fetuina, glicoproteinas acidas e tiroglobulina (MIARRONS; FRESNO,
2000), HolL-30 de Halichondria okadai apresentou afinidade por Asialofetuina
(KAWASAR et al., 2008) e em Craniella australiensis uma lectina especifica a PSM
foi isolada (XIONG et al., 2006).

A atividade de H-1 foi mais efetiva em pH alcalino (9), enquanto que a
atividade de H-3 foi estavel em pH neutro e levemente acido (6-7). H-2 apresentou
atividade maxima em pH acido (CARNEIRO et al., 2011) o que justifica o fato de o
extrato bruto de H.caerulea apresentar forte atividade hemaglutinante em todos os pH
testados (dados ndo mostrados).

Reconhecidamente, a agua do mar é levemente alcalina o que leva a maioria
das lectinas de organismos marinhos a apresentarem otimo de atividade em pH neutro
ou levemente basico (KAWAGISHI et al., 1994; PAJIC et al., 2002; MOURA et al.,
2005; DRESCH et al., 2008). Notoriamente, especula-se que as lectinas podem
desempenhar funcgdes tanto de maneira intra quanto extracelular (VASTA et al., 2004).
A presenca de lectinas com atividade 6tima em pH diferente daquele do meio
circundante pode sugerir que tais lectinas se localizem em fracdes subcelulares onde o
pH predominante é diferente daquele do meio.

H-1 mostrou-se pouco resistente a desnaturacdo térmica, uma vez que sua
atividade hemaglutinante foi reduzida a 25% apds 1 hora de incubacdo a 40°C. A
atividade de H-3 foi estavel mesmo apds aquecimento a 60°C por 1 hora.

Das lectinas de esponjas ja descritas: CvL-l manteve sua conformacdo
nativa apos aquecimento a 60 °C (MOURA et al., 2005); as lectinas de Axinella
corrugata apresentaram boa estabilidade térmica, AcL-1 e AcL-Il sdo estaveis a 60 °C e
sO perdem completamente a atividade apds aquecimento a 95°C por 1 hora (DRESCH et
al., 2008; DRESCH et al.,2012); CaL, a lectina isolada de Craniella australiensis,
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manteve-se estavel a 70 °C e mostrou atividade residual mesmo exposta a temperatura
de 95 °C por 1 hora (XIONG et al.,, 2006), mas nenhuma destas lectinas foi
termicamente mais estavel que H-2, que possui conformacdo nativa mesmo aquecida a
80°C por 1 hora (CARNEIRO et al., 2011).

As trés lectinas de H.caerulea séo independentes de ions divalentes.
Lectinas de esponjas idependentes de ions foram isoladas de Axinella polypoides
(BRETTING; KABAT, 1976), Halichondria okadai (KAWAGISHI et al., 1994),
Haliclona cratera (PAJIC et al., 2002), Cinnachyrella apion (MEDEIROS et al., 2008)
e Cinnachyrella sp. (UEDA et al., 2012).

Por outro lado, lectinas dependentes de Ca** foram observadas em Aplysina
archeri, Aplysina lawnosa (MIARRONS; FRESNO, 2000), Aphrocallistes vastus
(GUNDACKER et al., 2001) e Cliona varians (MOURA et al., 2005).

As lectinas de H. caerulea apresentaram niveis diferentes de toxicidade
contra nauplios de Artemia. H-1 foi a mais toxica (LCso = 6,4 pg.mL™), sequida por H-2
(142,1 pgmL™) e H-3 (4142 pg.mL™). Para as trés lectinas a mortalidade parece
aumentar com 0 aumento da dose, indicando que a toxicidade de H-1, H-2 e H-3 ¢ dose-
dependente.

O teste de letalidade em Artemia € amplamente utilizado como indicador de
citotoxicidade de compostos bioativos. Tal toxicidade esta diretamente relacionada a
diversas propriedades biologicas, incluindo atividade anti HIV, atividade inseticida,
pesticida e antitumoral (CARBALHO et al., 2002; NUNES et al., 2006).

Contudo, poucas lectinas de invertebrados marinhos foram avaliadas quanto
a toxicidade sobre nauplios. A lectina de Axinella corrugata, AcL-I, foi extremamente
letal a nauplios, com LC50 de 0,951ug.mL™ (DRESCH et a., 2012). As lectinas de
Cliona varians (CvL-1 e CvL-Il), assim como as de H.caerulea, apresentaram niveis
diferentes de toxicidade. Enquanto CvL-l mostrou LCs de 5,6 pg.mL™, CvL-Il teve
LCso de apenas 850 pg.mL™ (dados ndo publicados). HgL, a lectina hemolitica isolada
de Holothuria grisea, mostrou elevados niveis de toxicidade para nauplios de Artemia,
apresentando valor de LCso de 9,5 pg.mL™ (MOURA, 2010). A lectina isolada dos
orgaos internos de Holothuria scabra, também mostrou elevada toxicidade para
nauplios com LCsp de 30 pg.mL™ (MOJICA; MERCA, 2005).

Além destas lectinas, as lectinas isoladas do molusco Aplysia kurodai (AKkL)

e do poliqueta Perinereis nuntia (PnL) também foram avaliadas quanto a sua toxicidade
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sobre nauplios. AKL foi considerada toxica causando 63 % de mortalidade a uma
concentragdo de 32 pg.mL™, enquanto que PnL foi considerada pouco téxica levando a
morte de apenas 33 % dos nauplios a uma concentracio de 32 pg.mL™ (KAWSAR et
al., 2010).

Né&o parece haver relacdo entre a afinidade da lectina e o grau de toxicidade
que a mesma apresenta contra nauplios. As lectinas de C. varians, por exemplo,
possuem afinidades muito similares e efeitos sobre nauplios muito distintos (dados ndo
publicados). AKL e PnL também sdo especificas aos mesmos ligantes e apresentam
toxicidade bastante distintas (KAWSAR et al., 2010).

Entretanto, o efeito sobre nauplio parece estar diretamente relacionado com
a toxicidade contra células malignas e com o efeito pré-inflamatério. CvL-1 € toxica a
nauplios e letal para células malignas da linhagem K562 (QUEIROZ et al., 2008b),
aléem de promover efeito quimotatico sobre linfocitos (QUEIROZ et al., 2008?%). HgL
também é téxica para nauplios e possui LCso < 0,5 pg.mL™ para células da linhagem
HelLa (dados ndo publicados). AcL-1, outra lectina letal a nduplios, também tem efeito
pro inflamatorio por promover migracdo de neutréfilos (DRESCH et al., 2008).

Sendo assim, é possivel estimar que H-1 e H-2 podem possuir efeito tdxico
sobre células malignas ou mesmo efeito pré-inflamatorio, ao contrario de H-3 que
possivelmente ndo apresentard nenhuma destas propriedades.

De fato, a lectina isolada de Haliclona cratera, HcL, possui efeito letal
sobre as linhagens Hela e Femx, com valores de LCso de 9 pg.mL™ ¢ 11 pg.mL™,
respectivamente (PAJIC et al., 2002). Em uma comparacdo fisicoquimica, HcL
conserva propriedades de H-2 (CARNEIRO, 2011).

H-3 ndo apresentou toxicidade contra bactérias gram negativas ou gram
positivas e nem mesmo foi capaz de aglutinar E.coli e S.aureos.

A lectina isolada de Halichondria panicea também ndo foi toxica a sete
cepas de bactérias marinhas, mas foi capaz de induzir o crescimento da bactéria P.
insolita isolada da propria H. panicea (MULLER et al., 1981). Por outro lado, CvL-I
apresentou toxicidade para bactérias gram positivas, enquanto que ndo demonstrou
efeito toxico para bactérias gram negativas, além disso, CvL-1 foi capaz de aglutinar
bactérias gram positivas, em detrimento de bactérias gram negativas (MOURA et al.,
2005).

Lectinas que apresentam toxicidade ou efeito aglutinante sobre bactérias

parecem estar envolvidas no sistema imune inato de invertebrados, podendo atuar como
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opsoninas ou como sinalizadores induzindo a migracdo de células especializadas
(KILPATRICK et al., 2002). Em contraste, lectinas que induzem o crescimento de
bactérias podem estar envolvidas na simbiose entre bactérias e hospedeiros (MULLER
etal., 1981).

Uma vez que H-3 ndo aglutinou, ndo induziu ao crescimento e nem
demonstrou toxicidade para bactérias, € provavel que esta lectina ndo esteja envolvida
no processo de selecdo e manutencdo de simbiontes nem mesmo na defesa de
H.caerulea.

H-3 é uma proteina azul com maxima absorcdo a 620 nm. Proteinas azuis
tém sido purificadas e caracterizadas a partir de diferentes organismos, incluindo sapos
(OKE et al., 2008), algas (TEALE; DALE, 1970) e plantas vasculares. Contudo, o
mecanismo de emisséo de luz é estruturalmente diferente em todos os casos.

Nos ovos do sapo Polypedates leucomystax, Ranasmurfina foi isolada e
caracterizada estruturalmente. Ranasmurfina é uma proteina verde-azul de 26 kDa, cujo
pigmento esta ligado covalentemente a estrutura protéica. Ranasmurfina tem absorgéo
méaxima a 680-700 nm. A coloragdo de Ranasmufina é estavel mesmo apos
desnaturacdo protéica, protedlise e tratamento com NaBH, borohidrato de ciano,
hidroxilamina e ascorbato (OKE et al., 2008).

A resolucdo da estrutura cristalina de Ranasmufina revelou que a
modificacdo covalente na sequencia de aminoacidos Lys-Tyr-N-Tyr-Lys, conhecida
como bis(LTQ), é responsavel pela coloracdo verde azulada e tém propriedades
similares ao indofenol (OKE et al., 2008).

Diferentemente de Rasparmufina, H-3 perde a coloragdo azul quando
desnaturada. EDTA, 2-mercaptoetanol, cloridrato de guanidina e SDS ndo causam
mudanca na absorcdo de H-3. Por outro lado, exposicdo ao calor, tratamento acido e
basico causam um salto na absorcdo de H-3, 620 nm para 400 nm, indo de azul para
vermelho-laranja.

A molécula responsavel pela pigmentacdo de H-3, denominada croméforo-
597, foi isolada por RPC e parcialmente caracterizada por MS.

A fracdo RP-PIII apresentou, por MS, massa molecular de 597 Da, nédo
podendo ser observada por eletroforese devido a sua baixa massa.

O cromdforo-597 ndo possui absorcdo a 216 nm revelando seu carater nao
protéico, mas absorve a 280 nm o que indica a presenca de anéis aromaticos em sua

estrutura. O croméforo purificado emite coloragdo vermelha-laranja. Interessantemente,
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quando a RPC foi acompanhada por absor¢do a 620 nm n&o foi observado o pico
caracteristico de H-3, 0 que corrobora com os resultados das varreduras de absorcéo,
indicando que quando H-3 € desnaturada a pigmentacdo azul é perdida e a coloracao
muda para vermelho.

Né&o foi possivel determinar que tipo de molécula é o croméforo-597, uma
vez que os experimentos de Top Down desestabilizaram o ion [M + 1H]1+ de m/z
597,5029 tornando impossivel a interpretacdo dos espectros (dados ndo mostrados), mas
a presenca de anéis aromaticos leva a inferéncia de uma estrutura similar as porfirinas,
moléculas acessorios responsaveis pela pigmentacdo de diversos compostos.

Proteinas pigmentos que apresentam moléculas acessérias sdo
extensivamente estudadas em algas. As ficobiliproteinas, como sdo conhecidas, sdo
proteinas encontaradas nos estromas de células de algas e estdo envolvidas na captacao
de luz para fotossintese (GLAZER, 1982; MACCOOL, 1998).

As moléculas responsaveis diretas pela captacdo de luz, bem como pela
emissdo de coloragdo, sdo denominadas ficobilinas. As ficobilinas sdo derivados
tetrapirrolicos lineares ligadas a apoproteinas por ligagdes do tipo tiol ester
(WEDEMAYER, 1992)

A ficobilicianina (PBC), de coloracdo azul, e a ficobilieritrina (PBE), de
coloracdo vermelha, sdo isoméros, diferenciando-se somente no padrao de suas ligacdes
duplas (EOCHA, 1965).

Assim como H-3, as PBCs apresentam méaxima absor¢cdo em torno de 630
nm e sofrem alteracdes na pigmentacdo apos tratamentos agressivos. As PBCs sofrem
branqueamento na presenca de agentes redutores, uma vez que a ligacdo entre o
tetrapirrol e a apoproteina € uma ponte tioléster (WEDEMAYER, 1992).

A massa molecular das PBCs também se assemelha a do cromoforo-597 de
H-3. O pigmento de H-3 possui 597 Da por MS, a massa molecular das PCBs, assim
como das porfirinas, é de aproximadamente 620 Da.

Em meio as semelhancas entre o croméforo-597 e PCBs, é sugerido que a
molécula pigmento de H-3 seja estruturalmente similar as PCBs. Além disso, a
mudanca de coloracdo ap0s tratamentos agressivos sugere o envolvimento de reacoes
redox que podem resultar na modificacdo do padrdo de ligacGes duplas do cromoforo, o
que explicaria a mudanca de coloracéo.

Entretanto, H-3 e o cromdforo parecem ndo serem unidas por ligacGes

covalentes, diferente do que acontece com PCBs e a apoproteina correspondente.
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Quando H-3 foi infundida diretamente no espectrometro, usando acetato de amonio e
baixa temperatura de fonte, ndo pdde ser observada a forma oligomérica da lectina,
indicando que a interface entre as subunidades o ¢ B é fragil, sendo esta interface
desfeita mesmo sob condicGes brandas de ionizagdo. Entretanto, a tentaiva de ionizacéo
nativa resultou na ionizacdo de uma forma complexada de aH3. Experimentos de Top
Down revelaram que a cadeia o de H-3 interage com o cromoforo-597.

Uma vez que a cadeia a pode ser separada do cromoforo pela simples
desnaturacdo proteica, € de se entender que a unido entre aH3 e o pigmento € mediada
por interacOes fracas. Contudo, a interacdo entre aH3 e o cromoforo é mais forte que a
interacdo que mantém a forma oligomérica unida, desde que a interagdo a-597 ndo foi
desfeita pela ionizagdo.

O outro grupo de proteinas azuis, encontrado em plantas vasculares e em
alguns fungos, compreende as proteinas ligantes de cobre. Tais proteinas apresentam até
quatro a&tomos de cobre em sua estrutura, sendo estes responsaveis pela coloracdo azul,
e pussuem absor¢cdo maxima a 600 nm (SOLOMON et al., 1996).

Ambas as lectinas aqui isoladas foram consideradas glicoproteinas. H-1
apresentou 8,2 % e H-3 2,7 % de carboidratos neutros. Além disso, a natureza
glicoproteica de H-3 foi confirmada por MS.

Além de H-1 e H-3, as lectinas isoladas das esponjas Aphrocallistes vastus
(GUNDACKER et al., 2001), Aplysna lawnosa e Aplysina archeri (MIARRON;
FRESNO, 2000), Axinella corrugata (DRESCH et al., 2008), Cliona varians (MOURA
et al., 2006), Haliclona cratera (PAJIC et al., 2002), Crambe crambe (DOGOVIC et
al., 1996), Phyllospongia foliascens (KAMIYA et al., 1986b) e Craniella australiensis
(XIONG et al., 2005) sdo glicoproteinas.

O grau de glicosilacdo varia dentre as lectinas de esponjas, desde 2,1% em
Crambe crambe (DOGOVIC et al., 1996) até 29 % em Aphrocallistes vastus
(GUNDACKER et al., 2001). Entre todas as glicoproteinas supracitadas, somente a
lectina de Aphrocallistes vastus teve sua porcéo glicidica parcialmente caracterizada.
APHRLECC possui um glicano N-ligado de composicdo desconhecida com
aproximadamente 10 kDa (GUNDACKER et al., 2001).

Experimentos de top down revelaram que as cadeias o e a' de H-3 sdo, na
verdade, a mesma espécie molecular, com a presenca de uma porc¢éo glicidica maior na
cadeia a'. O top down da cadeia a ndo resultou em nenhum decréscimo de massa,

sugerindo que a Seria uma forma completamente deglicosilada.
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Entretanto, a coloragdo com PAS foi positiva para as trés cadeias de H-3, 0
que indica que a ndo é a forma completamente deglicosilada. De fato, quando H-3 foi
deglicosilada por métodos quimicos o ion resultante apresentou massa de 17.548 +2 Da,
sendo esta massa considerada livre de carboidratos.

Portanto, a cadeia o ¢ a soma da porgao proteica (17.548 +2 Da) com o core
HexNAc;Hex,. A cadeia o’ ¢ a soma da porgdo proteica (17.548 +2 Da) com o core
Hex;HexNAc;DeoxiHex,. Além disso, foram observadas formas de aH3 com adi¢do de
1 a 6 residuos de Hexose na porcdo terminal, chegando a glicosilacdo maxima de
Hex;sHexNAc;DeoxiHex,.

A técnica empregada para a determinacdo da composicao glicidica de H-3
ndo permite precisar a estrutura do glicano, nem mesmo a identificagdo de formas
isoméricas, tais como 0s monossacarideos glicose, manose e galactose. Entretanto,
dados disponiveis na literatura permitem que a predicdo da estrutura e composi¢do do
glicano sejam feitas.

Por exemplo, a base Mana3(Mana6)ManB4GIcNACB4GICNAC € comum a
todas as glicoproteinas N-ligadas e pode-se inferir que esteja presente em aH-3. Além
disso, em animais € também comum a presenca de fucose ligada (a1-6) ao GICNAc mais
interno (WILSON, 2002). Duas deoxihexoses foram encontradas no espectro de H-3
deglicosilada, portanto, € sugerido que uma destas deoxihexoses esteja na posicao
supracitada.

A presenca de N-acetil lactosamina também é comum em glicoproteinas N-
ligadas de origem animal. A enzima que cataliza a reacdo de transferéncia, p-1,3-N-
Acetilglicosaminiltransferase, é mais especifica a por¢do Mana6Manf do core
pentassacarideo (van den EIJNDEN et al., 1988). Assim, nesta posicdo do glicano
(antena I) de H-3 foi predito um residuo de N-acteillactosamina.

Durante a sintese de uma glicoproteina no R.E. (FIGURA 42), o precursor
dolicol funciona como doador do oligossacarideo a ele ancorado (GlcsMangGIcNAC,).
Ainda no reticulo endoplasmatico o oligossacarideo, agora ligado a proteina, €
processado. Inicialmente, o primeiro residuo de glicose (al-2) é removido pela
gicosidase | (KILKER et al., 1981), depois dois residuos de glicose (al-3) séo
removidos pela glicosidase Il (SAUNIER et al., 1982), restando agora somente o core
MangGIcNAC;.

Posteriormente, a manose (al-2) & removida. Em mamiferos, a base

MangGIcNAC; é o precursor para a formagdo de N-glicanos complexos e do tipo High
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mannose. Entretanto, a maturacdo da glicoproteina pode continuar no complexo de
Golgi, onde mais residuos de manose podem ser removidos. Por exemplo, uma
manosidase presente no complexo de Golgi pode transformar oligossacrideos do tipo
GIcNAc;Mangg em GIcNAc;Mans (BISCHOFF et al., 1986).

No complexo de Golgi a cadeia do oligossacarideo pode ser alongada pela
adicdo de outros monossacarideos (galactose, GIcNAc, &cido siélico fucose e etc.)

Figura 42 - Biossintese e processamento eucarioto de glicoproteinas N-ligadas.
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Adapatado de Kukuruzinska; Lennon, 1998. O precursor dolicol doa o oligossacarideo para a Ash da
glicoproteina recém sintetizada. Apds remocdo de trés residuos de glicose e um residuo de manose, a
glicoproteina é secretada para o complexo de Golgi, onde pode ocorrer a remoc¢do de trés residuos de
manose e o direcionamento da glicoproteina para a montagem de estruturas complexas, high mannose ou
glicanos hibridos.

Com base nestas informaces, é proposto que o oligossacarideo de H-3 seja
maturado pela via alternativa de formacdo de oligossacarideos complexos que ocorre no
complexo de Golgi. Sendo assim, o oligossacarideo de H-3 pode conservar, a partir do
precursor dolicol, o core Mana3(Mana6)Manp4GIcNAcB4GIcNAc, aléem de outras trés
manoses (Mana3 e Mano2Mana6) ligadas no braco Il (Mano3Manf), formando uma
estrutura triantenaria de composicdo GIcNAc,;Mane.

Em mamiferos, as antenas do precursor MansGIcNAc, sdo geralmente
alongadas por adicGes alternadas de galactose e GIcNAc, formando o “bloco de
construcdo” LacNAc (Galp4GIcNACc). A antena pode receber grandes quantidades de
LacNAc para formar estruturas conhecidas como polilactosaminas (DELL; MORRIS,
2001).

Em invertebrados, o B-GalNAc é adicionado em substituicdo a galactose
presente em mamiferos, resultando em uma estrutura conhecida como LacDiNAc
(GaINAcPB4GIcNAc) (DELL et al., 1999).
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Em H-3 foi observada a presenca de dois pares de N-acetil Hexosaminas,
podendo estes serem considerados como dois LacDiNAc. Entretanto, um dos residuos
de LacNAc foi encontrado com a adi¢do de uma deoxihexose.

A biossintese de oligossacarideos complexos é finalizada pela adicdo de
uma variedade de “tampas” ou “decoragdes”, incluindo a adicdo de &cido sialico e
fucose (DELL; MORRIS, 2001).

Dois residuos de deoxihexose foram observados em H-3, um deles esté
ligado ao GIcNAc mais interno da estrutura oligosacaridica. O outro residuo parece ter
sido adicionado a um dos LacDiNAc encontrados, uma vez que ndo € possivel fazer
distincdo, no espectro, das massas separadas da deoxihexose e do LacDilNAc. Portanto,
é proposto que um dos LacDiNAc encontrados tenha sido “decorada” para formar um
analogo do antigeno Le* (GalNAcB4(Fuca3)GIcNACP).

Assumindo que o oligossacarideo de aH-3 seja um triantenario € impossivel
precisar a qual das antenas esta presente cada sacarideo descrito aqui. Por convencéo, a
antena | foi considrada como LacNAc, a antena Il foi considerada contendo a estrutura
LacDIiNAc e a antena |1l foi considera como possuidora do LacDiNAc decorado com
uma fucose (FIGURA 43).

Figura 43. Possivel oligossacarideo presente em H-3.
Galp1-4GlcNAcp1-2Manal \ Fucal \
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O oligossacarideo complexo de H-3 foi predito com base nas informacdes literérias, especialmente em
DELL; MORRIS, 2001; WILSON, 2002 e KUKURUZINSKA; LENNON 1998,

Fucal

A cadeia o teve sua estrutura primaria parcialmente determinada (90%) por
MS?. Uma vez que o aminoécido 1 (Q) fora modificado para acido piroglutamico (Z),
ficou ébvio que este, de fato, era 0 N-terminal da cadeia polipeptidica e que a diferenca
de massa entre a soma dos peptideos sequenciados por MS? e a massa intacta de aH-3,
obtida por ESI-MS, residia no C-terminal. Portanto, a técnica de biologia molecular

3'RACE foi empregada para a determinacéo da extremidade C-Terminal de aH-3.
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O fragemento obtido por 3’RACE consistiu numa sequencia de
aproximadamente 500 pb, responsavel pela codificacdo de 82 aminoécidos, além de um
cddon de parada e uma regido ndo condificante.

Destes 82 aminoéacidos, 54 foram complementares a sequencia obtida por
MS?, servindo apenas para confirmacdo do sequenciamento por MS/MS, enquanto que
28 aminoacidos representaram uma extensdo da regido C-terminal, totalizando 173
residuos de aminoacidos, o que equivale a uma massa de 19.099 Da, valor muito
superior aos 17.548 +2 Da determinados por ESI-MS.

Essa divergéncia de valores pode indicar o possivel processamento
proteolitico sofrido pela cadeia a.

A sequéncia de aH-3 obtida pela sobreposicdo das duas técnicas (MS? e
RACE) revelou, na posicdo 156, uma Asn seguida por dois residuos (VT) que
caracterizam um sitio de N-glicosilacdo. Sitios de N-glicosilagdo em alguns casos
podem funcionar como marcadores que indicam como ou onde deva ocorrer o
processamento proteolitico de tais proteinas.

Sendo assim, é proposto que o0 C-terminal da cadeia a de H-3 seja
processado pela clivagem no caroboxi terminal da '>°Ala, havendo a remocdo do
peptideo °NVTTVLPPDAFSLPP'™® e posterior ligacdo das cadeias petidicas
resultantes (*Z-A'* e *GCG'™.

Visto que fora observado a presenca de quatro residuos de cisteina em aH-3
e que somente trés foram identificados através de MSMS, o quarto residuo (encontrado
somente na sequéncia deduzida por RACE) deve existir na proteina madura.
Curiosamente, o residuo 4 de Cys reside na posicdo 172, sugerindo que deve haver um
processamento proteolitico sequido de uma ligacdo peptidica entre os residuos Ala™® e
Gly'"*. Eventualmente, a ponte S-S entre a Cys172 e a cadeia polipeptidica 'z-A'*
mantém as extremidades ligadas até que haja a formacao da nova ligacéo peptidica.

Além do processamento proteolitico no C-terminal, a cadeia o de H-3
parece sofrer a remocao de uma sequencia interna que esta presente na lectina putativa
de A.queenslandica. Curiosamente, 0 hexapeptideo em questdo flangqueia a regido do N-
glicano, diferentemente do que ocorre com o C-terminal, onde o glicano, se existe, é
removido por protedlise juntamente com o peptideo. Em ambos o0s casos, as cadeias
petidicas originadas por proteolise sdo religadas.

O processamento proteolitico € um fator crucial para a maturacdo de

diversas moléculas de carater proteico, incluindo alguns horménios (CHRETIEN; LI,
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1967). Por vezes, a clivagem especifica por parte das proproteinas convertases (PC), um
grupo de proteases envolvidas na maturacdo de proproteinas, envolve o reconhecimento
da sequéncia (K/R)-Xp-(K/R), onde X é qualquer aminoacido com exce¢do de Cys, e n
=0, 2, 4 ou 6 residuos (SEIDAH; CHRETIEN, 1998).

Uma sequéncia similar aquele reconhecido pelas PCs fora observado em
oH-3 e apAqL: ®KRIRY®. Este pentapeptideo antecede o possivel sitio de clivagem
encontrado em apAqL, indicando o provavel envolvimento de PCs no processamento
pos traducional das cadeias o das lectinas de H. caerulea e A. queenslandica.

Os dados apresentados juntamente com as discussdes aqui levantadas levam
a proposicdo de um mecanismo de modificacdo pés traducional para as cadeias o das
lectinas de H.caerulea e A.queenslandica (FIGURA 44).

Hipoteticamente, a cadeia o ¢ traduzida como uma proproteina de 197
residuos de aminoacidos e dois sitios de N-glicosilacdo. Apos ou durante a sintese, 0 N-
glicano é montado no sitio NET ou em ambos os sitios de glicosilacéo.

Em seguida, duas regides da proproteina sdo removidas via processamento
proteolitico originando um precursor de 177 residuos de aminoacidos e um sitio de N-
glicosilacdo (NET).

Finalmente, a proteina é direcionada para a secrecdo, uma vez que analises
do peptideo sinal de apAql indicam a funcao extracelular da proteina, e o peptideo sinal
é removido.

Outro ponto interessante sobre a estrutura primaria de aH-3 € a presenca de
uma sequéncia repetida. Estes dominios tandem podem estar relacionados com o
ancoramento de PH-3 em aH-3. Visto que a provavel organizacdo oligomérica de H-3
seja: 2B e lo/1a’, € de se esperar que haja pontos especificos de ancoramento para as
cadeias B. Deve haver pelo menos dois sitios de ligacdo em aH-3. A presenca destes
dominios repetidos sugere que estes pontos sejam os sitios de ancoramento de fH-3.

Sendo assim, € possivel estimar que as cadeias  sejam os DRCs de H-3 e
que o seja uma proteina de ancoramento. Vale ressaltar que a ¢ o carreador do
cromoforo e é uma proteina extracelular, assim como f. Visto que H-3 ndo parece estar
envolvida na defesa ou manutencdo de simbiontes é de se especular o envolvimento do
cromoforo na protecdo da esponja contra fotooxidacéo.

Neste contexto, B pode fornecer o suporte mecanico para o, através da

fixacdo da estrutura proteica por interacdo lectinica com carboidratos da matriz ou
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mesmo da membrana. o, por sua vez, usa o cromoforo para presevar a esponja de danos

causados pela luz.

Figura 44 - Processamento pos traducional hipotético das cadeias a de H-3 e pAgL.
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A cadeia a ¢ traduzia em um proproteina de 197 aminoacidos e convertida por processamento proteolitico
em uma cadeia polipeptidica de 178 aminoéacidos, contendo um Unico sitio de N-glicosilagdo. Finalmente,
a cadeia o € secretada e o peptideo sinal removido.

A cadeia  de H-3 teve sua estrutura primaria completamente determinada
por MS/MS. A massa dos peptideos (11.622 Da), obtidos por digestdes proteoliticas,
somada a um residuo de HexNAc (203 Da) esta de bom acordo com a massa de BH-3
determinada por ESI-MS. A presenca do sitio de N-glicosilacdo em BH-3 indica que a
HexNAc encontrada no peptideo T-3 corresponde a um residuo de GIcNAc.

Na sequencia de aminoacidos de BH-3 foram observados cinco pontos de
microheterogeneidade, o que caracteriza a presen¢a de isoformas em BH-3. Isoformas,
em geral, surgem a partir de eventos pds traducionais como a adi¢cdo de grupos
prostéticos a certos sitios, ou mesmo por eventos pos transcricionais como o splicing
alternativo. As isoformas podem, ainda, serem provenientes de genes distintos.

N&o ha& dados disponiveis sobre a presenca de isoformas em lectinas de

esponjas, mas microheterogeneidades sdo comuns em lectinas de algas marinhas
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vermelhas (CALVETE et al, 2001; MEDINA-RAMIREZ et al, 2006;
NASCIMENTO-NETO et al., 2012).

A estrutura de PH-3 ndo foi similar a nenhuma lectina conhecida.
Entretanto, a cadeia B da lectina putativa de A. queenslandica apresentou alto grau de
identidade com BH-3 e ofereceu suporte para a resolugdo da estrutura primaria de BH-3.

Todos os aminoacidos de BH-3 foram determinados por MS/MS, exceto o
dipeptideo **CK®?, que foi identificado pela identidade com ppBAqL. A presenca da
*!ys foi atestada pelo peptideo T3, que por ser um peptideo triptico s existiria caso o
amino4cido que o antecede fosse Arg ou Lys. O residuo de ®Cys foi confirmado pela
medi¢do da massa de H-3 reduzida e alquilada. Tal experimento revelou que BH-3
possui duas Cys, uma vez que um dos residuos de Cys estava na posicdo 4, o outro
residuo foi considerado como estando na posicao 61. Foi também considerado que estes
dois residuos formam uma ponte dissulfeto intracadeia.

Assim como aH-3, a cadeia P apresenta trés delecdes em comparagdo a
pBAqL. Além do peptideo sinal de 19 residuos presente em ppAqL, pH-3 carece de uma
regido interna de seis residuos de aminoacidos (**VSENGE®) e uma regi&o C-terminal
de 55 aminoacidos, ambas presentes em pBAqL.

Curiosamente, tal qual em aH-3, a regido de seis aminoacidos deletada em
BH-3 ocorre flanqueando o sitio de N-glicosilacdo. Contudo, ndo é possivel inferir que

tipo de mecanismo é responsavel pela remocao da sequencia interna em questao.

Além dos resultados discutidos até aqui, neste trabalho fomos capazes de
obter cristais da lectina H-3.

Os primeiros cristais foram obtidos em micro escala através da utilizacdo de
um robd. Infelizmente, as linhas de luz para difracdo de raios X existentes no Brasil ndo
permitem a utilizacdo de micro cristais.

Para obter cristais passiveis de difracdo, foram realizados experimentos de
cristalizacdo em placas de Limbro. Ap6s 15 dias da montagem das placas foram
observados cristais de H-3 nativa e complexada com GalNAc. Estes cristais foram
traansportados para a linha de luz MX2 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron,
Campinas, SP. No LNLS os cristais foram submetidos a difracédo.

Infelizmente, a formacdo dos cristais ndo fora adequada e o padrdo de

difracdo foi fraco, a resolugdo de apenas 5 A e portanto, um conjunto de dados de
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qualidade que permita a resolugéo da estrutura da lectina ndo pode ser coletado (dados
ndo mostrados).

Dentre as lectinas de esponja, somente uma foi cristalizada e teve sua
estrutura tridimensional resolvida. A lectina de Cinachyrella sp., ChcG foi cristalizada
em trés condigdes distintas: (1) tampé&o Tris 100 mM, pH 8,5 contendo CaCl2 200 mM
e PEG 4000 20%; (2) tamp&o MES 100 mM, pH 6,5, contendo sulfato de amonio 200
mM e PEG 5000 MME 30%; (3) tamp&o Tris 100 mM, pH 8,5, contendo sulfato de litio
200 mM e PEG 3000 30 % (FREYMAN et al., 2012). Curiosamente, a condi¢do de
cristalizagéo 3 para CchG conhecide com uma condigéo de cristalizagéo de H-3.

Para a resolucdo da estrutura da galectina CchG, o problema das fases foi
resolvido por substituicdo molecular utilizando a estrutura da congerina, uma galectina
isolada da enguia Anguila anguila (FREYMAN et al., 2012).

Visando resolver a estrutura tridimensional de H-3, novos experimentos de
difracdo serdo conduzidos para obtencdo de cristais de qualidade passiveis de difracdo.
Infelizmente, o problema das fases ndo podera ser resolvido por substituicdo molecular,
uma vez que ndo existem lectinas similares a H-3 com estrutura tridimensional
resolvida, na verdade, sequer existem lectinas similares a H-3.

O caminho para a resolucdo da estrutura cristalografica de H-3 deve mesmo
ser 0 emprego das técnicas de MIR (Multiple Isomorphous Replacement) ou MAD
(Multiwavelenght Anomalous Diffraction), o que faz necessario a obtencdo de co-

cristais complexados com metais pesados.
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6. CONSIDERACOES FINAIS.

Duas novas lectinas foram isoladas da esponja Haliclona caerulea. As duas
novas lectinas (H-1 e H-3) foram caracterizadas e suas propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas foram avaliadas. H-1 apresentou elevado grau de toxicidade contra nauplios
de Artemia, enquanto que H-3 foi considerada ndo toxica. H-3 teve sua sequéncia de
aminoécidos determinada e ndo compartilha caracteristicas com nenhuma lectina
conhecida ndo podendo, portanto, ser classificada como pertencente a alguma das
familias de lectinas animais conhecidas. Entretando, uma proteina putativa codificada
no genoma de Amphimedon queenslandica foi identificada e mostrou alto grau de
identidade com H-3. As duas proteinas podem integrar uma nova familia de lectinas,
desde que sua estrutura tridimensional seja conhecida e confirmada ser Unica. Para tal,
cristais de H-3 foram obtidos, mas néo foi possivel obter um padrdo de difracdo de boa
qualidade neste trabalho. H-3 é uma proteina azul, pois interage com um croméforo. E a
primerira vez que é evidenciada a intercdo entre uma lectina e um cromoforo natural.
Foi tambeém a primeria vez que uma lectina de esponja teve sua composicdo glicidica
confirmada. Além disso, foi também observado que H-3 sofre um processamento pos-

traducional complexo que ndo foi completamente esclarecido neste trabalho.
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ANEXO A — Representacdo esquematica do processo de purificacdo das Halilectinas.
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ANEXO B - Halilectin 1 (H-1) and Halilectin 2 (H-2): two new lectins isolated
from the marine sponge Haliclona caerulea
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INTRODUCTION

Lectins am protins/ghycoprabeins. that bind reversibly to carboly-
drates, agglulinate calls andior precipilate polyssccharides and
glycoproteing. Lectins are widsly distributed in natue and can be
found in plants, slgse, fung, animals (venebraes and invens
Irates), microoganisms, and vinses [Sampaio of al, 202)

Becawse of their unususl ability to decipher the glycooode,
lecting can be employed in a range of biotechnological sturdies
inchading cancer and immunoloegical ressanch (Shanon and Lis,
2004, the isolstion and chamcterization of glycoronjugates
and Ibbood typing (Luo ef al, 201 1)

Marine sponges represent & doh source o new lecting and in
recent decades, members of the phylem Porifera have been
screened for the pesence and distribution of these proteing
Miarons and Fresno, 2000; Dresch ef al, 2005). Although anly &
few sponge lecting have been purified and chamctesized, some
of these proins have exhibited imporant biclogical ac Bvities,
such & the inhibition of tumor cedl growth Pajic & al, 2003
and mitogenssis in immune cells [Bretting &f al, 1981). Further-
more, there i & lack of information regarding the struchral
details and physiolegical functions of sponge lectind. However,
there are increasing amounts of data that suggest thal spomnge
lecting are involved in the processes of Porilera cell aggregation
(Gundacker ef al, 2001), in the defense system, where these

[proteing serve a5 molecules of sellnon-seli eoognition | Schroder
af gl 2003) and in sym bictis Kamiya er al, 1990).
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and marine environments. This onganism is comm only wed in
bisassays of & large varisty of bisactive molecules and chemical
com pounds, inclding hesvy metals |Martinez a1 al, 1998) meta
Ibalites (Hassan of 4, 2004, and pioteins {Dos Sanieds & al, 20111
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ANEXO C- H-3, a new lectin from the marine sponge Haliclona caerulea:

Purification and mass spectrometric characterization.
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Rereived 19 Augest 2003 bic interaction chromatography and o L H-3 is a protein with thres
ﬁ;’lﬂ-’%m distinct bands om S05-PAGE: Bkﬂu.lﬁkﬂamdwmaﬂewnh:lm.mgdﬁhmnmﬂﬂ-mH-l

Fulu:: mz showed a symmetrical peak and a umigue band, respectively. Hemaggiutinating activity of H-3 was sta-

bile at meutral pH and temperatures up to 60°C. N-Acetylgalactosamine and porcine stomach mucin
were the mast potent inhibitors of H-3. Primary strocture of the lectin was determined wsing tandem
mass spectromestry. :nd it :I'lnwud. ma :lmim'l]' to any members of the animal lectin families. Top down
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Frimary atianir 1| s nal modikcations in H-3, including ghycosy lation. The ghycan
Chromophare mpnsltlnm d']-l-.lw\.'l:rlmmmnd. and its structune was predicted. Furthermore, H-3 is a blue pro-
Sponge teim, binding to a chromophorne - 557 | by weak interactions, and this is the first time that the interaction
Lectin between one lectin and a natural chromophore has been shown
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1. Introdoction a p-galacturonic acid binding-lectin seems to be involved in the

Since the original work of Dodd et al. ( 1968), lectins from marine
sponges have been isolated. characterized. and, to some extent,
their biological roles have been established, in contrast to other
marine invertebrate lectins. For instance, a galectin isolated from
Geodia cydonium interacted with aggregation factors and precip-
itates of the reaggregation process (Muller, 1997) Two lectins
isolated from Apphrocollistus vastus are also involved in the reaggre-
gation process (Gundacker et al 2001), and in Holichondrio panicea,
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maintenance of symbiosis {Muller et al,, 1981).

In recent years, lectins solated from sponges have attracted
extensive attention because of their biological properties, such as
toxic effects against malignant cells (Rabelo et al, 2012), modula-
tory activity in the mammalian nervous system (Ueda et al, 2012)
and proinflammatory effects (Queiroz et al, 2008}

Howewer, structural features of those lectins are understudied.
In a pioneering work, two lectins from Axinella polypoides (lectin [
and 1) were sequenced by Edman degradation and mass spectrom-
etry (Buck et al, 1931, 1598). Axinella lectins shared 65% of identity
among themselves, but show no identity with other lectins (Buck
etal, 19911

In another study, Pieifer and coworkers deduced the amino acsd
sequence of two isolectins from the siliceous sponge G cydomium
by cOMA cloning. LECT-1 and LECT-2 showed a sequence of 38
conserved amino acids, which is characteristic of the carbohydrate-
binding site of vertebrate galectins (Pfeifer et al, 1993) Then,
the amino ackd sequence of two isolectins from A vastus was



